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RESUMO: A seca de ponteiros em Eucalipto ¢ um disturbio fisiol6gico, onde o estresse hidrico vem sendo
associado como um dos fatores intensificadores de sua ocorréncia. A sele¢io precoce de genétipos de eucalipto
tolerantes a essas condicoes, podem fornecer informagdes relevantes quanto a esse distarbio. Objetivou-se
avaliar possiveis marcadores anatémicos, associados a tolerancia ao déficit hidrico e a seca de ponteiros.
Genotipos comerciais com diferentes graus de suscetibilidade a seca de ponteiros foram submetidos a diferentes
nfveis de estresse hidrico em condi¢es de casa de vegetagdo. A duragio do experimento foi de 75 dias.
Amostras de peciolos foram coletadas e avaliadas as caracteristicas das areas anatomicas de: se¢do transversal,
tecido vascular, xilema, floema e do cértex. Os dados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA) e para
comparac¢do de médias foi adotado o teste Tukey (p<0,05). Os resultados mostraram que ha a tendéncia de
reducio de todas as varidveis avaliadas com o aumento do déficit hidrico. Entretanto, o genétipo tolerante em
condi¢oes de maior restricio hidrica apresenta maior area de secdo transversal e de tecidos condutores em
comparacdo ao suscetivel. A maior proporcio destes tecidos sugere que o clone tolerante apresenta condicido
mais favoravel ao transporte de agua, fotoassimilados e nutrientes.

Palavras-chave: melhoramento florestal; silvicultura; selecdo genomica.

Anatomical markers of petiole and tolerance to die-back
and water stress in eucalyptus

ABSTRACT: Die-Back in Eucalyptus is a physiological disorder where the water stress has been associated as
an intensifier of this occurrence. The early selection of tolerant Eucalyptus genotypes to water stress can
provide relevant information to this disorder. The research aimed to evaluate possible anatomical markers
associated with tolerance to water stress and Die-Back. Commercial genotypes with different levels of
susceptibility to this disorder were submitted to different levels of water stress in a greenhouse condition. The
experiment lasted 75 days. Petioles samples were collected and anatomical characteristics were evaluated: cross-
sectional area, area of vascular tissue, xylem area, phloem area and cortical area. The data were submitted to
analysis of variance (ANOVA) and for the comparison of means was adopted Tukey test (p <0.05). The results
show us that there is a tendency to reduce all variables with increasing water deficit. However, the tolerant
genotype in higher water stress conditions has greater cross-sectional area and conducting tissues compared to
susceptible genotype. The major proportion of these tissues suggests that the tolerant clone presents more
favorable condition for transport of water, nutrients and assimilates.

Keywords: forest improvement; forestry; genomic selection.
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1. INTRODUCAO

A madeira de Eucalipto ¢é utilizada para o abastecimento
da maior parte da industria de base florestal brasileira, sendo
o género florestal mais implantado e estudado no pais (IBA,
2017). Em razio da sua boa adaptagdo as diferentes
condi¢oes de solo e clima e elevada produtividade. De acordo
com o anuario estatistico de 2017 da Industria Brasileira de
Arvores-IBA, (2017) a é4rea brasileira de plantios florestais,
em 2016, atingiu 7,84 milhées de hectares, sendo que os
plantios de eucalipto representam 72,3% desta area.

Dentre as principais espécies utilizadas no pais, Eucalyptus
grandis e seus hibridos interespecificos, principalmente com a
espécie E. wurophylla, continuam sendo as mais importantes,
em face de seu uso intensivo e crescente nos segmentos
industriais devido a qualidade da madeira (PINTO JUNIOR;
GARLIPP, 2008).

Novas fronteiras agricolas, como o cerrado, tém sido
exploradas com a expansio do cultivo de eucalipto no Brasil.
Frequentemente, as plantas se encontram sob condicGes
adversas ao desenvolvimento como solos com fertilidade



992

Marcadores anatémicos do peciolo e a tolerancia a seca de ponteiros e ao déficit hidrico em eucalipto

nem sempre favoraveis, aliados a perfodos com déficit
hidrico e altas temperaturas (CAMBRAIA, 2015). Essas areas
com limitaces ao crescimento do eucalipto vém
contribuindo, de maneira decisiva, para o aparecimento de
disturbios que nio eram comuns.

Os principais fatores ambientais que podem causar
estresse em uma planta sdo: radiagdo solar, temperatura e
agua (SOUZA et al., 2006). Segundo Paiva et al. (2005) o
déficit ou o excesso hidrico sio os mais limitantes para a
sustentabilidade dos sistemas florestais, pois afetam
diretamente o metabolismo das plantas, causando grandes
perdas produtivas.

Como resposta a deficiéncia ou o excesso hidrico, as
plantas passam por mudancas fundamentais na relacio da
célula com a 4gua e nos seus processos fisiologicos e
anatomicos (CHAVES et al., 2004). O que pode influenciar
a sua capacidade de tolerar as condi¢cdes adversas do meio.
Essas condi¢oes de estresse de agua, também contribuem
para ocortréncia de distarbios que podem prejudicar a cultura
e a produtividade das plantas de eucalipto, dentre eles, a seca
de ponteiros.

A seca de ponteiros é considerada uma enfermidade de
etiologia complexa, induzida por fatores abidticos e bidticos
(ALFENAS et al., 2009; JURSKIS, 2005). A intensidade dos
sintomas, parece estar ligada a idade do eucalipto, uma vez
que s3o expressos até o terceiro e/ou, quarto ano de plantio,
particularmente durante os meses mais secos dos anos. Apés
este periodo, esse distirbio tem seus sintomas pouco
expressos. Isso acontece, provavelmente, pelo aumento do
indice de area foliar quando o plantio se torna mais velho,
possibilitando maior demanda transpiratoria pelas plantas
(MATTIELLO et al., 2009).

A introdu¢io de material genético adaptado as condigoes
de estresse hidrico e aos distarbios fisiol6gicos advindos
deste estresse ¢ essencial para a manutencio do potencial
produtivo do setor florestal, sendo hoje um dos objetivos do
melhoramento  genético  florestal. No entanto, o
melhoramento genético do eucalipto ¢ limitado pelos longos
periodos e custos de avaliagio necessarios para obteng¢ao das
cultivares desejaveis (BELTRAME et al,, 2012). Cada ciclo
de obtencdo de progénies, que inclui avaliagio e selecdo
fenotipica, e o cruzamento entre as familias selecionadas para
formar uma nova populacio, requer aproximadamente 10
anos (PEREIRA et al., 1997).

Desta forma, a seleciao precoce de genétipos produtivos
resistentes ao disturbio da seca de ponteiros e /ou tolerantes
ao déficit hidrico pode contribuir para o incremento na
produtividade e para a otimizac¢io das areas de plantio
(MORAES et al., 2014). Para que isso seja possivel, a
identificacdo de marcadores relacionados a tolerancia a este
disturbio reduziria o tempo de selecio de gendtipos para
formacio de plantios comerciais.

Esta selecdo pode ser realizada com base em marcadores
genéticos, definidos como caracteristicas que podem
diferenciar dois ou mais gendtipos. Estas caracterfsticas
podem ser morfolégicas, fisiologicas, moleculares dentre
outras. Alguns trabalhos apontaram que caracteristicas do
peciolo e folha como poderiam indicar diferencas na
capacidade de escape ao déficit hidrico em diferentes espécies
vegetais (KULKARNI et al., 2007).

O objetivo desse trabalho foi possiveis
marcadores anatémicos associados a anatomia do peciolo e a
tolerancia a seca de ponteiros e déficit hidrico em eucalipto a
partir da avaliagdo de genétipos divergentes, cultivados sob a

avaliar
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simulacio de estresse hidrico em condi¢des de casa de
vegetagao.

2. MATERIAL E METODOS

Para a realizacio do experimento foram utilizados trés
gendtipos comerciais (Tabela 1), disponibilizados pela
empresa Suzano Papel e Celulose. Informagdes sobre o grau
de tolerancia a seca de ponteiros de cada genétipo foram
disponibilizadas pela empresa, tais informagbes foram
levantadas de acordo com o histérico destes clones nas areas
de produg¢io mais propensas a ocorréncia desse distarbio.

Tabela 1. Genétipos comerciais de eucalipto e classificagio dos
mesmos quanto a tolerdncia e suscetibilidade a seca de ponteiros.
Table 1. Commercial eucalyptus genotypes and their classification
for tolerance and Die-back susceptibility.

Classificac¢io dos

Background Genético genotipos quanto a

Genétipo .
seca de ponteiros
Suz 1 E. grandis Suscetivel
Suz 2 E. grandis x E. urophylla Médio Tolerante
Suz 3 E. grandis x E. urophylla Tolerante
Mudas com aproximadamente 120 dias foram

transplantadas para sacos plasticos de volume de 2 litros
contendo substrato de casca de arroz carbonizada e adubo.
As mesmas foram aclimatadas em casa de vegetagdo em
temperatura média de 25°C, com iluminacdo natural e
irrigacdo didria.

O experimento foi realizado nas instalacdes da empresa
Clonar, Zona Rural de Cajuri - MG, com os trés genotipos
comerciais e quatro tratamentos conforme designados na
Tabela 2:

Tabela 2. Descri¢oes dos tratamentos de simulacio de déficit hidrico
aplicados para selegio precoce quanto a seca de ponteiros em trés
gendtipos comerciais de eucalipto.

Table 2. Descriptions of water stress simulation treatments applied
for early selection for Die-back in three commercial eucalyptus

genotypes.
Tratamento Descricao

1- Controle Plantas mantidas em casa de vegetagdo, em
recipientes plasticos de 2 L. com substrato casca
de arroz carbonizada, adubacio, temperatura
média de 25°C, iluminado com luz natural e
irrigagdo diaria.

2 - Bandeja Procedimento padrio do viveiro (controle) e
manutenc¢io de lamina d’agua (3 cm) constante
em bandejas onde foram mantidos os vasos
contendo as mudas.

3-100 g L' Procedimento padrio do viveiro (controle) e

PEG simula¢io de estresse hidrico com a aplicacio de
100 mL de solucido de polietileno glicol 6000
(PEG) na concentragdo de 100 g ! por vaso, a
cada dois dias durante o perfodo do
experimento.

4-300 g .1 Procedimento padrio do viveiro (controle) e

PEG simulag¢io de estresse hidrico com a aplicacio de

100 mL de solucido de polietileno glicol 6000
(PEG) na concentragao de 300 g L1 por vaso, a
cada dois dias durante o perfodo do
experimento.

O experimento foi montado em um delineamento em
blocos casualizados, em um esquema fatorial 3x4, onde cada
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bloco apresentava a combina¢io dos quatro tratamentos e
dos trés genotipos. Todas as combinagoes de gendtipo e
tratamento foram constituidas por parcelas de trés plantas e
distribuidas em seis blocos. O experimento teve duragio de
aproximadamente 75 dias, quando foram coletados os dados
da anatomia do peciolo.

Para as analises anatomicas, foram coletadas quatro
plantas por tratamento, e utilizados peciolos de folhas
totalmente expandidas. As amostras do peciolo foram fixadas
em FAAS50 (formaldeido, acido acético e alcool etilico 50%,
na proporcio de 5:5:90, v:viv), por 48 horas e estocadas em
etanol 70% (Johansen, 1940). Posteriormente a parte
mediana (50% do seu comprimento) do peciolo foi isolada e
desidratada na sequéncia de etanol 85% e 95%, sendo
mantida por 2 horas em cada. Em seguida, as amostras foram
submetidas a mistura de etanos 95% e resina pura (Historesin
Leica, preparada conforme instrucio do fabricante), na
proporcao de 1v:1v, por 96 horas.

A infiltragdo foi feita com resina pura, em um dessecador
submetido a vicuo, e em intervalos de 12 horas cada em um
periodo de 7 dias. A resina pura foi misturada ao
endurecedor, conforme as instrucoes do fabricante, e as
amostras emblocadas em moldes plasticos. Na sequéncia
esses moldes ficaram 72 horas em estufa a 35° C e finalmente
preparados em blocos de madeiras. SeccOes transversais com
5 um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo
automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., EUA), com
navalhas de vidro.

Os cortes obtidos foram destinados a um recipiente
contendo agua quente, aderidos em laminas histolégicas e
posteriormente coradas com azul de toluidina 0,05%, pH 6,5
e montadas com tesina sintética (Permount, Fisher Scientific,
EUA).

As imagens foram obtidas em camera fotografica digital
(AxioCam HRc, Zeiss, Alemanha) e microcomputador com
programa de captura de imagens
acoplados a um microscopio de luz (AX-70 TRF, Olympus
Optical, Japao).

Essas imagens foram analisadas em software para andlise
de imagens Image pro plus, com a medicio de cinco
campos por repeticdo, para cada variavel analisada. Dentro
de cada campo foram realizadas cinco medigoes e obtida a
média. Foram determinadas a area de sec¢do transversal, area
do tecido vascular, area do xilema, area do floema e 4rea do
cortex.

As analises estatisticas, foram submetidos a anilise da
varidncia (ANOVA), com o auxilio do programa SAS (SAS
Institute, 2002). Para a comparac¢do das médias foi adotado o
teste de Tukey (p<0,05).

3. RESULTADOS

Ao avaliarmos o comportamento dos diferentes
gendtipos com tolerancia diferencial a seca de ponteiros, em
condi¢bes de abundéincia de agua (tratamento bandeja e
controle) e os tratamentos com restricio de agua (100PEG e
300 PEG), foi possivel observar que o genétipo Suzano 2
(médio tolerante) apresentou comportamento intermediatio
em relacdo a variavel area de secdo transversal do peciolo, a
medida que se aumentava a restricio de 4gua, essa variavel
apresentou reducio (Figura 1).

Nas mesmas condicGes, o genoétipo Suz 1 (suscetivel)
apresentou reducio da area de se¢do transversal do peciolo,

sendo esta, maior que os demais genétipos. O genétipo Suz
3 (tolerante), sob a condi¢do de maior restricio de agua
apresentou reducdo da area de segio transversal e depois um
aumento, tendo um comportamento superior aos demais

(Figura 1).
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Figura 1. Area de segio transversal de peciolos de genétipos de
cucalipto com tolerancia diferencial quanto a seca de ponteiro.
Figure 1. Petiole cross-sectional area of eucalyptus genotypes with
differential tolerance to Die-back.

Em relagio ao gendétipo médio tolerante (Suz 2) este
apresentou um comportamento esperado. O genétipo
tolerante (Suz 3) apresentou semelhanca quanto a essa
variavel em relacdo ao gendtipo suscetivel (Suz 1) nos
tratamentos bandeja e controle (Figura 1).

A medida que se aumentava o déficit hidrico o genétipo
Suz 3 apresentou redugdo da area de segdo transversal de
peciolo com posterior aumento desta variavel no tratamento
com maior restricao hidrica.

Na condi¢io de maior restricio hidrica (300 PEG) o
gendtipo Suz 3 (tolerante) apresentou curiosamente,
aumento da variavel area de secdo transversal, o que pode ser
evidenciado pela Figura 2.

@ (8]

Figura 2. Cortes transversais de peciolo de gendtipos de eucalipto
com tolerdncia diferencial a seca de ponteiros, sob diferentes
tratamentos para disponibilidade de agua. Barras = 200 um.
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Figure 2. Petiole cross sections of eucalyptus genotypes with
differential tolerance to Die-back under different treatments for
water availability. Bars = 200 um.

A area de secdo transversal do xilema (Figura 3) reduziu com
o aumento do estresse hidrico. Os clones tolerantes (Suz 3) e
suscetivel (Suz 1) apresentaram reducio nos tratamentos 100
PEG e 300 PEG para essa variavel mencionada acima.
Entretanto, a area de secdo transversal do floema apresentou
uma reducio drastica para o clone Suz 1 (Figura 4). Ja o clone
Suz 3 apresentou uma queda discreta nas medias entre os
tratamentos.
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Figura 3. Area de se¢do do xilema de genétipos de eucalipto com
tolerancia diferencial a seca de ponteiros.

Figure 3. Petiole’s xylem cross-sectional area of eucalyptus
genotypes with differential tolerance to Die-back.
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Figura 4. Area de secio do floema de peciolos de gendtipos de
cucalipto com tolerancia diferencial quanto a seca de ponteiro.
Figure 4. Petiole’s phloem cross-sectional area of eucalyptus
genotypes with differential tolerance to Die-back.

O gendtipo Suz 2 apresentou comportamento
intermediario em relagio a varidvel area de tecido vascular, a
medida que se aumenta a restricdo hidrica, este
comportamento ¢ esperado, por ser um material genético
classificado como médio tolerante. Enquanto que nas
mesmas condi¢bes, o gendtipo suscetivel (Suz 1) apresentou
reducdo da area de tecido vascular, e o genétipo Suz 3
apresentou superioridade em rela¢do aos demais (Figura 5).

e SUz 1 Suz 2 Suz 3

@

J

AN

N—s

BAND CONT 100 PEG 300 PEG
TRATAMENTOS

N

AREA DE TECIDO VASCULAR,
o WM, s

Figura 5. Area de se¢io de tecido vascular de peciolos de genétipos de

eucalipto com tolerancia diferencial quanto a seca de ponteiro.

A dltima varidvel anatomica avaliada foi a area de segdo
cortex/ epiderme dos clones avaliados (Figura 6). Pode-se notat
que o Suz 3 apresentou a maior 4rea de secdo cortex/epiderme,
em contrapartida, o genétipo Suz 1 apresentou a menor area. E
mais uma vez comportamento intermediario apresentado pelo
genotipo com média tolerancia (Suz 2).
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Figura 6. Area de secio cortex/epiderme de peciolos de genétipos
de eucalipto com tolerancia diferencial quanto a seca de ponteiro.
Figure 6. Petiole's Cortex / epidermis section atea of eucalyptus
genotypes with differential tolerance to Die-back.

Estes resultados sugerem o que foi encontrado até agora,
com maior adaptabilidade do genétipo Suzano 3, que mesmo
em condi¢oes de restricdo hidrica, apresentou menor reducio
das variaveis anatomicas avaliadas.

4. DISCUSSAO

A deficiéncia hidrica é um dos fatores abidticos que
diminuem o desenvolvimento e o crescimento vegetal e
constitui uma das mais relevantes limitacoes a distribuicao e
a produtividade dos vegetais, influenciando negativamente
nas areas agricolas do mundo (BARTELS; SUNKAR, 2005).
Devido a isso, as caracteristicas anatdmicas sao importantes
para estudos relacionados as diversas adaptagoes nas plantas
ocasionadas por condi¢cbes de estresse, visto que, as
modificacdes anatdbmicas ocotrrem como ajustes as novas
condicoes.

Todas as caracteristicas anatémicas do peciolo avaliadas
no presente trabalho podem ser usadas como marcadores
anatomicos pois sdo acessiveis e demonstram as
modificagdes ocorridas nas plantas sob diferentes condi¢oes
hidricas. Esses marcadores, tratamentos e metodologia para
selecdo precoce de gendtipos de eucalipto sdo promissores e
com potencial para contribuir com um programa de
melhoramento de eucalipto visando a seca de ponteiros
relacionada ao déficit hidrico.

A variavel area de secio transversal do peciolo apresentou
modificagdes nos trés genodtipos avaliados, ocorrendo
reducdo nessa variavel a medida que se restringia a
disponibilidade de agua nos tratamentos. O clone Suz 3
(tolerante) apresentou uma maior diminuicio na area de
secdo transversal do peciolo nos tratamentos sob estresse
hidrico. Castro et al. (2009) afirma que estresses bidticos e
abidticos, podem afetar a espessura de tecidos da epiderme,
com intuito de protecio contra injarias e regulagio de trocas
gasosos. Neste sentido a aumento da area se se¢do transversal
do peciolo poderia ser uma adaptacio para aumentar a
resisténcia desta estrutura bem como prote¢do ao déficit
hidrico.

O xilema também foi outra vatidvel que ocorreu o
decréscimo de sua area a medida que aumentava o estresse

Figure 5. Petiole’s vascular tissue cross-sectional area of eucalyptushidrico nas plantas. Em relagio ao mecanismo de

genotypes with differential tolerance to Die-back.
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transporte de seiva, estoque de substancias como 4gua,
minerais e carboidratos e suporte mecanico (BAAS et al,,
2004). O clone Suz 1 (suscetivel) foi o que apresentou menor
area total de xilema nos tratamentos 100PEG e 300 PEG.
Essa redugdo da area total do xilema é devido a adaptagbes
estruturais condicionadas as diferentes condi¢Ges ambientais.
Sem a agua no xilema (traqueideos e elementos de vasos)
podem formar bolhas de ar (embolismo) ou ainda
interrup¢ao do fluxo (cavitacdo) pelo estiramento (quebra) da
coluna d*agua (LI et al., 2009; VALDEZ, 2014). Devido a
esses fatores, diminuicdo nas estruturas do xilema pode
promover um transporte mais seguro quando a planta esta
condicionada a algum estresse (CASTRO et al., 2005).

O floema ¢ o tecido das plantas vasculares encarregados
de transportar os produtos fotoassimilados das folhas até as
rafzes. Em condi¢cdes de estresse hidrico, a conducio de
fotoassimilados pelo floema ¢é afetada, de tal forma que
alguns tecidos vegetais apresentam reducido de reservas de
carbono, podendo, em condigdes extremas, inclusive, levar a
planta a morte (SALA et al., 2010). O clone Suz 3 (tolerante),
apresentou uma atenuagdo muito discreta em relagio as
medias dos diferentes tratamentos. Essa manutencio da area
do floema, pode permitir maior fluxo de carboidratos da
parte area para as raizes, bem como a translocagio de
nutrientes necessarios para o desenvolvimento da planta e
producio dos frutos (PEREIRA et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2012).

Outra variavel avaliada foi a area de tecido wvascular,
composta pelo xilema e floema. O clone Suz 1 (suscetivel)
apresentou um declinio nas medias dessa variavel, podendo
ser uma carateristica que nao permita esse clone tolerar as
adversidades do meio. Como o tecido vascular é responsavel
pelo transporte de 4gua e nutrientes, ele ¢ fundamental para
a resisténcia ao déficit hidrico e ao distarbio. Ja o clone Suz
3 (tolerante) apresentou uma pequena variagio entre as
medias entre os diferentes tratamentos. Resultados
semelhantes quanto ao aumento dos tecidos condutores
mesmo em condicGes de restricdo de agua, foram observados
por Alves e Angyalossy-Alfonso (2000). Esses autores
conclufram que os fatores ambientais alteram as dimensoes e
o arranjo dos elementos vasculares de forma positiva, na
tentativa de garantir aumento na segurang¢a do transporte,
quando a planta esta sujeita a algum tipo de estresse.

A ultima varidvel avaliada foi a 4rea do cértex/epiderme.
No clone Suz 1, aconteceu uma diferenca entre essa vatiavel
de acordo com a restricio hidrica, sendo a drea do cortex
menor nas condi¢oes de déficit hidrico. Em contrapartida, no
clone Suz 3 ocotreu um aumento dessa variavel no maior
nivel de restricdo hidrica. Esse aumento dessa variavel esta
relacionado a maior adaptagdo das plantas as condi¢bes de
estresse hidrico. Em algumas espécies, a espessura do cortex
varia em decorréncia da diminuigao do potencial hidrico que,
por sua vez, conduz a uma contracio das células corticais
provocada pela diminuicio do volume celular (HUANG;
FRY, 1998).

O estresse hidrico foi simulado de forma eficiente de
acordo com os resultados encontrados, os tratamentos
concederam novas condi¢des para uma selecio precoce
efetiva. Com isso, pode-se inferir que todas as caracteristicas
anatomicas avaliadas acima, sdo sim indicadas como bons
marcadores anatomicos para a selecdo precoce de coles de
eucalipto tolerantes a seca de ponteiro e ao déficit hidrico,
complementando o trabalho de Correa et al. (2017) que

descreve e comprova marcadores nutricionais e morfoldgicos
relacionados a tolerancia ao disturbio e ao déficit hidrico em
estudo.

5. CONCLUSOES

O gendtipo tolerante a seca de ponteiros apresenta
caracterfsticas anatomicas do peciolo que sao coerentes com
2 maior tolerancia ao déficit hidrico.

As varidveis anatomicas do peciolo: area de secdo
transversal, xilema, floema, tecido vascular e 4rea do
cortex/epiderme foram identificadas como marcadores
anatoémicos para a seca de ponteiro e ao déficit hidrico em
eucalipto, contribuindo de forma efetiva pata selecdo precoce
de clones tolerantes ao distarbio e ao déficit hidrico.
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