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RESUMO

Delias, Dominique dos Santos CARACTERISTICAS BIOMETRICAS, TROCAS
GASOSAS E ATIVIDADE DO SISTEMA ANTIOXIDANTE DE PLANTAS DE
EUCALIPTO DURANTE O CRESCIMENTO INICIAL 2013. Dissertacao (Mestrado) -
Programa de POs-Graduacdo em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas. Orientador: Prof®. Dr2. llisandra Zanandrea; Co-orientador: Prof. Dr.
Marcos Antonio Bacarin.

Eucalyptus € um género originario da Austrdlia e vem apresentando rapida
expansdo em varias regides do Brasil, devido principalmente a sua ampla
capacidade de aclimatacdo. Porém existem regibes que apresentam determinadas
caracteristicas climaticas que podem limitar o crescimento e o desenvolvimento
dessas plantas, resultando em estresse abidtico. Nesse contexto, monitorar o
crescimento inicial de mudas permite conhecer espécies que melhor sobrevivem
frente ao ambiente heterogénio, possibilitando a producdo de mudas de boa
qualidade. Este trabalho teve por objetivo analisar o comportamento das
caracteristicas biométricas, trocas gasosas e atividade do sistema antioxidante de
plantas de duas espécies de eucalipto, Eucalyptus grandis e E. saligna, durante o
crescimento inicial. As coletas foram realizadas mensalmente de julho de 2011 a
julho de 2012. Mudas provenientes de viveiro foram transplantadas, no més de maio
de 2011, para sacos plasticos de 5L, contendo uma mistura de terra e areia (2:1).
Foram avaliadas caracteristicas biométricas (diametro do caule a 10 cm da base e
na metade da altura da planta, altura, nimero de folhas, area foliar e massa seca
das folhas, caule, raizes e total), bioquimicas (atividade das enzimas Super6xido
Dismutase, Catalase e Ascorbato Peroxidase, quantificacdo de perdxido de
Hidrogénio e peroxidagéo lipidica) e trocas gasosas (taxa assimilatoria liquida de
CO,, concentracao intracelular de CO,, taxa transpiratéria e condutancia estomatica.
Os resultados demonstraram que E. saligna apresentou maior crescimento quando
comparado com E. grandis. Em relagdo as analises bioquimicas, E. grandis teve
maior atividade das enzimas antioxidantes no inicio e no final do experimento,
coincidindo com as épocas de frio, diferindo de E. saligna que apresentou aumento
na atividade s6 no segundo ciclo de frio. Para trocas gasosas, houve diferenca entre
as espécies e entre os tempo de avaliagdo. De maneira geral, verificou-se que
plantas de E. grandis e E. saligna apresentaram respostas semelhantes frente as
condi¢cbes climaticas da regido estudada, e as pesquisas de crescimento inicial
confirmam sua adaptabilidade as condic¢des climaticas do Rio Grande do Sul.

Palavras- chave: Eucaliptus grandis, Eucaliptus saligna, temperatura.



ABSTRACT

Delias, Dominique dos Santos BIOMETRIC CHARACTERISTICS, GAS EXCHANGE
AND OXIDANT SYSTEM ACTIVITY OF EUCALYPTUS PLANTS DURING THE
INICIAL GROWTH 2013. Adviser: Prof®. Dr2. llisandra Zanandrea; Co-adviser: Prof.
Dr. Marcos Antonio Bacarin.

Eucalyptus is a genus with origin in Australia and has expanding in several regions of
Brazil, mainly due to its wide aclimatation. But there are certain regions with climatic
characteristics that may limit the growth and development of eucalyptus plants,
resulting in abiotic stress. In this context, monitoring the inicial growth of plants allows
us a better understanding about species that survive better against the
heterogeneous environment, enabling the good quality seedlings production. This
work aimed to analyze the behavior of biometric characteristics, gas exchange and
the antioxidant system activity of plants of two species of Eucalyptus, E. grandis and
E. saligna during inicial growth. Samples were collected monthly between 2011 July
and 2012 July. On 2011 May, nursery seedlings were transplanted to 5 L plastic
bags, containing a mixture of soil and sand (2:1). We evaluated biometric
characteristics (stem diameter at 10 cm from the soil, diameter at half height of the
plant stem, plant height, leaf number, leaf area and dry weight of leaf, stem, root and
total dry weight), biochemical characteristics (activity of Superoxide Dismutase,
Catalase and Ascorbate Peroxidase enzymes, quantification of hydrogen peroxide
and lipid peroxidation) and gas exchange (rate of CO, assimilation, intracellular
concentration of CO,, stomatal conductance and transpiration). The results showed
that E. saligna had higher growth than E. grandis. Regarding biochemical analyzes,
E. grandis had higher activity of antioxidant enzymes at the beginning and end of the
experiment, that represents the cold seasons. E. saligna showed increased activity
only in the second season of cold. For gas exchange differences occurred between
species and between the evaluations times. In general, it was found that plants E.
grandis and E. saligna showed similar responses face of climatic conditions of the
region studied, and this research confirms their initial growth adaptability to climatic
conditions of Rio Grande do Sul State.

Key-words: Eucaliptus grandis, Eucaliptus saligna, temperature.
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1. INTRODUCAO

Eucalyptus é um género que pertence a familia Myrtaceae e que
compreende aproximadamente 700 espécies, apresentando dois grandes
centros de dispersdo, nas Américas e na Australia.

Apresenta um conjunto de fatores que contribuem para sua
expansao, como rapido crescimento, alta produtividade florestal e aumento e
direcionamento de novos investimentos de empresas que utilizam a madeira
do eucalipto como matéria prima para a producdo de mourdes, postes e
carvao, producédo de celulose e papel, extracdo de esséncias e ornamentacao
(PAIVA; VITAL, 2008; ABRAF, 2010).

O potencial produtivo das florestas plantadas em regides tropicais,
especialmente no Brasil, € muito superior a outras regiées do globo, com
poucas excecdes, e essa superioridade se deve as condicbes ambientais
favoraveis e a eficiéncia da tecnologia empregada no seu cultivo.

A grande diversidade de espécies de eucalipto possibilita a adaptacao
da cultura as diversas condicdes de clima e solo, e facilidades de
propagacéo, tanto por sementes como por via vegetativa, o que justifica sua
boa aceitacdo no mercado (FINGER et al., 1993; IPEF, 2005; VILAS BOAS,
2009; FREITAS JUNIOR, 2012). As caracteristicas desejaveis citadas,
somam-se 0 conhecimento acumulado sobre silvicultura e manejo do
eucalipto e o melhoramento genético, que favorecem ainda mais a utilizagéao
do género para os mais diversos fins (IPEF, 2005).

Com o aumento da demanda por produtos oriundos do eucalipto,
tornou-se necessario aumentar a produtividade da cultura. A producédo de
mudas de boa qualidade é importante, pois tem impacto direto no sucesso da
implantacéo e estabelecimento da cultura, e por isso € importante conhecer a

relacdo entre o crescimento e desenvolvimento da planta na fase de muda e o
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ambiente (GOMES et al., 2002; MANTOVANI et al., 2003; MARTINS, 2007).

O crescimento e o desenvolvimento da planta s&o complexos e
resultam da interacdo entre processos fisioldgicos influenciados pela
constituicdo genética e pela disponibilidade de recursos do ambiente. Dentre
os fatores ambientais que influenciam o crescimento, destacam-se a
temperatura, a quantidade de radiacdo fotossinteticamente ativa, a
disponibilidade de nutrientes e a umidade relativa, embora a temperatura do
ar seja o fator que mais influencia o desenvolvimento da maioria das espécies
vegetais (HODGES, 1991; YIN et al., 1995; YAN & HUNT, 1999), incluindo o
eucalipto (BATTAGLIA et al., 1996).

Estudos relacionando temperatura do ar, fenologia e desenvolvimento
de espécies florestais tém recebido grande atencdo apenas em paises de
clima temperado e pouca atencdo em paises de clima tropical, onde o
crescimento e o desenvolvimento das plantas sdo muito variaveis (SANDS &
LANDSBERG, 2002).

Na regido sul do Brasil, sujeita a invernos rigorosos, com frequente
formacdo de geada, o plantio de espécies de eucalipto ndo apresenta
resultados muito satisfatorios. A geada limita o desenvolvimento de plantas de
eucalipto, pois a capacidade de aclimatacdo a geada é limitada, ocasionando
danos severos a cultura. Desta forma, é importante a realizacdo de estudos
mais detalhados a respeito do crescimento inicial de E. grandis e E. saligna,
por serem espécies que apresentam grande importancia econémica no Brasil,
além de serem objeto de discussdo em funcao da baixa tolerancia as geadas,
fator que pode causar muitas perdas em produtividade.

Diante do exposto, o0 presente trabalho objetivou analisar
caracteristicas biométricas, trocas gasosas e atividade do sistema
antioxidante de plantas de duas espécies de eucalipto durante o crescimento

inicial.
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do eucalipto

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae, subfamilia
Leptospermoideae. E originario da Austrdlia e regides préximas, como
Indonésia, Timor, Papua-Nova-Guiné, Moluscas, Irian Jaya e sul das Filipinas,
com centro de origem da maioria no continente Australiano, localizadas nas
altitudes de 30 m a 2.000 m e latitudes de 13° a 44° Sul (MARTINS, 2003).

Eucalyptus grandis e Eucalyptus saligna sao nativas da costa leste da
Australia (MARCHIORI & SOBRAL, 1997), apresentam rapido crescimento,
variando de 43 a 55 m de altura, e 122 a 180 cm de diametro na altura do
peito. E. grandis possui excelente forma de tronco, e € cultivado em mais de
meio milhdo de hectares plantados em areas de clima tropical e subtropical,
sendo uma das mais importantes espécies comerciais de eucalipto no Brasil
(LOPES, 2003; MESKIMEN & FRANCIS, 2006). A area de distribuicao de
origem do E. grandis apresenta clima subtropical umido, com temperatura
minima dos meses mais frios entre 2 e 10 °C e maxima nos meses mais
quentes de 29 °C (MESKIMEN & FRANCIS, 2006). J&4 E. saligna desenvolve-
se melhor em regiées com clima temperado a subtropical. Adaptou-se bem no
Brasil e por esta razdo é muito utilizada em plantios comerciais (MARCHIORI
& SOBRAL, 1997; TONINI, 2003). Tem raizes superficiais bastante rasas
reduzindo sua capacidade de sobreviver em locais secos (MCMAHON, 2010).
No Brasil, as regides onde se desenvolvem melhor estdo localizadas nos
Estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais e Sdo Paulo (TRUGILHO,
1995).

Eucalyptus € o género florestal mais dominante e produtivo do Brasil,
com mais de trés milhdes de hectares plantados e manejados intensivamente,
principalmente para a obtencdo dos produtos como polpa celulésica, papel,
madeira para serraria e geracdo de energia (ABRAF, 2006; SANSIGOLO,
2011; FERNANDES, 2012).
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A madeira provinda do eucalipto é responsavel pelo abastecimento da
maior parte do setor industrial de base florestal do Brasil, e as espécies mais
utilizadas sdo o E. grandis (55%), E. saligna (17%), E. urophylla (9%), E.
viminalis (2%), hibridos de E. grandis x E. urophylla (11%) e outras espécies
(6%). E. grandis é usada como matéria-prima para a producdo de polpa de
celulose, além de apresentar excelentes caracteristicas silviculturais para
plantio comercial e as altas taxas de rendimento. Além disso, fornece
excelente deslignificacdo e branqueamento, proporcionando resultados
positivos na fabricacdo de papel (SANSIGOLO, 2011).

A importancia da cultura do eucalipto para o Brasil pode ser avaliada
pela participacéo do setor florestal na economia do pais. Inicialmente apoiado
por incentivos fiscais ao reflorestamento, e também pelos Programas
Nacionais de Siderurgia a Carvao Vegetal, de Celulose e Papel. Em 2001, o
setor respondia por 4% do PIB (produto interno bruto), 700 mil empregos
diretos e dois milhdes de empregos indiretos. Adicionalmente, a continua
expansao do setor florestal brasileiro, baseado em plantacdes, principalmente
com eucaliptos, possibilita a exportacdo de US$ 2 bilh6es por ano (SANTOS,
2001).

A cultura de eucalipto no Brasil vem apresentando crescimento
sequencial e hoje podemos verificar através de nimeros a sua importancia.
Segundo a Associacdo Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas —
(ABRAF), em 2010, a area ocupada por plantios florestais de eucalipto no
Brasil atingiu cerca de 4.754.334 ha (ABRAF, 2011). O florestamento com
eucalipto no Brasil vem apresentando crescimento médio de 7,1% nos ultimos
cinco anos (CARBONARI et al., 2012).

O eucalipto apresenta um conjunto de fatores que contribuem para
sua expansdo, entre eles os aspectos mais relevantes como a sua faclil
adaptacao a diversas condi¢des climéticas, o seu rapido crescimento em ciclo
de curta rotacéo, a alta produtividade florestal e 0 aumento e direcionamento
de novos investimentos de empresas que utilizam a madeira do eucalipto
como matéria prima (ABRAF, 2010). Além de ser utilizado na produgéo de
celulose, papel, chapa de fibras, madeira serrada, moéveis, painéis e 0leos

essenciais. Outras vantagens adicionais sdo a prote¢cdo do solo contra
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erosdes, capacidade de captacdo de CO,, geracdo de energia (carvao e
lenha), tanino (curtimento do couro) e mel (visando a polinizacdo)
(CORNIANI, 2009).

A grande diversidade de espécies de eucalipto possibilita adaptacéo
da cultura as diversas condicbes de clima e solo, e facilidades de
propagacdo, tanto por sementes como por via vegetativa, o que também
aumenta sua aceitacdo no mercado (FINGER et al., 1993; IPEF, 2005).

Em 1868 foram plantadas as primeiras mudas no Rio Grande do Sul,
por Frederico de Albuquerque (FERREIRA & SANTOS, 1997) e, no mesmo
ano, também foram plantados alguns exemplares na Quinta da Boa Vista, Rio
de Janeiro. Até o principio do século XX, o eucalipto foi plantado para fins
ornamentais e também para uso como quebravento (CORNIANI et al., 2009).
No ano de 2006, o Rio Grande do Sul foi reconhecido como o quinto maior
produtor de eucalipto do Brasil com uma area plantada de 179.690 hectares,
sendo aproximadamente 30% dessa area € ocupada por Eucalyptus grandis
(ABRAF, 2011).

Atualmente, diante da pressdo ambiental exercida acerca da
exploracdo de florestas nativas como fonte de matéria-prima, o0s
reflorestamentos tornaram-se importantes alternativas na confeccdo de
produtos de madeira. Entretanto, com um mercado em crescimento e cada
vez mais comprometido com qualidade, seria fora de propdsito abster-se da
derrubada dessas matas nativas se ndo houvesse uma opc¢éo adequada tanto
no aspecto ecolégico quanto no produtivo. Assim, aliado a elevacéo do valor
econdmico e escassez das madeiras nobres, o uso diversificado do eucalipto
vem apresentando um papel fundamental no setor florestal brasileiro (SOUZA
et al., 2011).

Plantagbes florestais de rapido crescimento constituem um recurso
renovavel de fundamental importancia para atender a demanda global
crescente por produtos derivados de biomassa lenhosa. Nas préximas
décadas, produtividades florestais crescentes e refinamentos na qualidade
dos produtos de madeira por meio de melhoramento genético, tornar-se-ao
cada vez mais estratégicos para todos os setores industriais de base florestal

(REMADE, 2011). Apesar do rapido crescimento existe uma procura para
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solucionar futuros problemas ocasionados por mudancas, principalmente
climaticas, h4 um grande desafio em entender melhor o impacto dessas
mudangas nos plantios florestais. O aumento da temperatura do ar, a reducao
da incidéncia de chuvas e, principalmente, o aumento da concentracdo de
CO; na atmosfera, caso os mecanismos de reducdo e remocdo nao sejam
eficientes, podem afetar o crescimento das plantas.

Outro fator importante que favorece a utilizagdo de florestas plantadas
€ a tendéncia mundial de expansao dos mercados para a “madeira
ambientalmente correta”, ou seja, certificada com o chamado “selo verde”.
Aliando todos esses fatores com a globalizagcdo dos mercados consumidores,
tem-se uma crescente necessidade de aumento na produtividade e de
atendimento de padrdes de qualidade cada vez mais exigentes, estimulando
a exploracdo da madeira de espécies exoéticas como, por exemplo, as
pertencentes ao género Eucalyptus (TREVISAN, 2010).

Com o aumento da demanda por produtos oriundos do eucalipto,
tornou-se necessario elevar a produtividade da cultura. A producédo de mudas
de boa qualidade é importante, pois tem impacto direto no sucesso da
implantacéo e estabelecimento da cultura, e por isso € importante conhecer a
relacdo entre o crescimento e o desenvolvimento da planta na fase de muda e
o ambiente (GOMES et al., 2002; MANTOVANI et al., 2003).

2.2 Influéncia de fatores ambientais

A produtividade das florestas plantadas varia consideravelmente e
varios sao os fatores que contribuem para isso. Para o entendimento basico
da ecofisiologia da producéo florestal e como os fatores ambientais interagem
com a fisiologia das espécies, é importante o estudo continuo dessas
relacdes, e o uso de material genético de eucalipto pode ser de relevancia
para o éxito de um povoamento florestal (TATAGIBA, 2006).

Os fatores ambientais que podem influenciar o metabolismo do
vegetal sdo: radiacdo solar incidente, umidade relativa do ar, temperatura do
ar, velocidade do vento, precipitacdo e pressdo. Esse conjunto de fatores

também descrevem as condi¢cfes climaticas de uma regido apta ou nédo ao
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cultivo de determinada espécie vegetal (PEREIRA et al.,, 2002; GOMES,
2009; PIVETTA, 2010).

O Rio Grande do Sul é um Estado sujeito a periodos de frio e geada,
normalmente entre os meses de julho a setembro. Essa caracteristica
climatica pode tornar-se limitante a produtividade econdémica, e até mesmo a
sobrevivéncia de algumas espécies que possam vir a ser introduzidas na
regido, 0 que aumenta 0s riscos para 0 sucesso da atividade florestal. A
selecdo de espécies tolerantes ao frio é de fundamental importancia para o
sucesso da atividade florestal em areas que possuem baixa temperatura, uma
vez que o crescimento e o desenvolvimento das plantas séo afetados por
fatores bidticos e abidticos, dentre eles a temperatura e o conteldo de agua
no solo. Quando uma espécie vegetal ocorre ao longo de um ambiente
heterogéneo, o problema basico da cultura reside na adaptabilidade a
variedade das condi¢cdes ambientais, pois essas espécies estao sujeitas as
condicdes de multiplos estresses, os quais limitardo seu crescimento e
desenvolvimento (LARCHER, 2006).

As plantas sdo capazes de perceber o estimulo do meio ambiente e
desencadear respostas que permitam sua sobrevivéncia frente a diferentes
condicdes de estresse abidtico, como frio, geadas, seca e salinidade. O
estresse devido ao frio representa uma limitacdo para plantas que crescem
em clima subtropical, como é o caso de espécies de eucalipto cultivadas na
Regido Sul do Brasil. No entanto devido a essas condicbes ambientais €
conveniente o desenvolvimento de estudos que visem a selecdo precoce de
material genético para reflorestamento e outras praticas com fins comerciais.
Pelo fato de existir variagdo na adaptacéo as condi¢des climaticas de regides
especificas, muitas empresas florestais tém buscado obter materiais
genéticos aptos as condicbes ambientais prevalecentes (TATAGIBA, 2006).

Conforme Hodges (1991); Yan e Hunt (1999); Streck (2002), a
temperatura do ar € o principal elemento meteorolégico que afeta o
desenvolvimento da maioria das espécies vegetais. Temperaturas inferiores a
temperatura oOtima tendem a reduzir o crescimento (CERQUEIRA, 2011;
ISEPPON, 2011; LOPES, 2011; FLORIANI, 2013) a eficiéncia fotossintética
(COSTA e SILVA, 2008; RIBEIRO, 2009; LARCHER, 2010; MACHADO,
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2010; SANTOS, 2011) e a capacidade de absorcdo e transporte de agua
pelas raizes (TONELLO, 2010).

Apesar da capacidade de rapida aclimatacéo de fluxos metabdlicos e
adaptacdes especificas, bem como do desenvolvimento de mecanismos de
tolerancia a certos estresses, as plantas sdo frequentemente expostas a
eventos repentinos de estresse a curto ou longo prazo que, eventualmente,
reduzem a atividade das células e o crescimento da planta. Isso pode levar a
graves danos, podendo ocasionar morte celular, se 0os mecanismos de
enfrentamento do estresse ou mecanismos de reparo estiverem
sobrecarregados (PERBONI et al., 2012). Uma das principais estratégias para
melhorar a produtividade das culturas é a compreensdo dos processos
fisiolégicos, bioquimicos e genéticos que sdo alterados por determinados
tipos de estresses (MARTINAZZO et al., 2013).

Geralmente, qualquer tipo de estresse € medido em relacdo a
sobrevivéncia das plantas, ao crescimento, a produtividade, ou processos
assimilatérios primarios como a absorcdo de CO, e nutrientes (LOPES et al.,
2011).

2.3 Anélise de crescimento

A andlise de crescimento ajuda na identificacdo de espécies vegetais
tanto nas condicbes 6timas ao desenvolvimento, quanto em condicdo de
adaptacdo, além de gerar informacdes referentes a interacdo entre as
espécies ou gendtipos estudados com o ambiente (ANDRADE et al., 2005;
PEREIRA, 2010).

O vegetal é constituido de varias partes como folhas, caule e raizes,
que apresentam capacidade de explorar o ambiente objetivando sua propria
sobrevivéncia, sendo que qualquer modificagdo no ambiente pode ocasionar
alteracbes no vegetal. Através das folhas, a planta recebe energia solar,
realizando fotossintese e sintese de metabdlitos, enquanto as raizes
absorvem nutrientes e agua da solucdo do solo, os quais se juntam aos
metabolitos e sdo utilizados para o desenvolvimento e o crescimento das
plantas (WOLSCHICK et al., 2007).
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Conforme Taiz & Zeiger (2013), a razdo da biomassa de raizes para a
parte aérea parece ser governada por um balanco funcional entre absorcao
de agua pelas raizes e fotossintese pela parte aérea. O incremento da
matéria seca com relacdo a area foliar pode, muitas vezes, estar relacionada
as mudancas anatbmicas internas das folhas, como a reducdo do tamanho
das células, a maior densidade do sistema vascular e a maior quantidade de
parénquima palicddico em relagdo ao parénquima lacunoso (NOBEL, 1991).
A medida da biomassa € um instrumento util na avaliacdo de ecossistemas
(SCHUMACHER, 2001), na conversdo de energia e ciclagem de nutrientes,
na absorcdo e armazenamento de energia solar, possibilitando conclusées
para o0 manejo racional dos ecossistemas (TONELLO, 2010; FERNANDES,
2012).

O numero de folhas esta relacionado com o surgimento de varios
estadios de desenvolvimento e com a expansdo da area foliar, a qual esta
relacionada com a interceptacao da radiacdo solar, fotossintese e acumulo de
biomassa (STRECK et al., 2005 a, b; DELLAI et al., 2005).

Do ponto de vista de plantacdes de eucalipto, € importante quantificar
o indice de area foliar, assim como sua variagdo ao longo do seu ciclo
produtivo, pois a partir desta quantificacdo torna-se possivel sua utilizacdo
como variavel de entrada em modelos hidrolégicos e de crescimento
(PEREIRA, 2010). O indice de éarea foliar varia com o material genético, com
idade da planta e com as condigbes ambientais (ALVES, 2011).

O comportamento da planta frente a diferentes ambientes é estudado
por muitos pesquisadores através da combinagdo de alguns parametros
morfolégicos, como altura, atributos de vigor (massa total, massa da parte
aérea, diametro de colo, relacdo altura / didmetro de colo; relacdo parte
aéreal/parte radicular), capacidade de enraizamento (massa, comprimento,
superficie ativa, frequéncia de micorrizas nas raizes; porcentagem de raizes),
capacidade de assimilacdo (ramificacdo, formacdo de folhas, qualidade e
guantidade de brotos) (NOVAES, 1998; TOLEDO, 2012).

Queiroz de Oliveira (2012) utilizou parametros de crescimento para
avaliar o comportamento de dois hibridos de eucalipto (Grancam e

Urograndis) no estégio inicial de desenvolvimento, submetidos a tratamentos
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sem irrigacdo e irrigados. Em trabalho conduzido por Reis et al. (2006),
observou-se o crescimento em altura de clones adultos de hibridos de
Eucalyptus grandis x E. urophylla e de E. camaldulensis x E. spp., submetidos
a dois regimes de irrigacdo no campo.

Alves (2012), estudando o crescimento de 16 clones do género
eucalyptus com diferentes doses de adubag¢bes usou dados de crescimento
como a altura e o diametro, para avaliar a influéncia das adubacgdes visando
identificar melhores materiais genéticos para a obtencédo de povoamentos de

elevada produtividade.

2.4 Fotossintese

O processo fotossintetico pode ser considerado a principal rota
biossintética da vida no planeta Terra. Em um ano, cerca de 7 x 10° toneladas
de carbono sao fixados em compostos organicos. Isto equivale a 1% das
reservas conhecidas de combustiveis fosseis (carvao, gas e petrdleo) e cerca
de 10 vezes o consumo mundial de energia (LA VEGA, 2003).

A fotossintese € um dos mecanismos que governam o crescimento, e
pode ser definida como um processo fisico—quimico que ocorre nas folhas de
organismos fotossintéticos para a sintese de compostos organicos a partir de
matéria-prima inorganica na presenca de luz solar (LOPES., 2003; RAVEN,
2013).

A luz, fonte priméria de energia relacionada a fotossintese,
juntamente com a disponibilidade de CO,, s&o influentes fatores no
desenvolvimento, crescimento e producédo dos vegetais (PEREIRA, 2011). A
luminosidade é um fator importante sobre a condutancia estomatica, sendo
um dos principais componentes que regulam o processo fotossintético nas
plantas (AASAMAA e SOBER, 2011), podendo também atuar diretamente no
ajustamento dos aparatos fotossintéticos quanto a forma de absorcéo,
transmissao e utilizacdo da energia disponivel (GONCALVES et al., 2010).

Dixon et al. (1990) salienta que a fotossintese pode ser utilizada como
ferramenta para indicar condi¢cdes de estresses causadas pelo ambiente e na

selecdo de condi¢des de crescimento apropriadas para diferentes espécies,
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por ser um dos processos fisiolégicos fundamentais na modelagem de
aspectos de crescimento da arvore. Segundo MARTINAZZO (2013), sabe-se
que o padrao sazonal da atividade fotossintética é variavel entre populacdes
gue crescem sob condi¢cbes de campo e/ou sob estresses abidticos.

Fernandes (2012) relata que o estresse ambiental pode diminuir a
taxa de fotossintese ndo s6 por causa dos efeitos prejudiciais sobre a
bioguimica celular, mas também por causa de mudancas na difusdo de CO,
da atmosfera para o local de carboxilacao.

Em climas subtropicais como no Rio Grande do Sul, é normal a
ocorréncia de grandes variagdes ambientais onde as mudangas significativas
na radiacdo solar e temperatura ocorrem durante ciclos diurnos e sazonais
(RIBEIRO et al., 2009) Nos meses de inverno, ha queda na atividade
fotossintética, e essa queda na fotossintese ocorre devido a queda nha
radiacdo solar, menor disponibilidade de agua no solo, temperaturas
diurnas/noturnas mais baixas e queda da demanda por fotoassimilados pela
planta, devido ao menor crescimento (SANTOS, 2011).

Grandes variacfes nas condicdes ambientais podem resultar em
alteracdes na taxa fotossintética, portanto dependendo da espécie vegetal e
do nivel de variacdo climética pode haver estresse a planta.

2.5Trocas gasosas e transpiracao

Medi¢cOes das trocas gasosas em plantios florestais de regidbes com
diferentes caracteristicas de clima e solo tém sido utilizadas como ferramenta
para avaliar, em nivel pontual, as respostas da produtividade primaria
(BARTON, 2011) de espécies florestais diante das variagdes diurnas e/ou
sazonais (CHAVES, 2001; LIMA et al., 2003).

As informacBes concedidas através da observacdo das trocas
gasosas possibilita o entendimento do mecanismo de abertura e fechamento
estomatico e dos processos associados a fotoprotecdo, além de permitir
compreender 0os mecanismos que regulam a entrada de CO; e a perda de

agua pelas folhas. Tais eventos apresentam importancia significativa para a
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sobrevivéncia vegetal, em ambientes onde a planta € submetida a periodos
prolongados de estresse (ENNAHLI; EARL, 2005).

Nas plantas superiores, 0 movimento estoméatico € o principal
mecanismo de controle das trocas gasosas, pois através dos estdmatos
ocorre o influxo de CO2 e efluxo de agua (NOBEL, 1991; BAESSO, 2011;

TAIZ & ZEIGER, 2013).

Varios fatores influenciam diretamente o movimento dos estématos,
entre eles estdo a radiacdo solar, déficit de pressdo de vapor, concentracédo
de CO, na atmosfera e a temperatura do ar (BALDOCHI et al., 1991;
HINCKLEY & BRAATNE, 1994). Esses fatores ambientais interagem com a
planta podendo desencadear varios processos, como a reducdo da
condutancia estomética, uma vez que os estbmatos controlam o fluxo de
vapor d° agua e balangco de energia entre o vegetal e o ambiente
(FERNADES, 2012). Os efeitos na taxa assimilatoria liquida de CO, e
condutancia estomatica, devido ao aumento na concentracdo de CO, varia
nos experimentos com arvores florestais (WARREN, 2011).

Ainda que a reducdo de perda de agua possa representar uma
vantagem imediata para prevenir a desidratacdo do tecido, esta, no entanto,
pode afetar diretamente o balanco de calor sensivel sobre o vegetal, e a
absorcdo de CO, (BRUNINI & CARDOSO, 1998; FAGAN, 2005; LUZ, 2008;
CORDEIRO 2012). Segundo Damatta (2003), quando o estdmato se fecha
para proteger a planta da perda de agua, ele, simultaneamente, restringe a
difusdo do CO, atmosférico e, consequentemente, provoca queda na taxa
fotossintética.

A demanda evaporativa da atmosfera € resultante das relagbes entre
radiacdo solar, déficit de pressdo de vapor, temperatura e velocidade do
vento. Apresentam efeitos diretos sob as perdas de agua por transpiracao nas
plantas de eucalipto, como da maioria de outras espécies vegetais. A
transpiracdo pode ser afetada por mecanismos de resposta estomatica
relacionada a fatores ambientais, estrutura da copa, pelo indice de area foliar
e disponibilidade de agua no solo (BIANCHI, 2007; DIAS, 2008; GARCIA,
2012; RASCON, 2012).



26

2.6 Atividade antioxidante

O aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) pode ser
observado em determinadas condicfes de estresse, quando nao pode ser
mantido um equilibrio da sua formac&o e detoxificacdo (ZANANDREA et al.,
2009). O acumulo de EROs pode ser potencialmente prejudicial as células da
planta, provocando danos em biomoléculas como o DNA, RNA, proteinas e
membranas celulares (JALEEL et al., 2009). Em condicbes de estresse
severo, pode ocorrer um aumento consideravel na producdo de EROs, as
quais podem levar a uma cascata de eventos que inicia com a peroxidacao de
lipideos, avanca para degradacdo de membranas e morte celular
(GREGGAINS et al.,, 2000; PANDA & KHAN, 2009). Dentre as principais
EROS que causam danos celulares destacam-se o radical superéxido (02%),
radical hidroxila (OH*), peréxido de hidrogénio (H-O,) e oxigénio singleto (*O,)
(PASTORI & FOYER, 2002; APEL & HIRT, 2004; LIRA, 2012).

Em condicBes normais, o oxigénio € relativamente ndo reativo e nao
toxico, devido a estrutura estavel dos elétrons na sua camada externa.
Entretanto, alteracdes na distribuicdo dos elétrons podem provocar a sua
ativacdo e influenciar os sistemas biolégicos. Cabe ressaltar que em
condicBes ambientais normais os radicais livres sdo um produto natural do
metabolismo aerdbico, sendo que 2 a 3% do oxigénio consumido pela célula
sdo convertidos em radicais livres, que contém um ou mais elétrons livres em
sua orbita. Esses radicais passam a ter um efeito prejudicial ao organismo
guando existe aumento excessivo na sua producdo ou diminuicdo de agentes
oxidantes, resultando em estresse oxidativo (RESENDE et al., 2003).

As EROs podem ser geradas dentro das células como resultado da
excitacdo no elétron externo, formando 'O,, ou de uma sucessiva adicdo de
elétrons ao O, molecular produzindo O, , H,O, e OH". Por serem
eletronicamente instaveis, estas moléculas sdo altamente reativas com um
grande numero de compostos, retirando um elétron a fim de se estabilizar
(ALVES, 2012)

Para eliminar essas espécies reativas, as plantas apresentam
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sistemas enzimaticos antioxidantes que constituem uma importante defesa
primaria contra os radicais livres gerados sob condicdes de estresse
(CARNEIRO et al.,, 2011). A primeira enzima que faz parte do sistema
antioxidante enzimatico € a SOD, considerada uma enzima chave, uma vez
que, além de remover o anion superoxido (0O2*) é capaz de controlar outras
EROs (BOWLER et al.,, 1992; BRAMORSKI, 2011; OLIVEIRA; 2012). A
superoxido dismutase, que catalisa a reacdo do radical superéxido a H,Oy;
catalase que produz agua (H,O) e oxigénio (O,) a partir do H,O,; e enzimas
do ciclo ascorbato-glutationa, como a ascorbato peroxidase que detoxifica o
H,O, produzido pela SOD (BEN AHMED, 2009; JALEEL et al., 2009).

A SOD estd presente em todos os compartimentos celulares
susceptiveis ao estresse oxidativo (BOWLER et al., 1992; ADAMSKI, 2011). A
CAT e a APX localizam-se, predominantemente, em peroxissomas,
entretanto, pode ser encontrada também no citosol, em mitocéndrias ou em
cloroplastos (CAKMAK et al., 1993; WILLEKENS et al. 1995; NEMOTO et al.,
1996, CAVERZAN, 2008; PIRES, 2012).

Em uma condicdo de estresse, normalmente ocorre acumulo de
acetaldeido que pode ser usado como doador de elétrons ativando o O?” que
ao sofrer dismutacdo pela acdo da SOD forma H,O, cujo nivel
(desintoxicacdo) € regulado pela catalase, por diversas peroxidases e pelo
ciclo ascorbato-glutationa (PEREIRA, 2010). Esse ciclo é caracterizado por
uma série de reacdes redox acopladas (JIMENEZ et al., 1998).

Uma reducdo na atividade da APX pode provocar um aumento das
EROs e induzir danos oxidativos, prejudicando o desenvolvimento da planta.
Esta enzima utiliza o ascorbato como doador especifico de elétrons para
reduzir o H,O, a agua, gerando monodeidroascorbato, que pode ser
diretamente reduzido a ascorbato pela acdo da MDHAR (SHIGEOKA et al.,
2002; ZANANDREA , 2009; RIBEIRO, 2012).

A inducdo da peroxidagéo de lipidios € um dos efeitos mais danosos
das EROs e um indicativo de sua producéo, devido a sua reacdo com acidos
graxos insaturados, causando a ruptura de membranas essenciais da
plasmalema ou de outras organelas intracelulares, formando compostos como
0 MDA (SCANDALIOS, 1993; PEREIRA, 2012; LIRA, 2012; COSTA, 2012).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Condi¢cbes ambientais do experimento

O experimento foi conduzido no periodo compreendido entre julho de
2011 e julho de 2012 no Campus da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
no Municipio do Capdo do Ledo, RS. As avaliacbes bioquimicas foram
realizadas no Laboratorio de Metabolismo Vegetal do Departamento de
Botanica do Instituto de Biologia da UFPel.

Os dados meteorologicos de temperatura minima, maxima e média
diaria, e pluviosidade foram coletados durante o experimento, através de
boletins concedidos pela Estacdo Agroclimatoldgica de Pelotas. O clima dessa
regido caracteriza-se por ser temperado com chuvas bem distribuidas, sendo
constituido por quatro estacdes bem definidas: inverno (entre 21 de junho e 23
de setembro, com temperaturas baixas), verdo (entre 21 de dezembro e 21 de
marco, com temperaturas elevadas), separados por estacfes intermediarias
com aproximadamente trés meses de duragdo, e chuvas bem distribuidas ao
longo do ano.

Foram avaliadas duas espécies de eucaliptos: Eucalyptus grandis W.
Hill e Eucalyptus saligna Sm. Plantas com aproximadamente um ano de idade
foram obtidas em viveiro comercial, transplantadas para sacos plasticos com
capacidade para 5L, contendo como substrato uma mistura de solo
(previamente corrigido/adubado) e areia (2:1 v/v), acondicionadas em ambiente
aberto no més de maio de 2011. Sessenta dias apOs o transplantio, foram
iniciadas as avaliacbes e as coletas realizadas mensalmente durante um

periodo de 348 dias.
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3. 2 Crescimento Vegetativo

A avaliacdo do crescimento vegetativo foi realizada em cinco plantas,
separando-se as raizes, caule e folhas, acondicionadas separadamente em
sacos de papel e secas em estufa com circulacéo de ar forcada, a 70° C por um
periodo de 72 h e posterior pesagem em balanca analitica. A area foliar foi
estimada utilizando um medidor de éarea foliar (Modelo LI-3100 Li-Cor Inc.,
Lincoln, NE).

Adicionalmente, foram avaliados o niumero de folhas, altura das plantas
e diametro do caule. A altura das plantas foi avaliadas medindo-se a distancia
entre o coleto e o apice caulinar por meio de uma régua milimetrada, e as
medidas do diametro de caule foram adquiridas através de paquimetro (Mod.
799 paquimetro eletronico digital Starret®) sendo realizadas duas medidas,
uma a 10 cm do solo e outra na metade da altura da planta.

3.3 Trocas Gasosas

As trocas gasosas foram medidas com um analisador portétil a infra-
vermelho de CO; (modelo LI-6400XT LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA), junto a
fonte luminosa LI-COR 6400-02, acoplada a camara de medida, com
concentracdo de CO, no interior da cAmara de 380 mol mol™ e densidade de
fluxo de fotons fotossinteticamente ativo de 1.500 pmol m™? s™. As leituras
foram realizadas entre as 10:00 e 11:00 horas da manh&, na primeira folha
superior madura, completamente expandida e as variaveis medidas foram: taxa
assimilatéria liquida de CO, (A, umol CO, m? s™); condutancia estomatica (gs,
mol H,0 m™? s™); concentracéo intercelular de CO, (C;, Pa) e taxa transpiratéria

(E, mmol m?s™).
3. 4 Avaliagfes Biogquimicas

3. 4.1 Enzimas do Metabolismo Antioxidante
Para a extracdo das enzimas antioxidantes, foram macerados
aproximadamente 300 mg de tecido foliar e radicular em N, liquido e
homogeneizados em tampéo de extracdo: fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8
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contendo EDTA 0,1 mM, acido ascérbico 1 mM. Os homogeneizados foram
centrifugados a 13.000 g por 20 min a 4°C, coletando-se os sobrenadantes
para as analises enziméticas da superoxido dismutase — SOD (EC 1. 15. 1. 1),
catalase — CAT (EC 1. 11. 1. 6) e ascorbato peroxidase — APX (EC 1. 11. 1. 11)
adaptado de CHEN & GALLIE, 2004; BIEMELT et al., 1998 e MARTINEZ et al.,
2001.

3. 4.2 Superoxido Dismutase — SOD

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima inibir a
fotorreducdo do NBT (GIANNOPOLITIS & RIES, 1977) em meio de reacdo
composto por fosfato de potassio 50 mM (pH 7,8), metionina 14 mM, EDTA 0,1
uM, NBT 75 uM e riboflavina 2 puM. Em tubos foram adicionados o meio de
reagdo mais 100 pl da amostra, e iluminados por 10 min com uma lampada
fluorescente de 20 W. O controle consistiu do mesmo meio de reacdo onde a
amostra foi substituida por agua seguido de iluminac¢édo. O branco foi mantido
no escuro por 10 min constituido de meio de reacdo, usado para zerar o
espectrofotdmetro.

As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 560 nm e o célculo
da atividade enzimatica foi feito com a seguinte equacao: % de inibicdo = (Aseo
amostra com extrato enzimatico — Asgo controle sem enzima)/(Asgo controle sem
enzima). Uma unidade da SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de

inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas condi¢cfes do ensaio.

3. 4. 3 Catalase — CAT

A CAT foi estimada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm durante
3 min em um meio de reacédo contendo fosfato de potassio (200 mM pH 7,0) e
H,O, (12,5 mM), incubado a 28°C e a amostra, onde foi monitorado o
consumo do peroéxido de hidrogénio (HAVIR & MCHALE, 1987). A atividade da
CAT foi determinada usando-se o coeficiente de extingdo molar de 36 M™* cm’
! (ANDERSON et al., 1995).
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3. 4. 4 Ascorbato Peroxidase - APX

A atividade da APX foi realizada monitorando-se a taxa de oxidagéao do
ascorbato a 290 nm, segundo Nakano & Asada (1981). O meio de reacao
incubado a 28°C, foi composto de tampéao fosfato de potassio (50 mM pH 7,0),
acido ascorbico (0,5 mM) e H,0O, (0,1 mM) e o extrato enzimatico. O célculo da
atividade de APX foi feito com base no coeficiente de extingdo molar de 2,8

mM™ cm™ para o AsA a 290 nm e expressa como pmol AsA g MF min™.

3. 4. 5 Peroxidacéo Lipidica

A peroxidacédo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico, conforme descrito por Buege &
Aust (1978) com algumas modificagdes. Trezentos miligramas de tecido foliar e
radicular foram macerados e homogeneizados em TCA 0,1% (m/v), acrescido
de 20% de PVPP (m/v) e o homogeneizado foi centrifugado a 12.000 rpm, por
20 minutos.

Das aliquotas do sobrenadante foram adicionados 300 ul da amostra
ao meio de reacao contendo 0,5% (m/v) de TBA e 10% (m/v) de TCA), seguido
de incubacdo em banho-maria a 90 °C, por 30 minutos. A reacéo foi paralisada
por resfriamento r4pido em gelo por 10 minutos e as leituras foram
determinadas em espectrofotdmetro, a 535 nm e 600 nm.

O TBA forma complexos de cor avermelhada com aldeidos de baixa
massa molecular, como o MDA, produto secundario do processo de
peroxidacdo. A peroxidacdo foi expressa em nmol de MDA g* de matéria
fresca.

A concentracdo do complexo MDA/TBA foi calculada pela seguinte
equacao: [MDA] = (Asss — Asoo)/ (§.b)

Em que: £ (coeficiente de extingdo = 1,56 x 10 cm™); b (comprimento 6tico =1)

3. 4. 6 Peroxido de Hidrogénio

Trezentas miligramas de tecido foliar e radicular foram macerados e

homogeneizados em 5 mL de TCA e centrifugado a 12.000 g por 20 min a 4°C.
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A concentracao de H,O, foi determinado, medindo-se a absorbancia a 390 nm
em um meio de reacao contendo tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0),
300 pL do extrato e 1 mL de iodeto de potassio 1 M (VELIKOVA et al., 2000).

3.5 Analise estatistica
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
repeticbes, sendo a parcela composta por um vaso contendo uma planta. Os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizacéo climética durante o periodo experimental

Na Figura 1, encontram-se os dados de temperatura média, maxima e
minima, ocorridas nos anos de 2010, 2011 e 2012, com destaque do periodo
do experimento (20 de julho de 2011 a 9 de julho de 2012), sendo possivel
constatar que foram tipicos para uma regido de clima subtemperado Uumido.
Analisando o grafico, percebe-se que as condi¢des climaticas se repetem todos
0s anos no que se refere a temperatura, e as amplitudes térmicas sao

semelhantes.

4.2 Anélise de Crescimento

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, houve diferenca
significativa entre as espécies estudadas (p<0,05) e entre os diferentes tempos
de avaliacao (p<0,05) para as variaveis massa seca das raizes, do caule, das
folhas e massa seca total das plantas, porém nao houve interacéo significativa
entre estes fatores.

A avaliacdo da massa seca das raizes evidenciou um aumento linear
na massa seca das duas espécies estudadas até a oitava avaliacdo (266 dias).
ApoOs este periodo o crescimento foi menor (Figura 2A), sendo que E. saligna
foi significativamente maior que E. grandis (Figura 2B).
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Figura 1. Dados climaticos dos anos de 2010, 2011 e 2012 na regido de Pelotas, RS. Periodo experimental:julho/2011 a
julho/2012. Temperatura média (—), temperatura maxima (), temperatura minima (--), (=) precipitacdo (mm). Fonte: Estacdo
Agroclimatolégica de Pelotas — Convénio EMBRAPA/UFPEL. As setas e 0s numeros indicados na parte superior do grafico
referem-se as datas das avaliagdes.
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Figura 2: Massa seca (g) das raizes (A e B), do caule (C e D), das folhas (E e F) e total (G e
H) de plantas de E. saligna (Es) e E. grandis (Eg) durante 12 meses. Letras minasculas no
gréfico referem-se as diferencas significativas pelo teste de Tukey (a=0,05) ao longo do
tempo (A, C, E e G) e as diferencas entre as espécies (B, D, F e H). Barras de erro referem-
se ao erro padrao da média de trés repeticoes.
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A massa seca do caule de E. saligna também foi significativamente maior que
E. grandis (Figura 2C e 2D). Houve um incremento na massa seca do caule até 226
dias de avaliagéo para E. saligna, enquanto que E. grandis continuou aumentando
até o ultimo periodo avaliado (348 dias) com excecdo da 112 avaliagdo (315 dias),
onde a média da massa seca do caule foi menor (11,73g) em relacdo a anterior
(12,639).

Em relacdo a massa seca das folhas, houve um aumento linear em E. grandis
até a oitava avaliacao (266 dias), permanecendo praticamente inalterada nas coletas
seguintes (Figura 2E e 2F). E. saligna triplicou a massa seca ja na segunda
avaliacdo (32 dias), continuando a aumentar até 198 dias apdés o inicio do
experimento, também estabilizando-se apdés esse periodo. Os valores de massa
seca das folhas de E. saligna foram significativamente maiores que em E. grandis.

A massa seca total das plantas aumentou significativamente até o final das
avaliagcOes para E. grandis e E. saligna, sendo sempre maior em E. saligna (Figura
2G e 2H).

Houve interacdo significativa (p<0,05) entre as espécies e 0s tempos de
avaliacdo para a variavel didmetro do caule. Apesar das avaliacbes terem sido
realizadas em idades iniciais, foi possivel detectar diferencas significativas no
incremento diamétrico das duas espécies (Figura 3A e 3B). O diametro do caule das
duas espécies aumentou durante todo o experimento. E. saligna apresentou maior
didametro a 10 cm do solo e na metade da altura da planta até a quinta avaliacéo
(139 dias), sendo que essa diferenga foi significativa apenas aos 76 dias de
avaliacdo. Dos 198 aos 226 dias de avaliacao, o diametro foi praticamente 0 mesmo
para as duas espécies, e a partir dos 266 dias, o diametro de E. grandis apresentou

valores discretamente superiores, apesar desta diferenca néo ter sido significativa.
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Figura 3: Didmetro do caule (cm) a 10 cm do solo (A), e na metade da altura da planta (B)
em plantas de E. saligna (Es) e E. grandis (Eg) durante 12 meses. O asterisco (*) refere-se a
diferenca significativa pelo teste de Tukey (a=0,05) entre as espécies no determinado tempo
de avaliacdo. Barras de erro referem-se ao erro padrdao da média de trés repeticoes.

O incremento da altura representa o desenvolvimento das plantas ao longo do
periodo estudado, e demonstra qual espécie teve maior taxa de assimilagdo. Com
relacdo ao incremento na altura da planta, ndo houve diferenca significativa (p<0,05)
entre as duas espécies, nem interacdo entre espécie e tempo, mas, logicamente,
houve diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes tempos avaliados.

E. saligna teve um crescimento linear continuo até a avaliacao de 266 dias.
Apés esta avaliacdo o crescimento estabilizou (Figura 4). Este periodo coincide com
a diminuicdo da temperatura ambiente, ocorrida no més de Abril de 2012, onde a
média de temperatura diminuiu 5°C em relacdo a avaliacdo anterior. No caso
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especifico de E. grandis, também verifica-se uma estabilizacdo no crescimento em

altura, porém, ocorrida um pouco mais cedo, aos 198 dias.
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Figura 4: Incremento de altura (cm) de plantas de E. saligna (Es) e E. grandis (Eg) durante
12 meses. Letras mindsculas no grafico referem-se as diferencas significativas pelo teste de
Tukey (0=0,05) de incremento ao longo do tempo. Barras de erro referem-se ao erro padréo
da média de trés repeticdes.

Em relacdo ao numero de folhas, ndo houve interacéo significativa (p<0,05)
entre os fatores espécie e tempo de avaliacdo. Também nao houve diferenca entre
as espécies e entre os tempos de avaliacdo isoladamente. Apesar de nao
significativo, verificou-se que houve pequeno aumento no numero de folhas no
primeiro més de avaliacdo, permanecendo constante nos demais (Figura 5),
mostrando que as plantas investiram assimilados no aumento do tamanho das
folhas, como visualizado na massa seca das folhas (Figura 2) e na area foliar (Figura
5B).
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Figura 5: Numero de folhas em plantas de E. saligna (Es) e E. grandis (Eg) durante 12
meses. Barras de erro referem-se ao erro padrao da média de trés repeticoes.

Houve diferenca significativa (p<0,05) entre as espécies em estudo e entre 0s
tempos de avaliacao para a variavel area foliar. E. saligna teve maior area foliar que
E. grandis, durante todas as avaliacdes (Figura 6). No inicio da avaliacdo, a area
foliar de E. saligna e E. grandis era 146 cm? e 98 cm?, chegando a 460 cm? e 445

cm?, respectivamente, ao final dos 12 meses de avaliag&o.
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Figura 6: Area foliar (cm?® em plantas em plantas de E. saligna (Es) e E. grandis (EQ)
durante 12 meses. Letras mindsculas no grafico referem-se as diferencas significativas, pelo
teste de Tukey (a=0,05) ao longo do tempo (A) e as diferencas entre as espécies (B). Barras
de erro referem-se ao erro padrdo da média de trés repeticdes.
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4. 3 Trocas gasosas

Em relacdo a taxa assimilatoria liquida de CO, (A), concentracdo intracelular
de CO, (C;) e condutancia estomatica (gs), houve interacdo significativa entre os
fatores espécies e tempo (p<0,05) (Tabela 1). Para a taxa transpiratéria (E) houve

diferenca significativa entre os diferentes tempos avaliados.

Tabela 1: Taxa assimilatéria liquida de CO, (A, ymol m?s™), concentracéo intracelular de CO, (C;
umol mol™) condutancia estomaética (gs, mol m? s') e taxa transpiratéria (E, mmol m? s™) em plantas
de E. saligna (Es) e E. grandis (Eg) durante 12 meses. UFPel, 2012.

A Ci Gs E**
DAIE*

— E.g E.s E.g E.s E.g E.s E.g E.s
1 10.5cA 13.9cA 301.1aA 256.8cB 0,5aA 0,3bA 5.5b 4.3b
32 6.9dB 16.4bA 296.8aA 271.9pB 0,3bA 0,4bA 2.6¢ 3.9¢c
76 15.0bA 16.9bA 288.8aA 287.2aA 0,4aA 0,7aA 5.1b 7.7b

108 12.0cA 10.7dA 305.8aA 298.9aA 0,5aA 0,4bA 6.6b 5.9b
139 18.6aA 19.5aA 272.7bA 281.5aA 0,5bB 0,6aA 5.8b 6.2b
170 15.6bA 15.7bA 265.6bA 263.2cA 0,3bA 0,4bA 5.9b 5.8b
198 18.8aA 18.1aA 266.2bA 277.8bA 0,5bB 0,6aA 8.2a 8.4a
226 17.1aA 18.4aA 271.9bA 274.5bA 0,4bA 0,5bA 7.5a 7.9a
266 13.9bA 13.4cA 293.4aA 289.4aA 0,5aA 0,6bA 6.3b 4.5b
288 8.8dA 9.1dA 278.8bA 293.7aA 0,2bA 0,3bA 2.6¢ 2.7c
315 12.1cA 10.2dA 269.8bA 282.3aA 0,3bA 0,2bA 2.1c 1.9c
348 11.9cA 13.6cA 298.9aA 299.7aA 0,4bA 0,5bA 2.6¢ 3.3c

*DIAE= dias ap0s o inicio do experimento

** diferenca significativa em relacdo ao tempo

Letras mindsculas na coluna e mailsculas na linha representam diferenca significativa ao pelo teste
de Tukey (a=0,05).

A seta refere-se a periodos de altas temperaturas (cor cinza) e baixas temperaturas (cor branca).

No inicio do experimento, A, gs e E foram menores, especialmente em E.
grandis (Tabela 1). De maneira geral, essas variaveis atingiram valores mais
elevados entre 139 e 226 dias apo0s o inicio do experimento, a partir do qual
apresentaram uma nova reducédo. O inicio do experimento correspondeu ao periodo
de frio, associado a uma precipitacdo mais intensa. Ao final do experimento nao
houve uma precipitacdo tdo acentuada, porém a temperatura teve uma queda
consideravel, por corresponder a uma nova estagéo de inverno. As maiores médias
para essas variaveis, em ambas espécies, acompanharam o periodo de aumento da
temperatura e da radiagdo solar. Para a concentragcédo intracelular de CO; (C)
verificou-se diferenca significativa entre as espécies somente até 32 DIAE, visto que
em E. grandis os valores foram maiores.

Observa-se que, de maneira geral, plantas de eucalipto apresentam reducéo
na atividade fotossintética em resposta a baixas temperaturas. Nas duas épocas em

que as temperaturas foram menores, verificou-se que a reducdo da fotossintese
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liguida em ambas as espécies estudadas esteve associada a reducdo da

condutancia estomatica.

4. 4 Analises Bioquimicas

Neste estudo, a atividade da SOD, CAT e APX teve interagao significativa
entre as espécies estudadas e os diferentes tempos de avaliacdo, tanto nas folhas
como nas raizes de eucalipto. Nas raizes e nas folhas, a atividade da SOD foi
significativamente maior em E. grandis nas trés primeiras avaliacdes (Figura 7A e
7B), realizadas nos meses de julho, agosto e setembro. Nas avaliagdes seguintes a
atividade dessa enzima em E. grandis diminuiu, ficando semelhante a atividade em

E. saligna. A atividade da SOD nas raizes foi muito maior que nas folhas.
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Figura 7: Atividade da Superéxido Dismutase em raizes (A) e folhas (B) de plantas de E.
grandis e E. saligna durante 12 meses. O asterisco (*) refere-se a diferenca significativa pelo
teste de Tukey (a=0,05) entre as espécies no determinado tempo de avaliagdo. Barras de
erro referem-se ao erro padrdo da média de trés repeticoes.
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A atividade da CAT nas raizes e nas folhas foi maior em E. grandis até os 76
dias de experimento (Figura 8A e 8B), ndo diferindo nas demais. Assim como na
SOD, a atividade da CAT foi praticamente o dobro nas raizes quando comparada
com as folhas.
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Figura 8: Atividade da Catalase em raizes (A) e folhas (B) de plantas de E. grandis e E.
saligna durante 12 meses. O asterisco (*) refere-se a diferenca significativa pelo teste de
Tukey (a=0,05) entre as espécies no determinado tempo de avaliagcdo. Barras de erro
referem-se ao erro padrdo da média de trés repeti¢cdes.
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Em relacdo a atividade da APX nas raizes, houve diferenca significativa
(p<0,05) entre as duas espécies nos primeiros trés meses de avaliacao (Figura 9A e
9B). Nas raizes, a atividade da SOD foi em torno de cinco vezes maior que nas
folhas. Verificou-se que em E. grandis, a atividade das trés enzimas antioxidantes
analisadas foi alta no periodo em que as temperaturas foram muito baixas, diminuiu
no periodo em que as temperaturas estavam mais altas e voltou a aumentar no
segundo periodo frio. E saligna ativou o sistema antioxidante somente no segundo

ciclo de temperaturas baixas.
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Figura 9: Atividade da ascorbato peroxidase em raizes (A) e folhas (B) de plantas de E.
saligna e E. grandis durante 12 meses. O asterisco (*) refere-se a diferenca significativa pelo
teste de Tukey (a=0,05) entre as espécies no determinado tempo de avaliacdo. Barras de
erro referem-se ao erro padréo da média de trés repeticdes.
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Em relacdo a quantificacdo de perdxido de hidrogénio nas folhas e nas
raizes de eucalipto, houve interagdo significativa (p<0,05) entre espécie e tempo.
Nas raizes e nas folhas, houve diferenca significativa (p<0,05) para a produgéo de
H.O, nas duas primeiras e nas quatro primeiras avaliacdes, respectivamente (Figura
10A e 10B), sendo sempre maior em E. grandis. Apesar de nao ser significativo,
houve um aumento na producédo de peréxido de hidrogénio nos meses de fevereiro,

marco e abril, meses em que a temperatura média mensal ficou acima de 25°C.
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Figura 10: Peroxido de Hidrogénio em raizes (A) e folhas (B) de plantas de E. saligna e E.
grandis durante 12 meses. O asterisco (*) refere-se a diferenga significativa pelo teste de
Tukey (a=0,05) entre as espécies no determinado tempo de avaliagdo. Barras de erro
referem-se ao erro padrdo da média de trés repeticdes.
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Em relacdo a peroxidagéo lipidica, tanto nas folhas quanto nas raizes, houve
diferenca significativa (p<0,05) somente entre as espécies estudadas. Nas raizes, a
peroxidacdo de lipidios foi maior em E. grandis, enquanto que nas folhas foi maior

em E. saligna (Figura 11).
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Figura 11: Peroxidacao Lipidica em raizes (A) e folhas (B) de plantas de E. grandis e E.
saligna durante 12 meses. Letras minusculas no gréafico referem-se as diferencas
significativas pelo teste de Tukey (a=0,05) entre as espécies.
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5. Discussao

5.1 Anélise de Crescimento

Segundo Larcher (2006), o aumento da massa seca da planta ocorre quando
0 carbono que nao é consumido pela respiracdo é utilizado para o crescimento ou
reserva, estando correlacionada com a capacidade fotossintética, e isso foi
observado nas duas espécies desse estudo. No inicio do experimento, as folhas
foram as que mais colaboraram para o acumulo de biomassa total em E. saligna,
fato também observado por Chaves et al. (2001) e Tatagiba (2006), trabalhando com
clones de eucalipto.

Em estudos realizados com diferentes gendétipos de eucalipto, em diferentes
regides do Brasil, avaliando o efeito de caracteristicas climaticas sobre a sua
produtividade, foi observado que a producdo de biomassa foi menor nas regides
com baixa disponibilidade de &gua (SOARES, 2007; SANTANA et al.,, 2008).
Também Vellini et al. (2008), verificou que em clones de hibridos entre Eucalyptus
grandis x E. urophylla apresentaram o0s maiores crescimentos relativos em area
foliar. Esses clones foram capazes de usar a dgua de forma mais eficiente que os
demais, permitindo o maior crescimento mesmo sob menor disponibilidade hidrica.

Chaves (2001) e Tatagiba (2007) ndo observaram diferenca para diametro
do caule, entre clones de eucalipto em crescimento inicial, destacando que essa nao
€ a variAvel mais eficiente na identificacdo de materiais genéticos para
reflorestamento. Porém, no campo, o comportamento da arvore se distingue, devido
ao seu grande porte, a competicdo pelos recursos naturais como agua, luz e
nutrientes, e também por estar sujeita a condi¢6es adversas (LARCHER, 2006).

A altura da planta produz a modificagdo mais notdria do crescimento,
especialmente na idade juvenil em que é facil observar a rapidez da modificacdo em
altura em periodos curtos de tempo (ENCINAS et al., 2005). Neste trabalho, néo foi
encontrada diferenca entre as espécies estudadas em relacdo ao incremento de
altura, resultados semelhantes foram observados por Vieira (2011), onde as
espécies Eucalyptus urograndis e Acacia mearnsii ndao diferiram significativamente
em relacdo ao crescimento em altura. Além da espécie, outros fatores como sistema

de plantio parece nédo causar alteracdes na altura. Mendongca (2008), usando
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eucaliptos com 24 meses de idade em plantios puros e consorciados, observou que
a altura nao respondeu ao sistema de plantio.

Lopes (2009), em estudo sobre o crescimento e desenvolvimento de clones
de eucalipto em areas sob diferentes condi¢Ges climaticas, em duas épocas do ano,
observaram que as folhas no inicio do experimento foram as que mais colaboraram
para 0 acumulo de biomassa em quase todos os clones avaliados. Resultados
semelhantes foram encontrados por Chaves (2001) e Tatagiba (2007), que
verificaram que no inicio dos experimentos realizados o compartimento folha foi o
que mais contribuiu para o acumulo de matéria seca total. Silva et al. (2004),
trabalhando com eucalipto, verificaram que, aos 12 meses de idade, o
compartimento folha apresentou maior percentual de biomassa, e a partir dos 24
meses, o compartimento que obteve maior acimulo de biomassa foi o lenho.

As folhas séo os principais 6rgédos fotossintetizantes, denominadas fonte a
partir do seu primeiro terco de expansao total. E também o 6rgdo que possui uma
maior plasticidade frente as flutuacées ambientais (HUANG et al., 2011) pois, além
de sofrer influencia direta da radiacdo solar, ventos, e temperatura, sofre influéncia
indireta em funcéo de estresses hidrico, ibnico e nutricional percebidos pela raiz
(WALTER, 2009).

Algumas espécies apresentam maior taxa de crescimento, por absorverem
maior quantidade de nutrientes para atender a sua demanda nutricional, o que, em
altima andlise, permite expressar o potencial de producdo de biomassa na fase
inicial de crescimento (SILVA et al.,, 1997). Segundo Souza et al. (2006), a
produtividade de madeira de clones de eucalipto, crescendo em trés regides
localizadas na Bacia do Rio Doce - MG, foi influenciada pela precipitagéo total
durante a estagdo chuvosa. Os maiores valores de incremento peridodico mensal
foram observados nos anos antecedidos de estacdo chuvosa, e 0s menores valores
foram observados nos anos precedidos de estacdes secas ou muito secas.

Trabalhos realizados por Whitehead & Breadle (2004) e Martins (2008)
mostraram que em condi¢des normais de irrigacado E. saligna apresentou maior area
foliar quando comparado ao E. grandis, relacionando ao fato de que o E. saligna

teve maior transpiracdo e consumiu mais agua diariamente que o E. grandis.
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5.2 Trocas gasosas

O inicio do experimento correspondeu ao periodo de frio, associado a uma
precipitacdo mais intensa. A ocorréncia de alta pluviosidade acarreta a diminuicao
da insolacéo diaria, devido a nebulosidade caracteristica de periodos chuvosos, e
nessas condi¢des, a radiacdo que chega a copa das plantas é, em sua maioria,
difusa (LARCHER, 2006). Além disso, baixas temperaturas podem inibir a taxas de
fotossintese por limitar a atividade das enzimas do ciclo de Calvin (COSTA & SILVA,
2008).

O aquecimento da folha, em decorréncia da forte radiacdo, também eleva as
taxas transpiratérias, pois aumenta a diferenca de presséo de vapor entre o0 ar e a
folha, provocando transpiragdo mesmo com o ar saturado (SILVA JUNIOR, 2007,
SCHOCK, 2012).

Segundo Oliveira et al. (2008) as folhas danificadas por resfriamento
apresentam inibicdo da fotossintese, taxas respiratdrias baixas, lenta translocacéo
de carboidratos e inibicdo da sintese de proteinas existentes. As maiores médias
para taxa assimilatoria liguida de CO, em ambas o0s genoétipos acompanhou o
periodo de aumento da radiacédo solar ao longo do experimento.

A fotossintese varia amplamente entre as espécies e entre os locais onde as
plantas se encontram. Num mesmo individuo pode ocorrer variacdo entre folhas de
sol e folhas de sombra, durante o curso do dia e durante as estacfes do ano. Essas
variacfes sdo resultado da interacdo de varios fatores, como idade da folha,
formacdo do dossel, condutadncia estomética e os fatores ambientais, como
intensidade de luz e temperatura, entre outros (KOZLOWSKI et al., 1991).

O fechamento estomético reduz a concentracdo de dioxido de carbono no
espaco intracelular, enquanto a deterioragdo dos cloroplastos aumenta (SONOIKE,
1998; OLIVEIRA, 2008). A partir do 270° dias apos inicio do experimento comecgou
uma diminuicdo de temperatura até o final do estudo, ocorrendo a maior queda de
gs. Resultados semelhantes foram encontrados por Costa e Silva (2009), onde
observaram que a condutancia estoméatica diminuiu significativamente em ambos o0s
clones de Eucalytus globulus e em todos os tratamentos, quando as temperaturas

atingiram 2°C.

Entender as influéncias do ambiente sobre a condutancia estoméatica tem sido
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foco central das pesquisas fisiologicas de plantas, devido a relacdo entre gs e
aquisicdo de carbono e, portanto, crescimento da planta (MARRICHI, 2009). A
condutancia estomatica € controlada pela turgidez das células-guarda, que regulam
a abertura ou fechamento dos estdomatos (RODRIGUES et al.,, 2011), sendo a
intensidade luminosa um dos principais fatores responsaveis por este processo
(COSTA e MARENCO, 2007).

Lima et al. (2003) verificaram diferentes respostas estomaticas entre espécies
de Eucalyptus em funcéo da disponibilidade hidrica e outras condi¢cdes ambientais.
Contudo, h& referéncias de que, sob estresse leve, um ligeiro declinio na
condutancia estomética pode ter efeito protetor, permitindo a planta melhorar a
eficiéncia do uso da agua (CHAVES et al., 2009).

Maiores radiacfes elevam a temperatura das folhas aumentando a diferenca
de pressao de vapor entre o ar e a folha, elevando a taxa transpiratéria (HOPKINS,
1995; LUTTGE, 1997), confirmando os resultados para o aumento das médias que
foram encontradas para as duas espécies em relacdo a taxa transpiratéria nos
intervalos de alta temperatura e luminosidade. Ja nas pesquisas conduzidas por
Tatagiba et al. (2008), maiores valores de fotossintese e conduténcia estomatica

foram encontrados na época chuvosa para dois clones de Eucalyptus.

Ferreira et al., (1999) observaram em seu estudo que as mudas de E.
citriodora promoveram o fechamento rapido dos estdmatos em condi¢des de déficit
de pressdo de vapor atmosférico e radiacdo. Almeida et al., (2003) salienta que o
eucalipto exerce controle estomatico eficiente sobre a transpiracdo durante a
estacdo seca. Entretanto a falta de um controle significativo da condutancia
estomatica foi observada para seringueira, um dos fatores que ajudaria a justificar a
queda acentuada de sua producdo no periodo seco (CONFORTO et al.,, 2005).
Inoue & Ribeiro (1988), estudando clones de E. grandis e E. saligna, demonstraram
que clones que apresentaram alto potencial fotossintético foram também os que

alcancaram as maiores taxas de transpiracao.

A transpiracdo € de grande importancia, pois impede que as folhas sofram
superaquecimento pela incidéncia direta da radiacdo solar. Como a energia do sol &
necessaria para realizacdo da fotossintese, a planta deve expor o maximo de sua
superficie ao sol, criando ao mesmo tempo uma grande superficie de transpiracao
(LA VEGA, 2003).
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Segundo Marenco e Lopes (2007), mesmo havendo agua disponivel no solo,
em dias quentes de radiacdo solar intensa, a quantidade de agua transpirada nas
folhas € superior a quantidade absorvida pelas raizes e transportada pelo xilema,
causando assim um estresse hidrico temporario. Com o estresse 0s estbmatos
tendem a se fechar, reduzindo a entrada de CO; na folha e a fotossintese.

Os fatores ambientais normalmente ndo exercem de forma isolada suas
influéncias numa floresta. A fotossintese responde diferentemente quando sob
influéncia de varios fatores ou apenas um fator ambiental, como por exemplo, as
respostas a alteracdes desencadeadas por um conjunto de fatores climéticos.
Portanto, os resultados de um estudo no campo, quando comparado a um trabalho
realizado em laboratoério, tem chances de explicar com maior eficacia a realidade da
influéncia desses fatores no que diz respeito as trocas gasosas do vegetal (CHAVES
et al.,2002).

O eucalipto apresenta altas taxas de crescimento, e portanto, altos valores
de transpiracdo, ou seja, hA um aumento na taxa de consumo de agua, mas em
contrapartida, apresenta altos valores de eficiéncia do uso da agua. Por isso a
importancia de pesquisas no campo com eucalipto sob diferentes regimes hidricos,
visando o melhor entendimento deste processo (PEREIRA et al., 2006).

Em trabalho realizado por Whitehead & Breadle (2004), os pesquisadores
observaram que E. saligna teve maior transpiracdo e consumiu mais agua
diariamente que E. grandis nas plantas irrigadas, em ambas épocas de semeadura
(outubro e maio), por apresentar maior area foliar. Nas plantas mantidas sob déficit
hidrico semeadas no més de maio, o E. saligha teve uma transpiracdo e consumo
de agua menor que E. grandis. Essa reduc¢éo na transpiracdo e no consumo de agua
nas plantas com déficit hidrico ocorreu devido a reducdo na area foliar de ambas
espécies, e essa reducdo foi maior no E. grandis. Porém, no E. saligna houve maior
reducdo na transpiracdo e no consumo de agua, devido ao fato dessa espécie
possuir maior controle na abertura e fechamento estomatico (SILVA et al., 2004).

Em trabalho realizado por Carneiro et al. (2008), com hibridos de E. urograndis
sob regimes irrigados e néo irrigados, verificando o efeito da variacdo sazonal das
variaveis ambientais, foi observado que quando as condicdes ambientais foram
iguais, a umidade do solo foi o fator predominante no controle da condutancia
estomatica. Além disso, a condutancia estomatica de plantios jovens apresentou

variacdo sazonal entre o periodo Umido e o periodo seco.
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5. 3 Andlises Biogquimicas

As enzimas antioxidantes contribuem nas respostas de plantas ao estresse
bidtico e abidtico, nas quais estdo envolvidos para aumentar a sobrevivéncia de uma
planta durante o crescimento inicial frente as mudancas ambientais. A dosagem de
suas atividades proporcionam melhor entendimento sobre o0s mecanismos de
protecdo. Entre as varias enzimas antioxidantes envolvidas na eliminacdo de EROs,
a SOD pode ser considerada uma enzima chave, sendo, geralmente, a primeira
linha de defesa ao estresse oxidativo (WILLEKENS et al., 1995; ASADA, 1999).

Pode-se visualizar na figura 1, que o inicio do experimento foi no inverno, em
que as temperaturas nessa regido sdo geralmente muito baixas. No ano das
avaliacdes, o inverno teve temperaturas que variaram desde -0,8 °C a 25 °C, ficando
em média 11°C, 12°C e 14°C nos meses de julho, agosto e setembro,
respectivamente. O que chama a atencdo é que alguns dias antes das primeiras
duas avaliacGes a temperatura minima chegou proximo a zero grau, e isto pode ter
contribuido para que o sistema antioxidante das plantas fosse ativado, em defesa ao
estresse por frio, para evitar danos as membranas e as demais estruturas celulares.
A maior capacidade de tolerdncia a estresses abidticos pode estar ligada a
capacidade de controlar o estresse oxidativo e, por isso, 0s seus danos ao nivel
celular (FORTUNATO et al., 2010). De fato, a maioria dos estresses abioticos,
incluindo o frio e a seca, induzem distarbios no balanco metabdlico das células,
resultando num aumento da produgéao de EROs (MILLER et al., 2008).

E. saligna sobrevive em regibes mais frias, com temperatura minima
chegando a -7 °C (SKOMEN, 2006), enquanto que E. grandis é encontrado em
lugares com temperatura minima média dos meses mais frios de 2 a 10 °C e
temperatura maxima média dos meses mais quentes de 29 °C (MESKIMEN e
FRANCIS, 2006). Cinco dias de geadas na primeira quinzena de julho de 2010
resultaram em grandes danos em plantios de E. grandis, no municipio de Santa
Maria, RS (CARON et al., 2011).

Em estudo realizado por Bulbovas (2005) com Caesalpinia echinata Lam
frente a variacdes sazonais, a SOD foi a enzima antioxidante mais sensivel as
mudang¢as ambientais, sendo que sua atividade oscilou menos ao longo do tempo,
apresentando maior atividade nos meses de abril a julho, coincidindo com os

resultados encontrados nesse estudo, onde a SOD tanto nas raizes como nas
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folhas, depois dos primeiros meses de estudo tornou-se constante entre ambas as
espécies.

Zhou & Zhao (2004) verificaram que gramineas forrageiras que crescem em
regides montanhosas e frias podem produzir grande quantidade de antioxidantes e
assim tolerarem um periodo de condicbes climéticas extremas. O sistema
antioxidante do E. grandis foi ativado mais rapidamente que o de E. saligna, e isso
pode ser visualizado nos graficos, onde a atividade das enzimas SOD, CAT e APX
foi maior em E. grandis ja na primeira avaliacdo, enquanto que E. saligna, de
maneira geral, ativou mais intensamente o sistema antioxidante a partir do quarto
més de avaliacdo. Em ambas espécies, no segundo periodo frio (avaliagbes aos 315
e 349 dias), o sistema antioxidante foi ativado de maneira semelhante, mostrando
gue as plantas ja estavam adaptadas as condi¢cdes climaticas do local.

A SOD é encontrada em varios compartimentos celulares e cataliza o
desproporcionamento de dois radicais O% para H,O, e O, (SINHA, 2006; ADAMSKI,
2011), evitando os danos causados pela oxidacdo descontrolada durante o
crescimento inicial em espécies de E. grandis suscetiveis a determinadas condi¢cfes
climaticas impostas pelo estado do Rio Grande do Sul.

O aumento na atividade das enzimas do sistema antioxidante mostra que o
estresse leva a producdo de radicais livres ou espécies reativas de O, com a
subsequente remocao pelo sistema de enzimas antioxidantes (ALVES et al., 2012).
A capacidade de manutencdo, em niveis elevados, da atividade da SOD, da CAT e
da APX, sob condi¢Bes de estresse ambiental, € essencial para a manutencdo do
equilibrio entre a formacgéo e a remoc¢éo do H,O, do ambiente intracelular (ZHANG &
KIRKHAM, 1996; MATES, 2000).

Costa e Silva et al.,, (2009) verificaram que a aclimatacdo a baixas
temperaturas levou a respostas similares de clones de E. globulus com aumentos
significativos na APX e SOD, em comparacdo com as plantas controle. Assim, a
acdo combinada destas trés enzimas parece ter um papel de protecdo contra
espécies reativas de oxigénio induzidas pelo frio. Exposi¢cdo ao frio mostrou um
aumento significativo na atividade de APX apenas no clone CN5 que pode,
consequentemente, resultar em capacidades antioxidantes diferentes entre os dois
clones estudados ou, pelo menos, sugere vias de resisténcia diferentes em cada

clone quando n&o aclimatados.
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Caverzan (2012) observou que em tubérculos de batata ocorreu maior
acumulo transitorio de mRNA da APX ap0s armazenamento a baixa temperatura do
gue o0 armazenamento a alta temperatura, mostrando que a expressédo de APX foi
induzida em resposta a baixa temperatura. Da mesma forma, os dois genes do arroz
CAPX (OsAPX1 e OsAPX2) foram induzidas depois de as plantas de arroz serem
expostos a baixas temperaturas. A superexpressdo da APX no cloroplasto
desempenhou um papel significativo na desintoxicacdo do H,O, a para minimizar os
danos fotooxidativos durante o estresse por temperatura (CAVERZAN et al.,2012).

Da mesma maneira, Sato et al. (2011) mostraram que plantas de arroz
transgénico com superexpressdo de um gene citosélico APX1 (OsAPXa) exibiu
maior atividade de APX que em plantas tipo selvagem sob estresse por frio,
resultando em maior tolerancia ao frio na fase de inicializacdo. A expressao de
genes codificadores APX é diferencialmente modulada por varios estresses abidticos
em diferentes espécies.

Em relacdo ao perdxido de hidrogénio, os resultados corroboram com a
atividade da SOD (Figura 10), que produz H,0,, e enzimas antioxidantes
responsaveis pela quebra do H,O, em agua e O, como a CAT (Figura 11) e a APX
(Figura 12). Os resultados desta pesquisa sdo suportados por trabalhos
semelhantes encontrados em estudos ligados a estresse por alagamento (ALVES et
al., 2012; ZANANDREA, 2009; LARRE, 2011), déficit hidrico (DEUNER et al., 2011;
CARNEIRO, 2011), salinidade (MAIA, 2012), frio (CERQUEIRA, 2011), calor
(PANCHUK, 2002), entre outros.

Apesar de nao diferir significativamente, verificou-se um aumento na
producdo de H,O, nas avaliacbes aos 170, 198 e 226 dias ap0s o inicio do
experimento, tanto nas raizes quanto nas folhas de ambas espécies estudadas.
Esse aumento ocorreu nos meses de janeiro, fevereiro e marco, onde a temperatura
chegou a 35°C, 34°C e 33°C, respectivamente, um dia antes da avaliacao.

Os resultados obtidos neste trabalho podem ser devido ao fato de o
eucalipto ser uma planta com metabolismo C3, sugerindo um aumento no ciclo
fotorrespiratério com o aumento da temperatura e da luminosidade, atuando como
dreno alternativo do poder redutor gerado pelas reacdes fotoquimicas. Em plantas
C3 a fotorrespiracdo pode ser uma alternativa para ajudar a consumir parte
consideravel do fluxo de elétrons quando a disponibilidade de CO, nos cloroplastos
esta limitada (HEBER et al.,1996; CARNEIRO, 2011).
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Segundo Scandalios (2002), Baptista (2009), Pereira (2012) e Pires (2012)
as principais consequéncias do stresse oxidativo sdo a peroxidacdo dos lipidios da
membrana, oxidacao proteica, inibicdo enzimatica e danos ao nivel do DNA e RNA,
provocando senescéncia, mau funcionamento da fotossintese e necrose das folhas.

Os acidos graxos poliinsaturados presentes na membrana sédo altamente
sensiveis ao ataque do radical hidroxila (OH"). Logo, a peroxidacéo lipidica mediada,
pela acdo de radicais livres, pode ser utilizada como indicador da prevaléncia do
estresse oxidativo (KAPPUS, 1985; LARRE, 2011). Neste estudo, a eficiente
atuacdo das enzimas antioxidantes nas raizes e nas folhas evitou o aumento dos
niveis de H,0.

O aumento do teor de malondialdeido (MDA) é resultado do aumento da
peroxidacdo dos lipidios efeito que também é provocado por stresse oxidativo
(GALLEGO et al., 1996; DIXIT et al., 2001; SANDALIO et al.,, 2001; BAPTISTA,
2009).

Foi observado em varios estudos sobre estresse por salinidade o aumento
da atividade de enzimas como SOD, APX e CAT esta associado com a manutencao
dos niveis de peroxidacdo de lipidios em raizes de arroz (LIN & KAO 2001), tomate
(MITTOVA et al.,, 2004), milho (AZEVEDO-NETO et al., 2006) e feijdo caupi
(CAVALCANTI et al., 2007).

Aumento dos teores de peroxidacdo de lipidios foi relatado em plantas
submetidas a estresse hidrico severo (BAISAK et al., 1994), altas temperaturas
(BECANA ET al., 2000), radiagao UV-B (MALANGA & PUNTARULO, 1995) e toxidez
por cadmio, zinco (SHAH et al., 2001) arsénio e chumbo (PIRES, 2012). Em plantas
sensiveis ao frio como a cana de acucar (Saccharum officinarum), o estresse
causado pelas baixas temperaturas, ocasiona um aumento de ROS. Nas
membranas celulares, ROS podem promover peroxidacéo lipidica e frequentemente
a ativacao do programa de morte celular programada (VALENTE et al., 2012).

Em estudos realizados por Lu e colaboradores (2007) observaram
peroxidacao lipidica devido ao estresse por frio. Estes autores, determinaram o nivel
de peroxidacdo lipidica em células de folhas da erva crofton (Eupatorium
adenophorum) submetidas ao estresse pelo frio de 5°C por 4 dias e observaram um
aumento de ~15% nos niveis de TBARS, em comparacao as células controle (25°).
Também demonstraram um aumento na atividade da catalase de ~17% nas

condicbes de estresse pelo frio 5°C por 4 dias em relacdo ao controle. Para a APX
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estresse pelo frio de 5°C por 4 dias promoveu aumento de ~31% na atividade da
APX. Os autores concluiram que o aumento coordenado das enzimas antioxidantes
foi eficaz para proteger a erva crofton (E. adenophorum) do acimulo de ROS a
baixas temperaturas.

Valente (2012), através de experimentos em mitocondrias isoladas de
células embriogénicas de Araucaria angustifolia, submetidas ou ndo ao estresse
pelo frio (4°C por 24 h e 48 h), observou aumento da atividade da CAT no tempo
testado de 24h. Por outro lado, o estresse pelo frio de 48 h causou um aumento de
~24% na producdo de TBARS no tempo de 20 minutos. O TBARS € usado como
indicador de peroxidacéo lipidica.

Os resultados da producédo de EROs e peroxidacao de lipidios sugerem que
as condicdes de estresse foram capazes de induzir um aumento na producdo de
EROs ou que, mesmo havendo este aumento, 0s sistemas antioxidantes destas

células foram provavelmente eficientes a ponto de neutralizar estas espécies.
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6. Conclusdes

Com base nos resultados obtidos em duas espécies de eucalyptus durante
12 meses de experimento pode-se concluir que:

- Plantas de E. grandis e E. saligna apresentaram respostas semelhantes
frente as condic¢des climaticas da regido estudada, pela analise de crescimento.

- Plantas de eucalipto apresentam reducdo na atividade fotossintética em
resposta a baixas temperaturas. Com temperaturas baixas, a reducdo da
fotossintese liquida em ambas as espécies esteve associada a reducdo da
condutancia estomatica.

- As pesquisas de crescimento inicial confirmam sua adaptabilidade as
condicBes climaticas do Rio Grande do Sul. As causas dessa adaptabilidade séo:
fotossintese ativa, acumulo e utilizacado de carboidratos tanto na parte aérea quanto
no sistema radicular, manutencao do crescimento vegetativo durante todo o periodo

de estudo e ativacdo do sistema antioxidante.
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