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RESUMO

O género Eucalyptus vem sendo plantado ha décadas no Brasil, e seu cultivo tem se
expandido, tanto mundialmente quanto nacionalmente. Contudo vem crescendo o
namero de areas com presenca de solos salinos, muitas vezes utilizados para o cultivo
de arvores florestais, como as do género. Neste contexto, em decorreéncia da presenca
de sais, 0s potenciais osmético e hidrico do solo sdo reduzidos, inibindo o crescimento e
desenvolvimento das plantas, além de provocar toxicidade i6nica e desequilibrios
nutricionais. Portanto, diante do exposto, objetivou-se avaliar o desempenho
fotossintético, acimulo de ions, atividade do sistema antioxidante e crescimento de
clones de eucalipto visando identificar sua tolerancia as condicGes de salinidade do solo.
O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial 3 x 4, sendo
trés clones de Eucalyptus: VC865, 1224 e 1144, e quatro concentracdes de NaCl (0, 1, 2
e 3 g de NaCl kg-1 de solo), com cinco repeti¢des, totalizando 60 parcelas. Aos 30 e 60
dias pds o transplantio foram avaliadas a altura de plantas, diametro do caule, nimero
de folhas, trocas gasosas, potencial hidrico, eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il e
indice SPAD. Aos 60 dias também foram avaliadas a area foliar, massa seca das
diferentes partes da planta, pigmentos fotossintéticos, enzimas antioxidantes e prolina.
O clone 1144 apresenta mecanismos de tolerancia a salinidade do solo, como menor
reducdo da condutancia estomatica, transpiracdo, fotossintese, eficiéncia fotoquimica do
PSII, teores de pigmentos fotossintéticos, massas secas de folha, caule e total, potencial
hidrico foliar e concentracdo de potéssio. Além disso, teve menor potencial osmético
associado ao aumento de sodio e prolina e baixa relagdo Na'/K", indicando maior ajuste
osmatico. Esse clone também apresentou maior atividade das enzimas antioxidantes
SOD, APX e CAT, e menores contetdos de perdxido de hidrogénio e MDA. Com bases
nos mecanismos fisiologicos, bioquimicos, nos indices de incremento relativo e de
tolerancia avaliados quanto a salinidade do solo, os clones se classificaram na seguinte
ordem de tolerancia: 1144 > \VVC865 > 1224.

Palavras-chave: Eucalipto, Estresse salino, ajuste osmotico, trocas gasosas,
crescimento, Enzimas antioxidantes.



ABSTRACT

The genus Eucalyptus has been planted for decades in Brazil, and its cultivation has
expanded, both globally and nationally. However, the number of areas with presence of
saline soils, often used for the cultivation of forest trees, such as those of the genus, has
increased. In this context, due to the presence of salts, the osmotic and water potentials
of the soil are reduced, inhibiting plant growth and development, as well as causing
ionic toxicity and nutritional imbalances. In view of the above, the objective was to
evaluate the photosynthetic performance, ion accumulation, antioxidant system activity
and growth of Eucalyptus clones in order to identify their tolerance to soil salinity
conditions. The experimental design was a randomized block design in a 3 x 4 factorial
scheme, with three Eucalyptus clones: VC865, 1224 and 1144, and four concentrations
of NaCl (0, 1, 2 and 3 g kg -1 soil NaCl) , with five replications, totaling 60 plots. The
clone 1144 shows soil salinity tolerance mechanisms, such as reduction of stomatal
conductance, transpiration, photosynthesis, photochemical efficiency of PSII,
photosynthetic pigment contents, dry leaves, stem and total mass, leaf water potential
and potassium concentration. In addition, it had lower osmotic potential associated with
increased sodium and proline and low Na + / K + ratio, indicating a higher osmotic
adjustment. This clone also showed higher activity of the antioxidant enzymes SOD,
APX and CAT, and lower contents of hydrogen peroxide and MDA. Based on the
physiological and biochemical mechanisms, in the indexes of relative increase and
tolerance evaluated for soil salinity, the clones were classified in the following order of
tolerance: 1144> VVC865> 1224.

Key words: Eucalyptus, Saline stress, osmotic adjustment, gas exchange, growth,
Antioxidant enzymes, tolerance.



LISTA DE ILUSTRACOES

CAPITULO Il
Figura 1. Temperaturas méxima, média e minima do ar, Umidade relativa média do ar
(A), Radiacdo média incidente e Deficit de pressdo de vapor do ar (B) durante o periodo

08 BSTIESSE SAINO. .ottt e e e e e e e e e e e e e e e e aa s 29

Figura 2. Temperatura foliar — T folha (A e B) e Déficit de pressdo folha-ar -
DPV/(folha-ar) (C e D) aos 30 e 60 dias apds o transplantio em clones de eucalipto

cultivados em diferentes niveis de salinidade do SOI0. .......cc.veeeeeeeee e, 31

Figura 3. Condutancia estomatica - gs (A e B) e transpiracdo - E (C e D) aos 30 e 60
dias apds o transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de
SAlNIAAAE O SOI0. ....eeeieiiee e s 33

Figura 4. Concentracdo interna de CO2 - Ci (A e B), fotossintese - A (C e D) e
Eficiéncia de carboxilacdo - EiC (E e F) aos 30 e 60 dias apds o transplantio em clones

de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo. ............ccccccevrvnnnene. 35

Figura 5. Eficiéncia fotoquimica maxima do PSII - Fv/Fm, ao amanhecer (A e B) e ao
meio-dia (C e D) e indice relativo de clorofila - SPAD (E e F) aos 30 e 60 dias apds o
transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do

S000. e 37

Figura 6. Clorofila a (A), b (B), total (C) e carotenoides (D) aos 60 dias apds o
transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do
0] [ TSSO 39

Figura 7. Massa seca total aos 60 dias apds o transplantio em clones de eucalipto

cultivados em diferentes niveis de salinidade do SOI0. ..., 40

Figura 8. Andlise de componentes principais aplicada em trés clones de eucalipto:
VC865 (C1), 1224 (C2) e 1144 (C3) submetidos a quatro salinidades do solo: 0 (S1), 1
(S2), 2 (S3) e 3 g de NaCl kg-1 de solo (S4), medidas em duas épocas: 30 (A, B) e 60
dias ap6s o transplantio. PC1 e PC2 representam a projecdo das variaveis (A, C) e a
distribuicdo dos tratamentos (B, D). Varidveis: Temperatura da folha (Tf), Déficit de

pressdo de vapor (DPV), Concentracdo interna de CO, (Ci), Fotossintese (A),

Xi



Transpiracdo (E), Condutancia estomatica (gs), Eficiéncia instantanea de carboxilagédo
(A/Ci), Indice SPAD, Eficiencia fotoquimica méaxima do PSII ao amanhecer (Fv/Fm
PD) e meio-dia (Fv/Fm MD), clorofilas a (Chl a), b (Chl b) e total (Chl total),

carotenoides (Carot) e massa seca total (MST). .....cccovveiiiiiiiieie e 41

CAPITULO 111

Figura 1. Temperaturas méxima, média e minima do ar, Umidade relativa média do ar
(A), Radiacdo média incidente e Déficit de pressdo de vapor do ar (B) durante o periodo

08 BSTIESSE SAIINO. .ottt e e e e e e e e et e e e e e e e e e 55

Figura 2. Potenciais hidricos ao amanhecer — Yw PD (A) e meio-dia — ¥Yw MD (B) e
potencial osmético — ¥s ao meio dia (C) em clones de eucalipto cultivados em

diferentes niveis de salinidade d0 SON0. ......oeeiieeeeeee e e 59

Figura 3. Teores de Na+ (A) e K+ (B), relacdo Na+/K+ (C) e Prolina (D) em clones de

eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do Sol0. ..........cccccccvvevviierinnee. 60

Figura 4. Atividade das enzimas superdxido dismutase — SOD (A), ascorbato peroxidase
— APX (B) e catalase — CAT (C), peroxido de hidrogénio - H202 (D) e contetdo de
malondialdeido — MDA (E) em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de
T LT a 1T F=To (=30 [o RSSO PR 64

Figura 5. Incremento relativo da altura de planta — IR-AP (A) do diametro do caule —IR-
DC (B) e do numero de folhas — IR-NF (C), e area foliar - AF (D) em clones de
eucalipto cultivados sob diferentes concentragdes de salinidade do solo. ..................... 65

Figura 6. indices de tolerancia das folhas — ITF (A), do caule — ITC (B), da raiz — ITR
(C) e total - ITT (D) em clones de eucalipto cultivados sob diferentes concentragdes de

SANIAAAE O SO0 .o 67

Figura 7. Massas secas de folha — MSF (A), caule — MSC (B) e raiz — MSR (C) em

clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo. ................... 68

Figura 8. Anélise de componentes principais aplicada em trés clones de eucalipto:
VC865 (C1), 1224 (C2) e 1144 (C3) submetidos a quatro salinidades do solo: 0 (S1), 1

xii



(S2), 2 (S3) e 3 g de NaCl kg-1 de solo (S4). PC1 e PC2 representam a projecdo das
variaveis (A) e a distribuicao dos tratamentos (B). Potencial hidrico ao amanhecer (Yw
PD) e meio-dia (Yw MD), e osmoético (Ws), Na*, K*, Na*/K", prolina, SOD, APX, CAT,
H,O,, MDA, MSR, MSC, MSF, IR-AP, IR-DC, IR-NF, AF e ITT.....cccceniriririninnnns 69

Xiii



LISTA DE TABELAS

CAPITULO Il

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento. ..........cccccveveenenee. 28

Tabela 2. Correlacdo de Pearson entre caracteristicas fisioldgicas aos 60 dias ap6s o

transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes salinidades do solo. .................... 32
Capitulo 111
Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento. ............ccecveueeee. 54

Tabela 2. Correlagdo de Pearson entre o potencial hidrico ao meio dia (¥w MD), potencial
osmotico (Vs), teores de K+ e Na+, relagdo Na+/K+, ascorbato peroxidase (APX), catalase
(CAT), superdxido dismutase (SOD), peroxido de hidrogénio (H,0,), teor de malondialdeido
(MDA), teor de prolina, Incrementos relativos de altura de planta (IR-AP), didmetro do caule
(IR-DC) e ntmero de folhas (IR-NF), area foliar (AF), indices de tolerancia de folhas (ITF),
caule (ITC), raiz (ITR) e total (ITT) e massas secas de folha (MSF), caule (MSC) e raiz (MSR)

em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo. ............cccuc....... 61

LISTA DE APENDICES

Apéndice 1. mudas de Eucalipto com 120 dias transplantadas dos tubetes para 0s sacos

PUASTICOS. ..ttt ettt e st et e st e et e st e e be e st e steesb e beeaa e besbeenbesteereenbeereenbenbeenretes 82

Apéndice 2. Clones de Eucalipto com 10 (A) e (60) dias ap6s o transplantio para 0s vasos. .... 82

Apéndice 3. Alguns registros das coletas de dados. Coleta de folhas para as analises
bioguimicas (A), avaliacdo do indice SPAD (B), medidor de area foliar (C), medi¢des de trocas

0aS058S COM O 1A (D 8 E).eneeieieeeee ettt sttt ettt 83

Apéndice 4. Analises bioguimicas: maceracdo (A), extrato obtido, antes da centrifugacdo (B),

pipetagem do extrato apds a centrifugacdo (C) e extrato em meio de reagdo (D)......ccccevveuvenenee. 84

Apéndice 5. Clones de eucalipto sob os quatro diferentes niveis de salinidade do solo: VC865
(A), 1224 (B) e 1144 (C) aos 60 dias ap0s 0 transplantio. ..........cccceverervereeienieeeseneseneseeeenes 85

Xiv



Sumario

CAPITTULO Lottt 1
1. INTRODUGAO GERAL ...cooieieieeeteeeeeeeeteee ettt 1
2. REVISAO DE LITERATURA .....cooiieeeeeeeeeee ettt 3

2.1, O BUCAIYPIUS ...t 3
2.2, Salinidade dO SO0 .......cccuieiiiii e 4
2.3. Efeitos da salinidade nas plantas............ccooeeieieniiiniiseeee e 5
2.3.1.  SOdio (Na) € POASSIO (K™) ..eovvececeeieiereeceie e 5
2.3.2.  Crescimento e produgdo de DIOmMasSa.........cccooververiririnieieiese s 7
2.3.3.  RelagOes hidricas e troCas gas0SaS........c.erurerueruererieriereeesiesieesesieseeesienens 8
2.3.4.  Florescéncia da clorofila e pigmentos fotossintetizantes .............c.ccoceeuenee. 9
2.3.5.  Espécies reativas de oxigénio e sistema antioxidante ..............ccccceevrrennne 10
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cocoviieeeieeteeeeeeeesesenesees s 12

CAPITULO et 25
RESUMO ... ittt e e et e e e nn e e 25
1. INTRODUGAD. ..ottt ettt n sttt 25
2. MATERIAL E METODOS. ......oiiiieieeeeeeeeeee st ses s s 27
3. RESULTADOS ...ttt e e sna e e bneeans 30
B, DISCUSSAD ..ottt 42
5. CONCLUSAO.......ooiiiiiseiee st 45
B. REFERENCIAS ..ottt s st 45

CAPITULO T oottt 51
RESUMO ... ettt nbb e ab e e b e e e nnne e e 51
1. INTRODUGAD. ... ..ottt ettt n s 51
2. MATERIAL E METODOS. ......oiiiieieeeeeeeeetee e ses et 53
3. RESULTADOS ...ttt es e s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s annans 58
B, DISCUSSAOD ...t tee e 69
5. CONCLUSAO......c.oviieeeeteete et 75
B. REFERENCIAS ......coooieeeeeeececeeee e ese s 75
APENDICES ...ttt sttt 82

XV



CAPITULO |

1. INTRODUCAO GERAL

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, é originario da Australia e
possui mais de 800 espécies. Dentre estas, mais de 30 possuem valor econémico em
diferentes areas (FLORES et al., 2016). O cultivo do eucalipto tem se expandido tanto
mundial quanto nacionalmente, sendo plantado h& décadas no Brasil (NEVES et al.,
2013), ocupando uma extensdo de 5,7 milhdes de hectares no Pais (IBA, 2017).

As espécies e hibridos do eucalipto apresentam alta produtividade, elevado
rendimento e boa adaptacdo a diferentes condigdes ambientais, o que as torna
importante para o crescimento de areas com espécies florestais para fins comerciais
(BARRETO et al., 2007; TONELLO; TEIXEIRA FILHO 2011; SILVA et al., 2014).
Fato este que faz com que o eucalipto se apresente como uma excelente alternativa
econbmica no nordeste e especificamente no estado de Alagoas, tendo em vista a
possibilidade de utilizacdo de area degradada para o seu cultivo.

Em Alagoas o cultivo do eucalipto vem substituindo a cana-de-aglcar em areas de
encostas, devido a introducdo da colheita mecanizada para esta cultura, o que tem se
mostrado como uma pratica de dificil execucdo nestas areas. Nesse seguimento o
eucalipto surge no estado como opc¢ao para geragédo de energia, bem como utilizagdo em
serraria.  Portanto, em razdo de a cultura estar se expandindo em regifes néo
tradicionais de cultivo, seu desenvolvimento pode sofrer impacto de fatores climaticos
adversos, sendo a salinidade um dos mais importantes.

A salinizacdo de areas na maioria das vezes é em decorréncia da escassez de
recursos hidricos de boa qualidade para a agricultura, levando muitos produtores a
utilizar &guas improéprias para a irrigacdo, contendo concentracdo de sais acima do ideal
(DIAS et al., 2016), sendo essas areas comumente usadas para o plantio de espécies
florestais.

A presenca de sais no solo reduz os potenciais osmaticos e hidricos do mesmo,
inibindo o crescimento e desenvolvimento das plantas, além de provocar toxicidade
idnica e desequilibrios nutricionais (MUNNS; TESTER, 2008; SA et al., 2015). Com
isso h4 um aumento na concentracdo de Na' na planta e como consequéncia ha a
reducio de K* (MAGGIO et al., 2007; PATTERSON et al., 2009), em func¢io da



competicdo entre Na’ e o K* pelos mesmo sitios de absorgdo na membrana plasmatica
(DEINLEIN et al., 2014; BERTAZZINI et al., 2018).

A salinidade ird ocasionar mudangas na morfologia, na bioquimica e na fisiologia
dos vegetais e, consequentemente no rendimento (PRISCO; GOMES FILHO, 2010; SA
et al., 2015). Em condi¢6es de déficit hidrico as plantas fecham seus estématos a fim de
minimizar a perda de agua através da transpiracdo (MEDEIROS et al., 2013; BRITO et
al., 2018). A eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il é prejudicada, e 0
crescimento e a capacidade fotossintética das plantas séo reduzidos (SENGAR et al.,
2013, KUMAR et al.,, 2014). Em funcdo da relacdo existente entre condutancia
estomatica, transpiracdo e fotossintese, ocorre restricdo da entrada de CO, (PINHEIRO
et al., 2008; BRITO et al., 2018).

O actmulo de sais no solo também provoca o aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) nas células vegetais, como o radical superéxido (O2), 0
radical hidroxila (OH’), peréxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio singlete (*O,)
(GUPTA; HUANG 2014; KUMAR et al., 2018), levando ao estresse oxidativo e
causando danos no metabolismo das plantas, como oxidacdo de proteinas, lipideos e
acidos nucleicos (ROSSATTO et al., 2017). Contudo, as plantas possuem um complexo
sistema antioxidante cuja funcdo é proteger as células dos danos causados pelas EROs
(ROSSATTO et al., 2017), através da atividade de enzimas como a superéxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT), reduzindo a
concentracdo de peroxido de hidrogénio e a peroxidacdo lipidica (SILVEIRA et al.,
2010; AHMAD, 2014; CHEN et al., 2016).

Na condigdo de salinidade, como tentativa de sofrer menos danos, ocasionado
pelo estresse, as plantas também podem se ajustar osmoticamente, como através do
acumulo de prolina. Ha evidéncias de que esse osmolito ajuda no ajuste osmotico e na
protecdo de algumas estruturas celulares quando a planta € exposta a condic¢des salinas
(AHMED et al., 2012, IQBAL et al., 2014), estando o seu aumento relacionado a
tolerancia das plantas ao estresse (WANI et al., 2013). Dessa forma, a tolerancia de uma
espécie vegetal a salinidade é fator crucial para o seu sucesso em fornecer beneficios
ambientais e econdmicos quando cultivada em condi¢cbes de solo salino
(CAVALCANTE et al., 2018). No entanto, a tolerancia pode ser bastante variavel
dentro da mesma espécie, tornando necessario pesquisas com diferentes materiais

genéticos, frente a condicGes estressantes.



Sendo assim, estudos envolvendo o crescimento, comportamento fisioldgico e
biogquimico em clones de eucalipto sob condi¢gdes de salinidade, podem fornecer
informacdes basicas sobre o potencial de cada um, de modo que seja possivel inferir
qual material genético melhor se adapta a essas condicdes. Além disso, estas
informacdes nos permite definir estratégias de manejo para minimizar condi¢des de
estresse em espécies florestais, bem como selecionar materiais tolerantes a salinidade
em programas de melhoramento.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho
fotossintético, acumulo de ions, atividade do sistema antioxidante e crescimento de

clones de eucalipto visando identificar sua tolerancia as condicGes de salinidade do solo.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Eucalyptus

O Eucalyptus foi introduzido no Brasil em 1825, onde a partir de 1903 passou a
ser empregado economicamente na producdo de dormentes ferroviarios e lenha para
locomotivas, substituindo a madeira das florestas nativas, sendo posteriormente
empregado na industria de celulose e papel, e na producédo de carvao vegetal (DOSSA et
al., 2010).

Este género, pertence a familia das Myrtaceas, tem sua origem na Australia, sendo
de féacil adaptacdo edafoclimatica (GOLDEMBERG, 2009). Por possuir espécies
altamente produtivas e caracteristicas energéticas, o eucalipto vem ganhando destaque
na producdo de matéria prima florestal de elevado rendimento e rapido crescimento,
tendo diversas utilizacbes (TONELLO; TEIXEIRA-FILHO, 2011). Além disso, exerce
importante papel sobre a reducdo do desmatamento de florestas nativas (FONSECA et
al., 2010; VIERA et al., 2012).

As espécies do género Eucalyptus sdo capazes de se adaptarem as diversas
condi¢Bes edafoclimatcas em consequéncia da sua grande flexibilidade ecoldgica,
conferindo ao género uma ampla distribuicdo e uma elevada expressividade mundial
(MACEDO et al., 2014).

A area plantada com arvores no Brasil atingiu no ano de 2016 um valor de 7,84

milhdes de hectares, mostrando um crescimento de 0,5% em relacdo ao ano de 2015,



exclusivamente em funcdo do aumento das areas com eucalipto. Desta area plantada o
eucalipto ocupa em torno de 5,7 milhGes de hectares (IBA, 2017).

Objetivando algumas caracteristicas da madeira como maior densidade e baixos
teores extrativos, surge a necessidade de se obter florestas cada vez mais produtivas,
levando as empresas brasileiras a investir cada vez mais em programas de
melhoramento genético e técnicas que facilitem uma maior homogeneidade da matéria
prima, melhorando a qualidade final do produto (TONINI et al., 2006). Nesse contexto
grande parte dos plantios de espécies florestais utilizam clones, que geralmente sédo
desenvolvidos para serem tolerantes as doencgas ou adversidades climaticas, além de
apresentarem réapido crescimento e excelente qualidade de madeira (BENATTI, 2013).

Os ambientes reservados as plantagdes florestais sdo, geralmente, de baixa
fertilidade natural ou areas com histérico de uso inadequado da terra, com
desmatamento e emprego de técnicas improprias de manejo agropecuario
(GONCALVES, 2002). Pesquisas relacionadas aos mecanismos fisiologicos das
plantas, que sdo responsaveis por regular o crescimento das mesmas, ainda séo escassas
(STAPE et al., 2004), fazendo-se necessario o estudo da interacdo entre planta e

ambiente para se determinar as estratégias e selecdo de gendtipos (OTTO et al., 2013).

2.2. Salinidade do solo

O termo salinidade é empregado como indicador do processo de acimulo de sais
soltveis no solo ou no ambiente radicular onde as plantas estdo crescendo e na maioria
das ocasides sao prejudiciais ao desenvolvimento das plantas do local (PRISCO, 1980;
WILLADINO; CAMARA, 2004; RIBEIRO, 2010).

A salinizacdo do solo é uma preocupacdo mundial que envolve ndo so as regides
aridas e semiaridas que sdo naturalmente salinizadas, mas também as terras irrigadas
onde a &gua incorpora sais no solo (ASHRAF et al., 2008), e atualmente cerca de 45
milhdes de hectares de terras irrigadas sédo afetadas pela salinidade e com grandes
possibilidades de que este nimero aumente devido &s mudancas climaticas globais e o
uso incorreto da irrigacdo (MUNNS; TESTER, 2008; RENGASAMY, 2010; ROY et
al., 2014).

No Brasil cresce o nimero de areas com solos afetados por sais, principalmente
no nordeste brasileiro, por ser uma regido caracteristicamente semiarida, onde 0 manejo

inadequado da irrigacdo e a qualidade da &gua, aliado a alta evapotranspiragdo da
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cultura, contribuem para a salinizacdo do solo e reducio da produtividade da planta (SA
et al., 2016; BRITO et al., 2018). Nesse contexto cresce 0 uso da irrigacdo com agua
proveniente de fontes como pocgos e reservatdrios de superficie que é de qualidade baixa
por conter sais solUveis, resultando na incorporacdo destes sais no perfil do solo
(SOUZA et al., 2015).

Os principais determinantes da salinidade nos solos sdo o NaCl e 0 CaSQy, visto
que provocam a maioria das reagdes deletérias ocorrentes nos vegetais (TURKAN;
DEMIRAL, 2009). Além dos problemas hidricos, o acimulo de sais no tecido vegetal
produz efeitos deletérios ao metabolismo vegetal (MUNNS; TESTER, 2008).

Altas condutividades elétricas no solo provocam a inibicdo da absorcdo de agua
pela planta, promovendo uma diminui¢&o no crescimento do vegetal, e isto se d& devido
ao efeito osmético que induz a deficiéncia hidrica causada pela salinidade. Em paralelo
ocorre o efeito idnico, em que ions como Na* e CI sdo absorvidos excessivamente do
solo, promovendo também uma reducdo no crescimento da planta (MANSOUR, 2014;
SAetal., 2015).

Os baixos potenciais osmaticos e as altas concentracdes de sddio e outros ions
especificos (CI, SO4~, HCO3J', etc.), podem provocar toxicidade a planta (TOPPA;
BRAMBILLA, 2011; FREIRE et al,. 2013), tornando-se a salinidade um dos graves
problemas abioticos capaz de promover uma redugdo na producdo e desenvolvimento
das plantas (PLAZEK et al., 2013; MUNNS; GILLIHAM, 2015).

Contudo existem duas maneiras de minimizar os problemas ocasionados pela
salinidade de solo as plantas: 1) ter uma escolha criteriosa das culturas ou cultivares que
sdo tolerantes ao solo salino e 2) adotar praticas de manejo de solo adequadas para
reduzir ao maximo a salinidade, de forma a proteger as plantas e melhorar o solo para
atender a tolerancia das plantas (AMORIM, 2009).

Esforcos estdo em curso para conferir tolerancia ao sal em espécies de culturas
sensiveis a ele, utilizando tanto o melhoramento classico de plantas como a
biotecnologia (TAIZ et al., 2017).

2.3. Efeitos da salinidade nas plantas
2.3.1. Sddio (Na") e Potéassio (K*)

A absorgdo excessiva de ions do solo, principalmente o Na+, causa diversos
prejuizos na planta exposta a salinidade (SILVEIRA et al., 2009; MANSOUR, 2014).
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Em altas concentracbes ele diminui o crescimento e produtividade das plantas
(MANSOUR, 2014)

O estresse salino conduz ao aumento de Na* com consequente diminuigdo de K,
tanto nas folhas quanto nas raizes (MAGGIO et al., 2007),visto que uma satisfatéria
razdo entre K*/Na" € vital para ativar reacdes bioquimicas catalisadas por enzimas no
citosol e manter o crescimento das plantas (WAKEEL, 2013). Isto acontece pelo fato do
fon Na* competir com o K* por meio de um mecanismo que envolve transportadores de
membranas de baixa afinidade, visto que o ultimo encontra-se comumente em baixa
concentragdo em solos salinos, implicando assim numa maior absorgdo do Na®
(BLUMWALD et al., 2000; WILLADINO; CAMARA, 2010; SALISBURY; ROSS,
2012; DEINLEIN et al., 2014;).

O K" é um nutriente que esta relacionado com processos bioquimicos e fisicos,
como na ativacdo de enzimas, com a manutencdo do turgor celular, alongamento,
osmorregulagdo, movimentos das folhas e de abertura e fechamento dos estdmatos,
tropismos, transporte de solutos no floema, balanco de ions, polarizagcdo da membrana e
controle do pH, funcdo e estrutura de cloroplastos, conservacdo de energia nas
membranas (BENITO et al., 2014; SHABALA; POTTOSIN, 2014), sendo 0 seu
equilibrio intracelular de extrema importancia para o rendimento das culturas
(DREYER, 2014; SHABALA; POTTOSIN, 2014).

Para tolerarem a salinidade as plantas adotam estratégias que sdo baseadas em
principalmente dois mecanismos: em primeiro lugar, o Na" é excluido nas raizes através
de proteinas transportadoras presentes nas membranas plasmaéticas e
compartimentalizado nos vaclolos das células corticais, 2) A raiz absorve o Na’, e
transporta até os tecidos foliares onde o ion é compartimentado nos vacuolos.
(MUNNS, 2005; ROY et al., 2014). Como a salinidade prejudica o equilibrio osmotico
da célula, e o K" é um dos principais componentes celulares relacionados com este
equilibrio, uma forma de solucionar a reducdo deste nutriente é a producdo de osmolitos
compativeis pelas plantas, como a prolina (SHABALA; POTTOSIN, 2014).

Em baixas quantidades, o Na* ndo é prejudicial as plantas, porém, em altas
concentragOes, ele tende a limitar a capacidade de compartimentalizagdo de ions das
células e para manter a razdo de K'/Na* nas folhas as plantas precisardo de um
mecanismo de exclusdo deste elemento para manter seus niveis abaixo dos considerados
toxicos (MUNNS, 2011; BENITO et al., 2014).



2.3.2. Crescimento e producéo de biomassa

Os efeitos da salinidade sobre as plantas podem causar dificuldades de absorgéo
de agua, toxicidade de ions especificos e pode ocorrer a interferéncia dos sais nos
processos fisiologicos, fazendo com que ocorra reducdo do crescimento e do
desenvolvimento das plantas (GHEY 1 et al., 2010; MANSOUR, 2014; SA et al., 2015).

A sensibilidade das plantas aos sais varia em funcdo da espécie, concentracao e
natureza ionica dos sais, periodo de exposicéo, estagio fenoldgico e disponibilidade de
nutrientes (ASHRAF; HARRIS, 2004; ESTEVES; SUZUKI, 2008).

A salinidade se expressa por altas reducBes do crescimento e distlrbio na
permeabilidade da membrana, atividade de troca hidrica, condutincia estomatica,
fotossintese e equilibrio idnico (GHEY | et al., 2010).

A inibicdo do crescimento em plantas sob solo salino ocorre tanto pela reducédo da
absorcdo de agua pelas plantas quanto pelo acumulo de sais no interior das mesmas
(GREENWAY; MUNNS, 1980; SA et al., 2015), e 0 acimulo excessivo desses ions
toxicos contribui para aceleracdo dos processos de senescéncia e abscisdo foliar
(MUNNS, 2005).

A tolerancia a salinidade estd comumente associada a tolerdncia a seca, uma vez
que a alta concentracao de sodio no solo inibe a absorcdo de dgua pela planta induzindo
a deficiéncia hidrica (PLAZEK et al., 2013). Como consequéncia da limitacdo hidrica,
as plantas mantém suas células flacidas com reducdo na divisdo e expansdo celular
(PLAZEK et al.,, 2013; OTTO et al.,, 2017), o que faz com que o crescimento da
superficie foliar seja reduzido (WANG; NIL, 2000). Em consequéncia as plantas
iniciam mecanismos de ajuste osmotico a fim de manter as células targidas,
ocasionando crescimento lento nas plantas estressadas (GUERZONI et al., 2014).

A reducdo no desenvolvimento de plantas sob solo salino também pode ser
atribuida a alteracdes na alocacdo de fotoassimilados (ZENG et al., 2003), devido ao
aumento dos processos de consumo de energia, tais como ajuste osmotico e processos
de transporte ativo de ions pelo excesso de sais na planta (ASCH et al., 2000) tendo
como consequéncia reducgdes significativas em massa da parte aérea, altura da planta e
numero de folhas por planta (MOHAMMAD et al., 1998).

Outro agravante do estresse salino é que o Na®*, que é toxico as plantas, mesmo
tendo diversos canais de entrada pela membrana plasmatica das raizes, também pode
entrar por canais especificos de entrada de nutrientes (SALISBURY; ROSS, 2012;
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DEINLEIN et al., 2014; ), como por exemplo a competicdo pela mesma entrada de K,
ocasionando uma reducdo na absor¢do do mesmo. Além de prejudicar o crescimento da
planta, a salinidade atinge negativamente o metabolismo celular, bem como processos
fisioldgicos e bioguimicos (HASANUZZAMAN et al., 2014).

2.3.3. Relacbes hidricas e trocas gasosas

O excesso de sais no solo pode alterar as fungdes fisiologicas e bioquimicas das
plantas promovendo disturbios nas relagdes hidricas e alteracbes na absorcdo e na
utilizacdo de nutrientes essenciais para as plantas (AMORIM et al., 2010).

O cloreto de sédio (NaCl) é o sal mais soltvel e abundante (MUNNS; TESTER,
2008), e promove retencdo de agua, portanto, por essa razao o estresse salino também
pode ser considerado um estresse hidrico (FLOWERS; COLMER, 2008). A molécula
de &gua atua como solvente, promovendo a atracdo do NaCl que tem alta afinidade pela
mesma, separando o Na+ do Cl-, onde os mesmos irdo unir-se a0 O e H,
respectivamente, indisponibilizando a agua para a planta (OLIVEIRA et al., 2010).

O potencial hidrico da folha descreve o status hidrico e tem sido muito utilizado
para estudos das relagdes hidricas das plantas (WESTGATE, 1994). Portanto, a
medicdo do potencial hidrico foliar como medida de referéncia do status hidrico da
planta em condic¢des especificas de crescimento torna-se importante fisiologicamente,
pois mostra o quanto fatores abidticos alteram a movimentacdo da agua no sistema solo-
planta-atmosfera durante o crescimento vegetal, e se relaciona com a expansao celular
(PREMACHANDRA et al., 1992; BERGONCI et al., 2000; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Predominantemente, a salinidade reduz o crescimento e o desenvolvimento das
plantas, provocada pela diminui¢cdo do potencial hidrico da solu¢do do solo a nivel
abaixo do necessario para que possa ocorrer a absorcéo de agua pelas células das raizes,
reduzindo a expansao celular, visto que o potencial de pressdo da célula tende a se
igualar com o do solo (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A reducdo na absorcao de agua é um dos fatores importantes que contribuem para
prejuizos no crescimento das plantas sob solos salinos (BHATT et al., 2008), e este
fator estéd diretamente relacionado a fotossintese, pois as plantas sob estresse diminuem
a capacidade fotossintética, e como consequéncia, o crescimento (KUMAR et al., 2014).
A fotossintese pode ser inibida quando altas concentragdes de Na* acumulam-se nos

cloroplastos, a qual afeta os processos bioquimicos e fotoquimicos envolvidos na
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fotossintese (TAIZ et al., 2017).Algumas limita¢6es na fotossintese sdo provocadas por
haver reducbes no tamanho e ndmero de folhas, baixos teores de clorofila, menor
condutividade estomaética, diminuindo a sua superficie transpirante e prejudicando a
eficiéncia do fotossistema Il (FSII) (TESTER; DAVENPORT, 2003; MUNNS, 2011;
COSCOLIN et al., 2011; SENGAR et al., 2013).

A reducdo da érea foliar nas plantas cultivadas sob salinidade é um importante
mecanismo para controlar a perda de agua, porém, o processo fotossintético depende da
interceptacdo da energia luminosa e sua conversdo em energia quimica, que ocorre
diretamente na folha, promovendo a producdo de carboidratos (JAMES et al., 2002;
GOMES et al., 2011).

Como mecanismo de defesa contra a salinidade as plantas fecham seus estdmatos,
e esta resposta normalmente ocorre antes da inibicdo da fotossintese, restringindo a
disponibilidade de CO, nos sitios de assimilacdo no cloroplasto, sendo considerado o
mais importante mecanismo de defesa no controle da fixacdo do carbono (SILVA
JUNIOR et al., 2012; BRITO et al., 2018).

2.3.4. Florescéncia da clorofila e pigmentos fotossintetizantes

ReducBes no conteudo de clorofilas (SANTOS, 2004) e na eficiéncia do
fotossitema Il também sdo provocados pelo acimulo de sais no solo (HASEGAWA et
al., 2000; MUNNS, 2002; KAO et al., 2003; SAYED, 2003).

A atividade fotoguimica apresenta certa resisténcia ao estresse salino, sem
promover reducdo da eficiéncia quantica potencial do fotossistema Il, quando o tempo
de exposicdo a salinidade é curto. Porém, quando o tempo de exposi¢do aos sais se
prolonga, o acumulo de ions nos tecidos aumenta e a atividade fotoquimica também
pode ser afetada (MUNNS; TESTER, 2008; PRAXEDES et al., 2010; SILVA et al.,
2010; SILVA et al., 2011).

Possiveis relacdes do estresse salino com a capacidade fotossintética e a reducéo
da assimilacdo de CO, vém sendo investigadas através da analise qualitativa e
quantitativa da absorcdo e aproveitamento da energia luminosa pelo fotossistema Il
(LAGE-PINTO et al., 2012). Mudancas nas caracteristicas dos sinais de fluorescéncia
sdo desencadeados em funcdo de alteracbes no estado funcional das membranas dos

tilacoides (SILVA et al., 2011) que também causa alteracBes no funcionamento do



fotossistema Il (PSI1I) que é um indicador da eficiéncia no uso da radiacdo fotoquimica
e, consequentemente, na assimilacdo de CO, pelas plantas (FREIRE et al., 2014).

Em geral os pigmentos fotossintetizantes mais presentes nos vegetais séo as
clorofilas a e b, e os carotendides (LISAR et al., 2012). Esses pigmentos compdem 0s
fotossitemas, apresentando papel fundamental nos processos de sintese vegetal (LIU et
al., 2011). Os sais provocam alteracdes bioquimicas e fisioldgicas nas plantas, onde os
teores de clorofilas e carotenoides sofrem alteragcbes, comprometendo a atividade
fotossintética e consequentemente o crescimento, desenvolvimento e producédo vegetal
(CAVALCANTE et al.,, 2011). Essa reducdo da clorofila, nas plantas expostas a
salinidade, ocorre em razéo do aumento da atividade da enzima clorofilase, que degrada
as moléculas deste pigmento (FREIRE et al., 2013).

2.3.5. Espécies reativas de oxigénio e sistema antioxidante

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas pelas plantas quando
estas encontram-se em condi¢fes normais de crescimento e estdo envolvidas na
sinalizacdo celular, entretanto, as plantas possuem mecanismos que mantém estas
espécies em niveis adequados (SHARMA et al., 2012; AHMAD et al., 2013). No
entanto, sob condicBes de estresses como salino, hidrico, excesso de calor e luz, a
producdo de EROs aumenta chegando a causar danos (MITTLER, 2002; MILLER at
al., 2010; DEMIDCHIK, 2015).

O excesso de poder redutor na forma de elétrons nos fotossistemas, se ndo
dissipado de maneira eficaz, podera reduzir o O, convertendo-o em diferentes tipos de
EROs, principalmente o oxigénio singleto (*O,), radicais superéxido (O,’), peréxido de
hidrogénio (H,0,) e radical hidroxil ((OH), o que promove a peroxidacdo lipidica
(BARBOSA et al., 2014; GUPTA e HUANG 2014; KUMAR et al 2018). Além disso,
sob condi¢cdes adversas, o0 processo de fotorespiragdo pode ser intensificado,
aumentando a producdo de perdxido de hidrogénio nas folhas, através de reacdo nos
peroxisomos, contribuindo ainda mais com a fotoxidacdo (MILLER at al., 2010;
SILVEIRA et al., 2010; SHARMA et al., 2012). Esse tipo de ERO conduz a prejuizos
na membrana plasmatica das células, permitindo o extravasamento de eletrolitos
(TUTEJA, 2007).

Os cloroplastos sdo considerados as principais organelas geradoras de EROs,

seguidos pelas mitocondrias e peroxissomos (SHARMA et al., 2012). Nos cloroplastos,
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a formacao de EROs esta relacionada com eventos da fotossintese, e na mitocéndria, de
1 a 5% de O, consumido em condigdes de escuro, pode ser responsavel pela producao
de EROs (GILL; TUTEJA, 2010; SHARMA et al., 2012).

A oxidacdo lipidica origina dentre outros produtos secundarios que agravam o
dano oxidativo, o acido malondialdeido (MDA), que é o principal e mais estudado
produto da peroxidacdo lipidica. O MDA é conhecido como um marcador molecular
para designar peroxidagdo lipidica em células de plantas submetidas a diferentes
estresses abioticos, como a salinidade (DAVEY et al., 2005; GILL; TUTEJA, 2010;
SHARMA et al., 2012). Com isso ocorre reducdo na fluidez, aumento do
extravasamento e danos as proteinas de membrana, inativando enzimas e canais i6nicos
(GILL; TUTEJA, 2010).

Como resposta ao dano oxidativo provocado pela alta producdo de EROs, as
plantas desenvolveram mecanismos antioxidantes complexos e eficientes, que sdo
compostos de enzimas usadas para o eliminacdo de EROs (MUKHOPADYAY et al.,
2012; PEREIRA et al., 2015; SIDDIQUI et al., 2015; ANJUM et al., 2017; ROSSATTO
et al., 2017). Essas enzimas sdo bastante sensiveis as condicGes de estresse abidtico
servindo como sinalizadores e atenuantes deste, destacando-se: a ascorbato perxidase
(APX), catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) (COSCOLIN et al., 2011; CIA et
al., 2012; ANJUM et al., 2017).

A enzima SOD constitui a primeira linha de defesa contra as EROs, catalisando a
reacdao de dismutacdo do anion O,” em H,O, (BOWLER et al., 1992; ALSCHER et al.,
2002). Da mesma forma, as enzimas CAT e APX catalisam a reacdo de conversdo do
H.,0, em H,0 e O, (ZHU et al., 2010).

A SOD influencia nos niveis de O, e H,O, os quais formam os dois substratos da
reacdo para a formacdo de OH". Modalidades diferentes de SOD ou isoenzimas estdo
presentes nas plantas de trés formas: isoenzimas de SOD de cobre/zinco SOD (Cu/Zn-
SOD), manganés SOD (Mn-SOD) e ferro SOD (Fe-SOD) (BOWLER et al., 1991;
SHARMA et al., 2012).

A enzima APX esta localizada em todos os compartimentos celulares de producéo
de EROs, podendo converter em nivel celular o H,O, a agua (CARVALHO, 2008;
SHARMA et al., 2012). A APX constitui a segunda linha de frente de detoxicacao de
EROs, 0 que a torna uma enzima importante para as plantas, podendo ser encontrada

nos cloroplastos, mitocéndrias, apoplasto e citosol (MITTLER, 2002).
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Nos cloroplastos e mitocondrias a APX atua reduzindo o H,O, formado pela acao
da SOD, utilizando como agente redutor o ascorbato (MITTLER, 2002). A fotorreducgéo
do O; a H,0 nos cloroplastos pode gerar 02 e H,O,, que sdo eliminados pela acao da
SOD e da APX, respectivamente (ASADA, 2006).

A catalase é encontrada nos peroxissomos e catalisa a oxidac¢do do H,0O, a H,O e
O, durante a fotorrespiragdo, bem como na 3 — oxidagdo de &cidos graxos (MITTLER,
2002; GILL; TUTEJA, 2010).

A atividade da CAT ¢ efetiva, principalmente, em concentracdes relativamente
altas de H,0O,, por isso sdo consideradas indispensaveis para a desintoxicacdo de EROs,
especialmente em condicGes de estresse severo, quando os niveis de H,O, aumentam
(CARVALHO, 2008; GILL; TUTEJA, 2010; ANJUM et al., 2016).
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CAPITULO II

DESEMPENHO FOTOSSINTETICO EM CLONES DE EUCALIPTO
CULTIVADOS EM SOLO SALINO

RESUMO

O trabalho teve o objetivo de avaliar o desempenho fotossintético de clones de eucalipto
visando sua identificacdo quanto a tolerancia a condicdes de estresse salino. O
experimento foi disposto em delineamento em blocos casualizados com arranjo fatorial
3x4, com 5 repeticdes, totalizando 60 parcelas, onde utilizaram-se trés clones de
Eucalipto VC865, 1224 e 1144 e quatro concentragdes de NaCl no solo: 0, 1,2 e 3 g de
NaCl kg™ de solo. O clone 1144 apresenta mecanismos de tolerancia & salinidade do
solo, como menor reducdo da condutancia estomatica, transpiracdo, fotossintese,
eficiéncia fotoquimica do PSII, teores de pigmentos fotossintéticos e massa seca total.
Por outro lado, o clone 1224 apresenta maior dano fisiolégico o que indica maior
sensibilidade ao estresse salino, enquanto VC865 demonstra sensibilidade moderada.
Variaveis relacionadas ao desempenho fotossintético, como trocas gasosas, eficiéncia
fotoquimica do PSII e pigmentos fotossintéticos sdo importantes como critério de
tolerancia ao estresse salino, podendo ser utilizadas para identificar clones de eucalipto
tolerantes a essa condicéo.

Palavras-chaves: Estresse salino, fisiologia, hibridos, tolerancia.

1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus, possui espécies altamente produtivas e caracteristicas
energéticas, destacando-se na producdo de matéria prima florestal de rapido crescimento
e elevado rendimento, com diversas utilizacfes (SILVA et al., 2014) o qual ocupa uma
area de 5,7 milhdes de hectares de arvores plantadas no Brasil (IBA, 2017). Com o
crescimento populacional e econbémico mundial, a demanda energética vem
aumentando, ao mesmo tempo em que hd uma tendéncia de reducdo da oferta de
derivados do petréleo, resultando em uma maior procura por novas fontes alternativas
de energia, que venham substituir os combustiveis fosseis (VIEIRA et al., 2014a), entre
essas, a biomassa tem ganhado maior destaque (GOLDEMBERG, 2009). Portanto, a
madeira do eucalipto surge como uma boa alternativa de fonte para a producdo de
energia renovavel, visto que o Brasil possui condigdes edafoclimaticas favoraveis ao

cultivo desta espécie.
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A utilizacdo de areas degradadas, tidas como improprias para a agricultura pode
resultar em um maior nimero de florestas plantadas, aumentando a economia industrial,
e desenvolvendo culturas mais resistentes a estresses abioticos (LOPES et al., 2015).
Neste contexto, a busca por maior produtividade no setor florestal tem incentivado as
pesquisas que identifiquem materiais genéticos com maior producéo e adaptabilidade as
variacOes ambientais (VELLINI et al., 2008; LOPES et al., 2011; HARFOUCHE et al.,
2014).

Dentre essas variacdes, é notério o crescimento mundial de areas com solo
salinizado, em consequéncia da agricultura irrigada, visto que em algumas regides do
mundo, principalmente regides aridas e semiaridas, a baixa precipitacdo anual exige a
prética da irrigacdo, a qual na maioria das vezes é realizada com agua de qualidade
inferior, o que resulta no acumulo excessivo de sais na superficie do solo,
principalmente o NaCl, prejudiciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas
(ASHRAF, 2004; PINHEIRO et al., 2008; SILVA et al., 2012; PLAZEK et al., 2013;
BRITO et al., 2018).

A salinidade tornou-se um dos principais fatores que prejudicam o
desenvolvimento das plantas em todo o mundo (PLAZEK et al.,, 2013; MUNNS;
GILLIHAM, 2015), pois o0 excesso de sais no solo reduz a quantidade de agua
disponivel para as plantas, além de promover efeito tdxico, devido a absorcéo de grande
quantidade de ions, que ird acarretar na ruptura de membranas e organelas, causando
desequilibrio osmotico na célula (MUNNS; TESTER, 2008). Além dos efeitos diretos
da salinidade nas plantas, ocorre a inducdo ao estresse hidrico, uma vez que 0 s6dio em
grandes concentrac@es no solo induz a deficiéncia hidrica, por inibir a absor¢édo de agua
pela planta (PLAZEK et al., 2013).

O aumento de solutos nas raizes provoca uma reducdo na condutividade
hidraulica, promovendo o déficit hidrico, o que ird ocasionar mudancas na morfologia,
na bioquimica e na fisiologia dos vegetais e, consequentemente no rendimento
(PRISCO; GOMES FILHO, 2010). Em condicGes de deficit hidrico as plantas fecham
seus estdbmatos a fim de minimizar a perda de &gua através da transpiracdo
(MEDEIROS et al., 2013). A eficiéncia fotoquimica maxima do fotossistema Il é
prejudicada, e o crescimento e a capacidade fotossintética das plantas sdo reduzidos
(SENGAR et al., 2013; KUMAR et al., 2014). Nessas condi¢des, ocorre restricdo da
entrada de CO, em funcdo da reducdo da conduténcia estomatica, e essa reducao

promove queda nas taxas de transpiracédo e fotossintese (BRITO et al., 2018).
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Alguns estudos mostram diferentes tolerancias de plantas a salinidade,
dependentes da concentracdo de sal. Em diferentes gendtipos de eucalipto cultivados em
solucBes salinas com condutividade elétrica de 7 a 14 dS m™, a fotossintese,
condutancia estomatica e a producdo de biomassa foram reduzidas (SIXTO et al., 2016),
enquanto solucdes salinas de 20 a 40 dS m™ foram letais (BHARGAVA et al., 2014).
Semelhante, Pinheiro et al. (2008) trabalhando com mamona e Cavalcante et al. (2018)
com pinhd0 manso, também encontraram reducfes da condutdncia estomaética,
fotossintese, pigmentos fotossintéticos, eficiéncia fotoquimica méaxima do fotossistema
I e matéria seca total, nas plantas cultivadas em solo salinizado.

Deste modo, uma maneira simples de atenuar o problema da salinidade dos solos
é estudar o comportamento fisioldgico das plantas submetidas a essas condicdes, a fim
de identificar materiais tolerantes a salinidade (MUNNS, 2005; AHMED et al., 2015).
O método comumente usado para determinar a tolerancia de plantas arbdreas a
salinidade € o uso de &gua salina na irrigacdo (CAMPOS et al., 2012; HISHIDA et al.,
2014). No entanto, estudos sobre as respostas fisioldgicas de Eucalipto a salinidade no
solo, sdo escassos. Diante do exposto, objetivou-se com este estudo avaliar o
desempenho fotossintético de clones de eucalipto visando sua identificacdo quanto a

tolerancia a condicGes de estresse salino no solo.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao no setor de Fisiologia Vegetal
da Unidade Académica Centro de Ciéncias Agréarias, da Universidade Federal de
Alagoas, localizada no municipio de Rio Largo-AL (09° 28’ S, 35° 49° W e 127 m de
altitude).

Utilizaram-se trés clones de Eucalipto, escolhidos com base na area de plantio no
estado de Alagoas. Assim, foram selecionados os clones VC865, 1144 e 1224 resultantes
do processo de hibridagdo entre E. grandis com E. urophylla, classificados como
tolerante, tolerante e moderadamente tolerante a seca, respectivamente (Muller et al.,
2017).

Para a realizacdo do experimento, foram utilizados vasos com capacidade de 20 L,
0s quais foram preparados seguindo-se recomendacOes contidas em Beltrdo et al.
(2002), onde foram pintados na cor cinza de modo a aumentar a reflectancia e reduzir o

aquecimento do substrato. O solo utilizado foi um Latossolo Areno-argiloso (Tabela 1),

27



o qual foi salinizado adicionando-se NaCl com base no peso seco, em quatro
concentracdes distintas: 0, 1, 2 e 3 g de NaCl kg™ de solo. O material permaneceu
incubado e mantido na capacidade de campo durante quatro meses, elevando-se a
condutividade elétrica do solo de 2 (0 g de NaCl kg™ de solo-Controle) para 6, 10 e 12
dS m™ nas concentracdes de 1, 2 e 3 g de NaCl kg? de solo, respectivamente. A

condutividade elétrica do solo foi estimada conforme Richards (1954).

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento.

Caracteristicas quimicas

pH MO Presia AP H+AI K Ca Mg CTC Na \Y B Cu Fe Mn Zn

CaCl, dr?1‘3 dhr/:193 --------------- emole dm3---eemmmmeeeeeev % - cmolg dm ®--------
4,6 27,5 26,5 4,0 08 165 105 755 035 47 027 025 100 1.3 0,5
Caracteristicas fisicas
Areia total Argila Silte Classificagao textural
gKg*
599 368 33 Avreno argiloso

pH: potencial hidrogeni6nico; MO: matéria orgénica; P: fésforo; AI**: aluminio trocavel; H: hidrogénio; Ca: célcio;
Mg: magnésio; CTC: capacidade de troca catidnica; Na: sodio; V: saturagdo por bases; B: boro; Cu: cobre; Fe: ferro;
Mn: manganés; Zn: zinco.

As mudas de Eucalipto foram adquiridas em viveiro comercial, localizado no
municipio de Cha do Pilar — AL, as quais foram produzidas em tubetes pelo método de
estaquia, e contavam com idade de 120 dias e tamanhos homogéneos. Em seguida as
mudas foram transplantadas para sacos plasticos com capacidade para 750 g de solo,
permanecendo nos mesmos durante 30 dias, quando entdo foram transplantadas para
vasos contendo 20 kg de solo salinizado. As plantas foram irrigadas com agua destilada,
a fim de manter a umidade do solo sempre em capacidade de campo. Durante esse
periodo, a &gua drenada era coletada e reposta através de coletores presentes nos vasos
para manutencdo da condutividade elétrica do solo.

O experimento foi disposto em delineamento em blocos casualizados com arranjo
fatorial 3x4 sendo 3 clone e 4 concentragcdes salinas no solo, com 5 repeticOes,
totalizando 60 parcelas, constituidas de uma planta por vaso.

Durante o periodo experimental as condigdes ambientais no interior da casa-de-
vegetacdo, representadas pela temperatura média, méxima e minima, umidade relativa
média do ar, radiacdo média incidente e déficit de pressdo de vapor do ar (Figura 1),
foram registradas por uma estacdo meteoroldgica automatica (DELTA-T Devices,
Cambridge-England).
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Figura 1. Temperaturas maxima, média e minima do ar, Umidade relativa média do ar
(A), Radiacdo média incidente e Déficit de pressdo de vapor do ar (B) durante o periodo
de estresse salino.
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Aos 30 e 60 dias apos o transplantio (DAT), foram realizadas as avaliagdes das
trocas gasosas, eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (Fv/Fm), e indice relativo de
clorofila SPAD, sendo que aos 60 DAT também foram avaliados os teores de pigmentos
fotossintéticos.

As medidas de trocas gasosas foram realizadas em folhas completamente
expandidas do terco médio das plantas, com um analisador de gas modelo Li-6400XT
(Infra Red Gas Analyser — IRGA, Licor, EUA), no periodo entre 8:00h e 10:00h da
manhd. Foram obtidas as varidveis de condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E),
concentracdo interna de CO, (Ci), Fotossintese liquida (A), temperatura foliar (Tf),
déficit de pressdao de vapor folha-ar (DPV folha-ar) e, eficiéncia instantanea de
carboxilacdo (EiC), relacionando a fotossintese liquida com a concentracdo interna de
CO; (A/Ci).

A eficiéncia fotoquimica maxima do PSII foi avaliada no pré-amanhecer (4:30 h)
e ao meio-dia (12:00 h) utilizando um fluorémetro portatil de luz modulada (PAM
2500, WALZ) seguindo os procedimentos propostos por Maxwell e Johnson (2000).
Folhas completamente expandidas do terco médio das plantas, foram adaptadas ao
escuro durante 30 minutos com o auxilio de clipes especificos colocados na parte

intermediaria da folha, evitando-se a nervura central.
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O indice SPAD foi mensurado utilizando-se um clorofildometro portatil modelo
SPAD- 502, sendo aferidas cinco leituras em folhas totalmente expandidas do terco
meédio da planta, obtendo-se a média geral por planta.

Os teores de clorofila a, b e os carotenoides foram quantificados utilizando-se
cinco discos de 0,6 cm? de folhas frescas da parte mediana da planta. Os mesmos foram
picotados e acondicionados em tubos de vidro envolvidos com papel aluminio,
contendo 5 mL de acetona 80%, acondicionados no escuro, a temperatura de 4 °C,
durante 72 horas. Em seguida realizaram-se as leituras de absorbancia dos extratos a
480, 645 e 663 nm de comprimento de onda, em espectrofotémetro, e calculados
conforme Lichtenthaler (1987). Posteriormente foram calculados os teores de clorofila
total (a+b).

Ao final do experimento as plantas foram coletadas e colocadas em estufa de
circulacdo de ar a 65 °C até peso constante, obtendo-se a massa seca total (MST).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo o fator salinidade do
solo analisado por meio de regressao polinomial e o fator clone analisado pelo teste
Tukey, com P < 0,05. A correlacdo de Pearson (r) foi utilizada para verificar a relagcdo

entre as variaveis fisioldgicas analisadas dentro de cada condi¢éo salina.

3. RESULTADOS

As variaveis de trocas gasosas foram afetadas pela salinidade do solo nos clones
de eucaliptos estudados, tanto aos 30 quanto aos 60 dias apds transplantio (DAT). A
temperatura foliar (Tf) aos 30 DAT aumentou em todos os clones estudados, com o
incremento da salinidade do solo (Figura 2A). Os clones VC865, 1224 e 1144
aumentaram a temperatura foliar na concentracdo salina, de 3 g de NaCl kg™ de solo,
quando comparado ao controle na ordem de 3,32; 3,97 e 2,84%, respectivamente
(Figura 2A). Aos 60 DAT observou-se que o clone VC865 manteve a temperatura da
folha constante, enquanto 1224 e 1144 aumentaram em 2,63 e 2,59%, respectivamente,
para a maior concentracdo de NaCl no solo (Figura 2B).

Comportamento semelhante foi observado para o déficit de pressdo de vapor
folha-ar (DPVioiha-ar), €M que aos 30 DAT os clones VC865, 1224 e 1144 apresentaram
aumentos de 21,56; 16,70 e 27,69%, respectivamente, do controle para o nivel de
salinidade de 3 g de NaCl kg™ (Figura 2C). J4 aos 60 DAT, os clones \VC865, 1224 e
1144 apresentaram aumentos mais moderados de DPV (fiha-ar) 7,05; 7,50 e 14,06%,
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respectivos, em funcdo da salinidade (Figura 2D). Aos 60 DAT 0 DPV (folna-ar) teve

correlagé@o inversa com a transpiracdo em todas as condi¢des salinas estudadas (Tabela

2). Além disso, nesse mesmo periodo, 0 DPV (foiha-ar) @presentou correlagéo inversa com

gs nas plantas tradadas com as concentragdes salinas de 1 e 3 g de NaCl kg™

Figura 2. Temperatura foliar — T folha (A e B) e Déeficit de pressdo folha-ar -
DPV/(folha-ar) (C e D) aos 30 e 60 dias apds o transplantio em clones de eucalipto
cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo.
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Tabela 2. Correlacdo de Pearson entre caracteristicas fisiologicas aos 60 dias apos o
transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes salinidades do solo.

Var DPV Gs E Ci A EiC Fv/Fm Chla Chlb chlT Carot MST
Tf 0,12 -0,26 -0,08 0,10 0,24 0,24 0,51 0,26 -0,07 0,24 0,32 -0,69
DPV -0,69 -0,90 0,19 -0,62 -0,61 0,20 0,21 0,41 0,08 -0,63 0,28
gs 0,75 -0,06 0,75 0,78 0,20 0,15 -0,50 0,18 0,57 0,49
E 0,04 0,69 0,72 0,24 0,11 0,29 -0,09 0,46 0,30
Ci 0,33 0,20 0,11 0,03 0,21 0,15 0,00 -0,39
A 0,98 0,35 0,03 0,26 0,12 0,41 -0,09
EiC 0,33 0,02 0,28 0,15 0,41 -0,06
Fv/Fm 0,23 0,48 0,46 0,01 0,05
Chla 0,10 0,80 0,55 0,15
Chlb 0,67 0,41 -0,40
chlT 0,16 0,12
Carot 0,23
Tf 0,68 0,75 0,73 0,58 0,70 -0,65 0,44 0,42 0,15 -0,28 -0,39 -0,50
DPV -0,86 -0,68 0,61 0,70 -0,67 0,51 0,05 0,53 0,21 0,21 0,19
gs 0,86 0,62 0,84 0,82 0,61 0,04 0,38 -0,08 0,47 0,43
E 0,62 0,98 0,97 0,63 0,12 -0,05 0,08 0,57 0,43
Ci 0,66 0,54 0,76 0,03 -0,25 -0,05 0,23 0,24
A 0,98 0,63 0,00 0,12 -0,03 0,45 0,31
EiC 0,56 -0,00 -0,08 -0,03 0,46 0,29
Fv/Fm 0,23 0,01 0,19 0,57 0,48
Chla 0,57 0,96 0,52 0,60
Chlb 0,76 0,27 0,21
chlT 0,49 0,54
Carot 0,89
Tf 0,45 -0,36 -0,38 0,18 0,42 -0,42 0,10 -0,29 0,31 0,31 0,46 0,68
DPV -0,50 0,77 0,37 0,54 -0,54 0,55 -0,52 0,39 0,51 -0,62 -0,66
gs 0,67 0,10 0,65 0,62 0,58 0,20 0,26 0,22 0,78 0,60
E 0,29 0,76 0,74 0,64 0,21 0,21 0,22 0,72 0,52
Ci -0,44 -0,55 -0,30 0,33 0,25 0,32 0,31 -0,36
A 0,99 0,66 0,35 0,38 0,38 0,74 0,62
EiC 0,65 0,37 0,39 0,40 0,74 0,62
Fv/Fm 0,09 0,21 0,13 0,74 0,53
Chla 0,78 0,98 0,30 0,62
Chlb 0,88 0,34 0,61
chlT 0,33 0,65
Carot 0,83
Tf 0,44 0,23 0,21 -0,05 0,13 -0,12 0,02 0,34 0,20 0,17 -0,08 -0,06
DPV -0,69 -0,53 0,04 0,59 -0,57 0,27 -0,48 0,12 0,41 0,27 -0,56
gs 0,42 0,29 0,79 0,78 0,53 0,43 0,32 0,45 0,57 0,77
E 0,02 0,38 0,35 0,10 0,06 -0,20 -0,03 0,13 0,46
Ci 0,45 -0,52 0,35 0,14 0,29 -0,01 0,35 0,39
A 0,99 0,62 0,43 0,35 0,46 0,64 0,89
EiC 0,63 0,41 0,36 0,45 0,65 0,89
Fv/Fm 0,57 0,68 0,70 0,78 0,76
Chla 0,45 0,93 0,67 0,58
Chlb 0,75 0,49 0,42
chlT 0,70 0,60
Carot 0,83

S: salinidade do solo; Var.: variaveis; Tf: temperatura foliar; DPV: Déficit de pressdo de vapor folha-ar; gs: condutancia estomatica,
E: transpiragdo; Ci: concentragdo interna de COy; A: fotossintese; EiC: eficiéncia de carboxilagdo; Fv/Fm: Eficiécia maxima do PSII
ao meio-dia; Chl a: clorofila a; Chl b: Clorofila b; Chl t: clorofila total; Carot: carotenoides; MST: massa seca total. Nimero azuis
Correlagéo positiva) e vermelhos (correlagdo negativa): significativo a P<0,05.
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Os clones apresentaram reducdo da condutancia estomatica e transpiracdo em
ambas as épocas avaliadas, com o aumento da concentragdo de sal no solo. Aos 30
DAT, os clones VC865, 1224 e 1144 tiveram reducdes na gs de 30,33; 42,76 e 46,59%,
respectivamente, com o aumento da salinidade do solo até a concentracdo de 3 g de
NaCl kg™ (Figura 3A). J4 aos 60 DAT, o clone 1144 aumentou a condutancia estomética
até o valor de 1,67g de NaCl kg™ de solo, apresentando menor gs na concentragéo de 3
g de NaCl kg™, quando comparado aos demais clones. Enquanto que, os clones VVC865
e 1224 tiveram decréscimos de gs de 38,26 e 40,52%, respectivamente, no maior nivel

de salinidade do solo (Figura 3B).

Figura 3. Condutancia estomatica - gs (A e B) e transpiracdo - E (C e D) aos 30 e 60
dias apo6s o transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de
salinidade do solo.
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**: significativo p< 0,01.

Em relagédo a transpiracdo (E), observou-se que aos 30 DAT os clones VC865,
1224 e 1144 tiveram decréscimos de 20,51; 33,39 e 49,68%, respectivamente, a medida
em que se aumentou a concentracdo de NaCl no solo (Figura 3C). Aos 60 DAT, houve

aumento de E no clone 1144 com o aumento da salinidade até 1,67g de NaCl kg™ de
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solo, havendo decréscimo a partir dessa concentracdo, de modo semelhante a gs. Por
outro lado, os clones VC865 e 1224 n&o apresentaram alteracbes em E com o aumento
da salinidade do solo, nesta época de avaliacdo (Figura 3D). Entre a concentracdo zero a
2 g de NaCl kg™ de solo foi observado correlacio positiva de gs e E (Tabela 2).

A concentracdo interna de CO, aos 30 DAT aumentou nos clones VC865 e 1144
com acréscimos de 8,08 e 09,65%, respectivamente, com o incremento da salinidade do
solo, enquanto que o clone 1224 néo foi afetado pela salinidade (Figura 4A). J& aos 60
DAT, os clones VC865, 1224 e 1144 sob estresse salino maximo, apresentaram aumento
mais significativo de Ci da ordem de 16,62; 19,77 e 12,96%, respectivamente (Figura
4B).

Semelhante & gs e E, a taxa fotossintética dos clones reduziu com o aumento da
salinidade do solo. Os clones VC865, 1224 e 1144 aos 30 DAT apresentaram reducdes
de 16,58, 22,76 e 33,36%, respectivamente (Figura 4C). Ja aos 60 DAT, o clone 1144
apresentou aumento na taxa fotossintética nas concentracbes de estresse salino
moderado (até 0,96g de NaCl kg™ de solo), porém niveis maiores de concentracéo
salina provocaram seu decréscimo. Por outro lado, A foi progressivamente reduzida pela
salinidade nos clones VC865 e 1224 em 23,47 e 32,10%, respectivamente (Figura 4D).
Com o0 aumento da salinidade do solo até a concentracdo 2 g de NaCl kg™ verificou-se
correlacdo positiva de A com gs e E, porém ndo sendo observado correlacdo no maior
nivel de salinidade (Tabela 2).

A eficiéncia de carboxilacdo (EIC) foi reduzida em todos os clones com o
aumento da salinidade do solo, em ambas as épocas estudadas. Os clones VC865, 1224 e
1144 aos 30 DAT apresentaram decréscimos de EiC de 23,68; 31,15 e 41,41%,
respectivamente (Figura 4E), enquanto aos 60 DAT esses decréscimos foram de 34,35;
42,35 e 33,15%, respectivamente (Figura 4F). EiC apresentou forte correlacdo positiva

com A em todos o0s niveis de salinidade do solo (Tabela 2).
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Figura 4. Concentragdo interna de CO2 - Ci (A e B), fotossintese - A (C e D) e
Eficiéncia de carboxilacdo - EiC (E e F) aos 30 e 60 dias apds o transplantio em clones
de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo.
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A eficiéncia fotoquimica maxima do PSII (Fv/Fm) ao amanhecer reduziu nos

clones de eucalipto a medida que aumentou a salinidade do solo, tanto aos 30 quanto

aos 60 DAT, sendo que na primeira época de avaliagdo, os clones VC865, 1224 e 1144

apresentaram decréscimos de 1,13; 1,12 e 0,87%, respectivamente, do menor para o

maior nivel de salinidade do solo (Figura 5A), enquanto aos 60 DAT esses decréscimos
foram de 0,98; 1,92 e 0,77%, respectivamente (Figura 5B).
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Ao meio-dia os decréscimos de Fv/Fm nos clones de eucalipto provocados pela
salinidade foram um pouco maiores. Os clones VC865, 1224 e 1144 aos 30 DAT
apresentaram reducdo na ordem de 3,49; 4,38 e 2,86%, respectivamente (Figura 5C). J&
aos 60 DAT, os decréscimos foram de 2,58; 4,27 e 2,14% para 0s respectivos clones
(Figura 5D).

Pode-se constatar ainda, que o clone 1144 apresentou aos 60 DAT valores maiores
na razdo Fv/Fm de 0,826 as 4:30h e 0,788 as 12:00 quando comparado aos demais
clones no maior nivel de concentracdo salina. O Fv/Fm apresentou correlagdo positiva
com Chla, Chl b, Chl T e Carot em plantas na concentracéo de 3 g de NaCl kg™ de
solo (Tabela 2).
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Figura 5. Eficiéncia fotoquimica maxima do PSII - Fv/Fm, ao amanhecer (A e B) e ao
meio-dia (C e D) e indice relativo de clorofila - SPAD (E e F) aos 30 e 60 dias apds o
transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do

solo.
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O indice relativo de clorofila (SPAD) nos clones VC865, 1224 e 1144 aos 30

DAT, reduziu com 0 aumento da concentracao salina no solo, havendo decréscimos de

12,12; 14,04 e 7,79%, respectivamente, comparando a menor com a maior salinidade
(Figura 5E). Aos 60 DAT, a salinidade provocou decréscimos de SPAD em VC865 e
1224 de 6,89 e 11,29%, respectivamente, enquanto 1144 néo foi afetado (Figura 5F).
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Os pigmentos fotossintéticos, determinados apenas aos 60 DAT, foram afetados
pela salinidade do solo, variando entre os clones. A clorofila a reduziu 33,74% em 1224,
do menor para 0 maior nivel de salinidade do solo, enquanto os demais clones nédo
foram afetados (Figura 6A). O teor de clorofila b nos clones VC865 e 1224 decresceu
25,85 e 43,80%, respectivamente, do menor para o maior nivel de salinidade, enquanto
se manteve estavel em 1144 (Figura 6B), o qual também apresentou pouca variagao nos
teores de Chl T com o incremento da salinidade. Porém, houve redugdes nos clones
VC865 e 1224 de 19,56 e 36,50%, respectivamente (Figura 6C).

Os carotenoides reduziram com o incremento da salinidade em VC865, 1224 e
1144, na ordem de 17,19; 28,74 e 12,58%, respectivamente (Figura 6D). Além disso,
pode-se notar que o clone 1144 apresentou maiores teores de Chl T e carotenoides,
qguando comparado aos demais clones na maior concentracdo de salinidade no solo.
Observou-se alta correlacdo entre as clorofilas a e b com a Chl T em todos 0s niveis
salinos (Tabela 2). Do mesmo modo, pode-se observar correlacdo positiva entre Chl T e

carotenoides na concentracéo de 3 g de NaCl kg™ de solo.
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Figura 6. Clorofila a (A), b (B), total (C) e carotenoides (D) aos 60 dias ap6s o
transplantio em clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do

solo.
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A massa seca total (MST) também foi afetada pelo aumento da salinidade no solo,

em todos os clones (Figura 7). Foram observadas reducdes em VC865, 1224 e 1144 de

69,37; 75,20 e 62,45%, respectivamente. Esta varidvel apresentou correlacdo inversa

com a Tf e 0 DPV (foma-ar), DM como correlagdo positiva com gs, A, EiC, Fv/Fm, Chl a,

Chl T e carotenoides, nas duas maiores concentracdes salinas no solo.
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Figura 7. Massa seca total aos 60 dias apds o transplantio em clones de eucalipto
cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo.
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Aos 30 dias apo6s o transplantio a Tf, o DPV e Ci contribuiram positivamente para
a formacdo do PC1, o qual teve uma variacdo de 79,62%, enquanto gs, E, A, A/Ci,
SPAD e Fv/Fm PD e MD contribuiram negativamente. No entanto o PC2 que teve uma
variagdo de 9,82% e associou-se positivamente com E, A, A/Ci, Tf e DPV e
negativamente com gs, Ci, SPAD e Fv/Fm PD e MD (Figura 8A). As variaveis
favorecidas pela baixa salinidade foram posicionadas do lado esquerdo do gréfico, e as
que se corelacionaram positivamente com a alta salinidade estdo posicionadas do lado
direito do grafico (Figura 8A), ou seja, quando a salinidade do solo aumentou, O Ci, Tf
e DPV também aumentaram. Ainda observou-se nessa época um maior distanciamento
do C3S3 do eixo principal, indicando que o aumento do DPV e da concentracdo interna
de CO, promoveram maior dano a esse clone quando submetido a alta salinidade
(Figura 8B).

Semelhante ao ocorrido na primeira época, aos 60 DAT, todas as variaveis
estudadas contribuiram negativamente para a formacao do fator 1, exceto Ci, Tf e DPV
que contribuiram positivamente, com variacdo de PC1 de 72,99%. J& o PC2 teve uma
variacdo de 16,54%, onde gs, E, A, A/Ci, Carot, Ci e Tf contribuiram positivamente
para a formacéo desse fator, e Fv/Fm PD e MD, Chl a, b e total, SPAD, MST e DPV
negativamente (Figura 8C). Nesta época observou-se que os Clones VC865(C1) e 1224

(C2) foram os mais afetados pela alta salinidade do solo (S3), onde observa-se que o
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aumento de Ci, Tf e DPV promoveram maiores danos a esses clones sob alta salinidade
(8D). J& o 1144 (C3) sob alta salinidade (S3) nessa época mostrou uma maior
aproximacéo do eixo principal, ou seja, uma menor correlagdo com o Ci, Tf e DPV,
sugerindo uma possivel adaptacdo deste clone a salinidade do solo, com maior tempo de

exposicao a essa condicao.

Figura 8. Andlise de componentes principais aplicada em trés clones de eucalipto:
VC865 (C1), 1224 (C2) e 1144 (C3) submetidos a quatro salinidades do solo: 0 (S1), 1
(S2), 2 (S3) e 3 g de NaCl kg-1 de solo (S4), medidas em duas épocas: 30 (A, B) e 60
dias ap6s o transplantio. PC1 e PC2 representam a projecdo das variaveis (A, C) e a
distribuicdo dos tratamentos (B, D). Varidveis: Temperatura da folha (Tf), Déficit de
pressdao de vapor (DPV), Concentracdo interna de CO, (Ci), Fotossintese (A),
Transpiracdo (E), Condutancia estomatica (gs), Eficiéncia instantanea de carboxilacédo
(A/Ci), indice SPAD, Eficiencia fotoquimica méaxima do PSIlI ao amanhecer (Fv/Fm
PD) e meio-dia (Fv/Fm MD), clorofilas a (Chl a), b (Chl b) e total (Chl total),
carotenoides (Carot) e massa seca total (MST).
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4. DISCUSSAO

Nesse estudo foram verificados aumentos do DPV (foina-ar) € temperatura foliar com
0 aumento da salinidade do solo, em especial no clone 1224, demonstrados pela analise
de componentes principais, observados aos 60 DAT em que 0 DPV (foina-ar) fOi @ variavel
que mais contribuiu para o agrupamento das plantas desse clone na maior salinidade do
solo. Nessa época, as menores taxas de DPV(sinaar) € TT foram observadas no clone
1144, indicando uma possivel aclimatacdo dessas plantas ao estresse salino, ja que aos
30 DAT, esse clone tinha demonstrado maior sensibilidade a alta salinidade do solo,
como visto na analise de componentes principais nessa mesma época. Segundo Vieira et
al. (2014b), a temperatura foliar reduz a medida em que a transpiracdo aumenta, em
funcdo da dissipacdo de energia em forma de calor latente, contribuindo para o
resfriamento foliar.

Além disso, os clones de eucalipto submetidos ao estresse salino apresentaram
correlacéo inversa entre DPV fiha-ary COM condutancia estomatica e transpiragdo. Em que
0 aumento do DPVina-ary pPossivelmente influenciou no fechamento estomatico e na
reducdo da transpiracdo provavelmente em decorréncia da baixa disponibilidade hidrica
presente no solo salino (PINHEIRO et al., 2008; SANTOS et al., 2017).

Sob condic@es salinas ha um aumento no fechamento estomatico da planta a fim
de evitar a perda de agua por transpiracdo, restrigindo desse modo a sua capacidade
fotossintética, como consequéncia da reducdo na absorcdo de CO, (PINHEIRO et al.,
2008; COSCOLIN et al., 2011; KUMAR et al., 2014). Essa informacdo pode ser
confirmada pela correlacdo positiva entre condutancia estomatica, transpiracdo e
fotossintese constatada entres os clones neste estudo, em que as plantas provavelmente
estavam sob estresse hidrico em resposta a alta salinidade do solo, o que levou ao
fechamento parcial dos estdmatos, diminuicdo da transpiracdo e queda acentuada da
taxa de fotossintese. Portanto, o0 estresse salino normalmente esta relacionado ao
estresse hidrico, visto que grandes concentra¢fes de sodio no solo promovem restri¢do
na absor¢do de agua pelas plantas (PLAZEK et al., 2013).

As respostas fotossintéticas das plantas a salinidade sdo complexas, visto que séo
dependentes do tempo e da concentracdo de sais a que estdo submetidas (CHAVES et
al., 2009), como observado nesse estudo, em que 1144 aumentou a sua condutancia
estomatica, transpiragdo e fotossintese quando exposto a uma salinidade leve (1,679 de

NaCl kg de solo) principalmente aos 60 DAT, demonstrando desempenho
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fotossintético superior aos demais clones, apesar de também reduzir com o aumento da
salinidade do solo. Essa condicdo, provavelmente, indica a possivel aclimatacdo de 1144
ao estresse salino, ja que nos demais clones ocorreram redugdes mais acentuadas de gs,
E e A, notadamente em 1224, sugerindo ser o clone mais sensivel ao estresse salino.

Bhargava et al. (2014) e Sixto et al. (2016) trabalhando com eucalipto sob estresse
salino, observaram que a salinidade afetou as trocas gasosas, promovendo reducdes
dessas. De modo semelhante, estudos feitos com cajueiro-ando (BEZERRA et al.,
2003), mamona (PINHEIRO et al., 2008) e pinhdo-manso (CAVALCANTE et al.,
2018) cultivados em solo salino, também confirmam que as trocas gasosas sdo afetadas
negativamente pela salinidade, assim como observado entre os clones de eucalipto. As
reducdes nas trocas gasosas, ocasionadas pelo estresse salino, levam a diminuicdo da
producdo de biomassa, o0 que pode ser confirmado pelas correlacGes de gs, A e EiC com
a MST, nas maiores concentracdes salinas. De fato, a producdo de biomassa € reduzida
como consequéncia da menor assimilagdo de CO,, como verificado também em plantas
de eucalipto (SIXTO et al., 2016) e pinhdo manso (CAVALCANTE et al., 2018) sob
estresse salino.

O aumento da concentragdo interna de CO, com o aumento do estresse salino nos
clones de eucalipto, possivelmente, estd relacionado & fatores ndo estomaticos de
reducdo da fotossintese, como por exemplo, reducdo da atividade e concentracdo da
rubisco e reducdo nos produtos finais da fase fotoquimica da fotossintese, ATP e
NADPH (GRASSI; MAGNANI, 2005). Nessa situacdo de estresse, a planta nao
consegue consumir o CO, saturado, uma vez que é esperado que ocorra reducdo na
concentracdo interna de CO, com decréscimo na condutancia estomatica, caso o aparato
fotossintético ndo seja danificado pela salinidade (KALAJI et al., 2011). O aumento
desta variavel pode ser um importante indicativo de sensibilidade ao estresse salino,
como visto pela analise de componentes principais, em que a concentracao interna de
CO, teve maior contribuicdo para o agrupamento das plantas dos clones VC865 e 1224
no maior nivel de salinidade do solo.

A eficiéncia de carboxilacdo reduziu de acordo com a queda da fotossintese em
clones de eucalipto sob altas concentragdes de salinidade, como verificada na correlagédo
positiva entre essas variaveis, destacando-se o clone 1224 que apresentou maiores
reducdes de EiC e A. A reducdo da EiC significa a ocorréncia de dano metabolico que
pode estar relacionado a queda na atividade da enzima Rubisco, envolvida no processo

de fixacdo de CO, e outras enzimas relacionadas a fotossintese (ASHRAF; HARRIS,
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2013). Contudo, o clone 1144 foi mais eficiente na carboxilacdo, ou seja, foi 0 que teve
menores prejuizos na fixacdo de CO; pelo estresse salino.

O Fv/Fm reduziu em todos os clones com o aumento da salinidade do solo,
contudo essas reducdes foram expressivamente pequenas. As plantas estressadas
apresentaram valores de Fv/Fm superiores a 0,75, sugerindo que o aparato fotossintético
n&o foi danificado pela salinidade do solo, uma vez que a variagdo de Fv/Fm entre 0,75
e 0,85 indica a integridade do aparelho fotossintético, com auséncia de dano
fotoinibitorio no fotossistema 1l (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989). No
entanto, 1144 destacou-se com o0s maiores valores de Fv/Fm, sugerindo ser mais
tolerante a salinidade do solo, indicado pela maior integridade do aparato fotossintético
nessa situacéo de estresse.

Em estudo com cultivares de cevada sob condicdes salinas, a razdo Fv/Fm reduziu
com o aumento da salinidade, com menor intensidade na cultivar mais tolerante
(KALAJI et al., 2011), constatado também em pinhdo manso em que a salinidade do
solo reduziu Fv/Fm, principalmente nas horas mais quentes do dia (CAVALCANTE et
al., 2018). Nesse sentido, a eficiéncia fotoquimica maxima do PSII € bastante eficiente
como indicador de perturbacdes no aparato fotossintético, causados pela salinidade do
solo (KALAJI et al., 2011, CAVALCANTE et al., 2018), visto que baixos valores de
Fv/Fm sdo considerados como resposta de sensibilidade ao estresse (KALAJI et al.,
2011).

De modo geral, os clones de eucalipto apresentaram reducdo no indice SPAD e
nos pigmentos fotossintetizantes como efeito negativo da salinidade do solo. Contudo, o
clone 1144 foi menos afetado, pois conseguiu manter maiores teores de clorofilas
mesmo sob estresse salino, indicando maior toleréncia. Ja os clones VC865 e 1224
tiveram decréscimos das clorofilas e indice SPAD, com o aumento de NaCl no solo.
Esses resultados podem ser atribuidos ao efeito i6nico do Na, o qual promove
deficiéncia de alguns nutrientes fundamentais para o metabolismo da clorofila
(GOMATHI; THANDAPANI, 2005; Sa et al., 2015).

A degradacdo das clorofilas também indica perturbagcdes fotoquimicas no
complexo coletor de luz e nos centros de reacdo do PSII, ocasionadas pela salinidade
(BHARGAVA et al., 2014; CAVALVANTE et al., 2018), o que pode ter ocorrido nos
clones VC865 e 1224. A reducéo nos teores de clorofilas causada pelo estresse torna-se
um dos principais fatores limitantes da atividade fotossintética, por refletir diretamente
na eficiéncia maxima do PSIl (SANTOS; SILVA, 2015), como observado em pinhdo
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manso, em que a salinidade do solo reduziu os teores de clorofila, bem como a
fotossintese e a eficiéncia méaxima do fotossistema Il (CAVALCANTE et al., 2018).
Portanto, as clorofilas tém sido frequentemente utilizadas para identificar danos no
sistema fotossintético das plantas que sdo causados por salinidade do solo, sendo sua
degradacdo um indicativo de bloqueio ou reducdo da atividade fotoquimica (SANTQOS;
SILVA, 2015, CAVALCANTE et al., 2018).

O clone 1144 também apresentou menor reducdo do teor de carotenoides em
relacdo a VC865 e 1224, com o aumento da salinidade do solo, indicando que a maior
estabilidade de Fv/Fm naquele clone pode ser devido a fotoprotecdo promovida pelos
carotenoides, como observado pela correlacdo entre essas variaveis. Ressalta-se que a
degradacdo desses pigmentos interfere na fotoprotecdo exercida pela planta,
aumentando as chances de fotoxidacdo sob condicBes de estresse (SILVA et al., 2014,
SANTOS; SILVA, 2015), sendo assim, plantas que mantem o0s carotenoides possuem
maior tolerancia ao estresse. Além disso, a reducdo dos pigmentos junto aos distarbios
do PSII, pela reducdo do Fv/Fm, leva a diminui¢do da MST, visto as correlacGes entre

essas variaveis, notadamente quando as plantas estavam estressadas.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, o clone 1144 apresenta mecanismos de tolerancia a salinidade do solo,
como menor reducdo da condutancia estomatica, transpiracdo, fotossintese, eficiéncia
fotoquimica do PSII, teores de pigmentos fotossintéticos e massa seca total. Por outro
lado, o clone 1224 apresenta maior dano fisioldgico o que indica maior sensibilidade ao
estresse salino, enquanto VC865 demonstra sensibilidade moderada. Variaveis
relacionadas ao desempenho fotossintético, como trocas gasosas, eficiéncia fotoquimica
do PSII e pigmentos fotossintéticos sdo importantes como critério de toleréncia ao
estresse salino, podendo serem utilizadas para identificar clones de eucalipto tolerantes

a essa condicao.
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CAPITULO 111

ACUMULO DE IONS, ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E INDICES DE
CRESCIMENTO E TOLERANCIA EM CLONES DE EUCALIPTO SOB
ESTRESSE SALINO

RESUMO

O estudo foi realizado com o objetivo de avaliar o acimulo de ions, a atividade do
sistema antioxidante e a concentracdo de prolina em clones de eucalipto como
indicativos da tolerancia as condi¢bes de salinidade do solo. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, em esquema fatorial 3 x 4, sendo trés clones de
Eucalyptus: VC865, 1224 e 1144, e quatro concentracdes de NaCl (0, 1, 2 e 3 g de NaCl
kg™ de solo), com cinco repeticdes, totalizando 60 parcelas. Os clones de eucalipto
responderam de forma diferenciada a salinidade do solo: O 1144 apresentou menores
redugdes no WPw, concentracio de K, MSF e MSC. Além disso, teve menor ¥s
associado ao aumento de Na" e prolina e baixa relagdo Na'/K", indicando maior ajuste
osmatico. Esse clone também apresentou maior atividade das enzimas antioxidantes
(SOD, APX e CAT) e menores conteudos de H,O, e MDA, sendo considerado o mais
tolerante & salinidade do solo. Por outro lado, os clones VC865 e 1224 foram
classificados como moderadamente tolerante e sensivel a salinidade do solo,
respectivamente. Os incrementos relativos da altura de planta, didametro do caule e
namero de folhas foram mais afetados negativamente pelo sal no clone 1224. O aumento
da salinidade do solo prejudicou a area foliar e os indices de tolerancia de todas as
partes da planta nos trés clones, sendo o 1224 o mais afetado. Os indices de incremento
relativo e de tolerancia sdo eficientes na selecdo de clones de eucalipto tolerantes a
salinidade do solo. A variaveis estudadas nos possibilitaram classificar os clones na
seguinte ordem de tolerancia: 1144 > \VVC865 > 1224.

Palavras-chave: Eucalyptus, crescimento, atividade antioxidante, salinidade do solo.

1. INTRODUCAO

A érea usada com espécies florestais para fins comerciais vem aumentando em
todo o mundo, e essas florestas sdo estabelecidas principalmente com espécies de
eucalipto, que apresentam alta produtividade e boa adaptacdo a diferentes condicdes
ambientais (SILVA et al., 2014). Contudo, essas areas muitas vezes apresentam
condicGes desfavoraveis para as plantas, como a salinidade do solo, sendo este um fator
preponderante nas regides aridas e semiaridas do mundo, afetando negativamente a
produtividade vegetal (JAMES et al., 2012; JISHA et al., 2013; GHOLAMI et al.,
2015).
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A presenca de sais em grande quantidade no solo reduz o potencial osmotico do
mesmo, e consequentemente o potencial hidrico, inibindo o crescimento e
desenvolvimento das plantas, além de causar toxicidade idnica e desequilibrios
nutricionais em funcdo do actimulo de fons no citosol (MUNNS; TESTER, 2008; SA et
al., 2015). Com isso aumenta a concentra¢io de Na' na planta e como consequéncia ha
a reducdo de K*, tanto nas folhas quanto nas raizes (MAGGIO et al., 2007,
PATTERSON et al., 2009), em fungdo do Na® competir pelos mesmos sitios de
absorcido do K na membrana plasmatica (DEINLEIN et al., 2014). Como um dos
mecanismos de adaptacdo a salinidade, a planta pode excluir o Na* dos seus tecidos
fotossintéticos, a fim de manter um equilibrio entre as concentrages de Na'/K*
(MUNNS, 2002; GANDONOU et al., 2011), uma vez que o K* é um dos principais
componentes celulares que estdo envolvidos com o equilibrio osmoético na célula
(SHABALA; POTTOSIN, 2014). Um outro mecanismo é a compartimentalizacdo do
Na" no vactolo das células (PATTERSON et al., 2009, SILVEIRA et al., 2010).

O acumulo de sais no solo também provoca estresse oxidativo, em funcdo do
acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas células vegetais, como o radical
superdxido (O™), o radical hidroxila (OH"), peroxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio
singlete (*O,) (STANISAVLIEVIC et al. 2011; GUPTA; HUANG 2014; KUMAR et al
2018), causando danos no metabolismo das plantas, como oxidacdo de proteinas,
lipideos e acidos nucleicos (ROSSATTO et al., 2017). Contudo, as plantas possuem um
complexo sistema antioxidante cuja funcdo € proteger as células dos danos causados
pelas EROs ( ROSSATTO et al., 2017), através da atividade de enzimas como a
superoxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT)
(SILVEIRA et al.. 2010; AHMAD, 2014), reduzindo a concentracdo de peroxido de
hidrogénio e a peroxidacdo lipidica (SILVEIRA et al., 2010; CHEN et al., 2016).
Portanto, a capacidade de uma planta suportar a salinidade do solo pode esté relacionada
com o equilibrio entre a producdo de EROs e a ativacdo do sistema de defesa
antioxidante (TURKAN; DEMIRAL, 2009), promovendo a adaptacdo ou tolerancia a
esse estresse.

Na condicédo de salinidade as plantas também podem se ajustar osmoticamente na
tentativa de sofrer menos danos devido ao estresse, como através do acumulo de
prolina. Ha evidéncias de que esse osmolito ajuda no ajuste osmatico e na protecdo de

algumas estruturas celulares quando a planta é exposta a condi¢des salinas (AHMED et
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al., 2012, IQBAL et al., 2014), sendo seu aumento relacionado com a tolerancia das
plantas ao estresse (WANI et al., 2013).

Diversos pesquisadores avaliaram genotipos diferentes de uma mesma espécie
quanto a sua tolerancia a estresses abidticos, entre 0s quais, tanto o incremento relativo
quanto o indice de tolerancia foram eficientes na selecdo dos materiais. Em hibridos de
eucalipto, os indices de incremento relativo de crescimento auxiliaram na distin¢éo
entre tolerantes e sensiveis ao estresse hidrico (SILVA et al., 2014), enquanto indices de
tolerancia foram capazes de discriminar materiais tolerantes ao estresse salino em
gendtipos de sorgo (AQUINO et al., 2007) e mamoneira (SA et al., 2016).

Sendo assim, estudos envolvendo indices de crescimento e tolerdncia em clones
de eucalipto sob condi¢des de salinidade podem fornecer informacgdes basicas sobre o
potencial de cada um, de modo que seja possivel inferir qual material genético melhor
se adapta as condicBes adversas da regido. Além disso, a compreensdo da interacdo
entre esses indices e condi¢fes ambientais permite definir estratégias de manejo para
minimizar condigdes de estresse em espécies florestais, bem como selecionar materiais
tolerantes a salinidade em programas de melhoramento.

Diante do exposto, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o acimulo de ions, a
atividade do sistema antioxidante e os inices de crescimento e tolerancia em clones de

eucalipto, visando identificar sua tolerancia as condi¢6es de salinidade do solo.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacao no setor de Fisiologia Vegetal
da Unidade Académica Centro de Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de
Alagoas, localizada no municipio de Rio Largo-AL (09° 28’ S, 35° 49° W e 127 m de
altitude). Utilizaram-se trés clones de Eucalipto, VC865, 1224 e 1144, selecionados com
base na area de plantio no estado de Alagoas e resultantes do processo de hibridacao
entre E. grandis com E. urophylla.

Foram utilizados vasos com capacidade de 20 L, preenchidos com solo Latossolo
Areno-argiloso (tabela 1), o qual foi salinizado adicionando-se NaCl com base na massa
seca, em quatro concentracdes distintas: 0, 1, 2 e 3 g de NaCl kg™ de solo. O material
permaneceu incubado e mantido na capacidade de campo durante quatro meses,

elevando-se a condutividade elétrica (CE) do solo de 2 (0 g de NaCl kg™ de solo-

53



Controle) para 6, 10 e 12 dS m™ nas concentragdes de 1, 2 e 3 g de NaCl kg™ de solo,

respectivamente. A CE do solo foi estimada conforme Richards (1954).

Tabela 1. Propriedades quimicas e fisicas do solo utilizado no experimento.

Caracteristicas quimicas

pH MO Pesina AP H+AI K Ca Mg CTC Na \Y B Cu Fe Mn Zn

9 Mg

CaCl, am? dm® T071110] N R —— % e cmole dm=3-—————
4,6 275 265 4,0 08 165 105 755 035 47 027 025 100 13 0,5
Caracteristicas fisicas
Areia total Argila Silte Classificacéo textural
g Kg*
599 368 33 Areno argiloso

pH: potencial hidrogenidnico; MO: matéria organica; P: fosforo; AI¥*: aluminio trocavel; H: hidrogénio; Ca: célcio;

Mg: magnésio; CTC: capacidade de troca catidnica; Na: sodio; V: saturacdo por bases; B: boro; Cu: cobre; Fe: ferro;
Mn: manganés; Zn: zinco.

As mudas de Eucalipto foram adquiridas em viveiro comercial, localizado no
municipio de Cha do Pilar — AL, e contavam com idade de 120 dias e tamanhos
homogéneos, as quais foram transplantadas para sacos plasticos com capacidade para
750 g de solo, permanecendo nos mesmos durante 30 dias, quando entdo foram
transplantadas para os vasos com solo salinizado. As plantas foram irrigadas com agua
destilada, a fim de manter a umidade do solo sempre em capacidade de campo. Durante
esse periodo, a agua drenada foi coletada, e reposta aos vasos para manutencdo da
condutividade elétrica do solo.

O delineamento utilizado foi o de blocos casualizados, em esquema fatorial 3x4,
constituido por trés clones e quatro concentracdes salinas no solo, com 5 repeticdes,
totalizando 60 parcelas, compostas por um vaso contendo uma planta por vaso.

Durante o periodo experimental as condi¢cbes ambientais no interior da casa-de-
vegetacdo foram registradas por uma estacdo meteoroldgica automatica (DELTA-T

Devices, Cambridge-England) (Figura 1).
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Figura 1. Temperaturas méxima, média e minima do ar, Umidade relativa média do ar
(A), Radiacdo média incidente e Deficit de pressdo de vapor do ar (B) durante o periodo
de estresse salino.
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Aos 60 dias apds o transplantio (DAT), foram realizadas as avaliacGes dos
potenciais hidrico ao amanhecer (¥Yw 4:30 h) ¢ ao meio-dia (¥w 12:00 h), e osmético
(Ws) somente ao meio-dia, dos teores foliares de Na*, K" e Na'/K" e as analises de
Superoxido dismutase (SOD), Ascorbato peroxidase (APX), Catalase (CAT),
peroxidacdo de lipideos (MDA), peroxido de hidrogénio (H,O;) e prolina. Para
realizacdo das analises foram utilizadas folhas completamente expandidas do terco
médio das plantas, coletadas ao meio-dia.

O Yw foi avaliado usando-se uma camara de pressdao (modelo 3005, Santa
Barbara, EUA). As medicGes foram realizadas as 4:30 h (pre-dawn) e as 12 horas
(meio-dia).

As leituras de Ws foram realizadas com um osmometro de pressdao de vapor
(VAPRO 5520 WESCOR). O extrato (suco celular) para as leituras foi obtido através
do envolvimento em papel aluminio das folhas frescas, seguida de prensagem destas
amostras, coletando-se o suco celular em microtubos de 1,5 mL, conservados em
ultrafreezer -70°C, até as leituras.

As andlises dos teores foliares de Na® e K" foram realizadas conforme
metodologia do laboratdrio de Tecidos Vegetais, Departamento de Ciéncia do solo, da
Escola Superior de Agronomia Luis de Queiroz — ESALQ/USP, ambos determinados
por fotometria de chama, segundo Bloise e Moreira (1976).

Para as andlises bioquimicas, as folhas selecionadas foram rapidamente
congeladas em N, liquido e armazenadas em freezer a -70 °C, até o momento das

andlises. Os extratos para quantificacdo da atividade das enzimas APX e CAT, foram
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obtidos através da maceracao a frio com auxilio de almofariz, pistilo e N,. Cerca de 0,3
g de tecido foliar foi submetido a extracdo em solucdo contendo 300 mM de tampé&o
fosfato de potéssio (pH 7,5), 2 mM de EDTA e 20 mM de acido ascorbico com adigdo
de 0,3 g de PVPP, perfazendo um volume final de 2000 uL. O extrato foi centrifugado a
15000 g, por 10 minutos, a 4°C. A extracdo para quantificacdo da SOD foi obtido a
partir de 0,1 g de tecido vegetal congelado, macerado em 2000 puL. do meio de extragdo
contendo Tampdo Fosfato de Potassio 300 mM (pH = 7,8).

A atividade da APX foi obtida seguindo a metodologia de Nakano; Asada (1981).
Para a medida de atividade, foi utilizado 20 pL de extrato adicionado a 334 uL de
tampao fosfato de potassio 300 mM (pH 7,5), 20 uL de ascorbato de sédio 50 mM, 20
pL de peroxido de hidrogénio 10 mM e 1606 puL de dgua deionizada. A atividade da
enzima foi determinada pelo acompanhamento da oxidacdo do ascorbato, a cada 10
segundos, durante um minuto. A reacdo oxidativa foi monitorada em espectrofotémetro
(Génesis UK10) a 290 nm, em triplicata. Uma unidade da atividade da APX foi definida
como a conversdo de 1 pM de acido ascorbico em monodehidroascorbato durante um
minuto. O coeficiente de extingdo molar (¢) utilizado nos célculos para esta enzima foi
2,8 mM™ cm™, e expressa em unidade mg® de proteina. Onde a quantificacdo de
proteinas foi realizada conforme o protocolo de Bradford (1976), utilizando-se albumina
de soro bovino como padréo.

A atividade da CAT foi quantificada segundo Havir; Mchale (1987), com
modificagcOes. Aliquotas de 20 pL do extrato enzimatico foram adicionados a 334 pL de
fosfato de potassio 300 mM (pH 7,5), 250 uL de perdxido de hidrogénio 12,5 mM e
1396 pL de agua destilada incubadas a 30°C. A atividade da enzima foi determinada em
espectrofotobmetro Génesis UK10, pela reducdo da absorbancia a 240 nm, por um
minuto, monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio, em triplicata. Uma
unidade da atividade da CAT foi definida como a degradagdo de 1 uM de H,0O, durante
um minuto. O coeficiente de extingdo molar (g) utilizado nos calculos para esta enzima
foi 36 mM™ cm™, e expressa como unidade mg™ de proteina.

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorreducdo do azul de nitrotetrazélio (NBT), conforme proposto por Giannopolitis;
Ries (1977), com modificagdes. Foram adicionados 100 pL. do extrato enzimético a
2900 pL do meio de reagdo composto por: tampao de fosfato de potassio 300 mM (pH
7,8), metionina 14 mM, EDTA 100 mM, NBT 75 uM, e riboflavina 2 uM. A amostra de
referéncia foi utilizada apenas o meio de reagdo sem adicdo de extrato vegetal. A
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amostra mais 0 meio de reacdo foram iluminados com lampada fluorescente de 15 W
por 4 minutos, e posteriormente, realizada a absorbancia a 560 nm em
espectrofotometro Génesis UK10, em triplicata. Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducdo do NBT nas
condicdes do ensaio, e expressas em unidade mg™ de proteina.

O conteudo de perdxido de hidrogénio foi determinado de acordo com Velikova et
al. (2000). Foi macerado cerca de 0,1 g de material fresco congelado, em solucéo acida
composta por 2000 pL. de TCA (acido tricloroacético) a 0,1% (m/v) e centrifugados a
10000 g por 10 minutos, a 4°C. Em tubos de ensaio contendo 800 puL de tampao fosfato
de potassio 10 mM (pH 7,0) e 1000 pL de iodeto de potassio 1 M, foi adicionado 200
pL do sobrenadante e a mistura incubada por 10 min a 30°C. Posteriormente, a
absorbancia foi realizada a 390 nm, em triplicata, e o contetdo de H,0, foi calculado
por meio de uma curva padrdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) estabelecida
previamente, expresso em pmol g MF.

A peroxidacdo lipidica foi determinada pela quantificacdo das espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS), como descrito por Cakmak; Horst (1991) com pequenas
modificacdes. Foi macerado cerca de 0,3 g com 2000 pL de TCA 0,1%. O
homogeneizado foi entdo centrifugado a 10000 g por 10 minutos a 4°C. Aliquotas de
200 pL do sobrenadante foram adicionadas a 1800 pL do meio de reacdo composto por
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (m/v) e TCA 10% (m/v), e incubados a 90 °C por 60
minutos com interrupcdo da reacdo pelo rapido resfriamento em banho de gelo. Os
extratos foram novamente centrifugados sob mesma rotacdo e tempo anteriores, para
clareamento e auséncia de interferentes. A absorbancia da amostra foi determinada a
532 nm, em triplicata, e para se obter os valores de absorbancia liquida, o valor foi
descontado da absorbancia inespecifica a 600 nm. A peroxidacao de lipideos através da
quantificacdo de MDA foi expressa em nmol g™ MF.

A prolina foi analisada com base no método de Bates et al. (1973). Para tanto,
0,25 g do material vegetal foi liofilizado, macerado e homogeneizado em acido
sulfosalicilico aquoso a 3% e o homogeneizado foi centrifugado a 4000 g por 10
minutos. Posteriormente, foi coletado 1 mL de sobrenadante em tubo de ensaio e
adicionados 2 mL de ninhidrina &cida e 2 mL de acido acético glacial, e arrefecidos a
100 °C durante 1 h, paralisando-se a reagdo em banho de gelo. Apos o término da
reacdo, foram adicionados 2 mL de tolueno e agitados vigorosamente em vortex. A

leitura de absorbancia foi realizada a 520 nm em espectrofotometro tendo o tolueno
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como branco. O teor de prolina foi calculado utilizando L-prolina PA (Sigma-Aldrich)
como padrdo e expresso em pmol prolina g MS™,

Ja aos 30 e 60 dias ap6s o transplantio (DAT), foram realizadas as avaliacdes
biométricas da altura de plantas (AP) com auxilio de fita meétrica, diametro do caule
(DC) utilizando-se paquimetro digital, e nimero de folhas (NF) pela contagem de todas
as folhas verdes de cada planta. A partir dessas medidas para eliminar os efeitos das
diferencas no desenvolvimento das plantas no estabelecimento dos clones, foram
calculados os indices de incremento relativo da AP, DC e NF usando a seguinte
formula: IR = [(Af - Ai) / Ai] * 100, onde Af é o valor da caracteristica A (altura,
didmetro e numero de folha) no final do experimento e Ai é o valor da caracteristica A
(altura, didametro e numero de folha) no inicio do experimento, conforme metodologia
adotada por Silva et al. (2014).

A éarea foliar foi avaliada apenas aos 60 DAT com a coleta das plantas, utilizando
um medidor de area L1-3100 Licor.

Na ocasido da coleta das plantas, essas foram separadas em folhas, caule e raiz e
colocadas em estufa de circulacdo forcada de ar a 70 °C até atingirem peso constante,
obtendo-se a massa seca de folhas (MSF), caule (MSC) e raiz (MSR). A partir das
medidas de massa seca foram calculados os indices de tolerdncia a salinidade de cada
parte da planta, comparando-se os dados dos tratamentos salinos com os do controle (0
g NaCl kg™ solo), de acordo com a seguinte formula: IT = [(produc&o de massa seca no
tratamento salino / producdo de massa seca no tratamento controle) *100], conforme
metodologia adotada por Aquino et al. (2007).

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo o fator salinidade do
solo analisado por meio de regressdo polinomial e o fator clone analisado pelo teste
Tukey, com P < 0,05. A correlacdo de Pearson (r) foi utilizada para verificar a relacdo

entre as variaveis fisiologicas analisadas dentro de cada condigéo salina.

3. RESULTADOS

Os potenciais hidricos ao amanhecer e ao meio-dia e o potencial osmético
reduziram com o aumento da salinidade do solo nos clones de eucaliptos estudados
(Figura 2). Os clones VC865, 1224 ¢ 1144 reduziram o WYw ao amanhecer em 72,41,
135,71 e 65,71%, respectivamente, na concentracdo salina de 3 g de NaCl kg™ de solo,

quando comparado a salinidade de 0 g de NaCl kg™ (Figura 2A). J4 ao meio-dia essas
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reducdes foram de 16,87; 22,70 e 8,87% para os clones VC865, 1224 e 1144,
respectivamente, quando se aumentou a salinidade do solo para 3 g de NaCl kg™* (Figura
2B). Semelhante, o Ws reduziu com o aumento da salinidade em todos os clones, sendo
essas reducbes de 18,12; 18,66 e 36,56% em VC865, 1224 e 1144, respectivamente
(Figura 2C).

Figura 2. Potenciais hidricos ao amanhecer — ¥Yw PD (A) e meio-dia — ¥Yw MD (B) e
potencial osmético — ¥s ao meio dia (C) em clones de ecucalipto cultivados em
diferentes niveis de salinidade do solo.
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Os teores de Na* aumentaram e os de K* diminuiram, com consequente aumento
da relagdo Na'/K* em fungdo do incremento da salinidade do solo (Figura 3). A
concentragio de Na* aumentou 315,15; 254,50 e 371,08% nos clones VC865, 1224 e
1144, respectivamente, na maior salinidade quando comparada ao controle (Figura 3A).
Por outro lado, os clones VC865, 1224 e 1144 apresentaram reducgdes na concentragao

de K" em 28,88; 56,48 e 14,58%, respectivamente, na comparagao entre a salinidade de
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3 g de NaCl kg™ e 0 g de NaCl kg™ (Figura 3B). J4 a relagdo Na*/K* aumentou com o
incremento da salinidade até a maior concentracdo em todos os clones, na ordem de
450; 512 e 412,50% em VVC865, 1224 e 1144, respectivamente (Figura 3C).

A salinidade do solo também provocou o aumento de prolina em todos os clones,
sendo esse aumento de 66,14; 62,39; 98,18% em VC865, 1224 e 1144, respectivamente,
quando se comparou a concentracéo de 3 g de NaCl kg™ com 0 g de NaCl kg™ (Figura
3D). A prolina se correlacionou positivamente com o ¥w ao meio-dia, K*, APX, SOD,
IR-AP, AF, todos os indices de tolerancia e MSF e MSC, e negativamente com MDA e

relagdo Na'/K* na maior concentracio de sal no solo (Tabela 2).

Figura 3. Teores de Na+ (A) e K+ (B), relacdo Na+/K+ (C) e Prolina (D) em clones de
eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo.
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Tabela 2. Correlagdo de Pearson entre o potencial hidrico ao meio dia (¥w MD), potencial osmoético (¥s), teores de K* e Na', relagdo Na'/K”,
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), peréxido de hidrogénio (H20,), teor de malondialdeido (MDA), teor
de prolina, Incrementos relativos de altura de planta (IR-AP), diametro do caule (IR-DC) e numero de folhas (IR-NF), area foliar (AF), indices de
tolerancia de folhas (ITF), caule (ITC), raiz (ITR) e total (ITT) e massas secas de folha (MSF), caule (MSC) e raiz (MSR) em clones de eucalipto

cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo.

S Var. Ws K Na Na/K APX CAT SOD H20, MDA Prol IR-AP_ IR-DC___ IR-NF AF ITF ITC ITR ITT MSF MSC MSR
0 YwMD -0,11 0,02 0,14 0,12 0,04 -0,17 0,17 -0,05 0,47 0,13 -0,38 -0,40 -0,25 -0,48 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,60 -0,00 0,51
Ys 0,21 -0,27 -0,38 -0,73 -0,30 0,08 -0,13 -0,70 -0,07 0,78 0,16 -0,14 0,28 1,00 1,00 1,00 1,00 0,29 0,81 -0,04
K 0,17 -0,45 0,05 0,40 0,38 -0,07 0,20 0,25 0,16 -0,15 0,00 0,29 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,26 0,07 0,23
Na 0,79 0,29 0,01 0,48 0,49 -0,00 0,31 -0,19 -0,40 0,30 -0,42 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,03 0,02 -0,18
Na/K 0,25 -0,23 0,22 0,50 -0,12 0,14 -0,29 -0,27 0,27 -0,57 1,00 1,00 1,00 1,00 0,11 -0,03 -0,30
APX 0,30 0,08 0,33 0,59 0,28 -0,79 -0,03 0,13 -0,27 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,31 -0,70 0,00
CAT -0,07 -0,12 0,33 0,08 -0,11 -0,15 -0,04 0,00 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,49 -0,12 0,07
SOD -0,22 -0,03 0,08 0,21 -0,19 0,18 -0,05 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,13 0,22 0,33
H202 -0,19 0,32 -0,46 -0,25 -0,03 -0,26 1,00 1,00 1,00 1,00 0,11 -0,19 -0,64
MDA 0,11 -0,66 -0,23 0,06 -0,20 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,62 -0,66 0,51
Prol -0,17 -0,25 0,02 -0,31 1,00 1,00 1,00 1,00 -0,36 0,02 -0,01
IR-AP 0,25 0,09 0,33 1,00 1,00 1,00 1,00 0,36 0,78 0,01
IR-DC 0,25 0,13 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45 0,05 0,00
IR-NF -0,24 1,00 1,00 1,00 1,00 0,19 0,08 0,22
AF 1,00 1,00 1,00 1,00 0,31 -0,06 -0,13
ITF 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
ITC 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
ITR 1,00 1,00 1,00 1,00
ITT 1,00 1,00 1,00
MSF 0,11 -0,45
MSC 0,13
1 YwMD -0,29 -0,41 0,32 0,52 -0,12 0,16 0,05 0,19 0,12 -0,06 -0,29 -0,24 -0,14 -0,18 -0,06 -0,08 -0,43 -0,61 -0,23 -0,14 -0,00
Ws 0,26 -0,30 -0,38 -0,21 -0,54 0,38 0,19 -0,67 -0,27 0,64 0,00 0,42 0,56 -0,05 -0,17 0,48 0,25 0,49 0,33 0,00
K -0,04 -0,53 -0,09 -0,22 0,34 -0,39 -0,22 -0,08 0,62 0,39 -0,04 0,00 0,46 0,37 0,19 0,83 0,61 0,53 0,29
Na 0,86 0,09 0,13 -0,13 -0,15 0,44 -0,37 -0,28 -0,37 -0,60 -0,40 0,54 0,39 -0,66 0,01 0,10 0,36 0,48
Na/K 0,08 0,22 -0,26 0,04 0,49 -0,28 -0,55 -0,56 -0,48 -0,34 0,25 0,18 -0,69 -0,41 -0,17 0,06 0,27
APX -0,06 0,00 -0,04 -0,12 0,06 -0,37 0,21 -0,37 0,07 -0,18 -0,31 0,33 0,04 -0,14 -0,22 -0,23
CAT -0,62 0,35 0,46 0,00 -0,43 0,12 0,02 -0,52 0,06 0,03 -0,34 -0,23 -0,39 -0,25 0,10
SOD -0,35 -0,49 0,17 0,56 -0,05 -0,12 0,12 0,29 0,23 0,06 0,37 0,66 0,55 0,19
H202 -0,09 -0,34 -0,05 -0,14 0,48 0,04 -0,46 -0,33 0,13 -0,44 -0,38 -0,31 -0,33
MDA 0,03 -0,57 -0,37 -0,53 -0,65 0,34 0,49 -0,67 -0,06 -0,25 -0,02 0,40
Prol -0,09 0,19 -0,05 0,11 -0,27 -0,29 0,26 -0,11 -0,24 -0,39 -0,23
IR-AP 0,27 0,46 0,16 0,21 0,09 0,34 0,58 0,58 0,45 0,12
IR-DC 0,19 0,05 -0,18 -0,37 0,57 0,28 -0,15 -0,21 -0,13
IR-NF 0,45 -0,49 -0,44 0,47 -0,17 -0,12 -0,32 -0,54
AF -0,55 -0,53 0,60 -0,15 0,03 -0,21 -0,68
ITF 0,85 -0,62 0,66 0,72 0,85 0,86
ITC -0,74 0,54 0,56 0,79 0,69
ITR 0,08 -0,13 -0,43 -0,54
ITT 0,73 0,69 0,49
MSF 0,87 0,50
MSC 0,70
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Continuacao da tabela 2.
S

Var. Ws K Na Na/K APX CAT SOD H,0, MDA Prol IR-AP IR-DC IR-NF AF ITF ITC ITR ITT MSF MSC MSR
2  YwMD 0,00 0,41 0,23 -0,20 0,28 0,56 0,74 -0,61 -0,71 0,25 0,65 0,46 0,20 0,70 -0,39 -0,41 0,28 -0,01 -0,18 0,27 0,30
s -0,18 0,07 0,22 0,00 -0,20 -0,11 0,03 0,26 0,06 -0,18 0,14 -0,06 -0,09 0,20 0,21 -0,33 0,02 0,12 -0,04 -0,14
K 0,46 -0,60 0,24 0,73 0,60 -0,32 -0,60 0,21 0,64 0,14 0,15 0,61 -0,78 -0,45 0,25 -0,36 -0,64 0,38 0,48
Na 0,41 0,02 0,57 0,18 -0,06 -0,57 0,41 0,46 0,03 -0,13 0,35 -0,47 -0,36 0,06 -0,36 -0,57 0,27 0,67
Na/K -0,24 -0,25 -0,44 0,26 0,07 0,15 -0,25 -0,15 -0,29 -0,27 0,37 0,10 -0,17 0,04 0,11 -0,16 0,13
APX 0,37 0,30 -0,37 -0,32 0,49 0,01 0,40 0,02 0,16 -0,21 -0,07 0,14 0,06 0,03 -0,15 -0,18
CAT 0,68 -0,50 -0,76 0,47 0,78 0,42 0,32 0,71 -0,86 -0,46 0,38 -0,27 -0,61 0,61 0,45
SOD -0,91 -0,76 0,43 0,80 0,39 0,44 0,74 -0,70 -0,16 0,29 -0,09 -0,13 0,62 0,01
H202 0,64 -0,58 -0,60 -0,36 -0,42 -0,57 0,49 -0,00 -0,26 -0,06 -0,14 -0,46 0,23
MDA -0,60 -0,75 -0,27 -0,08 -0,77 0,75 0,55 -0,25 0,34 0,49 -0,43 -0,45
Prol 0,35 0,01 -0,11 0,50 -0,42 -0,17 0,15 -0,09 -0,08 0,25 0,03
IR-AP 0,39 0,32 0,75 -0,71 -0,42 0,35 -0,20 -0,40 0,78 0,42
IR-DC 0,31 0,07 -0,20 -0,31 0,09 -0,04 -0,08 0,18 0,06
IR-NF 0,21 -0,34 0,18 0,61 0,44 0,09 0,47 -0,25
AF -0,73 -0,49 0,39 -0,14 -0,49 0,56 0,44
ITF 0,42 -0,25 0,44 0,68 -0,66 -0,36
ITC -0,17 0,41 0,73 0,01 -0,81
ITR 0,67 -0,11 0,32 0,19
ITT 0,54 -0,05 -0,35
MSF -0,29 -0,83
MSC 0,11
3  YwMD 0,11 0,71 0,32 -0,60 0,51 0,73 0,75 -0,53 -0,80 0,62 0,62 0,44 0,49 0,66 0,81 0,74 0,85 0,82 0,76 0,83 0,04
s -0,14 -0,00 0,15 0,07 -0,29 -0,18 0,37 0,13 -0,06 -0,03 -0,27 -0,50 -0,35 -0,17 -0,05 -0,10 -0,19 -0,07 -0,23 -0,42
K 0,52 -0,78 0,60 0,67 0,90 -0,78 -0,89 0,75 0,92 0,59 0,27 0,88 0,81 0,78 0,84 0,79 0,91 0,91 0,01
Na 0,11 0,02 0,09 0,45 -0,47 -0,34 0,30 0,53 0,40 -0,08 0,44 0,42 0,23 0,48 0,43 0,38 0,44 0,02
Na/K -0,65 -0,69 -0,72 0,57 0,80 -0,68 -0,67 -0,37 -0,40 -0,71 -0,66 -0,78 -0,63 -0,62 -0,78 -0,73 -0,00
APX 0,59 0,53 -0,45 -0,65 0,53 0,53 0,22 0,03 0,45 0,57 0,68 0,60 0,52 0,74 0,66 -0,46
CAT 0,79 -0,61 -0,67 0,41 0,48 0,29 0,48 0,69 0,63 0,61 0,68 0,63 0,69 0,77 -0,07
SOD -0,68 -0,84 0,65 0,83 0,43 0,36 0,90 0,84 0,77 0,85 0,85 0,90 0,89 0,00
H202 0,76 -0,50 -0,67 -0,68 -0,43 -0,61 -0,69 -0,64 -0,65 -0,70 -0,71 -0,77 0,03
MDA -0,87 -0,76 -0,52 -0,52 -0,80 -0,87 -0,91 -0,86 -0,87 -0,93 -0,94 0,08
Prol 0,60 0,43 0,39 0,70 0,72 0,83 0,76 0,69 0,78 0,75 0,00
IR-AP 0,63 0,15 0,77 0,76 0,68 0,81 0,76 0,82 0,79 0,10
IR-DC 0,33 0,35 0,54 0,32 0,62 0,57 0,40 0,54 0,29
IR-NF 0,41 0,42 0,43 0,48 0,49 0,30 0,49 0,37
AF 0,80 0,77 0,81 0,78 0,85 0,85 0,23
ITF 0,89 0,86 0,98 0,91 0,92 0,10
ITC 0,80 0,86 0,93 0,87 -0,06
ITR 0,88 0,85 0,90 0,12
ITT 0,88 0,91 0,10
MSF 0,92 -0,11
MSC -0,02

S: salinidade do solo; V.: variaveis. Nimero azuis (Correlagdo positiva) e vermelhos (correlagdo negativa): significativo a P<0,05.
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O aumento da salinidade do solo também afetou a atividade das enzimas SOD,
APX e CAT nos clones de eucalipto (Figura 4). A SOD aumentou com o incremento da
salinidade em todos os clones na ordem de 15,44; 10,22 e 17,76% em VC865, 1224 e
1144, respectivamente, quando comparado o maior com o menor nivel de salinidade do
solo (Figura 4A). Ja a APX aumentou em 52,77% com incremento da salinidade do solo
apenas no clone 1144, por outro lado manteve-se estavel nos demais clones em todos o0s
niveis salinos (Figura 4B). Semelhante a SOD, a CAT aumentou 123,08; 35,00 e
245 45% em VVC865, 1224 e 1144, respectivamente, na salinidade de 3 g de NaCl kg™
quando comparada a salinidade de 0 g de NaCl kg™ (Figura 4C).

O contetdo de peroxido de hidrogénio e a peroxidacao lipidica foram afetados
pela salinidade do solo em todos os clones. O contetudo de H,O, aumentou em 58,51;
95,06 e 58,26% na concentracdo de 3 g de NaCl kg™ quando comparada a concentragéo
de 0 g de NaCl kg™ de solo nos clones VVC865, 1144 e 1224, respectivamente (Figura
4D). Do mesmo modo, a peroxidacdo de lipideos também aumentou nos clones VC865,
1224 e 1144 em 53,23; 55,53 e 49,57%, respectivamente, quando comparou-se a maior
com a menor salinidade do solo (Figura 4E). Tendo como referéncia o maior nivel de
salinidade do solo o H,0, apresentou correlacio positiva apenas com a relacio Na'/K" e
MDA, e inversa com ¥w meio-dia, K, CAT, SOD IR-AP, IR_DC, AF, todos os indices
de tolerancia, MSF e MSC. J4 0 MDA teve correlagdo positiva com a relagdo Na'/K" e
H,0; e negativa com Ww meio-dia, K, APX, CAT, SOD, prolina, todos os incrementos

relativos e indices de tolerancia, MSF e MSC (Tabela 2).
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Figura 4. Atividade das enzimas superoxido dismutase — SOD (A), ascorbato
peroxidase — APX (B) e catalase — CAT (C), perdxido de hidrogénio - H202 (D) e
conteddo de malondialdeido — MDA (E) em clones de eucalipto cultivados em
diferentes niveis de salinidade do solo.
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O incremento relativo da altura de planta ndo variou entre as concentracdes de sal

no solo para o clone VC865 que foi em média 57,5% (Figura 5A). Enquanto isso

reduziu nos demais clones com o aumento da salinidade, em que no 1224 essa reducao

foi de 48,1% da concentragdo salina de 0 a 3 g de NaCl kg™ de solo, e no 1144 foi de

24.4%, sendo este ultimo o clone com maior incremento em altura.
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Para o incremento relativo do diametro do caule, houve redugdo com o aumento
da salinidade do solo de 37%, da menor para a maior concentracdo salina de solo no
clone VCB865, enquanto no 1224 e 1144 ndo houve alteracdo com o aumentando da
salinidade, ficando uma media 55,7e 69,6%, respectivamente (Figura 5B). O IR-AP se
correlacionou positivamente com ¥w meio-dia, K*, APX, SOD, prolina, IR-DC, AF,
todos os indices de tolerancia, MSF e MSC, e teve correlagdo inversa com a relacao
Na'/K*, H,0, e MDA, no maior nivel de salinidade do solo (Tabela 2).

Diferente do IR-DC, o incremento relativo do nimero de folhas ndo foi alterado
com o aumento da salinidade apenas no clone 1224 que ficou em meédia 639,6%,
enquanto aumentou nos demais clones (Figura 5C). Onde esse aumento foi 66,8% em
VC865 e 92,7% em 1144 com o acréscimo da salinidade de 0 para 3 g de NaCl kg™ de
solo. O IR-NF se correlacionou negativamente apens com o MDA na salinidade de 3 g
de NaCl kg™ de solo (Tabela 2).

Figura 5. Incremento relativo da altura de planta — IR-AP (A) do didmetro do caule —
IR-DC (B) e do numero de folhas — IR-NF (C), e area foliar - AF (D) em clones de
eucalipto cultivados sob diferentes concentragdes de salinidade do solo.
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A area foliar foi afetada negativamente pela salinidade do solo em todos os
clones, sendo 1224 o mais afetado com o acréscimo da concentragdo de sal no solo, em
que a area foliar reduziu 72%, enquanto em VC865 e 1144 as reducbes foram de 69,7 e
62%, respectivamente (Figura 5D). Essa variavel se correlacionou positivamente com
¥w meio-dia, K*, CAT, SOD, prolina, IR-AP, todos os indices de tolerancia, MSF e
MSC, e teve correlagdo negativa com a relagdo Na'/K*, H,O, e MDA nas maiores
concentragdes de sais no solo (Tabela 2).

O aumento da salinidade do solo diminuiu os indices de tolerancia das diferentes
partes das plantas em todos os clones de eucalipto (Figura 2).

O indice de tolerancia da folha reduziu em todos os clones (Figura 6A),
representando reducdes de 72,3; 76 e 72,3% para VC865, 1224 e 1144, respectivamente,
com o aumento da salinidade de 0 até 3 g de NaCl kg™ de solo. Da mesma forma, o
indice de tolerancia do caule reduziu 65,7; 74,8 e 65,5%, respectivamente em VC865,
1224 e 1144, com 0 aumento da salinidade de 0 até 3 g de NaCl kg™ de solo (Figura 6B).

Do mesmo modo, o indice de tolerancia da raiz teve maior reducdo (76,2%) no
clone 1224 com o aumento da salinidade do solo de 0 para 3 g de NaCl kg™ de solo,
enquanto os clones VC865 e 1144 tiveram menor reducdo, de 73,8 e 67,8%,

respectivamente (Figura 6C).
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Figura 6. Indices de tolerancia das folhas — ITF (A), do caule — ITC (B), da raiz — ITR
(C) e total - ITT (D) em clones de eucalipto cultivados sob diferentes concentracdes de
salinidade do solo.
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Em geral, o aumento da salinidade do solo de 0 para 3 g de NaCl kg™ de solo
reduziu o indice de tolerancia total em 71; 75,9 e 68% nos clones VC865, 1224 e 1144,
respectivamente. (Figura 6D). Os indices de toleréncia das diferentes partes da planta se
correlacionaram negativamente com a relagdo Na'/K*, H,O, e MDA e positivamente
com as demais variaveis, exceto ¥s, Na* e IR-NF nas concentracdo de 3 g de NaCl kg™
de solo (Tabela 2).

As massas secas de folha, caule e raiz também reduziram com o incremento da
salinidade do solo em todos os clones. Em VC865, 1224 e 1144 as redugbes de MSF
foram de 74,74; 75,67 e 73,01%, respectivamente, no maior nivel de salinidade, quando
comparado ao controle (Figura 7A). Ja a massa seca de caule reduziu 68,28; 74, 35 e
65,76% na concentracéo de 3 g de NaCl kg™ em relacéo a concentracéo de 0 g de NaCl
kg™t de solo nos respectivos clones (Figura 7B). Semelhante, a massa seca de raiz
reduziu em VC865, 1224 e 1144 em 70,71; 76,16 e 71,75%, respectivamente, na
concentracdo de 3 g de NaCl kg™ em relacéo a 0 g de NaCl kg™ (Figura 7C). A MSF
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apresentou correlagdo positiva com Pw ao meio-dia, K*, APX, CAT, SOD, Prolina e
MSC, e negativa com relagdo Na'/K*, H,0, e MDA. As massas secas de folha e caule
se correlacionaram inversamente com a relagdo Na/K, H202 e MDA e positivamente
com todas as outras variaveis, com excecdo de ¥s, Na* e IR-NF no maior nivel de

salinidade do solo (Tabela 2).

Figura 7. Massas secas de folha — MSF (A), caule — MSC (B) e raiz — MSR (C) em
clones de eucalipto cultivados em diferentes niveis de salinidade do solo.
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A andlise de componentes principais mostrou que IR-NF, SOD, APX, CAT,
prolina, Na*, Na'/K*, H,O, e MDA contribuiram positivamente para a formagdo do
PC1, o qual teve uma variagdo de 74,25%, enquanto as demais varidveis contribuiram
negativamente. Ja o PC2 que teve uma variagdo de 11,16% associou-se positivamente
com IR-AP, IR-DC, K* e ¥Yw MD e negativamente com as demais variaveis (Figura
8A). As variaveis favorecidas pela baixa salinidade foram posicionadas do lado
esquerdo do gréafico, e as que se corelacionaram positivamente com a alta salinidade
estdo posicionadas do lado direito do grafico (Figura 8A), ou seja, quando a salinidade
do solo aumentou, IR-NF, SOD, APX, CAT, prolina, Na", Na'/K*, H,O, e MDA
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também aumentaram. Ainda observou-se uma associacao positiva do Clone 1144 (C3)
nos dois maiores niveis de salinidade de solo (S2 e S3) com IR-NF, SOD, APX, CAT e
prolina (Figura 8B), indicando que esse clone em situacdo de estresse salino
desencadeia mecanismos de protecdo, sofrendo menor dano. Por outro lado, a relacéo
Na'/K", além das concentragdes de Na*, H,O, e MDA contribuiram para o agrupamento
dos demais clones (C1 e C2) nesses dois niveis de salinidade do solo, indicando maior
sensibilidade desses clones ao estresse salino (Figura 8B).

Figura 8. Analise de componentes principais aplicada em trés clones de eucalipto:
VC865 (C1), 1224 (C2) e 1144 (C3) submetidos a quatro salinidades do solo: 0 (S1), 1
(S2), 2 (S3) e 3 g de NaCl kg-1 de solo (S4). PC1 e PC2 representam a projecdo das
variaveis (A) e a distribuicdo dos tratamentos (B). Potencial hidrico ao amanhecer (Yw
PD) e meio-dia (Yw MD), e osmoético (¥s), Na*, K*, Na'/K", prolina, SOD, APX, CAT,
H,O,, MDA, MSR, MSC, MSF, IR-AP, IR-DC, IR-NF, AF e ITT.
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4. DISCUSSAO

Os resultados demonstram que o incremento da salinidade do solo afetou todas as
varidveis estudadas. Os potenciais hidrico e osmatico foram reduzidos com o aumento
da concentracdo de sais no solo, os quais estdo inter-relacionados com o potencial de
turgor nas células vegetais, sendo afetados quando as plantas sdo expostas a salinidade
(ASHRAF, 2004). Dessa maneira, quando as plantas passam por um estresse osmotico
devido a reducdo do potencial hidrico do meio externo, podera responder com o
estimulo a redugéo no potencial de solutos, a fim de assegurar a manutencédo do turgor e
a entrada de agua na célula, promovendo o ajuste osmético por meio de ions do meio

externo ou pela producdo de osmolitos compativeis (SILVEIRA et al., 2010;
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WILLADINO; CAMARA, 2010). Isso explica o que aconteceu neste estudo, pois o
Clone 1144 teve menor reducdo no seu potencial hidrico e maior redugdo no seu
potencial osmético, indicando que ele foi capaz de promover melhor ajuste osmotico,
permitindo a entrada de agua na célula e fazendo com que o seu potencial de turgor
fosse mais elevado, aumentando assim o potencial hidrico.

Existem dois mecanismos bastante usados pelas plantas para tolerar o excesso de
sais no solo, o primeiro consiste na limitagdo da captacdo de ions na raiz, e 0 segundo
pela compartimentalizacdo, principalmente o Na* no vactolo (ROY et al., 2014;
BERTAZZINI et al., 2018). Portanto, o ajustamento osmotico se da pelo aumento do
teor de solutos organicos e inorganicos na célula (SILVEIRA et al., 2010;
WILLADINO; CAMARA, 2010; MUNNS; GILLIHAM, 2015; TAIZ et al., 2017).
Durante esse processo a planta absorve mais sais do solo, a fim de aumentar a
concentracdo de solutos na célula, armazenando-os no vacuolo, ou pela producdo de
osmolitos compativeis como a prolina, reduzindo assim seu potencial osmético e
fazendo com que a planta continue absorvendo 4gua do meio externo. Nesse estudo, o
Clone 1144 foi capaz de concentrar mais Na* e K* nos tecidos foliares, resultando em
uma menor relacio Na'/K", além de ter produzido mais prolina, explicando a sua maior
reducdo no potencial osmatico. Portanto, isso nos sugere que uma maior capacidade de
crescer sob condicdes salinas ndo é simplesmente devido a limitacdo de Na* para a parte
aérea da planta, mas também a sua capacidade de estocar esse ion no vaculo
(BERTAZZINI et al., 2018). Isso pode ser comprovado, pois o clone 1144 também
apresentou menores reducdes nas massas secas de folha e caule (Figura 5A).

Sob condi¢des de salinidade, o genétipo de eucalipto que apresentou maior
concentracéo foliar de Na*, também teve maiores indices de clorofila e eficiéncia no uso
da agua (SIXTO et al., 2016). Trabalhando com duas cultivares de cevada sob estresse
salino, Patterson et al. (2009) encontraram que a cultivar mais tolerante ao sal também
foi a que mais acumulou Na* e K* e teve maior relacdo K'/Na*. Xiong et al. (2018)
também relatam que o maior acumulo de K* nas folhas de meldo contribuiu para maior
tolerdncia a salinidade. Resultados semelhantes aos encontrados nesse estudo também
mostram que a espécie de eucalipto mais tolerante a salinidade teve maior concentragdo
de prolina com o incremento da salinidade (SHARIAT; ASSAREH, 2016), visto que
altos niveis de prolina podem desempenhar funcdo protetora sob condicGes de estresse
(KISHOR; SREENIVASULU, 2014; BERTAZZI et al., 2018).
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Outro mecanismo de protecdo das plantas sob salinidade consiste na eliminagéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) que reduzem a peroxidacdo lipidica e o
contetdo de H,O; na célula (SIGNORELLI et al., 2013; ROSSATTO et al., 2017). As
EROs como superéxido (Oy), radical hidroxila (HO"), perdxido de hidrogénio (H,0,) e
oxigénio singlete (*0,), sdo produzidas durante o metabolismo aerébico da planta e
podem ser toxicas para a célula, sendo sua producdo aumentada durante condicdes de
estresse (SILVEIRA, 2010; WILLADINO; CAMARA, 2010; ROSSATTO et al., 2017).
Essas EROs séo eliminadas através do aumento da atividade de enzimas antioxidantes
como SOD, APX e CAT, que reduzem a peroxidacao lipidica e os niveis de peroxido de
hidrogénio (ROSSATTO et al., 2017; BERTAZZI et al., 2018). A SOD € um das mais
importantes enzimas antioxidantes que atua combatendo o estresse oxidativo promovido
pelas EROs (SHVALEVA, 2006; KUMAR et al., 2018), sendo responsavel por
dismutar o O, para H,O, e Oy, e considerada a primeira linha de defesa antioxidativa
enzimatica (SILVEIRA et al., 2010).

As enzimas APX e CAT também sdo consideradas importantes na protecdo das
células vegetais e outros organismos contra o estresse oxidativo, eliminando
principalmente o H,O, (TAIBI et al., 2016; KUMAR et al., 2018). Em cultivares de
mostarda sob estresse salino, foi observado que a atividade da APX foi bem maior na
cultivar mais tolerante ao sal (KUMAR et al., 2018). Semelhante, em estudo com dois
clones de Eucalipto sob estresse hidrico, foi observado que a atividade da enzima APX
aumentou nas plantas sob estresse, sendo essa atividade mais intensa no clone mais
tolerante ao estresse (SHVALEVA, 2006). Taibi et al. (2016) relataram aumento da
atividade da CAT em folhas de Phaseolus Vulgaris L. tolerantes a salinidade. O mesmo
ocorreu em arroz cultivado sob salinidade, em que houve maior atividade da catalase e
menores niveis de H,O, nos genotipos mais tolerantes a salinidade (CHUNTHABUREE
et al., 2016).

A peroxidacéo lipidica ocorre devido ao estresse oxidativo que é desencadeado
qguando altos niveis de EROs nas células afetam o seu funcionamento, promovendo a
producdo de radicais derivados de lipideos (SOFO et al., 2015; ROSSATTO, 2017). O
principal produto derivado da peroxidagdo ¢ o malondialdeido (MDA), o qual pode ser
responsavel pela deterioracdo da membrana durante o estresse (KUMAR et al., 2018).
Em genotipos de feijdo sob salinidade, a produgdo de Malondialdeido foi menor no

genotipo com alta produtividade em comparagdo com genotipo de menor produtividade,
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indicando que altas concentracdes de MDA indicam maior peroxidacdo de lipideos,
como consequéncia dos danos oxidativos (TAIBI et al., 2016).

Como visto nesse estudo, houve aumento na atividade das enzimas SOD, APX e
CAT a medida que se aumentou a concentracdo de sais no solo, indicando que todos os
clones ativaram o seu mecanismo de defesa antioxidante, exceto a atividade de APX nos
clones VVC865 e 1244. Entretanto, o clone o 1144 teve maior atividade dessas enzimas
com o aumento da salinidade do solo, demonstrando ser mais tolerante ao estresse
salino, assim como observado em plantas de arroz sob estresse salino em que a
atividade da SOD aumentou nas plantas mais tolerantes a salinidade (Chawla et al.,
2013. Enquanto isso, 1224 teve menor atividade enzimética, demonstrando ser mais
sensivel.

A tolerancia ou sensibilidade apresentada pelos clones pode ser comprovada pela
correlacdo inversa existente entre os conteudos de H,O, e MDA com a atividade das
enzimas antioxidantes, em que o clone 1144 teve menor concentragéo destes elementos
e maior atividade de SOD, APX e CAT quando houve aumento da salinidade do solo,
enguanto ocorreu o contrario no 1224. A maior tolerancia do clone 1144 a salinidade do
solo também pode ser explicada pela analise de componentes principais, em que a
atividade dessas enzimas antioxidantes contribuiu para o agrupamento das plantas desse
clone quando submetidas aos dois maiores niveis de salinidade do solo, enquanto o
H.O, e MDA contribuiram para o agrupamento dos outros clones nessas mesmas
concentracdes de sais no solo.

Os resultados evidenciam a diferenca entre os clones no crescimento das plantas,
devido a salinidade do solo. Esse fator estressante prejudica o crescimento das plantas
em decorréncia do excesso de sais no solo, principalmente o ion Na*, que promove
efeitos toxicos reduzindo a quantidade de agua disponivel para as plantas (MUNNS;
TESTER, 2008; SILVA et al., 2012). Como consequéncia da limitacdo hidrica, as
plantas mantém suas celulas flacidas com redugdo na divisdo e expansdo celular
(PLAZEK et al., 2013; OTTO et al., 2017), fato esse que explica maior reducdo no
incremento relativo de altura de planta para o clone 1224, configurando-o como o0 mais
sensivel a salinidade do solo. J& com relacdo ao incremento relativo do diametro do
caule, o clone 1224 manteve o seu incremento, mesmo apresentando os menores valores,
enquanto o 1144 teve maiores valores de IR-DC, e também manteve o incremento entre

0s niveis de sais. A manutengdo no incremento relativo do caule pode ser uma resposta
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adaptativa do clone em manter seu crescimento e, consequentemente, a producdo de
madeira sob condi¢es salinas (FEIKEMA; BAKER, 2011; FERREIRA et al., 2017).

A salinidade do solo também provocou forte aumento no incremento relativo do
numero de folhas dos clones VC865 e 1144, sendo este ultimo o que teve maior
crescimento. Silva et al. (2014) observaram que hibridos de eucalipto com baixo IR-NF
foram mais sensiveis ao déficit hidrico, semelhante ao que ocorreu nesse estudo com o
clone 1224, sob estresse salino, o qual manteve os mais baixos valores de IR-NF. Isso
ocorre porque as plantas tendem a reduzir o numero de folhas com o aumento da
salinidade do solo (VAARIO et al., 2011), afetando também a producédo de biomassa e
potencial energético (CHA-UM et al., 2013; FERREIRA et al., 2017). Por outro lado, 0s
clones VC865 e 1144 tiveram uma recuperagdo consideravel na emissdo de folhas entre
os 30 e 60 DAT, provavelmente, por melhor aclimatacdo ao estresse salino durante o
periodo.

A maior reducdo da area foliar demonstrada pelo clone 1224 é mais um indicativo
de sensibilidade ao estresse salino, como constatado por Cha-um et al. (2013) ao
avaliarem a tolerancia de diferentes gendtipos de eucalipto a salinidade. Os autores
verificaram que 0s genoOtipos mais sensiveis tiveram maior reducdo da area foliar,
concomitante a reducdo da taxa fotossintética, refletindo baixa eficiéncia em razédo da
salinidade. Adicionalmente, as diferencas dos incrementos relativos no crescimento
entre os clones indicam que o crescimento esta interligado também as caracteristicas
genéticas, além das ambientais. Resultados semelhantes foram reportados por Silva et
al. (2014) ao avaliarem hibridos de eucalipto sob déficit hidrico, os quais observaram
que cada hibrido se sobressaiu diferente quanto ao incremento relativo de crescimento
na classificacdo ao estresse hidrico. 1sso sugere que a avaliacdo de outras caracteristicas
paralelas, como os indices de tolerancia, a atividade das enzimas antioxidantes e
acumulo de ions e prolina, sejam importantes para corroborarem quanto a tolerancia dos
clones ao estresse salino.

O indice de tolerancia foliar foi menor no clone 1224, seguindo 0 mesmo
comportamento do incremento relativo de altura de plantas, nimero de folhas e da area
foliar. Tais resultados indicam que esse clone tem baixa tolerancia foliar ao estresse
salino, por sentir maior efeito do sal, além do estresse hidrico induzido. Isso ocorre,
provavelmente devido ao fato de que durante o crescimento inicial, as plantas de
eucalipto investem proporcionalmente mais energia na producéo de folhas e, portanto,

essa caracteristica atua como uma das mais sensiveis ao estresse (SILVA et al., 2014),
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podendo ser usada como um indicador da tolerancia a salinidade (VAARIO et al.,
2011).

Em relagdo ao indice de tolerancia do caule, o clone 1224 também teve maior
reducdo com o aumento da salinidade do solo, ao contrario do 1144. Essa maior reducao
do indice de tolerancia do caule pode ser devido a reducdo da éarea foliar e,
consequentemente, a queda na assimilacdo de carbono pela planta para producéo de
biomassa (SILVA et al., 2014). O aumento da salinidade esta frequentemente associado
a reducdo no crescimento das plantas, refletindo na diminuicdo do diametro do caule
(SHARIAT; ASSAREH, 2016). Resultados encontrados nesse estudo corrobaram com
os achados por Silva et al. (2014) em que o IR-DC reduziu com o aumento do estresse
hidrico.

O mesmo aconteceu com a tolerancia radicular que diminuiu com o aumento da
salinidade, provavelmente pelo excesso de sais presentes na regido radicular, bem como
a tolerancia de cada material, indicando o clone 1144 como o mais tolerante por
apresentar menor reducdo no indice de tolerancia da raiz em funcdo da salinidade. Cha-
um et al. (2013) observaram que genotipos de eucalipto mais tolerantes a salinidade
tiveram pouca reducdo no comprimento da raiz, 0 que possivelmente esta associado a
maior massa seca e tolerancia desse 6rgao.

Resultados semelhantes foram reportados por Aquino et al. (2007) e S& et al.
(2016), os quais verificaram que os indices de tolerancia foram eficientes na selecdo de
gendtipos de sorgo e mamoneira, respectivamente, a salinidade. Esses resultados
confirmam, portanto, que os indices de tolerancia de cada 6rgdo do eucalipto, como ja
discutidos separadamente, foram importantes para selecionar e melhor compreender a
tolerancia dos clones ao estresse salino, pois além de terem a tendéncia de reducéo
padronizada para cada clone, foram correlacionados entre si. Desse modo, sugere-se que
os indices de tolerancia dos diferentes 6rgdos das plantas de eucalipto aos 60 dias apos o
estresse, podem ser usados para discriminar clones tolerantes e sensiveis a salinidade.
No entanto, outras caracteristicas como 0s incrementos relativos de crescimento
auxiliam na discriminagdo mais precisa, além do potencial hidrico foliar, do acimulo de
ions, da atividade de enzimas antioxidantes e da producdo de massa seca.

Nesse estudo, as massas secas de folha, caule e raiz também foram afetadas pelo
aumento da salinidade do solo, onde houve queda no valor destas variaveis em todos 0s
clones, porém o 1144 teve as menores reducdes. Esse fato pode ser explicado pelo

melhor ajuste osmotico e maior atividade antioxidante observados neste clone, além das
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correlagdes entre a atividade de SOD, CAT e APX e acumulo de prolina com a massa
seca de folhas e do caule, principalmente no maior nivel de salinidade. De modo
semelhante, Lupi et al. (2016) e Shariat e Assareh (2016) encontraram, reducgdes nas
massas secas com 0 aumento da salinidade em plantas de eucalipto, confirmando que a

salinidade do solo afeta o desenvolvimento e producéao do eucalipto.

5. CONCLUSAO

Os clones de eucalipto responderam de forma diferenciada a salinidade do solo. O
clone 1144 apresentou menor reducdo no potencial hidrico, concentracdo de potéssio,
massa seca de folhas e de caule. Além disso, teve menor potencial osmdtico associado
ao aumento de sodio e prolina e baixa relagdo Na'/K", indicando maior ajuste osmotico.
Esse clone também apresentou maior atividade das enzimas antioxidantes SOD, APX e
CAT, maiores indices de incremento relativo e de tolerdncia, e menores conteudos de
peroxido de hidrogénio e peroxidagdo lipidica sendo, portanto, considerado o mais
tolerante a salinidade do solo. Por outro lado, os clones VC865 e 1224 se apresentaram
como moderadamente tolerante e sensivel, respectivamente.

De maneira geral, com base nas varidveis avaliadas quanto a salinidade do solo,
os clones de eucalipto se classificaram na seguinte ordem de tolerancia: 1144 > VVC865
> 1224.
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APENDICES

Apéndice 1. mudas de Eucalipto com 120 dias transplantadas dos tubetes para 0s sacos
plasticos.

Apéndice 2. Clones de Eucalipto com 10 (A) e (60) dias ap6s o transplantio para os
Vasos.
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Apéndice 3. Alguns registros das coletas de dados. Coleta de folhas para as anélises
bioguimicas (A), avaliacdo do indice SPAD (B), medidor de area foliar (C), medigdes
de trocas gasosas com o Irga (D e E).
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Apéndice 4. Anélises bioquimicas: maceragdo (A), extrato obtido, antes da
centrifugacdo (B), pipetagem do extrato ap6s a centrifugacdo (C) e extrato em meio de
reacao (D).
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Apéndice 5. Clones de eucalipto sob os quatro diferentes niveis de salinidade do solo:
VC865 (A), 1224 (B) e 1144 (C) aos 60 dias apds o transplantio.
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