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RESUMO

ROCHA, M. E. L, Universidade Estadual do Oeste do Parand, janeiro de 2022. Respostas
morfofisiolégicas e bioquimicas em mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril
L. apos a rustificacdo. Orientador: Dr. Ubirajara Contro Malavasi. Coorientadores: Dr.
Candido Ferreira de Oliveira Neto e Dra. Marlene de Matos Malavasi.

Na fase de producdo de mudas, a rustificacdo pode ser implementada com a finalidade de
melhorar a qualidade das mudas, a fim de aumentar a tolerancia a condi¢cfes externas apos o
plantio. A rustificacdo de mudas de eucalipto e jatoba pode alterar as caracteristicas
morfofisioldgicas, como estratégia de defesa ao estresse controlado ocasionado por essas
praticas, assim como, atenuar as condicdes de estresse, principalmente o hidrico. Assim,
baseado no exposto, o objetivo da pesquisa foi quantificar as alteracbes morfoldgicas,
fisioldgicas e bioquimicas a partir da rustificacdo quimica e mecanica em mudas de Eucalyptus
urograndis e Hymenaea courbaril em funcéo dos estadios de crescimento. Os experimentos
foram realizados em ambiente protegido, pertencente a Unioeste, Campus Marechal Candido
Rondon (PR). No primeiro experimento, a finalidade foi a quantificacdo do crescimento do
hibrido e da espécie, assim como a determinacao dos estadios com o objetivo de empregar as
os tratamentos rustificativos. O delineamento utilizado, foi o inteiramente casualizado,
composto de 16 e 12 avaliacdes para o eucalipto e jatoba. As determinagdes constaram de
quantificacbes morfométricas e taxas de crescimento. Os estadios foram escolhidos baseados
no crescimento das acelerado, intermediario e lento, a citar, 70, 100 e 130 dias no caso do
eucalipto e 50, 80 e 110 dias em mudas de jatoba. Ademais, no segundo e terceiro experimento,
0 delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de trés
tratamentos (controle, metil jasmonato e flexdes caulinares) com sete repeticbes de 30 mudas
cada no eucalipto, enquanto que, no jatoba utilizou-se sete repeticdes de 16 mudas cada. As
analises consistiram nos parametros morfométricos e fisiol6gicos, assim como a sobrevivéncia
de mudas a campo. Na fase de campo, em mudas jatoba ndo houve diferenca entre os
tratamentos e estadios de crescimento ao se avaliar a sobrevivéncia. Finalmente, no Gltimo
capitulo, as mudas rustificadas foram submetidas ao déficit hidrico a fim de quantificar os
ajustadores osmaticos presentes nas células e tecidos, tal como a temperatura foliar nas duas
especies em funcédo dos estadios de crescimento. O conteudo de solutos foi alterado em fungéo
da condigdo estressante em mudas de eucalipto e jatoba e a medida que o contetdo de &gua
reduziu, o teor de aminoacido, prolina e glicina foram incrementados.

Palavras-chave: Metil jasmonato. Produgédo de mudas. Rigidez flexural. Tigmomorfogénese.
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ABSTRACT

ROCHA, M. E. L, State University of Western Parand, in January 2022. Morphophysiological
and biochemical responses in Eucalyptus urograndis and Hymenaea courbaril L. seedlings
after hardening. Advisor: Dr. Ubirajara Contro Malavasi. Co-Advisors: Dr. Candido Ferreira
de Oliveira Neto and Dra. Marlene de Matos Malavasi.

In the seedling production phase, hardening can be implemented in order to improve seedling
quality and to increase tolerance to external conditions after planting. The hardening of
eucalyptus and jatoba seedlings can change the morphophysiological characteristics, as a
defense strategy against the controlled stress caused by these practices, as well as attenuating
the stress conditions, especially the water stress. Thus, based on the above, the objective of the
research was to quantify the morphological, physiological and biochemical changes from
chemical and mechanical hardening in Eucalyptus urograndis and Hymenaea courbaril
seedlings as a function of growth stages. The experiments were carried out in a protected
environment, belonging to Unioeste, Campus Marechal Candido Rondon (PR). In the first
experiment, the purpose was to quantify the growth of the hybrid and the species, as well as the
determination of the stages in order to employ the hardening treatments. The design used was
completely randomized, composed of 16 and 12 evaluations for eucalyptus and jatoba,
respectively. The determinations consisted of morphometric quantifications and growth rates.
The stages were chosen based on the accelerated, intermediate and slow growth, including, 70,
100 and 130 days in the case of eucalyptus and 50, 80 and 110 days in jatoba seedlings.
Furthermore, in the second and third experiments, the experimental design used was completely
randomized, consisting of three treatments (control, methyl jasmonate and stem bending) with
seven replications of 30 seedlings each in eucalyptus, while in jatoba seven replications were
used of 16 seedlings each. The analyzes consisted of the morphometric and physiological
parameters, as well as the survival of seedlings in the field. In the field phase, in jatoba seedlings
there was no difference between treatments and growth stages when evaluating survival.
Finally, in the last chapter, the hardened seedlings were submitted to water deficit in order to
quantify the osmotic adjusters present in the cells and tissues, such as the leaf temperature in
the two species as a function of the growth stages. The solute content was altered as a function
of the stressful condition in eucalyptus and jatoba seedlings and as the water content decreased,
the amino acid, proline and glycine content increased.

Keywords: Methyl jasmonate. Seedling production. Stem flexibility. Thigmomorphogenesis.
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INTRODUCAO GERAL

Na fase de viveiro, préticas rustificativas podem ser implementadas com a finalidade de
melhorar a qualidade das mudas aumentando a tolerancia a condi¢des abioticas estressantes no
pos plantio. O processo de rustificacdo ou aclimatacdo consiste na fase de transicdo de um
ambiente com caracteristicas adequadas para o desenvolvimento vegetal a outro sem controle
ou estressante. Diversas técnicas podem ser realizadas no manejo das mudas em ambiente
protegido, entre as quais a reducdo dos turnos de rega e laminas de &gua, a reducao da adubacéo,
assim como do regime luminoso.

Entretanto, métodos alternativos também podem ser usados com a mesma finalidade,
como é o caso da aplicagdo de reguladores vegetais de crescimento (&cido salicilico,
jasmonatos, brassinoesterdides e outros) e flexfes caulinares. Essas flexes, simulam
perturbacdes mecanicas impostas por animais, tratores, implementos agricolas e qualquer outra
interferéncia humana que acarretaria em danos fisicos as mudas. Ao processo de rustificacdo
mecanica da-se o nome de tigmomorfogénese (ORO et al., 2012; VOLKWEIS et al., 2014;
DRANSKI; MALAVASI; MALAVASI, 2015; LIMA et al., 2018; CADORIN et al., 2021).

Entretanto, a idade de expedi¢do das mudas é uma das grandes questdes ndo respondidas
no setor de producdo de mudas florestais, visto que, na maioria das vezes é baseada em
conhecimentos empiricos e suposi¢cdes ou até mesmo adaptacao de outras espécies. A proposito,
amaioria dessas recomendacdes é baseada apenas em caracteristicas morfomeétricas, o que pode
subestimar as reais respostas das plantas as condi¢des estressantes (COSTA; STRECK, 2018;
GONZAGA et al., 2018; ATAIDE et al., 2019).

Dessa maneira, a recomendacdo da melhor época de expedi¢cdo de mudas pode ser
baseada em padrbes e tendéncias observadas em cada espécie, assim como modificacdes
fisiolgicas ou até mesmo bioquimicas, minimizando o risco de perdas e gastos desnecessarios
e maximizando a sobrevivéncia e rapido estabelecimento das mudas a campo.

Os vegetais apresentam em sua constituicdo substancias organicas e inorganicas com
inimeras fungdes regulatdrias. Como tal, pode-se exemplificar os hormdnios vegetais,
produzidos naturalmente e com funcbes diversas, desde a promocdo de crescimento e
desenvolvimento, inibicdo de atividades primarias e secundérias, até a modificacdo das
atividades essenciais. Com fungdo similar existem os reguladores vegetais que podem ser
produzidos sinteticamente ou naturalmente. Quando produzidos endogenamente aqueles sao

exigidos em maiores concentragdes (FAGAN et al., 2015).



O é&cido jasmonico (AJ) foi identificado primeiramente como 6leo essencial em plantas
de Jasminum grandiflorum L. (Jasmim) e Rosmarimus officinalis L. (Alecrim) na década de 60
e por apresentarem um aroma agradavel é muito utilizado na industria de perfumes (SOARES;
MACHADO, 2007; WALIA et al., 2007; QIU et al., 2014).

Este composto, além de atuar na regulacdo das atividades metabolicas, pode realizar a
sinalizacdo contra estresses bidticos e abioticos. O processo é desencadeado, ap6s o regulador
enviar a mensagem e desencadear o processo de transducdo de sinais. As respostas obtidas irdo
variar de acordo com as caracteristicas da espécie e relacdo entre os hormdnios vegetais,
podendo ser de sinergismo ou antagonismo (DEUNER et al., 2015; PEREIRA-NETO, 2019).

Outro método rustificativo que pode ser implementado nas praticas de viveiro é a
tigmomorfogénese com a imposicéo de flexdes caulinares ou estimulos mecéanicos sobre a parte
aérea das plantas, com o objetivo de desencadear uma série de respostas morfolégicas ou
fisiol6gicas como conceituado por Jaffe (1973). A grande questdo é que as espécies, em geral,
tem externado reducdo no crescimento primario e aumento em didmetro mediante tal estimulo
(KERN et al., 2005; MOREL et al., 2012; VOLKWEIS et al., 2014).

A sinalizacdo mediante o estresse mecanico pode ser mediado por hormdnios vegetais,
a citar acido jasménico, mensageiros secundarios como o Ca?*, 6xido nitrico e espécies reativas
de oxigénio tais como aqueles derivados de moléculas lipidicas (CHEHAB; EICH; BRAAM,
2009). A tigmomorfogénese é uma resposta adaptativa que melhora a tolerancia aos estresses
mecanicos, assim como aos outros que estas plantas podem ser submetidas (TELEWSKI;
JAFFE, 1986).

Outro fator que pode ser um diferencial no desenvolvimento vegetal é o estresse
resultante do déficit hidrico. O déficit hidrico tem sido o principal entrave na producéo agricola,
principalmente nas culturas perenes, pois estas estdo mais constantemente suscetiveis as
variacoes do meio ambiente (PIMENTA, 2019).

A falta de 4gua € resultado da menor absorc&o desse soltvel em relagio a transpiracao,
assim, a planta, que esta com os estdbmatos abertos para realizar a captura de CO e dar
continuidade ao processo de formagdo de fotossintatos, também perde &gua e por isso o fluxo
deve ser continuo e a favor de um gradiente positivo. Mediante o estresse por falta de 4gua, essa
continuidade sera quebrada e o processo de transporte hidrico interrompido ou mesmo cessado
(BERGONCI, 2017).

Mediante o déficit hidrico, as plantas podem utilizar medidas imediatas ou prolongadas.

A curto prazo, a primeira estratégia é o fechamento estomaético, que contribui com reducdo da



transpiracéo, assim como a taxa fotossintética, a resposta visual é a murcha das folhas, com o
objetivo de diminuir a area evapotranspiratoria.

Dessa forma, o ajustamento osmotico também pode ser usado como uma alternativa
rapida ao déficit hidrico, mediante a sintese de solutos compativeis (prolina, glicina, sacarose,
carboidratos e outros) havera maior conservacéo de agua e absorcao da mesma a favor de um
gradiente de concentracdo. A longo prazo as medidas sdo mais efetivas e drésticas, visto que, a
intensidade do estresse estda aumentando, logo, haverd reducdo do crescimento,
desenvolvimento e consequentemente produtividade (ZHOU; LAMBRIDES; FUKAI, 2013;
LAUTERI et al., 2014; DARDEAU et al., 2015).

Os resultados obtidos nos Gltimos anos mostram que os AS e AJ podem ser compostos
promissores na reducdo da sensibilidade dos cultivos aos estresses abioticos, visto que em
determinadas condicGes atenuam os efeitos adversos produzidos por distintos fatores
ambientais estressantes, como o déficit hidrico. A aplicacdo exdgena dos jasmonatos nas plantas
produz efeitos como o fechamento dos estdmatos em condicdes de estresse e aumenta a
resisténcia das plantas a infec¢bes por patogenos (SANCHEZ, 2008; PEREIRA-NETTO,
2019).

Devido as caracteristicas edaficas e climaticas do Brasil, ha muita vantagem na
producdo de mudas de espécies do género Eucalyptus, visto que a maioria das espécies
apresentam alta produtividade, maior homogeneidade, crescimento rapido, assim como uso
diverso dentro do setor florestal. Ademais, a madeira é muito apreciada, tanto no mercado
interno quanto externo, além das diversas possibilidades de uso, a citar, celulose, carvao, lenha,
paineis, postes, dormentes, mourdes, serrados, méveis, embalagens e outros (CARVALHO,
2003; BRAZ et al., 2014).

O eucalipto pertence a ordem das Mirtales, familia das Mirtaceas e género Eucalyptus
e apresentam grande nimero de espécies, mais especificamente existem cerca de 730 espécies
reconhecidas botanicamente, mas, aproximadamente, vinte espécies sdo comercialmente
utilizadas pelo mundo (BACKES; IRGANG, 2004).

No ano de 2019, a area total de arvores plantadas no Brasil foi de 9 milhdes de hectares,
sendo que, desse volume, 77% foram representados pelo género Eucalyptus, especificamente,
6,97 milhdes de hectares. No Estado do Parana, no mesmo ano descrito acima foram plantadas
um total de 0,27 milhdes de hectares de eucalipto (IBA, 2020).

O Eucalyptus grandis x E. urophylla, ou como € mais conhecido, Eucalyptus
urograndis, objeto de estudo do trabalho em questdo é um hibrido que apresenta as seguintes

caracteristicas: 6timo crescimento em altura herdado da primeira espécie e crescimento em



didmetro expressivo advindo do Eucalyptus urophylla, além disso, este ultimo contribui com a
6tima qualidade de madeira, assim como a maior tolerancia ao estresse hidrico (LONGUE
JUNIOR; COLODETTE, 2013).

Hymenaea courbaril Linnaeus var. stilbocarpa (Hayne) também conhecida como jatoba
do sertdo, jatoba e jutai apresenta porte arbdreo e vasta distribuicdo no pais, desde o Sul até o
Nordeste brasileiro, sendo classificada como leguminosa arborea, tropical e perenifdlia. Os
individuos pertencentes a este grupo podem ser encontrados desde a Mata Atlantica,
Amazonica, Restinga, Pantanal até o Cerrado, além de serem encontradas em ambientes com
restricdo hidrica, como é o caso do bioma Caatinga (COSTA, SOUZA; SOUZA, 2011). Além
disso, a espécie pertence a classe Magnoliopsida, ordem Fabales e familia Fabaceae
(CARVALHO, 2003).

O jatoba é uma espécie secundaria tardia ou climax exigente de luz na fase adulta
(DURIGAN; NOGUEIRA, 1990) e quanto a regido fitoecoldgica, estas espécies podem ser
encontradas em Floresta Estacional Semidecidual, onde é caracterizada como &rvore dominante
(CARVALHO; OLIVEIRA-FILHO; VILELA, 1996), floresta Ombréfila Densa, na Floresta
Estacional Decidual ou Submontana, no Cerraddo e em algumas composicbes florestais
localizadas no Nordeste (CARVALHO, 2003).

Em Hymenaea courbaril, as sementes apresentam o0 fendmeno de dorméncia
tegumentar, que impede a entrada e saida de &gua e gases, e consequentemente a nao
embebicdo, evitando o inicio do processo de germinacdo e baixa oxigenacdo do embrido
(ALMEIDA et al., 2011). O acima descrito se torna um grande problema, pois culmina em
desuniformidade na producdo de mudas, além de retardar a formacao de plantas jovens e alterar
a rotatividade no viveiro florestal (CARVALHO, 2003).

A aplicacdo dos tratamentos quimico e mecanico irdo afetar o crescimento e o
desenvolvimento das plantas. Entretanto, essa modificacdo € interessante ao passo que,
dependendo da intensidade de aplicacdo e periodo que os tratamentos serdo impostos, estes
poderdo promover o aumento na tolerancia das mudas a campo resultando em mudas mais fortes
e preparadas para o choque pés-plantio.

Nesse caso € imprescindivel determinar qual tipo de estresse controlado deve ser
imposto, de acordo com a espécie e ambiente a fim de evitar que o tratamento rustificativo
cause ou intensifique a condicdo estressante, afinal, o intuito da imposi¢cdo dessas praticas é

aumentar a tolerancia dos vegetais e ndo o contrario.



Assim, baseado no exposto, o objetivo da pesquisa foi quantificar as alteracOes
morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas a partir da rustificagdo quimica e mecanica em mudas
de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril em funcéo dos estadios de crescimento.

O trabalho atual foi dividido em capitulos que irdo descrever, mais detalhadamente as
modificacOes provenientes dos tratamentos rustificativos. O capitulo | descreve a determinacdo
dos estadios de crescimento para a posterior submissao ao tratamento rustificativo. O capitulo
Il aborda o tratamento de rustificacdo e as alteragdes morfoldgicas resultantes. O capitulo 111
interpreta as andlises fisioldgicas resultantes da rustificacdo, assim como a sobrevivéncia de
mudas expedidas a campo. E finalmente, o capitulo IV descreve as alteracbes bioquimicas
resultantes da rustificacdo quimica e mecénica nas mudas das duas espécies descritas

anteriormente apds serem submetidas ao déficit hidrico.
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CAPITULO I: DINAMICA DO CRESCIMENTO EM MUDAS DE Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla E Hymenaea courbaril L. PROPAGADAS EM TUBETES

RESUMO

A andlise de crescimento surge como uma estratégia que quantifica o desenvolvimento dos
vegetais a partir das alteracdes morfofisiologicas, assim a partir do uso dessa ferramenta, pode
ser elaborado um calendario mais preciso da aplicacdo das praticas em viveiro, tornando as
mais eficientes. Assim, o objetivo da pesquisa foi determinar, por meio das variaveis
morfofisioldgicas a dindmica de crescimento de plantas jovens de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla e Hymenaea courbaril tal como, o estadio de crescimento no qual deve
ser realizado a rustificacdo de mudas. O experimento foi conduzido em ambiente protegido,
regido do oeste do Parana, em Marechal Candido Rondon. Com a finalidade da quantificacdo
do crescimento, analises foram realizadas em intervalos de 10 dias e em ambas espécies. As
determinacbes constaram de quantificagbes morfométricas e taxas de crescimento. No
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, as variaveis altura e didmetro do coleto
aumentaram até os 110 e 140 dias, respectivamente. A area foliar foi decrescente ap6s os 90
dias, principalmente pela senescéncia das folhas ou até mesmo o aparecimento de folhas novas,
ndo fotossinteticamente ativas. As taxas quantificadas apresentaram tendéncia similar e
decresceram ap6s 90 dias. Ao se avaliar mudas de Hymenaea courbaril os valores foram
crescentes na determinacdo de altura, didmetro, massa seca radicular e aérea até os 130 dias. Os
estadios foram escolhidos baseados no crescimento das plantas e na realizacdo da aplicacdo dos
tratamentos rustificativos, a citar, 70, 100 e 130 dias no caso do eucalipto e 50, 80 e 110 dias
em mudas de jatoba, que caracterizam o crescimento acelerado, intermediario e reduzido nas
espécies estudadas.

Palavras-chave: Atributos morfoldgicos. Espécies florestais. Pigmentos fotossintéticos.

Viveiros florestais.
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GROWTH DYNAMICS OF SEEDLINGS OF Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla
AND Hymenaea courbaril L. PROPAGATED IN TUBES

ABSTRACT

A growth analysis appears as a strategy to quantify the development of plants based on
morphophysiological changes, so from the use of this tool, a more precise calendar for the
application of nursery practices can be developed, making them more efficient. Thus, the
objective of the research was to determine, by means of the morphophysiological variables, the
growth of young plants of Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla and Hymenaea courbaril,
as well as the growth stadiums for realize hardening practices. The experiment was conducted
in a protected environment, in the western region of Paran, in Marechal Candido Rondon. For
growth quantification, analyzes were performed at 10-day intervals for both species. The
determinations consisted of morphometric quantifications and growth rates. The quantified
rates presented similar results and decreased after 90 days. When evaluating Hymenaea
courbaril seedlings, the values increased for height, diameter, root and aerial dry mass up to
130 days. The stadiums chosen based on plant growth, hardening practices were 70, 100 and
130 days for eucalyptus and 50, 80, and 110 days for jatoba, which characterize the accelerated,
intermediate and reduced growth for the studied species.

Keywords: Morphological attributes. Forest species. Photosynthetic pigments. Forest

nurseries.
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INTRODUCAO

No Brasil, a eucaliptocultura se adaptou as condigdes ambientais com uma
produtividade média maior que nos centros de origem da espécie (SOUZA et al., 2012). O
Eucalyptus urograndis ou “superclone” quando em condi¢oes ideais hidricas, nutricionais ¢
climaticas apresenta excelente crescimento primario e secundario (FERNANDES;
FLORENCIO; FARIA, 2012).

Apesar do grande potencial econdmico e qualidade superior da madeira, as espécies
lenhosas nativas sdo pouco consideradas em plantios comerciais quando comparadas as
exoticas. Portanto, torna-se importante que estudos sobre aquelas sejam realizados a fim de que
0 uso ocorra de maneira equilibrada com espécies recomendadas. Adicionalmente, é
interessante atentar aos fatores relacionados a conservacao e protecdo das espécies lenhosas
nativas que apresentam risco de extincdo (BOBATO et al., 2008; DIAS et al., 2012).

Hymenaea courbaril L. (jatoba) apresenta ampla distribuicdo no Brasil, principalmente
pela capacidade de tolerar grande variacdo nas condi¢cdes edafocliméaticas e por isso sdo
adequadas na recuperacdo de &reas degradadas (MATHEUS et al., 2011). A espécie é
pertencente a familia Fabaceae e entre suas caracteristicas € considerada semidecidua,
secundaria tardia ou climax exigente a luz (DURIGAN; NOGUEIRA, 1990; CARVALHO,
2003).

O jatoba pode ser encontrado desde o Piaui até o Norte do Parana, em Florestas
Latifoliada Semidecidua, Cerrados, Caatinga, Florestas Equatoriais e Tropicais (COSTA;
SOUZA; SOUZA, 2011). Além do mais, a madeira apresenta grande valor no mercado interno
e externo, podendo ser destinada a industria de mdveis, pisos, remédios, ingredientes, na
alimentacdo humana e animal, bebidas destiladas, como verniz e combustivel, porém a
exploracdo ilegal é tdo problemética que leis e regulamentos foram criados a fim de reduzir a
exportacdo de madeira proveniente de extracdo ilegal em paises da Unido Europeia, Estados
Unidos e Australia (SILVA et al., 2014).

As caracteristicas morfofisiologicas das mudas podem ser moduladas por meio de
praticas de viveiro que conferem maior tolerancia ou rusticidade as condi¢des do pos-plantio.
Mudas de baixa qualidade resultam no replantio causando desuniformidade dos talhdes (ELOY
et al., 2014). Entretanto, outros fatores também podem contribuir na alteracdo do crescimento
de mudas de espécies lenhosas (GROSSNICKLE; MACDONALD, 2018).

A tolerancia ao estresse pode ser conceituada como aclimatacdo caracterizado pelo

processo de transicdo das mudas do viveiro a campo. Portanto, ao rustificar as mudas, o
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viveirista objetivard aclimata-las. No entanto, tais praticas sdo estressantes em maior ou menor
grau, o que torna a rustificacdo mais ou menos benéfica dependendo da ontogenia ou estadio
de crescimento vegetal (BARTON; BOEGE, 2017).

A analise de crescimento (AC) surge como uma ferramenta que delimita as mudancas
fisiologicas e morfoldgicas variando em funcdo da espécie, periodo de avaliacdo, eficiéncia
fotossintética e das caracteristicas que condicionam o crescimento das mudas. A grande
vantagem da AC esta relacionada ao fato de que nédo sdo exigidos equipamentos sofisticados e
as analises sdo simples e podem ser realizadas periodicamente (BENINCASA, 2004,
FALQUETO et al., 2009).

Mediante o exposto, 0 ensaio objetivou caracterizar estadios de crescimento em mudas
de Eucalyptus urograndis e de Hymenaea courbaril L. propagadas em tubetes através da analise
dindmica do crescimento a fim de subsidiar a aplicacdo dos tratamentos rustificativos em

viveiro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido, com filme de polietileno de baixa
densidade e anti-UV de 150 micra de espessura, equivalente a 20% de sombreamento,
localizado na regidao de Marechal Candido Rondon (24° 33° 24°° S, longitude de 54° 05° 67’
W e altitude de 420 m), oeste do Estado do Parana, no campus da Unioeste.

A classificacdo climatoldgica, segundo Kdppen na regido é do tipo Cfa, subtropical
mesotérmico Umido (ALVARES et al., 2013) com boa distribuicdo de chuva em anos tipicos
(1600 a 1800 mm ao ano) (NITSCHE et al., 2019). A temperatura e umidade relativa foram
obtidas diariamente com o auxilio de um datalogger (Modelo KlimalLogg Smart) durante a fase
experimental.

As sementes de eucalipto foram obtidas do Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais e
0 jatoba na Rede de Sementes, Portal Amazonia. Para o Eucalyptus urophylla x E. grandis,
procedéncia: Bofete, SP, o plantio estd localizado em area de producdo de sementes (APS),
geracdo F3, com ano de coleta em 2018, pureza igual a 0% e lote: BOOO35N01. Estas foram
armazenadas na geladeira, com temperatura entre 4 e 5 °C, obtido com um termdmetro de
Mercurio.

Com relacdo ao jatob4, o local de coleta das sementes € classificado como primario e as
sementes foram obtidas de, aproximadamente 28 matrizes entre os municipios de Carlinda e
Nova Guarita, Mato Grosso, em areas de floresta plantadas e espontaneas, em dossel ou

isoladas. As plantas apresentavam altura variando entre 7 e 34 metros e diametro de 43 a 250
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cm. O tronco da maioria das espécies era reto, porém algumas apresentavam bifurcagdes. As
arvores estavam distribuidas entre solos arenosos, argilosos, pedregoso e encharcados com as
mais diversas finalidades, entre os quais, areas de agrofloresta e pastagem na cidade de
Carlinda, enquanto que, para a cidade de Nova Guarita, 0 uso se restringia a pomares e
pastagem.

As sementes ap0s a recep¢do foram armazenadas a temperatura (16 °C) e umidade
(40%) em camara de armazenamento de sementes até serem utilizadas.

As sementes de jatoba foram escarificadas no sentido contrario ao eixo embrionario,
com uma lixa de ferro n° 36, a fim de quebrar a dorméncia tegumentar. Em seguida, as amostras
foram desinfestadas em hipoclorito de sédio a 10% por 30 minutos e lavadas posteriormente.

As sementes foram embebidas em &gua por 48 horas, esses procedimentos foram
realizados na Universidade Estadual do Oeste do Parand, no laboratério de Tecnologia de
sementes. Por fim, estas foram semeadas, uma semente por tubete com volume de 290 cm?® e
mantidas na Estacdo de Cultivo Protegido e Controle Biologico “Professor Dr. Mario César
Lopes” para a realizagdo das avaliacdes. A semeadura ocorreu em 12/12/2018 e a emergéncia
iniciou a partir do dia 20 de dezembro com as avaliacdes realizadas de 09/02/2019 a 30/05/2019,
com intervalos de 10 dias em funcdo da diferenca na rapidez de crescimento entre as espécies.

Para a propagacéo do eucalipto utilizou-se tubetes de 120 cm® com aproximadamente 5
sementes por recipiente e no mesmo local descrito acima. Duas semanas ap0s a emergéncia, as
plantulas foram selecionadas e desbastadas, mantendo aquelas que apresentaram maior altura e
protofilos (primeira folha verdadeira apds a formacgédo do cotilédone) bem desenvolvidos. A
semeadura ocorreu em 02/08/2018 com o inicio da emergéncia a partir de 6 de agosto do mesmo
ano. A analise de crescimento abrangeu o periodo de 11/09/2018 a 08/02/2019 com intervalos
de 10 dias.

Uma mistura de substratos foi utilizado nos tubetes de eucalipto e jatoba, sendo o
Humusfertil® vermicomposto a base de casca de pinus, areia como substrato e vermiculita,
com as respectivas garantias, condutividade elétrica de 1,5 mS cm™; densidade de 480 kg m;
potencial hidrogeniénico (pH) de 6,5; umidade mé&xima e capacidade de retencdo de (CRA) em
massa/massa igual a 60%.

Durante os periodos de avaliacao foi preparada uma solucéo para a adubagéo das mudas
com as seguintes concentragdes: 2 mL L de KH2PO4; 2 mL L de MgSO4; 5 mL L de KNOs;
5 mL L de Ca (NOs)2 4H.0; micro completa igual a1 mL L% e 1 mL L de Fe-EDTA em
1.000 mL de &gua destilada (HOAGLAND; ARNON, 1950). As quantidades da solucdo

fornecidas por muda semanalmente e diluidas em 4 litros de agua foram de 5 mL até os 60 dias
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seguido de 10 mL até o final das quantifica¢fes (180 dias para o eucalipto e 140 para o jatoba),
devido ao crescimento das mudas e da maior exigéncia nutricional.

A irrigacdo pds emergéncia utilizou microaspersdo em cinco turnos diarios de rega de
10 minutos no verdo (06:45, 08:45, 12:45, 15:45 e 17:45:00hs) e em trés turnos diarios durante
o inverno (08:45, 13:45 e 17:45hs), com lamina de 4gua de 4 mm, aproximadamente.

A lamina de agua foi determinada utilizando trés pluviémetros distribuidos na area
irrigada no ambiente protegido, onde as mudas foram produzidas, inclusive, estes foram
colocados na mesma bancada onde as bandejas com as plantas estavam localizadas, com o
objetivo de simular a quantidade de agua que chegava ao dossel dessas mudas. Passado o
periodo de irrigacdo, os trés volumes foram coletados com a finalidade de obter a média das
laminas. Ainda, esse procedimento foi repetido nos demais periodos de irrigacao.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 16 periodos
de avaliagdo e 20 repeticBes por periodo, totalizando 260 mudas de eucalipto enquanto que,
com o jatoba foram 12 periodos de avaliacdo e, 15 repeticdes por periodo, totalizando 180
mudas.

A obtencéo de resultados incluiu altura das mudas, didmetro do coleto, massa seca aérea
(MSPA), massa seca da raiz (MSR), area foliar (LI-3000A, Li-Cor®, USA) e indice SPAD
(Minolta ®, Chlorophyll meter RS-232).

Para a determinacgdo da altura utilizou-se régua a partir da base do coleto até a gema
apical enquanto o didmetro foi mensurado com paquimetro digital, respeitando as
recomendacdes para o tipo de germinacao das espécies. Como o jatoba apresenta germinacéo
epigea, a determinacdo do didmetro foi realizada na insercdo do cotilédone, enquanto para o
eucalipto utilizou-se a base do coleto.

O indice SPAD foi quantificado em quatro folhas localizadas no terco médio nas mudas
de eucalipto e terco inferior em mudas de jatob& (primeiro e segundo par de folhas),
considerando sempre as mesmas folhas, com a finalidade de promover a uniformizacdo das
avaliagoes.

A partir dagqueles pardmetros foram calculados o indice de esbeltez (RITCHIE et al.,
2010) e o indice de qualidade de Dickson (DICKSON; LEAF; HOSNER, 1960).
Adicionalmente, seguindo Benincasa (2004) computou-se a razdo de area foliar (RAF), a taxa
de crescimento absoluto (TCA), a taxa de crescimento relativo (TCR) e a taxa assimilatoria
liquida (TAL).

Os resultados foram testados, a fim de confirmar a existéncia das pressuposicoes

estatisticas, entre as quais normalidade e homogeneidade dos dados. A primeira utilizou os
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testes de Kolmogorov-Smirnov, Cramér-von Mises, Anderson-Darling, Kuiper, Watson,
Lilliefors e Shapiro-Wilk, enquanto que na comprovacao da homogeneidade, utilizou-se o teste
de Bartllet. Mediante a significancia dos dados, aqueles foram desdobrados e ajustados pelo
modelo sigmoidal. Os graficos foram construidos com auxilio do Sigma Plot 12.0 e as curvas

construidas em fungdo das médias e seus respectivos desvios padroes.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Eucalyptus urograndis

A altura em mudas de Eucalyptus urophylla x E. grandis apresentou crescimento
acelerado até os 110 dias, o que representa a fase de crescimento exponencial. Apds aquele
periodo, as mudas reduziram a velocidade de crescimento, com tendéncia a estabilizac&o até os
180 dias (Figura 1A).

Nas mudas de eucalipto o diametro do coleto aumentou até os 140 dias, ilustrando que
o hibrido investe primeiramente no crescimento em altura e posteriormente em didmetro,
mantendo o desenvolvimento secundario por mais tempo (Figura 1B). Ao avaliar os pardmetros
de qualidade das mudas, plantas com maior diametro apresentam maior sobrevivéncia apds o
transplante, pois, nessas condi¢cdes ha maior investimento no crescimento da parte aérea e
consequentemente maior equilibrio no crescimento vegetal, assim como serve como indicativo
da rusticidade das mudas (GOMES; PAIVA, 2011).

O indice de esbeltez (IE) expressa quantas vezes a altura € maior que o didametro e, por
isso, quanto maior o valor dessa relagdo, menor o equilibrio da muda (KLEIN et al., 2017). Os
resultados de IE em funcdo dos dias de avaliacdo em mudas de eucalipto (Figura 1C) tendem a
evoluir a estabilidade (crescimento em altura desproporcional ao crescimento em diametro, ou
mesmo, em relacdo ao desenvolvimentos das raizes) a medida que evoluem para fase adulta.

A reducdo desse indice foi observada ap6s o ponto méximo observado, aos 90 dias (8,76
cm mm), demonstrando que, naturalmente, este equilibrio tende a ocorrer, pois o crescimento
secundario e radicular é estimulado apos determinada fase de crescimento das plantas (Figura
1C).

Alguns estudos tém destacado valores que sdo recomendados na quantificacdo de altura
e didmetro e consequentemente sua relagdo. Gongalves et al. (2005) descreveram que a altura
deve variar entre 20 e 35 cm e diametro de 5 a 10 mm, resultando em indice de esbeltez variando
de 2 a 7 cm mm™ em espécies lenhosas nativas. Enquanto que Wendling e Dutra (2010) em

mudas do género Eucalyptus concluiram que a altura ideal com a finalidade de expedicdo €



17

variavel entre 15 e 25 cm e o didmetro maior que 2 mm, com indice de robustez variando de
7,1a11,9cm mm™.

A expedicdo das mudas a campo e consequentemente as praticas que antecedem esse
periodo serédo variaveis e dependentes de muitos fatores ambientais, assim como as exigéncias
das espécies (nutricionais, hidricas, luminosa, CO>). Entretanto, alguns estudos definem a partir
dos incrementos obtidos periodos em que seria mais recomendado levar as mudas a campo.
Eloy et al. (2014), por exemplo, avaliando a biomassa vegetal concluiu que o melhor periodo
para expedir mudas de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden seria aos 135 dias quando
acondicionadas em tubetes de 90 cm?.

Outra afirmativa a respeito do indice de esbeltez realizada por Wink et al. (2012) destaca
que a idade dos individuos esta diretamente ligada a estabilidade das arvores (relacdo entre
crescimento primario e secundario), pois a medida que estas crescem, o desenvolvimento se
torna mais homogéneo e equilibrado, resultando em indices menores.
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Figura 1- Crescimento médio em altura (A), diametro do coleto (B) e indice de esbeltez (C) em mudas
em Eucalyptus urograndis.
Fonte: Rocha et al. (2021).
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A massa seca aérea nas mudas de eucalipto (Figura 2A) apresentou acréscimos até os
160 dias apos a emergéncia (DAE). Em contrapartida, os valores foram crescentes até os 140
DAE na MSR (Figura 2B) com estabilizacdo posterior.

Mafia et al. (2005) com dois clones de eucalipto observaram estabilizacdo no
desenvolvimento do sistema radicular ao final do periodo de avaliacdo (aproximadamente ap6s
72 dias), como consequéncia da limitagdo mecénica imposta pelo recipiente (50 cm?) utilizado.
Os autores supramencionados concluiram que a partir da biomassa radicular o periodo ideal de
expedicdo de mudas de qualidade do clone Eucalyptus urophylla Blake foi aos 100 DAE.

Estudos tém demonstrado que o indice de qualidade de Dickson (IQD) tem sido
considerado um dos parametros mais assertivos na indicacdo da qualidade das mudas, pois
relaciona a esbeltez e a distribuicdo da biomassa seca. A conclusdo € que quanto maior 0s
valores, melhor a sobrevivéncia a campo, e este Ultimo esta diretamente relacionado a qualidade
das mudas (GOMES; PAIVA, 2011). Seguindo o aumento nos valores do IQD em mudas de
eucalipto até os 140 DAE seria recomendado a expedicdo e plantio de mudas a campo até essa
fase (Figura 2C).

Corroborando com os resultados obtidos com o mesmo hibrido, mas propagado via
estaqueamento, Silva, Simdes e Silva (2012) reportaram que ap6s 90 DAE sob efeito de 9

substratos foi calculado um 1QD menor que 0,2 independente dos tratamentos aplicados.
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Figura 2- Massa seca da parte aérea (A), massa seca da raiz (B) e indice de qualidade de Dickson (C)
em mudas de Eucalyptus urograndis.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Os valores da area foliar (AF) em mudas de eucalipto foram crescentes e lineares até 0s
90 DAE, coincidindo com as fases de desenvolvimento vegetal descritas por Peixoto e Peixoto
(2004).

As mudas de eucalipto apresentaram decréscimo do indice SPAD em funcdo dos
periodos de avaliacdo (Figura 3B). Tal reducdo pode ter ocorrido, porque em determinadas
fases, o eucalipto pode apresentar uma modificacdo na coloracdo como forma de protegédo
contra a oxidacdo dos pigmentos fotossintéticos com acumulo de antocianinas. Araujo et al.
(2018) associaram a mudancga de coloracéo a rusticidade das plantas de eucalipto, concluindo
que, geralmente mudas que apresentam o caule lignificado e folhas avermelhadas estdo

adequadamente rustificadas.



20

30 A

AF (unz)
=
(=1
. -2
SPAD (ng em )
[

20 A

15 4

T T T T T T T T 10 T T T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140 160 180 20 40 60 80 100 120 140 160 180
DAE DAE

Figura 3- Area foliar (A) e indice SPAD (B) em mudas de Eucalyptus urograndis.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Estudos tem destacado que, inicialmente as plantas investem no aumento d02a area
foliar, com o intuito de melhorar a producdo fotossintética. Entretanto, ao longo do
desenvolvimento vegetativo, ocorre a maturacao das folhas e, consequentemente, a senescéncia.
Logo, esses fotossintatos produzidos e armazenados naquelas estruturas serdo redistribuidos
resultando na reducédo da curva. Como a area foliar esta diretamente relacionada ao acimulo de
biomassa, os valores obtidos sdo decrescentes e variaveis, resultantes das peculiaridades de
cada espécie, pois, dependendo daquelas condicGes a tendéncia das curvas de crescimento se
diferenciardo de maneira significativa. Além disso, a razéo de area foliar (RAF) ira reduzir em
decorréncia do aumento do nimero de folhas e, consequentemente, do autossombreamento
(BENINCASA, 2004; PEIXOTO; PEIXOTO, 2004).

No decorrer das avaliagdes houve reducdo da RAF em mudas de eucalipto devido ao
aumento no numero de folhas até os 170 DAE com valores que variaram de 7,95 a 14,75
resultado do progressivo sombreamento das folhas localizadas no terco inferior. Dessa maneira,
a sintese de fotoassimilados também foi reduzida (Figura 4A). Isso ira contribuir diretamente
sobre o crescimento vegetal, que nas fases finais ocorre de maneira mais lenta.

A taxa de crescimento absoluto (TCA) ira predizer a velocidade média do crescimento
por todo periodo de observacdo e exprime a relagdo entre a massa seca total e o intervalo entre
avaliacdes (BENINCASA, 2004). Assim, & medida que os parametros morfométricos reduzem
a taxa também iré reduzir o valor de TCA, demonstrando que, fatores extrinsecos as mudas
podem ser os principais limitantes no desenvolvimento das mesmas. Em mudas de eucalipto a
velocidade de crescimento foi acelerada até os 90 DAE (Figura 4B).

O decrescimo desses valores coincidiu com a redugéo na area foliar, ou seja, da taxa de

crescimento absoluto, o autossombreamento também sera determinante na defini¢do da forma
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que ocorreré o crescimento, ja que a producdo de fotoassimilados, em parte, sera destinada ao
crescimento. Resultados semelhantes foram obtidos por Lima et al. (2008) que associaram a
reducdo na TCA ao aumento dos niveis de sombreamento em Caesalpinia ferrea M.
demonstrando que, no caso dessa espéecie a luminosidade foi um fator limitante ao crescimento.

Em mudas de eucalipto, primeiramente houve aumento na TCR e apés 90 DAE
apresentou decréscimo, j& que, ao final do periodo a altura, o didmetro do coleto e AF reduziram
a velocidade de crescimento (Figura 4C). Povhl e Onoll (2008) descreveram que a TCR em
plantas de Salvia officinalis L. tratadas com reguladores vegetais e as mudas controle se
comportaram de forma similar, onde primeiramente houve acumulo acelerado e posteriormente
rapida diminuigao.

Quanto aos valores da TAL, este acimulo inicial pode estar relacionado ao aumento da
biomassa seca, tal como, pelo aumento da area foliar, uma vez que a assimilacdo liquida esta
distintamente ligada a fotossintese e como consequéncia seu melhor aproveitamento na
producdo de fotoassimilados. Até os 90 DAE, o hibrido Eucalyptus urograndis apresentou
tendéncia de aumento. A partir disso e acompanhando os resultados da TCA e TCR as médias
da TAL foram reduzidas devido a reducédo na velocidade de crescimento (Figura 4D).

Outro fator que altera a TAL ¢é a respiracao, pois essa taxa representa a relacéo entre o
que € produzido e consumido pelo metabolismo vegetal, ou seja a eficiéncia na conversdo da
energia luminosa em matéria seca. Conforme ocorre o crescimento vegetal também ocorrera
aumento no consumo Vvia respiracdo e consequentemente, a energia que seria convertida em
crescimento ou que estava sendo armazenada ira ser consumida, e a velocidade de crescimento
seré reduzida assim como a taxa de assimilag&o liquida (PEIXOTO; PEIXOTO, 2004).
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Hymenaea courbaril

Ap6s os 130 DAE as mudas de jatobé iniciaram a reducdo na velocidade de crescimento
em altura. Em condicGes préticas, a limitacdo do crescimento pode resultar na expedi¢do de
mudas antecipadamente, mas isso € dependente da estratégia de crescimento da espécie (Figura
5A).

Gonzaga et al. (2016) avaliaram tubete (110 cm®) e saco plastico (15 cm de diametro do
coleto e 20 cm de altura) na propagacdo de mudas de Hymenaea courbaril L. e reportaram que
aos 210 dias as maiores médias foram calculadas em mudas acondicionadas em sacos plasticos.
Isso é consequéncia do maior volume de substrato a ser explorado, maior disponibilidade
nutricional e consequentemente, aumento da biomassa das raizes.

Ferraz e Engel (2011) recomendaram que o uso de tubetes com volume igual ou maior
que 300 cm? é pouco restritivo e favorece o crescimento em altura e didmetro do coleto das

mudas, assim como promove a antecipagdo no ciclo de produgéo.
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Em mudas de jatoba, as médias mensuradas para o diametro apresentaram resultado
semelhante ao da altura (Figura 5B) com reducdo aos 140 DAE. A reducdo pode ser inerente
do ciclo natural ou estratégia de crescimento da espécie. Outra justificativa reside em
determinadas situacdes o crescimento aéreo diminui com 0 objetivo de enviar reservas em
beneficios de outras estruturas vegetais, principalmente a raiz, como forma de protecdo contra
adversidades ambientais (MENCUCCINI, 2014).

Para a mesma espeécie citada anteriormente, ao se determinar os estadios de crescimento
dos 30 até os 140 DAE, os valores calculados de IE variaram de 5,95 a 7,61cm mm™. A
tendéncia € que vegetais terrestres busquem o equilibrio (aéreo/radicular) no crescimento, a fim
de estabilizar seu desenvolvimento, o que pode ser observado nos valores obtidos apds os 40
DAE, onde todas as médias foram menores que as primeiras avaliagdes (Figura 5C). Gonzaga
et al. (2016) reportaram que o IE em jatoba variou de 5,95 a 7,16 cm mm?, valores proximos

aos calculados neste ensaio.
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Figura 5- Crescimento médio em altura (A), didmetro do coleto (B) e indice de esbeltez (C) das mudas
de Hymenaea courbaril.
Fonte: Rocha et al. (2021).
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Os valores de MSPA em mudas de jatoba (Figura 6A) indicaram que a maior média foi
obtida aos 130 DAE, reduzindo a velocidade de crescimento apds aquele periodo. De fato, a
relacdo entre os principais compartimentos em vegetais lenhosos terrestres (aéreo e radicular)
sdo complexos e ainda pouco explorados em algumas espeécies lenhosas, ja que o estimulo
fotossintético é dependente da sinalizagdo radicular, assim como seu crescimento é dependente
da producéo de fotossintatos.

Logo, entender a dindmica, assim como a relagéo entre tecidos aéreos e radiculares é de
extrema importancia e vem sanar perguntas ndo respondidas em relacdo ao metabolismo de
assimilacdo, absorcdo e transformacdo dos principais substratos utilizados pelos vegetais
(LACLAU et al., 2013).

Hymenaea courbaril pode perder as folhas em determinadas circunstancias
(semidecidua) investindo, prioritariamente em crescimento radicular e como compensacéo das
adversidades climéticas (COSTA; SOUZA; SOUZA, 2011) fato constatado no presente ensaio
quando se compara a area foliar e o desenvolvimento radicular.

A partir dos 100 DAE houve reducdo da area foliar coincidindo com a perda das folhas,
assim como com a reducéo do indice SPAD. Entretanto, a biomassa radicular aumentou até os
periodos finais de avaliacdo (130 DAE), com médias semelhantes aos 140 DAE (Figura 6B).
Comparando o incremento da biomassa aérea (Figura 6A) e a radicular (Figura 6B) e a diferenca
entre a menor e a maior média observa-se que 0 aumento na MSPA foi de 2,37 vezes, enquanto
que, na raiz foi de 7,01 vezes aproximadamente.

Em mudas de jatoba os valores de 1QD foram crescentes até os 130 DAE, coincidindo
com incremento da parte aérea e do sistema radicular com valores maiores que 0,30 (Figura
6C). Entretanto, essa caracteristica € muito variavel e dependente de fatores como tratos
culturais, manejo, tipo de substrato, recipiente e estddio de desenvolvimento das mudas
(GOMES et al., 2013).
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Figura 6- Massa seca da parte aérea (A), massa seca da raiz (B) e indice de qualidade de Dickson (C)
em mudas de Hymenaea courbaril.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Em mudas de jatoba a curva de AF apresentou resposta quadratica, com crescimento até
0s 90 DAE (Figura 7A). A AF em mudas de Tabebuia chrysotricha (MART. EX DC.) SANDL.,
Parapiptadenia rigida (BENTH.) BRENAN e Hymenaea courbaril L. Var. stilbocarpa
(HAYNE) LEE ET LANG quantificadas por Ferraz e Engel (2011) externaram as maiores
médias em tubetes de 300 cm® em comparagao aquelas produzidas em tubetes de 50 e 110 cm®.

Nesta pesquisa, com a evolucédo das avaliagdes, mudas de jatoba apresentaram manchas
foliares, que pode ter contribuido com a reducdo do indice SPAD. As manchas surgiram nas
margens das folhas localizadas no terco inferior, ou seja, em folhas mais velhas. Posteriormente
evoluiram para necrose e manchas irregulares no limbo foliar. Com o aumento das areas
comprometidas, houve reducdo da area pigmentada e consequentemente reducdo no indice
SPAD (Figura 7B).

A concentracdo dos pigmentos fotossintéticos € intensamente influenciada por fatores

bidticos e abidticos. E no caso da espécie Hymenaea courbaril observou-se um aumento no
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namero de folhas variando de 7,86 a 14,26. Folhas novas ainda funcionam como drenos e
posteriormente tornam-se produtivas (BLUMWALD; MITTLER, 2017).

Durante a senescéncia foliar ou sob condicGes estressantes que afetem as folhas mais
velhas alguns constituintes celulares serdo realocados. Aminoacidos, proteinas e componentes
relacionados a pigmentacdo sdo degradados e transportados das folhas mais jovens até outros
0rgdos ligados a defesa a fim de formar e estruturar novos constituintes (HIMELBLAU;
AMASINO, 2001; REYES-ARRIBAS et al., 2001). No caso do ensaio em questdo, a
justificativa mais aceitavel € a limitagédo de crescimento ocasionada pelo tubete, j& que ao final
do ensaio, todas as mudas apresentavam manchas foliares.

A senescéncia também seria uma opgdo, entretanto, Reich et al. (1995) relataram que
67% das espécies pertencentes a florestas tropicais possuem longevidade foliar maior que 10
meses e no caso do jatoba, as mudas se mantiveram apenas 4 meses em ambiente protegido e
as folhas foram persistentes durante todo o periodo de avaliacdo, principalmente aquelas
escolhidas com o objetivo de realizar a determinagdo do indice SPAD.

Adicionalmente, o ensaio foi conduzido em ambiente protegido com 20% de
sombreamento, o que pode ter limitado o acumulo de pigmentos em Hymenaea courbaril, ja
que, a espécie é exigente a luz durante seu desenvolvimento.

O autossombreamento é facilmente observado em mudas de jatoba, devido a
conformacao do seu crescimento e tamanho das folhas e de ser exigente a luz nas fases iniciais
do crescimento (COSTA; SOUZA; SOUZA, 2011). Assim, os valores de RAF nas mudas de
jatoba também apresentaram reducdo ao longo das datas de avaliacdo (Figura 7C). Variacbes
na relacdo entre a area foliar total e a massa seca total resultam da estratégia de crescimento,
tanto nos aspectos morfologicos quanto nos fisioldgicos (FERREIRA; GONCALVEZ,;
FERRAZ, 2009).
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Figura 7- Area foliar (A), indice SPAD (B) e razdo de area foliar (C) em mudas de Hymenaea courbaril.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Espécies vegetais terrestres longevas apresentam vulnerabilidade tanto a variacdo na
temperatura como a falta de agua nas fases iniciais de crescimento e quando acometidas por
qualquer estresse, o crescimento serd interrompido e o processo de defesa sera desencadeado
(HANSEN; TURNER, 2019).

Em mudas de jatoba houve maior crescimento em biomassa radicular até os periodos
finais de avaliacdo o que resultou em maior velocidade de crescimento quantificado via TCA,
ja que o indice leva em consideracdo a biomassa produzida (Figura 8A). Segundo Carvalho
(2003), o jatoba pode se desenvolver e crescer, mesmo que de forma limitada nos primeiros
estadios de crescimento em lugares sombreados. Entretanto, ao atingir a maturidade reprodutiva
€ necessario maior incidéncia luminosa.

Ao se avaliar a TCR houve tendéncia semelhante a TCA e a principal justificativa desses
aumentos na TCR s&o a area foliar e biomassa seca. Fica evidente, portanto, que a TCR pode
ser associada a taxa fotossintética, da mesma maneira que, um alto consumo respiratorio
associado a uma baixa taxa fotossintética, ocasionada por qualquer distirbio no metabolismo

vegetal pode reduzir aquelas médias (Figura 8B).
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Assim como as taxas anteriores, a taxa assimilatoria liquida (TAL) variou em funcéo da
evolucdo dos dias de avaliacdo, o que esta relacionado ao crescimento natural dos vegetais, que
em condicBes naturais, ira alterar seu desenvolvimento de acordo com os estimulos externos.
Assim, fatores extrinsecos e intrinsecos aos vegetais irdo comandar a forma como cada 6rgéo
ird se desenvolver e crescer (Figura 8C).

Barbieri Janior et al. (2007) reportaram que mudas de jatoba tratadas com 8,40 g m= de
fosforo e sem a inoculacdo de micorrizas apresentaram reducdo da TAL entre o periodo de 30
e 90 dias, e evoluiram até a estabilizacdo, aos 120 dias, 0 que é uma tendéncia no crescimento

de plantas terrestres, o equilibrio vegetal entre o crescimento aéreo e radicular.
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Figura 8- Taxa de crescimento absoluto (A), taxa de crescimento relativo (B) e taxa assimilatdria liquida
(C) em mudas de Hymenaea courbaril.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Em mudas de eucalipto e de jatoba as variaveis MSR e diametro foram aquelas que
apresentaram maior correlagio com o 1QD (Tabela 1). Binotto, Lucio e Lopes (2010)
concluiram que a massa seca da raiz e total assim como o diametro se correlacionaram
positivamente com o indice de qualidade de Dickson em mudas de Eucalyptus grandis. Quanto
maior o sistema radicular, maior a absorcdo de agua e nutrientes, resultando em maior

crescimento aéreo e acumulo de biomassa.
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Em mudas de Hymenaea courbaril, além da MSR, outro parametro que teve destaque
foi a correlagdo do indice de qualidade de Dickson e o didmetro, neste caso, este ultimo
contribuiu positivamente para o indice na maioria dos dias de avaliacao (Tabela 1).

Mudas com maior didmetro podem apresentar maior sobrevivéncia a campo, pois nessas
condigdes ha maior investimento no crescimento radicular e acimulo de reservas naquele
sistema (GOMES; PAIVA, 2011). Aimi et al. (2016) avaliaram mudas de Cabralea canjerana
(Vell.) Mart. em fase final de desenvolvimento em viveiro aos 210 DAE e observaram alta
correlacéo (0,91) entre didmetro e massa seca da raiz.

Tabela 1- Correlacdo entre Massa seca da parte aérea e diametro em mudas de Eucalyptus urograndis e
Hymenaea courbaril com indice de qualidade de Dickson (IQD)

Eucalyptus urograndis
30 40 50 60 70 80 90 100
MSR 0,997 0,994 0,997 0,919 0,947 0,902* 0,823* 0,943*
Diam 0,527 0,544 0,259* 0,839 0,830 0,589* 0,617 0,712*
110 120 130 140 150 160 170 180
MSR 0,938* 0,752* 0,844 0,930* 0,804* 0,568* 0,636* 0,765*
Diam 0,861* 0,399* 0,391* 0,844 0,900 0,797 0,846* 0,765*
Hymenaea courbaril
30 40 50 60 70 80 90 100
MSR 0,890 0,909 0,751 0,911 0,653* 0,833* 0,775* 0,836*
Diam 0,896* 0,334 0,431* 0,802 0,828 0,737 0,474* 0,668*
110 120 130 140 - - - -
MSR 0,788* 0,836* 0,519 0,760*
Diam 0,853* 0,280 0,897 0,728*
(*) Teste t bilateral/ Nivel de tomada de decisdo = 0.05 (*)
Fonte: Rocha et al. (2021).

Textos acerca do conceito de muda-alvo criticam a utilizacdo de valores generalizados
na determinacdo da qualidade em mudas de espécies lenhosas sejam elas exdticas ou nativas.
Dessa maneira, estudos detalhados com cada espécie devem ser realizados, tal como o melhor
estadio de expedicéo e préatica de rustificacdo nas mudas. Considerando que a rustificacdo pode

ocasionar efeitos benéficos ou danosos, por serem estressantes.

CONCLUSOES

A dindmica do crescimento em mudas propagadas em tubetes indicou a possibilidade
de identificar trés estadios de crescimento em mudas do hibrido Eucalyptus urograndis aos 70,
100 e 130 DAE e em mudas de Hymenaea courbaril aos 50, 80 e 110 DAE quando propagadas
em tubetes de 120 e 290 cm?®, respectivamente. Os estadios denominados de inicial,
intermediario e final refletem variagdes do crescimento acelerado, constante e decrescente,

respectivamente.
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CAPITULO Il: MODIFICACOES MORFOLOFICAS EM MUDAS DE EUCALIPTO
E JATOBA APOS A RUSTIFICACAO QUIMICA E MECANICA EM FUNCAO DOS
ESTADIOS DE CRESCIMENTO

RESUMO

A rustificacdo com reguladores vegetais derivados dos grupos dos salicicatos e jasmonatos, tal
como o0 uso de estimulos mecénicos ainda é muito incipiente, principalmente em espécies
lenhosas nativas. Assim, o objetivo da pesquisa foi quantificar as alteracdes morfoldgicas
resultantes da rustificacdo com metil jasmonato e flexdes caulinares em mudas de Eucalyptus
urograndis e de Hymenaea courbaril L. em funcéo dos estadios de crescimento. O experimento
foi conduzido no oeste do Estado do Parana, na cidade de Marechal Candido Rondon, em
ambiente protegido. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de trés
tratamentos (controle, metil jasmonato e flexdes caulinares) com sete repeticbes de 30 mudas
de Eucalyptus urograndis, enquanto que em Hymenaea courbaril utilizou-se sete repeticdes de
16 mudas. As andlises foram realizadas ao inicio e término do periodo de rustificacdo e
consistiram em incremento em altura e em didmetro, massa seca aérea e radicular, area foliar e
calculo do indice de esbeltez. As mudas de eucalipto controle, independente dos estadios,
apresentaram crescimento acelerado em altura visto que, em tese, estas ndo foram impostas a
nenhuma restri¢éo e ou estresse. Quanto ao diametro, as maiores médias foram observadas nas
mudas rustificadas por meio de flexdes caulinares em todos os estadios de crescimento. Nos
trés estadios de crescimento houve reducdo da altura nas mudas de Hymenaea courbaril do
tratamento controle até aquelas tratadas com flex&o caulinar, exceto no estadio 111, onde a maior
média neste parametro foi observado nas plantas tratadas quimicamente. Ao se quantificar a
area foliar foi observada nas plantas tratadas com flexdes caulinares e nos 3 estadios de
crescimento, pois o emprego de flexdes caulinares causa friccdo mecanica na parte aérea e,
inevitavelmente essas mudas estardo sujeitas a perder as folhas, diminuindo assim a area
fotossinteticamente ativa.

Palavras-chave: Area foliar. Flexdes caulinares. Incremento. Metil jasmonato.
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MORPHOLOGICAL MODIFICATIONS IN EUCALYPTUS AND JATOBA PLANTS
AFTER CHEMICAL AND MECHANICAL HARDENING AS A FUNCTION OF
GROWTH STAGES

ABSTRACT

The study with hardening with plant regulators derived from the salicylate and jasmonate
groups, as well as the use of mechanical stimuli, is still very incipient, especially in native
woody species. Thus, the objective of the research was to quantify the morphological alterations
resulting from hardening with methyl jasmonate and stem bending in Eucalyptus urograndis
and Hymenaea courbaril L. seedlings as a function of growth stages. The experiment was
carried out in the west of the State of Parana, in the city of Marechal Candido Rondon, in a
protected environment. The design used was completely randomized, composed of three
treatments (control, methyl jasmonate and stem bending) with seven replications of 30
seedlings of Eucalyptus urograndis, while in Hymenaea courbaril seven replications of 16
seedlings were used. The analyzes were carried out at the beginning and end of the hardening
period and consisted of increments in height and diameter, aerial and root dry mass, leaf area
and calculation of the slenderness index. The eucalyptus seedlings not subjected to treatments,
regardless of the stages, showed accelerated growth in height since, in theory, they were not
imposed to any restriction or stress. As for the diameter, the highest averages were observed in
the hardened eucalyptus seedlings by means of stem bending in all growth stages. In the three
growth stages there was a reduction in height in Hymenaea courbaril seedlings from the control
treatment to those treated with stem bending, except in stage |11, where the highest average in
this parameter was observed in chemically treated plants. When quantifying the leaf area, it was
observed reduction in plants treated with stem bending and in the 3 growth stages, because the
use of stem bending causes mechanical friction in the shoot and, inevitably, these seedlings will
be subject to loss of leaves, thus reducing the photosynthetically area active.

Keywords: Leaf area. Stem flexions. Increment. Methyl jasmonate.
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INTRODUCAO

No estabelecimento de plantios florestais com o objetivo comercial ou ndo, a qualidade
de mudas é o fator primordial no estabelecimento dos talhGes. A qualidade das mudas impactara
a sobrevivéncia e a uniformidade dos plantios (ARAUJO; NAVROSKI; SCHORN, 2018).
Logo, técnicas e protocolos de rustificacdo adequados tanto em espécies lenhosas exoticas
guanto em nativas, € a estratégia mais efetiva na obtencdo de mudas mais aptas as condigdes de
campo com melhor qualidade e aumento na produgdo em menor tempo.

A rustificacdo € uma pratica imposta na transi¢do das mudas da fase de viveiro a campo,
com o objetivo de melhorar a tolerancia as alteracdes climaticas, nutricionais e edaficas. A
tendéncia é que essas praticas antecipem ou simulem condicGes estressantes posteriores a
expedicdo. Dessa maneira ao ser exposta ao estresse, a muda apresentara o aparato ligado a
defesa resultando em uma resposta mais rapida e eficiente, e amenizando o choque pds-plantio
(RITCHIE et al., 2010; CLOSE, 2012).

Estudos tém destacado o potencial dos reguladores vegetais e dos estimulos mecanicos
na rustificacdo de mudas de espécies lenhosas melhorando a tolerdncia das mesmas aos
estresses abidticos (ORO et al., 2012; DRANSKI et al., 2013; GONCALVES; SOUSA;
VELINI, 2015).

O écido jasmonico (AJ) e seus derivados jasmonatos sdo exemplos praticos de
reguladores produzidos endogenamente pelos vegetais que podem modular inimeras atividades
fisioldgicas e bioquimicas, entre os quais, a senescéncia, abscisdo foliar, desenvolvimento
embrionario, além dos mecanismos relacionados a defesa das plantas, atuando na sinalizacédo
metabolica (PIETERSE et al., 2012).

Adicionalmente, alguns estudos tém destacado a importancia do grupo dos jasmonatos
na sinalizacdo contra estresses das mais diversas naturezas. Além de apresentar a funcédo
regulatdria, como hormonio ou regulador vegetal, o AJ atua ainda como mensageiro secundario
e essa transducdo de sinais sera fortemente afetada pelas concentragGes presentes nas células
vegetais e sua relacdo antagonica ou sinérgica com outros horménios (ALMAGRO et al., 2012;
BELCHI-NAVARRO et al., 2013).

Naturalmente, 0s vegetais sdo expostos a adversidades climaticas como o vento. Em
vegetais arboreos, principalmente nos estadios iniciais, a suscetibilidade ao estresse é maior.
Dessa maneira, muitas alteragdes morfoldgicas, fisiologicas, bioquimicas e ate celulares podem
prejudicar esses individuos, resultando em reducdo na produtividade e qualidade da madeira
(BOSCHETTI et al., 2015).
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Segundo Jaffe (1973) tigmomorfogénese é o estimulo mecénico que acarreta alteragdes
morfométricas, principalmente reduzindo o crescimento em altura e aumentando o crescimento
radicular. Na natureza, esses estimulos sdo ocasionados pelo vento, atrito por animais, assim
como das gotas de chuva. Além disso, essas respostas serdo distintas em funcao do estadio de
crescimento, espécie, e clima, visto que, organismos aclimatados a alta movimentacéao
atmosférica irdo tolerar melhor as condigdes estressantes ocasionadas pelo vento (TELEWSKI,
PRUYN, 1998; CHEHAB; EICH; BRAAM, 2009).

O hibrido de Eucalyptus grandis x E. urophylla foi escolhido devido suas caracteristicas
especificas, entre 0s quais, 0 bom crescimento, tolerdncia a doencas e falta de &gua, boa
capacidade de enraizamento, além do potencial madeireiro e aceitacdo no mercado florestal
(CARVALHO; NAHUZ, 2001). Além disso, o hibrido é muito apreciado no mercado externo,
principalmente na China, devido a qualidade da madeira e diversidade de uso, principalmente
nos setores de celulose, papel e energia (GRATTAPAGLIA; KIRST, 2008).

Hymenaea courbaril L. € uma espécie lenhosa nativa encontrada desde a América do
Sul, América Central até o México. No Brasil sua predominancia € na regido Amazonica;
todavia, a espécie pode ser encontrada no Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste. Quando se
avalia a dispersdo de jatoba na regido sul do Pais, o destaque é o estado do Parana,
principalmente ao norte do estado (LUCYSZYN et al., 2009; COSTA; SOUZA; SOUZA,
2011).

A grande relevancia comercial, no entanto, é a madeira, devido suas boas caracteristicas,
dentre as quais pode-se citar a resisténcia, durabilidade, poucas deformacdes no fuste e beleza.
A espécie apresenta utilizacdo variada incluindo obras hidréaulicas, carrocarias, postes, e
principalmente fabricacdo de méveis e laminados. A resina exsudada pelo caule pode ser usada
na elaboracdo de vernizes e como impermeabilizante em embarca¢des (CARVALHO, 2003;
COSTA; SOUZA,; SOUZA, 2011).

A rustificacdo de mudas com reguladores vegetais derivados dos grupos dos salicicatos
e jasmonatos, tal como o uso de estimulos mecénicos ainda € muito incipiente, principalmente
em espécies lenhosas nativas, pois as alteracfes internas e externas nesses vegetais precisam
ser detalhados e quantificadas. Por isso e de acordo com 0 exposto, 0 objetivo da pesquisa foi
quantificar as alteracdes morfologicas resultantes da rustificacdo com metil jasmonato e flexdes
caulinares em mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril L. em fungdo dos

estadios de crescimento.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no oeste do Estado do Parani, em Marechal Céandido
Rondon, latitude de 24° 33° 24’ S, longitude de 54° 05° 67°° W e altitude de 420 m, Campus
Unioeste. Pela classificacdo climatoldgica de Koppen, o clima da regido € do tipo Cfa,
subtropical (ALVARES et al., 2013), com médias térmicas variando entre 22 e 23 °C, boa
distribuicdo de chuvas durante o ano, caracterizado por verdes quentes (NITSCHE et al., 2019).

As medicOes da umidade relativa e da temperatura do ar foram obtidas diariamente
com o auxilio de um datalogger (Modelo KlimaLogg Smart) durante todo experimento e 0s
valores médios, maximos e minimos de temperatura (°C) e umidade do ar (%) estdo
mencionados no apéndice deste trabalho. O objetivo das determinagfes é conhecer
precisamente as caracteristicas climaticas do ambiente e justificar possiveis alteracdes
provenientes do meio, ja que, as condices externas podem dificultar o desenvolvimento e
producdo de mudas de qualidade.

No ensaio foram utilizadas mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril
L., produzidas via semente adquiridas no Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF) e
da Rede de Sementes, respectivamente e conduzidas em ambiente protegido com filme de
polietileno de baixa densidade e anti-UV de 150 micra de espessura, equivalente a 20% de
sombreamento.

As sementes de Eucalyptus urophylla x E. grandis com procedéncia: Bofete, SP, o
plantio estava localizada na area de producéo de sementes (APS), geracdo F3, com ano de coleta
em 2018, pureza igual a 0% e lote: BOOO35NO01. Estas foram armazenadas na geladeira, com
temperatura entre 4 e 5 °C, obtido com um termémetro de Mercdrio.

Com relacdo ao jatoba, o local de coleta das sementes é classificado como primario e as
sementes foram coletadas de, aproximadamente, 28 matrizes entre os municipios de Carlinda
e Nova Guarita, Mato Grosso, em areas de floresta plantadas e esponténeas, em dossel ou
isoladas. As plantas apresentavam altura variando entre 7 e 34 metros e diametro de 43 a 250
cm. O tronco da maioria das espécies era reto, porém algumas apresentavam bifurcacdes. As
arvores estavam distribuidas entre solos arenosos, argilosos, pedregoso e encharcados com as
mais diversas finalidades, entre os quais, areas de agrofloresta e pastagem na cidade de
Carlinda, enquanto que, para a cidade de Nova Guarita, 0 uso se restringia a pomares e
pastagem.

As sementes apos a recepgdo foram armazenadas a temperatura (16 °C) e umidade

(40%) em camara de armazenamento de sementes até serem utilizadas.
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As sementes de jatoba foram escarificadas no sentido contrario ao eixo embrionario com
uma lixa de ferro n° 36, a fim de superar a dorméncia tegumentar e desinfestadas em hipoclorito
de sodio a 10% por 30 minutos seguido de lavagem com agua corrente. ApoOs aqueles
procedimentos, as sementes foram submersas em agua por 48 horas, a 25 °C em camara de
germinacdo tipo BOD, seguindo com o semeio das sementes, uma por tubete, com volume de
290 cm?.

Em mudas de eucalipto a propagacdo ocorreu em tubetes de 120 cm® semeadas com 5
sementes por recipiente, aproximadamente. Ap0s duas semanas, as plantulas foram
desbastadas, mantendo a muda central, com maior altura e protdfilos (primeira folha verdadeira
apos a formacdo do cotilédone) bem formados.

O substrato comercial utilizado foi o Humusfertil® vermicomposto a base de casca de
pinus, areia como fonte de substrato e vermiculita, com as respectivas garantias, condutividade
elétrica de 1,5 mS cm™; densidade de 480 kg m; potencial hidrogenionico (pH) de 6,5;
umidade maxima e capacidade de retencdo de (CRA) em massa/massa igual a 60%.

Até o inicio da rustificacdo, as mudas foram adubadas com solucdo nutritiva em agua
destilada contendo os nutrientes essenciais ao desenvolvimento e crescimento das plantas. As
concentracgdes dos fertilizantes foram de: 50,2 gramas de Osmocote® (fertilizante de liberagédo
lenta) + 50,6 gramas de ureia, diluidos, juntamente em 2 litros de agua. Por fim, adicionou-se
80,4 gramas de NPK, formulacdo 10_15 15 em solucdo, essa quantidade foi diluida em 2 litros
de agua.

As solucbes foram preparadas separadamente, mas a aplicacdo foi realizada
simultaneamente e a cada 15 dias. A quantidade foi de 20 mL em um volume de 10 litros de
agua nas duas espécies estudadas. A adubacdo foi ajustada a partir de pré-testes e adaptada
baseada em outras recomendacdes e para outras espécies florestais, calibrando a dosagem com
espécies de cedro, eucalipto e jatoba. A adubacédo foi interrompida assim que os tratamentos
comecaram a ser aplicados.

Os tratamentos foram o controle, sem rustificacdo quimica e mecanica; rustificacdo
quimica com dose de 100 pumol Lt de metil jasmonato (MeJA); e a mecanica, por meio da
movimentacdo pendular do caule das mudas, onde o equipamento descrito abaixo foi passado,
nas duas direcOes na parte aérea das mudas.

A aplicagéo dos tratamentos ocorreu semanalmente com o regulador vegetal e as flexdes
caulinares ocorreram diariamente por 4 semanas aos 70, 100 e 130 dias ap6s emergéncia (DAE)

em mudas de eucalipto (de acordo com a determinagdo obtida no Capitulo 1), do periodo de
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novembro de 2019 a fevereiro de 2020. Concomitantemente, em mudas de jatoba a aplicacdo
do metil jasmonato ocorreu aos 50, 80 e 110 DAE.

A solucdo foi constituida de metil jasmonato na concentragio de 100 umol L, dgua
deionizada e tensoativo ndo ionico (Agral-Syngenta®) na proporcdo de 30 mL em 100 L de
agua, de acordo com a recomendacdo do fabricante. O MeJA foi aplicado com pulverizador
manual entre as 18h00min e 18h30min, devido as condig¢des climaticas mais amenas naquele
horério, a citar, temperaturas mais baixas, assim como umidade relativa do ar mais alta. A
quantidade aplicada foi de 100 L ha® nas duas espécies, seguindo as recomendacdes da
tecnologia de aplicacdo de defensivos agricolas.

O tratamento mecénico consistiu em 20 flexdes caulinares diérias, com velocidade
constante de 0,10 m s durante 4 semanas e nos mesmos horarios segundo a metodologia de
Volkweis et al. (2014) e o modelo proposto por Jacobs e Landis (2009).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de trés tratamentos,
sete repeticdes e 30 mudas cada, totalizando 630 plantas por estddio de crescimento em
Eucalyptus urograndis, enquanto que em Hymenaea courbaril as quantidades consistiram em
trés tratamentos, sete repeticdes e 16 mudas, visto que as sementes apresentaram limitacdo no
processo germinativo e baixa uniformizagdo das mudas resultando em menor nimero de plantas
por estadio (336 plantas por estadio).

Ao longo do experimento realizaram-se os tratos culturais de acordo com a demanda
das espécies, entre os quais, limpeza dos tubetes, aplicacdo de solucdo nutritiva e a irrigacao
por microaspersdo em 5 turnos diarios de rega de 10 minutos no verdo nos horarios de 06:45hs,
09:45hs, 12:45hs, 15:45hs e 17:45hs e em 3 turnos diarios de 10 minutos durante o inverno as
09:00hs, 13:00hs e 17:00hs.

As mudas de jatoba durante a germinacéo, foram alocados em tubetes e em local n3o
irrigado e a irrigacdo ocorreu duas vezes ao dia, diminuindo o nimero de regas com o objetivo
de evitar o apodrecimento das sementes.

A lamina de agua obtida foi igual a 4 mm, aproximadamente e determinada utilizando
trés pluvidmetros distribuidos na area irrigada no ambiente protegido, onde as mudas foram
produzidas. Os pluvidmetros foram colocados na mesma bancada onde as bandejas com as
mudas estavam localizadas, com o objetivo de simular a quantidade de 4gua que chegava ao
dossel dessas mudas. Passado o periodo de irrigacao, os trés volumes foram coletados a fim de
obter a média da lamina e esse procedimento foi repetido nos demais periodos que ocorreu a

irrigacao.
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As analises foram realizadas ao inicio e término do periodo de rustificacao e consistiram
no calculo dos incrementos em altura (I1A) e em didmetro (ID), massa seca aérea (MSPA) e
radicular (MSR), area foliar (AF) e calculo do indice de esbeltez (IE) de acordo com Ritchie et
al. (2010).

Para a determinacgdo da altura utilizou-se régua a partir da base do coleto até a gema
apical enquanto o didmetro foi mensurado com paquimetro digital, respeitando as
recomendacdes para o tipo de germinacao das espécies. Como o jatoba apresenta germinacéo
epigea, a determinacdo do diametro foi realizada na insercdo do cotilédone, enquanto para o
eucalipto utilizou-se a base do coleto.

A érea foliar e biomassa vegetal foram mensuradas antes e apds a imposicdo dos
tratamentos em 63 plantas, respeitando o delineamento imposto primeiramente, constituido de
3 tratamentos, 7 repeticbes com 3 plantas cada. A AF foi determinada diretamente a partir do
medidor portatil modelo L1-30002 (Li-Cor, USA). Posteriormente as mudas foram separadas
em parte aérea e sistema radicular, prosseguindo com a quantificacdo da biomassa seca em
estufa de circulacdo de ar a 65 °C, por 48 horas.

Os resultados obtidos foram testados a fim de confirmar a existéncia das pressuposicoes
estatisticas, entre as quais, normalidade e homogeneidade dos dados. A primeira utilizou 0s
testes de Kolmogorov-Smirnov, Cramér-von Mises, Anderson-Darling, Kuiper, Watson,
Lilliefors, Shapiro-Wilk, enquanto que, a fim de comprovar se as classes foram homogéneas
entre si, utilizou-se o teste de Bartllet. Mediante a confirmacéo, seguiu-se com a andlise de
variancia e por fim, confirmada a significancia, estes foram desdobrados e testados pelo teste

de comparacdo de médias e nos estadios de crescimento.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Eucalyptus urograndis

A fim de quantificar os incrementos entre 0s parametros avaliados e referenciar o ponto
de partida do crescimento das mudas utilizou-se as médias obtidas no inicio do experimento e
antes da aplicacao dos tratamentos e ao final em mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea
courbaril (Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1- Médias das avaliagdes morfomeétricas em mudas de Eucalyptus urograndis

Estadio |
Ainicial Afinal Dinicial Dfinal AFinicial MSPAinicial MSRinicial NFinicial
Controle 13,6 19,1 1,6 2,5 26,96 0,430 0,312 13,7
MelA 14,1 18,4 1,6 2,3 24,04 0,407 0,428 13,9
Flexdes 14,7 19,2 1,6 2,8 28,03 0,447 0,400 14,5
Estadio Il
Ainicial Afinal Dinicial Dfinal AFinicial MSPAinicial MSRinicial NFinicial
Controle 23,6 29,2 2,3 2,9 41,50 0,914 0,941 16,4
MeJA 26,6 31,8 2,3 2,9 55,53 0,968 0,696 16,5
Flexoes 23,7 27,3 2,2 3.4 58,33 0,945 0,866 15,8
Estadio 11l
Ainicial Afinal Dinicial Dfinal AFinicial MSPAinicial MSRinicial NFinicial
Controle 30,4 34,5 3,1 3,6 84,01 1,585 0,755 17,3
MeJA 30,6 34,3 3,0 3,6 95,56 1,659 0,781 18,1
Flexdes 30,7 33,1 3,1 3,7 90,01 1,597 1,034 17,9

Altura inicial (Ainicial), Altura final (Afinal), Didmetro inicial (Dinicial), Diametro final (Dfinal), Area
foliar (AFinicial), Massa seca da parte aérea (MSPAInicial), Massa seca da raiz (MSRinicial) e NUmero
de folhas (NFinicial).

Fonte: Rocha et al. (2021).

Tabela 2- Médias das avaliagdes morfométricas iniciais e finais em mudas de Hymenaea courbaril

Estadio |
Ainicial Afinal  Dinicial Dfinal AFinicial MSPAinicial MSRinicial NFinicial
Controle 29,9 36,1 4,2 4,7 175,61 2,516 1,166 8,2
MeJA 32,7 36,9 4.3 4.8 196,98 2,709 1,126 8,2
Flexdes 30,1 31,8 4,1 4,5 183,08 2,626 0,974 7,6
Estadio Il
Ainicial Afinal  Dinicial Dfinal AFinicial MSPAinicial MSRinicial NFinicial
Controle 35,0 39,8 4,7 53 180,34 3,332 1,436 9,6
MeJA 33,9 37,1 4.6 51 215,18 3,351 1,306 9,8
Flexdes 31,1 33,2 4,6 4,8 149,76 2,598 1,275 8,9
Estadio Il
Ainicial Afinal  Dinicial Dfinal AFinicial MSPAinicial MSRinicial NFinicial
Controle 31,4 36,0 4,7 4,9 182,13 3,381 2,144 9,9
MeJA 29,1 34,8 4.4 4.9 181,68 3,359 2,024 9,3
Flexdes 32,2 33,9 45 4.9 161,99 3,070 2,224 10,6

Fonte: Rocha et al. (2021).

Ao se avaliar a altura em mudas de Eucalyptus urograndis em resposta aos tratamentos
aplicados, ndo houve diferenca (P>0,05) nas mudas do estadio | (70 DAE) cujos valores foram
iguais a 5,38; 4,35; e 4,52 cm no tratamento controle, metil jasmonato e flexdes caulinares. No
estadio Il, ou seja, as mudas submetidas aos tratamentos aos 100 DAE, a menor média foi
observada em mudas submetidas as flexdes caulinares. Nos tratamentos controle e aplicacédo de
jasmonato as mudas apresentaram crescimento semelhante e por isso ndo diferiram (P>0,05) ao
se avaliar o crescimento primario (Figura 1A) o mesmo ocorrendo com aquelas do estadio 11

(130 DAE).
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Resultados semelhantes a rustificagdo mecanica foram observados por Lima et al.
(2018) com mudas do hibrido Eucalyptus urophylla x E. grandis (Cl 1528). Além disso, 0s
autores acima citados concluiram que os tratamentos utilizados na pesquisa (aplicacdo de metil
jasmonato e flexdes caulinares) ndo foram exclusivos pois apresentaram respostas distintas, e
que dependendo do objetivo e condic¢des do plantio um pode ser mais indicado que o outro.

As mudas controle (Figura 1) apresentaram crescimento acelerado com médias de 5,60
e 4,03 cm naquelas pertencentes ao estadio Il e Ill, respectivamente. Quando aplicado ao
crescimento vegetal, o conceito de “trade-off” (SCHIESTL et al., 2014) resulta no investimento
de um processo as custas de outro e isso pode causar grandes impactos no crescimento e
consequentemente na reproducdo das plantas pois em situacdes adversas, 0s vegetais deixam
de crescer para se defender.

No caso do estimulo mecanico, a tendéncia é que o crescimento em altura seja reduzido,
(Figura 1) decorrente do estresse provocado por essa pratica que ativa o sistema defensivo. No
caso de estresse, 0s vegetais precisam interromper o crescimento, com a finalidade de alocar
energia ao sistema de defesa e s retornam com as divisdes celulares ap0s a recuperacao parcial
ou completa da planta (TELEWSKI; PRUYN, 1998; COLEMAN et al., 2008; RAMOS et al.,
2012). Diferente do estresse mecénico, a aplicacdo de metil jasmonato resulta em sintomas

morfolGgicos mais sutis.
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Figura 1- Incremento em altura em mudas de Eucalyptus urograndis em funcdo dos métodos
rustificativos e nos estadios de crescimento Il (A) e 111 (B).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade.

Fonte: Rocha et al. (2021).

Quanto ao didmetro, as maiores médias foram observadas nas mudas de Eucalyptus

urograndis rustificadas por meio de flexes caulinares em todos os estadios de crescimento
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(Figura 2). Esse processo rustificativo caracteriza-se por reduzir o crescimento em altura e
favorecer o crescimento em didmetro, o que é benéfico quando se estuda o estabelecimento de
mudas a campo. Plantas jovens mais equilibradas entre o crescimento primario e secundario
tendem a apresentar maior qualidade e sobrevivéncia apds o plantio (KERN et al., 2005;
CHEHAB; EICH; BRAAM, 2009; DRANSKI et al., 2013; ROBINSON et al., 2013;
CADORIN et al., 2015).

Ademais, Binotto, Lucio, Lopes (2010) concluiram que o volume radicular esta
diretamente relacionado ao didmetro¢ logo, quanto maior o incremento diametral mais
fotossintatos serdo direcionados ao crescimento radicular e desenvolvimento daqueles 6rgéos.

Por outro lado, no estadio | (70 DAE) a menor média ao se avaliar o didmetro foi
observada com a aplicacdo de metil jasmonato. Este resultado pode ser justificado, em tese,
pela quantidade de MeJA aplicada ndo ter sido suficiente em ocasionar um estresse significativo
nas mudas com 70 dias de idade e por isso, 0 incremento ndo foi tdo expressivo quanto nos
demais tratamentos (Figura 2A). Uma justificativa a tal reagdo é o fato de que, tecidos jovens
sd0 mais responsivos ao estimulo mecéanico e por isso os resultados desse estresse podem ser
mais intensos (BIDDINGTON, 1986).

Cadorin et al. (2015) tratando mudas de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud com
metil jasmonato e flexdes caulinares observaram que o tratamento controle apresentou maior
crescimento em altura e menor incremento em didmetro e, consequentemente o indice de
esbeltez aumentou significativamente. No entanto, mudas tratadas mecanicamente por oito
semanas apresentaram respostas inversas, externando o menor indice de esbeltez (4,14 cm mm-
1.

Ao avaliar as mudas pertencentes ao estadio 111 (130 DAE) constatou-se que as médias
do didmetro foram aumentando a medida que os tratamentos foram impostos. O maior valor foi
observado nas mudas estimuladas mecanicamente (Figura 2C). Claramente, esses resultados
serdo distintos em funcdo dos estadios de crescimento, visto que, em cada fase a planta terd
prioridades de alocacdo de energia distintas e por isso serd afetada em maior ou menor
intensidade pelos estresses.

Dessa maneira, apesar do didmetro ter sido incrementado de maneira menos
significativa no estadio | quando se compara aos outros tratamentos, nos estadios Il e 111 esse
crescimento foi menor ao se comparar as medias (0,69; 0,67; e 0,54 mm) das mudas tratadas
com metil jasmonato (Figura 2). Sendo assim, quanto mais jovens as mudas, maior sera o
crescimento, tanto em altura quanto em diametro, o que foi definido no capitulo I desta pesquisa

por meio da analise de crescimento.
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Figura 2- Incremento em diametro em mudas de Eucalyptus urograndis em funcdo dos métodos
rustificativos e estadios de crescimento | (A), 11 (B) e 111 (C).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras minGsculas comparam nas colunas e letras mailsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).

O indice de esbeltez esta ligado a estabilidade dos vegetais arbéreos, descrevendo que,
guanto maior o valor, maior a instabilidade das plantas, favorecendo a quebra do fuste e baixa
sobrevivéncia quando expedidas a campo (KLEIN et al., 2017). Costa et al. (2009) reportaram
que os valores na espécie Bertholletia excelsa H. B. K. foram menores que 1, classificando-as
como instaveis regulares.

No estadio 111 (130 DAE), as mudas ndo externaram diferencas (P< 0,05) com médias
iguais a 9,59; 9,62; e 8,83 cm mm™ em plantas controle, MeJA e flexdes caulinares,
respectivamente. Em mudas pertencentes aos estadios | e Il, a rustificacdo mecéanica resultou
nas menores medias e por conseguinte em mudas mais equilibradas entre altura e didametro
(Figura 3A).
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Wendling e Dutra (2010) estudando mudas do género Eucalyptus recomendaram que a
altura deve variar entre 15 e 25 cm, didmetro maior que 2 mm e indice de robustez entre 7,1 a
11,9 cm mmt, caracterizando uma muda adequada e apta a expedicdo a campo. Segundo as
recomendacdes descritas acima e no estadio I, as mudas tratadas com flexdes caulinares ndo
estariam nos padr@es pré-estabelecidos.

Ainda, nos padrdes do experimento, estas ainda ndo estariam aptas a serem levadas ao
campo e por isso, de acordo com esta analise, ndo seria ideal rustificar mecanicamente mudas
de eucalipto tdo jovens e em fase inicial de formacdo. Entretanto, cabe destacar que, apesar de
existirem estudos que predefinem esses valores, existem muitas especificidades relacionadas
tanto a espécie quanto ao local que estas estdo se desenvolvendo.

Mudas de eucalipto do estadio Il (100 DAE) seguiram os mesmos padrfes descritos
acima, onde as rustificadas mecanicamente apresentaram uma reducdo de aproximadamente

24,79 % em comparacgdo as mudas tratadas com metil jasmonato (Figura 3B).
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Figura 3- indice de esbeltez (IE) em mudas de Eucalyptus urograndis em funcdo dos métodos
rustificativos e no estadio de crescimento | (A) e 11 (B).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras mindsculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Com relacdo a variavel area foliar, ndo houve diferenca estatistica (P> 0,05) entre as
mudas dos estadios 1 e 11. Os valores foram de 41,01 (controle); 39,85(MelJA); e 43,52 cm?
(Flexdes caulinares) nas do estadio | e 72,59; 75,48; 77,71 cm? nas do estadio 1l de Eucalyptus
urograndis respectivamente. Nas do estadio 111, a maior area foliar foi igual a 108,46 cm?
mensurados nas mudas que receberam o tratamento com regulador vegetal (Figura 4).

Segundo Pereira-Netto (2019) a acdo de reguladores vegetais pode proporcionar a

rustificacdo das mudas através da modulacéo da senescéncia e absciséo foliar, embriogénese e
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respostas defensivas dos vegetais, como forma de sinalizacdo contra estresses bioticos e
abidticos.

As flexdes caulinares induziram a uma reducdo da area foliar, como consequéncia da
friccdo mecénica resultando na queda de folhas. Lima et al. (2018) obtiveram resultados que
corroboram com os obtidos nesta pesquisa onde o processo de flexdo caulinar resultou em
desfolha em mudas de Eucalyptus urophylla x E. grandis (ClI 1528).

Adicionalmente, Telewski e Jaffe (1986) associaram a reducdo da biomassa aérea a
maior perda de folhas e consequente reducéo da area foliar, pois, com a aplicagéo da rustificacéo
mecanica em pkantas de Abies fraseri (Pursh) Poir. as folhas e por conseguinte a massa seca

aérea serao as maiores prejudicadas, ja que estdo sofrendo o efeito direto desta pratica.
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Figura 4- Area foliar (AF) em mudas de Eucalyptus urograndis em funcéo dos métodos rustificativos e
no estadio de crescimento IlI.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras mindsculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).

As massas seca da parte aérea e radicular ndo diferiram (P>0,05) em funcdo dos
tratamentos em mudas dos trés estadios de crescimento em mudas de Eucalyptus urograndis .
Os valores obtidos de MSPA foram 0,82; 0,71; e 0,84 g no estadio | (70 DAE), 1,56; 1,65; e
1,57 g no estadio 11 (100 DAE) e 1,96; 2,05; e 1,98 g no estadio 111 (130 DAE). Os valores da
variavel MSR foram 0,83; 0,95; e 0,95 g no estadio | enquanto que no estadio Il os valores
foram 0,69; 0,65; e 0,75 g e no estadio 111 1,12; 1,39; e 1,23 g em resposta aos tratamentos

controle, metil jasmonato e flexdes caulinares, respectivamente.
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Volkweis et al. (2014) reportaram que a MSPA né&o apresentou diferenca (P > 0,05) em
mudas de Maytenus ilicifolia [(Schrad.) Planch.] com altura menor que 15 cm e as médias
ficaram proximas de 0,841 g tal como na pesquisa em questdo (Tabela 1). Entretanto, mudas
maiores do que 15 cm apresentaram incremento no mesmo parametro avaliado com a aplicacédo
de 20 flexdes caulinares.

Dranski et al. (2013) estudando mudas de Pachystroma longifolium (Ness) 1. M.
Johnst. observaram diferencas estatisticas ao avaliar a biomassa da raiz e aérea entre 0s
tratamentos com a aplicacdo de ethephon na dose de 350 mg L* a qual resultou em ganho de
45% da biomassa radicular enquanto que o tratamento de 600 mg L™ do mesmo produto
resultou numa reducdo de 28% na parte aérea.

Hymenaea courbaril

O crescimento em altura seguiu a mesma tendéncia nos estadios I e I, onde o incremento
foi decrescente do tratamento 1 (controle) até o tratamento 3 (flexdes caulinares) em mudas de
Hymenaea courbaril. Mudas ndo expostas aos estresses quimico ou mecanico apresentaram
crescimento rapido, conforme Figuras 5A e 5B.

As menores médias em ambos os estadios e espécie citada acima foram observadas em
mudas submetidas a 20 flex6es caulinares durante 1 més. Em comparac¢do as mudas controle,
houve uma reducao de 70,85 e 71,61 % nas dos estadios | e 11, respectivamente (Figura 5).

A aplicacédo de metil jasmonato apresenta rela¢do sinérgica com o etileno, induzindo sua
producdo. O inconveniente € que o etileno faz parte do grupo dos hormdnios inibidores, ou seja,
0 seu aumento pode resultar em reducdo do crescimento por afetar negativamente a acdo das
auxinas ou mesmo pela reorganizacdo de derivados da celulose, podendo desencadear uma
reducdo do crescimento primario e um espessamento do caule, resultando em aumento do
diametro. A reducéo da altura foi evidenciada em plantas mais jovens, assim como o diametro
foi maior em mudas rustificadas quimicamente em comparagédo aquelas submetidas as flexdes
no caule (FAN et al., 1998).

Em mudas de jatoba pertencentes ao estadio 111 (110 DAE), a dose de 100 pumol L
estimulou o crescimento em altura, superando o tratamento controle. Neste caso, as mudas com
110 dias ndo externaram sintomas de estresse pela aplicagédo do metil jasmonato e por isso ndo
reduziram seu crescimento, pelo contrario foram estimuladas (Figura 5C). Cabe destacar que o
metil jasmonato tem acédo sinalizadora e regulatoria e por isso pode afetar as caracteristicas
morfofisioldgicas das plantas, comprometendo ou estimulando o seu crescimento (PEREIRA-
NETTO, 2019).
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Com a aplicagdo de jasmonato, Cadorin et al. (2015) obtiveram resultados distintos e
observaram reducdo de 42% na altura em mudas de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud
tratadas por 4 e 8 semanas em comparacgdo as mudas controle. Cabe destacar que, a imposi¢édo
dos tratamentos no trabalho daqueles autores ocorreu quando as mudas atingiram 15 cm de

altura e didmetro igual ou maior que 3,22 mm.
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Figura 5- Incremento em altura em mudas de Hymenaea courbaril em funcdo dos metodos rustificativos
e nos estadios I (A), 11 (B) e 111 (C).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%

de probabilidade.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Nas mudas de jatoba com 50 (Estadio I) e 80 (Estadio 1) DAE o crescimento secundario
foi inverso. O didmetro foi reduzido na propor¢do que as mudas foram impostas ao estresse
mecanico, por meio de flexBes caulinares. Ademais, essa redugdo foi evidenciada tanto no
tratamento mecanico quanto no quimico. Dessa maneira € interessante ressaltar que as plantas

serdo afetadas de maneira peculiar, sendo influenciadas por caracteristicas internas e externas.
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O jatoba é uma espécie nativa da regido Amazonica, com crescimento lento. E os resultados
obtidos com mudas novas nos diversos estadios indicaram uma intensificagdo do estresse pelos
tratamentos impostos tanto com a aplicacdo de MeJA como com as flexBes caulinares (Figura
6A e 6B).

Resultados contrérios aos obtidos na pesquisa foram observados por Kern et al. (2005)
que trabalhou com 7 hibridos de Populus trichocarpa (Torr. & A. Gray) e Populus deltoides
(Bartr. ex Marsh) e 20 flexdes caulinares diarias por 80 dias, nestes observaram reducdo da
altura e biomassa aérea e aumento do didmetro.

A reducéo do didmetro observada em mudas de jatoba dos trés estadios de crescimento
pode ser justificada pela a acdo do etileno, visto que, este hormonio interage, antagonicamente
com auxina e promove a reducao do crescimento, além disso, pode atuar no espessamento das
regibes caulinares por meio da reorganizacdo de microtubulos e microfibrilas de celulose
invertendo a posi¢do do crescimento transversal ao longitudinal, ou seja, a0 mesmo tempo que
haverd o encurtamento do caule, ocorrera o aumento da espessura do mesmo (COLLI;
PURGATTO, 2019).

Adicionalmente, é importante destacar que, apesar dessa reducdo ser resultado dos
estimulos rustificativos, em condi¢des normais, a interacdo do etileno com auxina ocorrera de
forma temporaria e a planta retoma seu crescimento normal o que ira culminar no
desenvolvimento dessas plantas ap6s o plantio a campo (COLLI; PURGATTO, 2019).

Entretanto, € importante destacar que a resposta das plantas ndo é uma regra e por isso
tera particularidades em funcdo dos estadios de crescimento das mudas, suscetibilidade e
tolerancia a estresses, regulacdo dos diversos hormdénios envolvidos no crescimento e
desenvolvimento, suas interagdes (sinérgicas ou antagdnicas) com os demais hormonios, tal
como o clima e condicdes edaficas.

No estadio Ill, as mudas de Hymenaea courbaril apresentaram aumento do didametro a
medida que foram rustificadas com o metil jasmonato e com flexdes caulinares ao comparar
com o tratamento controle. Ao comparar mudas do tratamento controle com aquelas submetidas
a aplicacdo de metil jasmonato houve um aumento de 85,56% no diametro, enquanto que, entre
mudas do tratamento controle e as submetidas as flexes caulinares houve um acréscimo de
48,14 %, conforme Figura 6C.

Resultados semelhantes foram obtidos por Volkweis et al. (2014) em mudas de
Maytenus ilicifolia [(Schrad.) Planch.] tratadas através das flexdes caulinares nas frequéncias

de 0, 5, 10, 20 e 40 onde a altura reduziu e o didmetro aumentou.
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Mudas estimuladas mecanicamente apresentam reducdo no crescimento primario
compensado pelo aumento em didmetro (KERN et al., 2005; MOREL et al., 2012; DRANSKI
etal., 2013; VOLKWEIS et al., 2014; CADORIN et al., 2015). Isso ocorre pelo mecanismo de
compensacao vegetal. Esse mecanismo em situagdes estressantes, interrompe o crescimento em
altura e investe em estratégias que irdo melhorar a sobrevivéncia das plantas. Tais estratégias
incluem o aumento da area de exploracao das raizes e 0 aumento de substancias relacionadas a
defesa vegetal, além da producdo de compostos envolvidos na estruturacdo das plantas que
atuam na reorganizacgdo da celulose presente nas células e acimulo na parede celular, tal como
pela sintese de lignina, resultando em espessamento da regido caulinar e radicular
(VANHOLME et al., 2010; BLUMWALD; MITTLER, 2017).
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Figura 6- Incremento em didmetro em mudas de Hymenaea courbaril em fungdo dos métodos
rustificativos e nos estadios | (A), 11 (B) e 111 (C).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade.
Fonte: Rocha et al. (2021).
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O indice de esbeltez (h/d) expressa o equilibrio entre crescimento primério e secundario
e ao se avaliar ndo externou diferenca (P>0,05) em mudas de Hymenaea courbaril oriundas dos
trés estadios de crescimento em resposta aos tratamentos rustificativos, com médias iguais a
7,72;7,70; 7,06 cm mm™* em mudas com 50 DAE, 7,58; 7,33; e 6,95 cm mm™* em mudas com
80 DAE e 7,27; 7,12; e 6,89 cm mm™ m mudas com 10 DAE, respectivamente.

A érea foliar (AF) foi reduzida com o tratamentos mecéanico em todos os estadios de
crescimento em mudas de Hymenaea courbaril (Figura 7). Tal resultado pode refletir o efeito
da friccdo do equipamento diretamente sobre as folhas o qual iniciaria o processo de abscisao
foliar devido a intensidade do estresse e constancia na imposi¢édo do tratamento, que ocorreu
diariamente. O impacto da reducdo da area foliar é a reducdo da area fotossinteticamente ativa,
gue culminard em menor produtividade. Entretanto, isso podera interferir na rusticidade das
mudas, contribuindo na maior sobrevivéncia a campo.

Em todos os estadios avaliados, as mudas ndo rustificadas apresentaram as maiores
médias e no estadio | e 1, o tratamento quimico ndo diferiu destas (p>0,05) para a determina¢do
da area foliar. Diferente do resultado mencionado anteriormente, Cadorin et al. (2021) relataram
aumento da area foliar a medida que aplicacdo de jasmonato foi realizada e a maior média foi
observada com aplicacio do acido por 8 semanas (63,94 cm?) sem, no entanto, diferir do
tratamento controle.

No estadio 11, houve reducdo do tratamento controle em relagcdo as mudas tratadas com
metil jasmonato, coincidindo com a reducéo da clorofila a e b nos mesmos tratamentos e estadio
(Capitulo I11). Pesquisas desenvolvidas anteriormente com metil jasmonato tem resultado em
abscisdo foliar e reducdo dos pigmentos clorofilianos externados por meio de clorose
(SEMBDNER; PARTHIER, 1993).
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Figura 7- Area foliar (AF) em mudas de Hymenaea courbaril em funcdo dos métodos rustificativos e
nos estadios | (A), 11 (B) e I1I (C).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade.

Fonte: Rocha et al. (2021).

Em mudas de Hymenaea courbaril, apenas no estadio Il, os tratamentos externaram
diferencas (P> 0,05) em func¢éo dos tratamentos rustificativos e as médias foram reduzidas na
aplicacdo do método mecanico para determinagdo da massa seca da parte aérea. Esse resultado
coincidiu com a reducdo do numero de folhas, assim como a reducdo na éarea
fotossinteticamente ativa (Figura 8). Quanto menor a producdo fotossintética, menor seré a
conversdo em biomassa e, em situacdo de estresse imposto, que neste caso, foi 0 método
mecénico é previsivel (MAJEROWICZ, 2019).

Kern et al. (2005) avaliando hibridos de Populus trichocarpa (Torr. & A. Gray) e
Populus deltoides (Bartr. ex Marsh) submetidos a 20 flexdes caulinares diarias observaram

reducdo da altura e da massa seca aérea ao comparar com as mudas nao rustificadas. Volkweis
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et al. (2014) reportaram diferencas nos efeitos da frequéncia de flexdes caulinares por 30 dias
em funcéo da altura da muda.

Apesar de poucos estudos levarem em consideracdo a determinacdo da biomassa vegetal
aérea, este parametro foi mencionado por Gomes e Paiva (2011) como um 6timo indicador de

rusticidade das mudas, assim como pode ser correlacionado com a sobrevivéncia das mesmas

a campo.
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Figura 8- Massa seca aérea (MSPA) em mudas do estadio Il de Hymenaea courbaril em funcao dos
métodos rustificativos.

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade.

Fonte: Rocha et al. (2021).

A massa seca da raiz ndo diferiu (P>0,05) entre os tratamentos em mudas com 50 DAE
cujos valores variaram de 2,8 a 2,4 g. Mudas categorizadas no estadio Il (80 DAE) que
receberam MeJA apresentaram a maior média. Esses resultados advém da translocacdo de
reservas e fotoassimilados das folhas até as raizes, pois a medida que a biomassa aérea foi
reduzida a radicular aumentou demonstrando que, em situagfes onde a muda passe por
desequilibrio hormonal, o crescimento sera redirecionado para os tecidos radiculares, como
estratégia de evitar perdas nos produtos da fotossintese.

Oro et al. (2012) com mudas de Cariniana estrellensis [(Raddi) Kuntze] tratadas com
doses progressivas de ethephon de 0, 100, 200 e 300 mg (i.a) L™ ao avaliar a MSPA obtiveram
a maior média em mudas controle. De maneira geral, mudas tratadas com ethephon podem
estimular a queda de folhas, dessa maneira, os resultados obtidos ja eram esperados. Com a

MSR ndo houve diferenca entre os tratamentos e aqueles autores justificaram que, segundo
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Colli e Purgatto (2019) a inibi¢do de crescimento em raizes e caule ocorreu de maneira mais
rapida e por isso essas variagfes muitas vezes ndo sao detectadas e o crescimento é rapidamente
restabelecido.

Pelos resultados grafados nas figuras 9A e 9B, a aplicacéo de flexdes no caule foi muito
estressante em mudas de Hymenaea courbaril, j& que, tanto a biomassa aérea quanto a radicular
foram reduzidas, refor¢ando a hip6tese de que, enquanto a planta se defende contra situaces
extremas, o crescimento é paralisado.

Em mudas do estadio 11 os decréscimos acima mencionados foram menos significativos,
justificado pela idade das mudas ao iniciar o0 processo rustificativo. Nesta pesquisa e nestas
espécies avaliadas, plantas jovens foram mais drasticamente afetadas quando expostas a
estresses fisicos. Em mudas do estadio Il (Figura 9B) os maiores incrementos foram
computados em mudas ndo submetidas a perturbacdo mecéanica ou quimica.

Cadorin et al. (2015) realizando os tratamentos rustificativos (controle, flexdes
caulinares as 4 e 8 semanas e a aplicagdo de jasmonato no mesmo periodo citado anteriormente),
observaram uma reducdo de aproximadamente 22% na MSPA do primeiro ao ultimo
tratamento; em contrapartida, a MSR ndo externou diferenca estatistica em funcdo dos

tratamentos com valores que variaram de 1,81 a 1,53 g.
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Figura 9- Massa seca da raiz (MSR) em mudas de Hymenaea courbaril em funcdo dos métodos
rustificativos e dos estadios Il (A) e 111 (B).
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Os tratamentos mecanico e quimico podem ser recomendados com o intuito de

promover a rustificacdo de mudas na fase de viveiro e promover essa transigédo a campo, pois
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resultam em respostas e alteracbes morfométricas distintas e interessantes quando se avalia 0s
parametros de qualidade das mudas.

O método rustificativo mecanico é mais laborioso enquanto a aplicacdo de reguladores
vegetais surge como uma possibilidade de moldar os parametros de qualidade, assim como,
reduzir as atividades realizadas no manejo de mudas florestais. Apesar das vantagens, 0 metodo
quimico pode ser limitante quanto a sua aquisi¢do, visto que seu pre¢o ndo é acessivel a todos
os consumidores. Ainda, desvendar padrdes de qualidade e suas correlagbes com a
sobrevivéncia das mudas a campo continua sendo um grande desafio. Por isso novas pesquisas
precisam ser realizadas objetivando tornar as mudas qualificadas para cada local através do

principio de “muda alvo”.

CONCLUSOES

A flex@o caulinar pode ser recomendada como técnica rustificativa quando se avalia 0s
parametros morfométricos em mudas de Eucalyptus urograndis, em razdo de resultar na
producdo de mudas mais equilibradas em funcédo do indice esbeltez. O estadio 11l seria 0 mais
indicado, baseado nos parametros morfométricos avaliados e maior respostas das mudas nesse
periodo de imposicao dos tratamentos.

Em mudas de Hymenaea courbaril todos os pardmetros morfométricos avaliados
sofreram reducdo ap6s a imposicdo das flexdes caulinares. Por exemplo, a variavel altura
externou decréscimos iguais a 70,85 e 71,55% em mudas dos estadios | e Il do tratamento
controle as mudas rustificadas mecanicamente. Nesse caso, 0 estadio de desenvolvimento que
externou resultados mais satisfatérios foi o Il e por isso, seria 0 mais indicado ao se avaliar a
aplicacdo da rustificacdo. O tratamento quimico poderia ser utilizado para fins de rustificacao
nesta espécie, visto que, foi eficiente em modular positivamente caracteristicas de qualidade
avaliadas neste capitulo, a citar, incremento da biomassa radicular e aérea, assim como na area

foliar.
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CAPITULO IlIl:  ALTERACOES FISIOLOGICAS INDUZIDAS PELA
RUSTIFICACAO EM MUDAS DE Eucalyptus urograndis E Hymenaea courbaril L. EM
FUNCAO DOS ESTADIOS DE CRESCIMENTO

RESUMO

Como as plantas sdo submetidas a inimeros estresses, a rustificacdo surge como uma estratégia
interessante a fim de melhorar a qualidade das mudas nos viveiros florestais, melhorando a
sobrevivéncia a campo. Assim, 0 objetivo da pesquisa foi evidenciar alterages fisiologicas nas
plantas, tal como a sobrevivéncia das mesmas a campo resultante da aplicacdo de metil
jasmonato e flexdes caulinares em fungédo dos estadios de crescimento em mudas de Eucalyptus
urograndis e Hymenaea courbaril. O experimento foi conduzido e Marechal Candido Rondon,
no oeste do Estado do Parand no Campus da Unioeste. Neste ensaio foram utilizadas mudas de
Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril L. e os tratamentos foram constituidos de
aplicacBes semanais de metil jasmonato e imposicdo diaria de flexdes caulinares, além, do
tratamento controle. Apds a imposicao dos tratamentos, foi realizada a quantificacdo da rigidez
flexural, lignina nos caules e raizes, compostos fendlicos nas folhas e raizes, perda de eletrolitos
nas raizes e pigmentos clorofilianos. Em mudas de Eucalyptus urograndis com 100DAE e nas
3 distancias de arraste apds a quantificacdo da rigidez flexural, as maiores medias foram
observadas em mudas submetidas aos tratamentos quimico e mecénico coincidindo com o
aumento do teor de lignina no caule. Nas raizes da mesma espécie, a quantificacdo da perda de
eletrdlitos variou, substancialmente em funcdo dos estadios de crescimento, visto que, no
estadio I, as médias diminuiram com a aplicacdo dos tratamentos de rustificacdo, enquanto que,
na fase final de crescimento, o0 MeJA aplicado resultou em incrementos de 40,97% em relacdo
as mudas controle. Em mudas de Hymenaea courbaril os compostos fendlicos quantificados
nas folhas foram aumentados com a aplicac¢do dos dois tratamentos em mudas pertencentes ao
estadio I. Tanto para o hibrido, quanto para a espécie, as mudas a partir do estadio Il seriam as
mais recomendadas, por estarem mais preparadas fisiologicamente para completar seu
desenvolvimento em ambiente protegido e melhor tolerancia nas condigdes de campo. Ainda,
na fase de campo, as plantas foram submetidas a muitos estresses, que culminaram na perda
total das plantas pertencentes ao estadio | em mudas de eucalipto.

Palavras-chave: Crescimento. Lignina. Metil jasmonato. Rigidez flexural. Rustificag&o.
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CHAPTER I1I: PHYSIOLOGICAL CHANGES INDUCED BY HARDENING IN
SEEDLINGS OF Eucalyptus urograndis AND Hymenaea courbaril L. DUE TO THE
GROWTH STAGE

ABSTRACT

Plants are subjected to numerous stresses, hardening appears as an interesting strategy in order
to improve the quality of seedlings in forest nurseries, improving survival in the field. Thus, the
objective of the research was to evidence physiological changes in plants and their survival in
the field resulting from the application of methyl jasmonate and stem bending as a function of
the growth stages in Eucalyptus urograndis and Hymenaea courbaril seedlings. The experiment
was conducted in Marechal Candido Rondon, in the west of the State of Parana on the Unioeste
Campus. In this trial, Eucalyptus urograndis and Hymenaea courbaril L. seedlings were used
and the treatments consisted of weekly applications of methyl jasmonate and daily imposition
of stem bending, in addition to the control treatment. After the imposition of treatments,
quantification of stem flexibility, lignin in stems and roots, phenolic compounds in leaves and
roots, loss of electrolytes in roots and chlorophyll pigments were performed. In Eucalyptus
urograndis seedlings with 100DAE and in the 3 drag distances after the quantification of the
stem flexibility, the highest averages were observed in seedlings submitted to chemical and
mechanical treatments, coinciding with the increase in the lignin content in the stem. In the
roots of the same species, the quantification of electrolyte loss varied substantially as a function
of the growth stages, since, in stage I, the averages decreased with the application of hardening
treatments, while, in the final stage of growth, the MeJA applied resulted in increments of
40.97% in relation to the control seedlings. In seedlings of Hymenaea courbaril, the phenolic
compounds quantified in the leaves were increased with the application of the two treatments
in seedlings belonging to stage I. For both the hybrid and the species, seedlings from stage 1l
onwards would be the most recommended, as they are more physiologically prepared to
complete their development in a protected environment and better tolerance in field conditions.
Still, in the field phase, the plants were submitted to many stresses, which culminated in the
total loss of plants belonging to stage I in eucalyptus seedlings.

Keywords: Growth. Physiologically. Lignin. Stem flexibility. Hardening.
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INTRODUCAO

Frequentemente o0s vegetais terrestres sdo expostos a inumeros estresses desde a
germinagdo ate as fases finais de desenvolvimento. Com a finalidade de atenuar tais estresses
existem protocolos que objetivam atenuar as adversidades encontradas nos estadios iniciais de
crescimento. Esses protocolos de manejo podem ser intrinsecos aos vegetais, Como 0 processo
de sinalizac&o ativado via sistema defensivo por meio de enzimas e/ou proteinas ou extrinseco
provenientes da interferéncia humana.

O processo de rustificacdo em mudas tem sido uma 6tima opcao no sentido de aclimatar
plantas jovens as condi¢cGes do ambiente, sem, no entanto prejudicar drasticamente seu
crescimento e desenvolvimento. Esses processos ou praticas podem ser introduzidos nas rotinas
dos viveiros, alterando os parametros morfométricos e assim, modulando as caracteristicas
desejaveis para cada sitio de plantio das mudas. Sdo diversas as técnicas que podem ser
adotadas, entre as quais, a suspensao de adubacdo ou frequéncia do regime hidrico, alteracao
da luminosidade além da aplicacdo de reguladores vegetais e de estimulos mecanicos por meio
de flexdes caulinares (JACOBS; LANDIS, 2009; VOLKWEIS et al., 2014; DRANSKI,
MALAVASI; MALAVASI, 2015; CADORIN et al., 2021).

Os fitohorménios sdo pequenas moléculas ligadas a ativacdo, regulacdo, sinalizacéo e
inibicdo do metabolismo vegetal, exigidos em pequenas concentragdes. No entanto, em
determinadas condigdes, principalmente mediante o ataque de patdgenos ou qualquer
perturbacdo fisica aqueles teores aumentam dependendo da espécie, condicBes edaficas e
climaticas, além de variar com a interacdo com outros organismos (FAGAN, 2015).

O grupo dos jasmonatos atuam na regulacdo, defesa e sinalizacdo nos vegetais e sao
derivados a partir do acido 12-oxo-fitodienoico, pela via do acido linolénico e sintetizados nos
peroxissomos. Varias sdo as substancias derivadas desses compostos e podem ser nomeados
como reguladores de desenvolvimento, no caso do acido jasménico, os principais compostos
na forma volatil sdo o metil jasmonato e o cis-jasmonato, que sdo os principais sinalizadores,
podendo ser transferidos rapidamente entre as células e estruturas vegetais (WASTERNACK;
HAUSE, 2013; TAMAOKI et al., 2013).

Os reguladores vegetais sdo similares dos fitohorménios, com diferenga que, séo
produzidos sinteticamente e exigidos em concentrag0es maiores que os anteriores (PEREIRA-
NETTO, 2019).
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Outra técnica € a rustificagdo mecénica, ou tigmomorfogénese, que segundo Jaffe
(1973), nada mais é que um estimulo mecénico que promove alteracdes nos vegetais e simulam
condicdes estressantes a campo.

O hibrido Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis, desenvolvido e melhorado no
Brasil, abrange caracteristicas que favorecem o desenvolvimento na maioria das regides
brasileiras, incluindo rapido crescimento e boa tolerancia a pragas, doencas e fatores abioticos.
Para mais, essas arvores apresentam maior massa especifica, aproximadamente, 0,56 g cm=,
além de apresentar incremento volumétrico significativo (KAZMIERCZAK; HILIG;
IWAKIRI, 2017).

De forma geral, os trabalhos desenvolvidos com espécies lenhosas de interesse florestal
estdo relacionados com espécies exdticas, de rapido crescimento e de interesse econémico no
mercado, principalmente as pertencentes aos géneros Eucalyptus e Pinus. Por isso, as espécies
lenhosas nativas, com aptiddo madeireira ou ndo, deixam de ser levadas em consideragédo pela
falta de informacges ecologicas, silviculturais e biométricas. Assim, estudos detalhando as
caracteristicas gerais, tais como as exigéncias e adaptabilidade daquelas espécies devem ser
detalhados.

Hymenaea courbaril, por exemplo, é nativa da floresta Amazénica, com madeira muito
dura, é utilizada na construcéo civil e fabricacdo de moveis, pela sua alta sobrevivéncia, com
alto potencial produtivo e tolerancia as condi¢es ambientais atipicas (CARVALHO, 2003;
COSTA; SOUZA; SOUZA, 2011).

Como ¢é conhecida popularmente, o jatoba apresenta-se adaptando desde ambientes
umidos até aqueles com deficiéncia hidrica. Quanto a presenca da espécie em plantios mistos,
sua densidade é baixa, com uma arvore por hectare, aproximadamente, tornando-a rara e muito
valiosa, e consequentemente muito explorada, pois, mais de 90% das arvores apresentam
didmetro a altura do peito (DAP) superior a 50 cm (DIAS; LUZIA; JORGE, 2013;
CALDERON-PERALTA et al., 2017).

Ainda, o processo de expedi¢do das mudas a campo € importante, pois ira confirmar se
as praticas realizadas na fase dos viveiros florestais foram eficientes e melhoraram a
sobrevivéncia das mesmas (ARAUJO; NAVROSKI; SCHORN, 2018).

As plantas submetidas a rustificacdo quimica e mecanica irdo alterar suas caracteristicas
fisioldgicas ou morfomeétricas, pois aqueles tratamentos nada mais sdo do que perturbacées
controladas impostas com o objetivo de melhorar a tolerancia vegetal, simulando condicGes
estressantes a campo. Assim, de acordo com 0 exposto, 0 objetivo da pesquisa foi evidenciar

alteracdes fisiologicas, tal como o aparato defensivo dessas plantas resultante da aplicacdo de
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metil jasmonato e flexdes caulinares em funcéo dos estadios de crescimento em mudas de
Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril. Ademais, foi quantificado o crescimento das
mudas a campo, aos 150 e 180 dias respectivamente e a sobrevivéncia influenciada pela

aplicacdo da rustificacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no oeste do Estado do Parana, Marechal Candido Rondon,
latitude de 24° 33° 24°° S, longitude de 54° 05° 67°° W e altitude de 420 m, Unioeste. Pela
classificacdo climatoldgica do IAPAR e Kdppen, o clima da regido é do tipo Cfa, subtropical
(ALVARES et al., 2013), com médias térmicas variando entre 22 e 23 °C, boa distribuicdo de
chuvas durante o ano, caracterizado por verdes quentes (NITSCHE et al., 2019).

As medicdes da umidade relativa e da temperatura do ar foram obtidas diariamente
com o auxilio de um datalogger (Modelo KlimalLogg Smart) durante todo experimento e 0s
valores médios, maximos e minimos de temperatura (°C) e umidade do ar (%) estdo
mencionados no apéndice deste trabalho. O intuito de realizar tais determinagdes é conhecer
precisamente as caracteristicas climaticas do ambiente e justificar possiveis alteracdes
provenientes do meio, ja que, as condi¢bes externas podem dificultar o desenvolvimento e
producdo de mudas de qualidade.

Neste ensaio foram utilizadas mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril
L., produzidas via semente adquiridas no Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF) e
da Rede de Sementes, respectivamente e conduzidas em ambiente protegido com filme de
polietileno de baixa densidade e anti-UV de 150 micra de espessura, equivalente a 20% de
sombreamento.

As sementes de Eucalyptus urophylla x E. grandis com procedéncia: Bofete, SP, o
plantio estava localizado na area de producgéo de sementes (APS), geracdo F3, com ano de coleta
em 2018, pureza igual a 0% e lote: BOOO35NO01. Estas foram armazenadas na geladeira, com
temperatura entre 4 e 5 °C, obtido com um termémetro de Mercdrio.

Com relagdo ao jatobd, o local de coleta das sementes € classificado como primario, as
sementes foram colhidas de, aproximadamente, 28 matrizes entre 0s municipios de Carlinda
e Nova Guarita, Mato Grosso, em areas de floresta plantadas e esponténeas, em dossel ou
isoladas. As plantas apresentavam altura variando entre 7 e 34 metros e diametro de 43 a 250
cm. O tronco da maioria das espécies era reto, porém algumas apresentavam bifurcagdes. As
arvores estavam distribuidas entre solos arenosos, argilosos, pedregoso e encharcados com as

mais diversas finalidades, entre os quais, areas de agrofloresta e pastagem na cidade de
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Carlinda, enquanto que, para a cidade de Nova Guarita, 0 uso se restringia a pomares e
pastagem.

As sementes apos a recepcdo foram armazenadas a temperatura (16 °C) e umidade
(40%) em camara de armazenamento de sementes até serem utilizadas.

As sementes de jatoba foram escarificadas no sentido contrério ao eixo embrionario com
uma lixa de ferro n° 36, a fim de superar a dorméncia tegumentar e desinfestadas em hipoclorito
de sodio a 10% por 30 minutos seguido de lavagem com agua corrente. Apos aqueles
procedimentos, as sementes foram submersas em agua por 48 horas, a 25 °C em camara de
germinacdo tipo BOD, seguindo com o semeio das sementes, uma por tubete, com volume de
290 cm?.

Com o eucalipto a propagacio ocorreu em tubetes de 120 cm® semeadas com 5 sementes
por recipiente, aproximadamente. Apds duas semanas, as plantulas foram desbastadas,
mantendo a muda central, com maior altura e protéfilos (primeira folha verdadeira apds a
formagé&o do cotilédone) bem formados.

O substrato comercial utilizado foi o0 Humusfertil® vermicomposto a base de casca de
pinus, areia como fonte de substrato e vermiculita, com as respectivas garantias, condutividade
elétrica de 1,5 mS cm™; densidade de 480 kg m; potencial hidrogenionico (pH) de 6,5;
umidade maxima e capacidade de retencdo de (CRA) em massa/massa igual a 60%.

Até o inicio da rustificagdo, as mudas foram adubadas com solucdo nutritiva em agua
destilada contendo os nutrientes essenciais ao desenvolvimento e crescimento das plantas. As
concentracdes dos fertilizantes foram de: 50,2 gramas de Osmocote® (fertilizante de liberacédo
lenta) + 50,6 gramas de ureia, diluidos, juntamente em 2 litros de agua. Por fim, adicionou-se
80,4 gramas de NPK, formulagdo 10_15 15 em solucdo, essa quantidade foi diluida em 2 litros
de agua.

As solucbes foram preparadas separadamente, mas a aplicacdo foi realizada
simultaneamente e a cada 15 dias. A quantidade foi de 20 mL em um volume de 10 litros de
agua nas duas espécies estudadas. A adubacdo foi ajustada a partir de pré-testes e adaptada
baseada em outras recomendaces e para outras espécies florestais, calibrando a dosagem com
espécies de cedro, eucalipto e jatoba. A adubacédo foi interrompida assim que os tratamentos
comecaram a ser aplicados.

Os tratamentos foram o controle (sem rustificacdo), rustificacdo quimica (100 pmol L*
de metil jasmonato) e a rustificagdo mecénica (por meio da movimentagdo pendular do caule
das mudas). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, composto de trés

tratamentos, sete repeticbes (30 mudas cada), totalizando 630 plantas por estadio de
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crescimento em Eucalyptus urograndis. Enquanto que, em Hymenaea courbaril o delineamento
consistiu de trés tratamentos, sete repeticdes e 16 mudas, Vvisto que, as sementes apresentaram
limitacdo no processo germinativo e uniformizacdo das mudas e por isso, 0 nimero de plantas
por estadio foi menor (336 plantas por estadio).

A aplicacéo dos tratamentos ocorreu semanalmente com o regulador vegetal e as flexdes
caulinares ocorreram diariamente, por 4 semanas aos 70, 100 e 130 dias ap6s emergéncia (DAE)
em mudas de eucalipto, no periodo de novembro de 2019 a fevereiro de 2020.
Concomitantemente, em mudas de jatoba a aplicacdo de metil jasmonato ocorreu aos 50, 80 e
110 DAE.

A solucéo foi constituida de metil jasmonato na concentragdo de 100 umol L, 4gua
deionizada e tensoativo ndo idnico (Agral-Syngenta®) na proporcdo de 30 mL em 100 L de
agua, de acordo com a recomendacéo do fabricante. Este produto foi usado a fim de aumentar
0 espectro de absorcdo da solucdo aplicada sobre a folha, tal como, atuar sob a tensao superficial
das gotas, maximizando o aproveitamento do produto.

A solucéo foi aplicada com pulverizador manual entre as 18h00min e 18h30min. A
quantidade aplicada foi de 100 L ha? nas duas espécies, seguindo as recomendacOes da
tecnologia de aplicacdo de defensivos agricolas.

O tratamento mecénico consistiu em 20 flexdes caulinares didrias com velocidade
constante de 0,10 m s, durante 4 semanas nos mesmos horarios segundo a metodologia de
Volkweis et al. (2014) e o modelo proposto por Jacobs e Landis (2009).

Ao longo do experimento realizaram-se os tratos culturais de acordo com a demanda
das espécies, entre os quais, limpeza dos tubetes, aplicacdo de solugdo nutritiva e a irrigacao
por microaspersdo em 5 turnos diarios de rega de 10 minutos no verdo nos horéarios de 06:45hs,
09:45hs, 12:45hs, 15:45hs e 17:45hs e em 3 turnos diarios de 10 minutos durante o inverno as
09:00hs, 13:00hs e 17:00hs. As mudas de jatoba durante a germinacio, foram alocados em
tubetes e em local néo irrigado e a irrigacdo ocorreu duas vezes ao dia, diminuindo o nimero
de regas com o objetivo de evitar o apodrecimento das sementes.

A lamina de agua obtida foi igual a 4 mm, aproximadamente e determinada utilizando
trés pluvidmetros distribuidos na area irrigada no ambiente protegido, onde as mudas foram
produzidas, inclusive, estes foram colocados na mesma bancada onde as bandejas com as
plantas estavam localizadas, com o objetivo de simular a quantidade de agua que chegava ao
dossel dessas mudas. Passado o periodo de irrigacdo, os trés volumes foram coletados a fim de
obter as médias da lamina e esse procedimento foi repetido nos demais periodos que ocorreu a

irrigacao.
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Ap0s a imposicdo dos tratamentos, foi realizada a quantificacdo da rigidez flexural
(LIMA et al., 2020), lignina nos caules e raizes (VAN SOEST, 1994), compostos fenolicos
(CF) nas folhas e raizes (GEORGE et al., 2005), perda de eletrélitos nas raizes (WILNER,
1995) e pigmentos clorofilianos. As metodologias detalhadas podem ser encontradas no
apéndice deste trabalho.

A determinagéo do parametro rigidez flexural em caules foi realizado em 63 mudas de
eucalipto e 42 plantas de jatoba por estadio que foram aleatoriamente selecionadas respeitando
0s tratamento e repeticBes impostos inicialmente. Nesta andlise utilizou-se um equipamento
adaptado conforme Lima et al. (2020). A partir da mensuracdo do massa e distancia os dados
foram ajustados de acordo com a formula e expressos na unidade de Newton (N cm™). A Figura

1 detalha a moldagem realizada com o0s equipamentos.

Figura 1- Equipamento adaptado para a quantificacdo da rigidez flexural em mudas de Eucalyptus
urograndis e Hymenaea courbaril
Fonte: Rocha et al. (2021).
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Os pigmentos clorofilianos foram determinados pelos métodos bioquimico e nao
destrutivo, sendo que o ultimo é quantificado como indice SPAD e obtido por meio da leitura
realizada com o equipamento clorofilémetro Minolta ® Chlorophyll meter RS-232 em 4 folhas
localizadas no terco superior do hibrido e no terco inferior na espécie nativa. Os valores foram
expressos em unidade SPAD (ug cm?).

O método bioquimico e destrutivo utilizado seguiu a metodologia de Arnon (1949),
adaptada seguindo o método proposto por Barbieri et al. (2010) com a supressdo das fases de
trituracdo e centrifugacdo. Os resultados foram expressos em pmol m? e antes de serem
analisados, os dados foram convertidos, a fim de retirar os efeitos externos relacionados a
concentracdo dos pigmentos, entre os quais, volume total obtido inicialmente no momento da
extracdo, a area foliar extraida e a massa molar das clorofilas a e b.

Ap0s o periodo de rustificacdo, parte das mudas foi destinada ao plantio a campo, a fim
de quantificar a sobrevivéncia e o crescimento. O local definitivo do experimento onde foi
implantado apresentava as coordenadas de 24.532116 S e 54.025485 W. As mudas foram
agrupadas em trés blocos respeitando os tratamentos impostos anteriormente.

O esquema experimental foi agrupamentos como delineamento de blocos ao acaso,
constituido de 3 tratamentos (controle, metil jasmonato e flexdes caulinares), 3 blocos e 3
repeticdes, totalizando 27 mudas por estadio de crescimento no eucalipto. Com as mudas de
jatobéa cada bloco foi composto por 7 plantas dispostas entre os tratamentos descritos acima,
totalizando 21 mudas por estadio de crescimento. As avaliacdes foram realizadas a cada 15
dias, com o intuito de descrever o crescimento e relacionar com a sobrevivéncia a campo.

Entre os parametros morfométricos pode-se mencionar a altura e diametro. Ainda, em
plantas jovens de jatobéa foi observado a persisténcia das folhas durante toda a avaliagdo, ja que,
é caracteristica da espécie perder as folhas, dependendo das condigdes ambientais e niveis de
estresse.

Além disso, os dados climaticos foram obtidos a partir da estacdo meteorologica
localizada no mesmo lugar onde a pesquisa foi desenvolvida por meio do acesso do historico
dos dados no site do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) descritos no Apéndice B
deste trabalho.

As mudas de eucalipto e jatoba foram levadas a campo de acordo com o termino da fase
de rustificacdo. A duracdo da pesquisa a campo ocorreu de 28 de fevereiro de 2021 até 31 de
outubro do mesmo ano. As mudas de eucalipto foram avaliadas por um periodo de 150 dias,
enquanto que, as de jatoba por até os 180 dias, diferenca essa justificada pela diferenca no
crescimento das mudas. Enquanto o eucalipto tem crescimento rapido e em 150 dias foi
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evidenciar diferengas no crescimento, o jatoba tem crescimento lento e, devido as condi¢Ges
estressantes que enfrentou naquele periodo (geada e déficit hidrico) acabaram perdendo as
folhas e assim, as analises foram postergadas.

As covas para plantio apresentavam, aproximadamente 27 cm de didametro e 60 cm de
profundidade, ajustados de acordo com o tamanho das mudas nas duas espécies. O espacamento
utilizado entre as mudas foi de 1 m entrelinhas e 1 m entre mudas. Estas foram colocadas nas
covas e nao foram forcadas a se ajustar, visto que, o objetivo era ndo comprometer o apice
radicular. O solo da regido do plantio € classificado como LATOSSOLO VERMELHO
Distroférrico tipico, com textura muito argilosa (SANTOS et al., 2013).

Ademais, os tratos culturais ao longo do experimento envolveram a capina manual de
plantas espontaneas de acordo com o crescimento daquelas; a irrigacao iniciada apds o plantio
ocorreu até os 20 dias, a cada 3 dias, nas mudas das duas espécies e em todos os estadios com
a finalidade fazer a transicdo da fase do viveiro ao ambiente definitivo. A quantidade de agua
por planta foi de 2 litros na &rea da projecdo da copa.

Além desses, foi necessario fazer o controle de formigas, alternando entre os métodos
mecanico e quimico. No primeiro caso, foram utilizadas caixas de leite na confec¢do de cones,
que foram colocados envolvendo os caules e dificultando o acesso das formigas até as folhas.
Estes foram ajustados, a medida que as plantas estavam crescendo, com a finalidade de evitar
0 anelamento.

O método quimico usado contou com variedades de iscas comerciais, distribuidas na
area, semanalmente, sobre as entrelinhas do experimento e nunca sobre os trilhos das formigas,
ou menos nas suas galerias. Também, a fim de controlar aqueles insetos foram usados
inseticidas em pod depositados diretamente nos olheiros. Por fim, as mudas expedidas a campo
ndo foram adubadas, pois o objetivo era que, as condi¢cBes ambientais fossem extremas, a fim
de quantificar as respostas em meio as adversidades.

Os resultados obtidos foram testados para confirmar a existéncia das pressuposi¢oes
estatisticas, entre as quais, normalidade e homogeneidade dos dados. A primeira utilizou os
testes de Kolmogorov-Smirnov, Cramér-von Mises, Anderson-Darling, Kuiper, Watson,
Lilliefors, Shapiro-Wilk, enquanto que, a fim de comprovar se as classes foram homogéneas
entre si, utilizou-se o teste de Bartllet. Mediante a confirmacgéo, seguiu-se com a andlise de
variancia e por fim, confirmada a significancia, estes foram desdobrados e testados pelo teste

de comparacdo de médias e nos estadios de crescimento.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Eucalyptus urograndis

Com mudas de 100 DAE, nas 3 distancias de arraste, as maiores medias da rigidez
flexural foram observadas naquelas submetidas aos tratamentos rustificativos testados (Tabela
1). A flexdo caulinar ou tigmomorfogénese, por ser um estimulo mecanico, ir4 afetar as
substancias ligadas a parte estrutural da parede celular dos caules e até mesmo das raizes, devido
a diferenciacdo celular e anatbmica. Substancias ligadas a parte estrutural das plantas (lignina)
poderdo ser sintetizadas, aumentando a rigidez do caule e consequentemente aumentando a
forca que deveria ser aplicada para que a flexibilidade dessas mudas fossem corrompidas.

Ademais, os reguladores vegetais de crescimento, em especial o grupo dos jasmonatos
também podem ser responsaveis por essas respostas mencionadas anteriormente, visto que,
alguns estudos tem comprovado sua eficacia contra estresse abidticos (SANCHEZ, 2008;
MARTIN et al., 2010; MARDANI et al., 2012). O eucalipto ainda, apresenta caules mais
flexiveis, porém ndo menos resistentes e por isso que, ha proporgao que as mudas avangam em
idade tambem aumenta a resisténcia ao movimento de curvatura do caule.

Lima et al. (2020) observaram resposta semelhante ao trabalho em questéo, onde os
maiores valores na determinacéo da rigidez flexural resultaram dos tratamentos com 8,0 umol
L de 4cido jasmonico (dose maxima) e nas mudas onde foi aplicado 20 flexdes caulinares
diarias (menor frequéncia), com médias iguais a 0,2885 e 0,3005 N cm™ nas trés distancias de
arraste respetivamente em plantas com 60 dias no clone de eucalipto 1528.

Ainda no caso de mudas do estadio I, percebeu-se que, apos serem tracionadas a 3 cm
esses valores comecavam a diminuir em comparacdo a distancia de 2 cm (Tabela 1),
demonstrando que, ao passo que os caules foram flexionados, devido ao aumento da tensdo,
precisariam aplicar mais forca para voltar a horizontal e acabavam perdendo a resisténcia. A
tendéncia se outras distancias fossem aplicadas repetidamente seria que esses valores
reduzissem ainda mais.

Além do mais, € interessante destacar que, segundo Rankenberg et al. (2021) plantas
mais jovens apresentam maior plasticidade quando comparado a plantas em estadios de
crescimento avancados. Apesar disso, ha outras estratégias a fim de compensar tal fato. Como
por exemplo, a aquisicdo de defesas quimicas e mecénicas no aparato da planta, a presenca de
cuticulas mais rigidas, a presenca de compostos que atenuem a a¢ao dos estresses como a maior
pigmentacdo proveniente da clorofila, assim como a presenca de antocianinas, lignificacdo dos

tecidos aereos e radiculares. Adiconalmente outras estratégias existem como o transporte de
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nutrientes e subprodutos da fotossintese até os tecidos de armazenamento, principalmente as
raizes ou caules.

Tabela 1- Rigidez flexural em caules de mudas de Eucalyptus urograndis em funcdo dos métodos
rustificativos e estadios de crescimento

Estadio | Estadio 1l Estadio Il

lcm 2cm  3cm lcm 2cm 3cm lcm 2cm 3cm

Cont 0.1842b 0.2262b 0.2291b 0.3726 0.6199 0.5099
MelJA e 0.3432a 0.4462a 0.3691a 0.3046 0.5357 0.4451
Flexdes 0.3103a 0.4210a 0.3299a 0.3937 0.5590 0.5218
Fcal 945** 11.86** 4.64* 167ns 0.25ns 0.78ns
Dms falel 0.0986 0.1261 0.1212 0.1299 0.7478 0.1691
CV (%) 25.87 25.37 28.7 26.66 40.16 25.17

*** caules pouco rigidos, ndo foi possivel realizar a analise de rigidez flexural/ ** significativo ao nivel
de 1% de probabilidade (p<.01)/ * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 < p <.05)/ ns ndo
significativo (p >.05).

Fonte: Rocha et al. (2021).

A lignificagdo é uma resposta da planta aos estresses de maneira geral, e algumas
espécies apresentam a capacidade de formar lignina, a partir da via dos fenilpropandides. Além
disso, a lignina € um componente estrutural que promove maior sustentacao, elasticidade e
rigidez ao caule e as raizes. A presenca dessa substancia contribuiu com a evolucio das plantas,
tal como a transicdo das plantas do ambiente aquatico ao terrestre (JUNG, 2004; BOERJAN;
RALPH; BAUCHER, 2003; MONTEIRO; PEREIRA; ABREU, 2012).

Na quantificacdo de lignina nos tecidos aéreos em mudas de eucalipto com 70 DAE
percebeu-se que ambos tratamentos rustificativos aumentaram o contetido da macromolécula
em questdo, reforcando que, a planta € um organismo muito sensivel a estimulos, sejam estes
ocasionado por perturbacfes mecéanicas ou quimicas (Figura 2A).

Oliveira, Abreu e Pereira (2009) trataram mudas de Eucalyptus urophylla com &cido
jasménico nas concentragdes de 1 e 2 umol L™ as quais resultaram em alterages no teor de
lignina. As mudas controle apresentaram média igual a 26,43 % enquanto as mudas rustificadas
resultaram em valores iguais a 41,56%.

Oliveira, Abreu e Pereira (2009) e Sanches (2008) justificariam o resultado como efeito
da ativagdo da via de precursores (fenilpropandide) ligados a sintese daquela macromolécula
pelo regulador vegetal aplicado, sinalizando essa rota e estimulando a sintese dos compostos
fenolicos gerais e especificos, como é o caso na molécula de lignina.

As mudas pertencentes aos estadios Il e 111 apresentaram as maiores concentracdes de
lignina em plantas submetidas a flex6es caulinares, com aumento de 32,4 e 29,2 % quando

comparadas ao tratamento controle (Figura 2B e 2C). O processo de lignificacdo € muito mais
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intenso em plantas mais velhas (RANKENBERG et al., 2021) visto que além de ser uma
estratégia de defesa € um processo natural de desenvolvimento dos vegetais lignificados. Por
iSs0, seria previsivel que nas fases mais avancgadas, os valores de lignina seriam maiores. Ainda,
¢ importante mencionar gque essa transicdo de fases de crescimento em algumas plantas pode
ser mais sutil do que em outras, principalmente em espécies com crescimento lento e isso
também influenciara nas respostas ao estresse.

No entanto, Braz et al. (2014) estudando o superclone (Eucalyptus urophylla x E.
grandis) em um periodo maximo de 35 meses demonstrou reducdo nas concentracdes de lignina
insoltvel, com valores proximos de 31,33% a medida que evoluiu a idade das plantas, na regido

classificada como clima tropical quente subsumido (Aw).
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Figura 2- Teor de lignina em caules de mudas de Eucalyptus urograndis em funcdo dos métodos
rustificativos e estadios de crescimento | (A), 11 (B) e 111 (C).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras mindsculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.

Fonte: Rocha et al. (2021).
Via de regra, vegetais mais jovens sao menos lignificados, porém quando submetidos a

perturbacdes, independente da origem, passam a produzir substancias secundérias ligadas a
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defesa induzida, como €é o caso da lignina. A questdo é que, apesar da planta apresentar um
sistema de sinalizacdo muito eficiente, cada parte reagird de forma peculiar ao estresse ou
condicdo atipica que serdo impostas. No caso da lignina, caules e raizes irdo se diferenciar e
aumentar, distintamente e independentemente, pois, aqueles 6rgaos poderdo ser afetados mais
drasticamente dependendo do tipo de estresse, Porém, sera dependente dos tipos de tratamento
e as condicOes ambientais que séo cultivadas (NOVAES et al., 2010).

No caso das mudas de Eucalyptus urograndis as concentracdes nos caules e raizes ndo
foram t&o discrepantes, apesar de que, no estadio Il, as raizes apresentaram maiores valores
guando comparados aos caules na mesma fase de desenvolvimento (Figura 3A). Apesar disso,
os dois estadios (I1 e 111) onde houve diferenga (P<0,05) se comportaram similarmente nos dois
Orgdos, com aumento do teor de lignina em mudas tratadas com flexdes no caule (Figura 3A e
3B). Dranski, Malavasi e Malavasi (2015) informaram que, ap6s imposic¢éo de perturbactes
mecénicas na parte aérea em mudas de Pinnus taeda houve aumento de 32 % na concentracdo
de lignina nas raizes.

Evidéncias que corroboram com os resultados encontrados no presente trabalho sdo
descritas por Aoyama et al. (2001) e Seifert e Blaukopf (2010) que argumentaram que a lignina
pode ser aumentada se estimulos mecanicos forem empregados em mudas de angiospermas,
alterando outras estruturas ligadas a parede celular, sua composi¢édo e conformacao. A lignina
tem funcdo ja reconhecida na integridade da parede celular, assim como no transporte de agua

no continuo solo-planta-atmosfera.
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Figura 3- Teor de lignina em raizes de mudas de Eucalyptus urograndis em fungdo dos métodos
rustificativos e estadios de crescimento Il (A) e 111 (B).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras mindsculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).
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A concentracdo de compostos fenolicos (CF) em folhas e raizes das mudas de
Eucalyptus urograndis pertencentes aos estadios | e Ill ndo diferiram significativamente
(P>0,05) entre os tratamentos impostos. Ademais, o teor de CF nas folhas da mesma espécie e
no estadio 1l também ndo diferiu (P>0,05) em funcédo da aplicacédo dos tratamentos rustificativos
e das mudas controle.

Quantificando, no entanto, o teor de compostos fenolicos nas raizes em mudas de
eucalipto do estadio Il percebeu-se um aumento relevante do tratamento controle em
comparacdo as mudas flexionadas mecanicamente, demonstrando que, nesta fase de
crescimento, o processo de sinalizacdo via producdo de CF foi significativo e, neste caso, sob
esse tratamento, o sistema de defesa das mudas de eucalipto foram acionadas.

O aumento nas concentracGes dessa substancia foi de 90,11% (Figura 4). Tendo em vista
tal acontecimento, o aumento nas concentracdes de CF servem de alerta e sinalizacdo em
situacdes de estresse. Ainda, as concentragdes desses compostos costumam ser muito sensiveis
a variag0es ambientais e por isso, sua alteracdo pode ser consequéncia da imposi¢do dos
tratamentos, assim como, de quaisquer variacfes no ambiente em que as plantas estdo sendo
cultivadas (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011,
NCUBE et al., 2012).
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Figura 4- Concentracdo de compostos fendlicos em raizes de mudas de Eucalyptus urograndis em
fungdo dos métodos rustificativos e estadio de crescimento II.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras mindsculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).

O transporte de agua via membranas é livre. Entretanto, os ions precisam de proteinas

carreadoras (canais ou bombas idnicas) a fim de serem transportados do meio extracelular até
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o intra. Assim, os eletrolitos tendem a permanecer nas células se as plantas ndo sdo expostas a
condigOes que sejam configuradas como estresses. No entanto, em meio a adversidades, as
membranas podem perder sua seletividade, resultando em extravasamento do contetdo celular
e, consequentemente de ions.

Esse dano a membrana plasmética pode ser reversivel ou ndo; no primeiro caso, havera
apenas modificacdo da membrana, sem, no entanto, levar a desintegracdo, enquanto que, no
segundo caso, dependendo da intensidade, a membrana pode ser rompida e resultar na morte
das células. Por isso, mediante a avaliacdo da perda de eletrolitos, pode-se inferir a condicéo da
planta e como determinado tratamento estara estimulando a mesma (SANTAREM, 2017).
Dessa maneira, quanto maior os valores, maior o estresse ocasionado pelos tratamentos. Apesar
disso, essa condicdo pode ser uma estratégia dos vegetais com o objetivo de tolerar a condicdo
adversa (BAJJI; KINET; LUTTS, 2002).

Em mudas do estadio | o maior valor foi em mudas controle. Mudas tratadas, tanto com
o regulador vegetal de crescimento quanto com as flexfes caulinares apresentaram reducao nas
concentracdes de ions. Isso reforca que, mudas rustificadas podem apresentar um sistema de
sinalizacdo complexo e eficiente que é convertido em respostas defensivas, tal como, a
conservacao da integridade da membrana e menor extravasamentos de eletrélitos no meio
intracelular (Figura 5A).

Resultados semelhantes foram obtidos por Volkweis et al. (2014) que associaram 0
aumento no numero de flexGes a reducdo da perda de eletrolitos nas raizes em mudas de
Maytenus ilicifolia [(Schrad.) Planch.]. Por isso, € importante pontuar que, quanto mais baixo
o valor quantificado na perda de eletrolitos, maior a viabilidade dos tecidos e integridade das
membranas. Logo, em mudas de eucalipto do estadio I, o tratamento com metil jasmonato foi
aquele que resultou em menor extravasamento de ions e consequentemente maior integridade
da membrana (Figura 5A).

Em mudas do estadio 11, resultado inverso foi observado em fungédo da imposic¢éo dos
tratamentos (Figura 5B). Apesar da condicao estressante ocasionada pela liberacédo de ions ser
um inconveniente ela também pode ser uma estratégia benéfica, visto que, o objetivo da
rustificacdo é utilizar a imposicdo do estresse com a finalidade de melhorar a tolerancia das
plantas (TELEWSKI; JAFFE, 1986). Ainda, é imprescindivel pontuar que, 0 extravasamento
de ions ndo culmina necessariamente na morte da planta, pois, 0s vegetais apresentam uma
infinidade de células e, no caso de algumas apresentarem plasmdlise a situacdo pode ser

revertida, dependendo da intensidade da adversidade a que foram submetidas.
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Além disso, é interessante salientar que os estadios de crescimento irdo influenciar
diretamente sobre os efeitos e respostas defensivas dos vegetais. Portanto, determinar qual
melhor periodo de expedicdo das mudas baseado nas estratégias e respostas as condicdes

ambientais adversas é a melhor forma de garantir a qualidade das mudas em ambiente

protegido.
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Figura 5- Perda de eletrolitos (PE) em mudas de Eucalyptus urograndis em funcdo dos métodos
rustificativos e estadios de crescimento | (A) e 1l (B).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras minGsculas comparam nas colunas e letras mailsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Ao se quantificar os pigmentos fotossintéticos pelo método destrutivo (clorofila a e b)
e ndo destrutivo (indice SPAD) nao houve diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os
tratamentos em mudas de Eucalyptus urograndis.

A avaliacdo em mudas de Eucalyptus urograndis do estadio | a campo até os 30 dias ndo
resultou em mortalidade. Entretanto, ap6s aquele periodo, as mudas do tratamento controle e as
submetidas a perturbacdo mecanica externaram sobrevivéncia de 55,6 % em relacdo ao total de
plantas levadas a campo por tratamento, enquanto que com as mudas que receberam o
tratamento quimico foi de 33,4 %.

A partir dos 60 dias pds-plantio houve perda total das plantas pertencentes ao estadio I,
ocasionada por baixa temperatura do ar, atingindo temperatura minima de 4,2 °C (Apéndice B-
Figura 3) e ataque de formigas. Quanto a temperatura do ar, entre os meses de junho e julho
houve trés geadas severas, que foram extremante prejudiciais, principalmente em plantas mais
jovens, resultando na morte destas (Apéndice B-Figura 3).

Assim, as chuvas foram irregulares e mal distribuidas ao longo dos meses (Apéndice B-

Tabela 1) o que ocasionou a combinagdo de dois estresses perigosos, restricdo hidrica e
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temperaturas extremas. Além desses, as formigas cortadeiras (Atta laevigata) foram um dos
problemas mais comuns e constantes nas mudas de eucalipto ao longo do experimento.

Com as mudas dos estadios Il e 111, os tratamentos rustificativos ndo influenciaram na
sobrevivéncia pos-plantio, visto que estas sobreviveram apesar dos estresses (0S mesmos
descritos acima) e a porcentagem de sobrevivéncia em ambos foi igual a 100%.

Similarmente aos resultados do presente trabalho, Cadorin et al. (2015) estudando o
efeito da imposicédo dos tratamentos rustificativos quimico e mecanico em mudas de Cordia
trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud reportaram inexistir relagdo daqueles com a sobrevivéncia
das mudas a campo avaliadas aos 90 e 180 dias, com porcentagem de sobrevivéncia de 97 e
95%, respectivamente.

Ainda, Del Campo et al. (2009) observaram que os atributos de qualidade,
principalmente morfométricos das mudas apenas se correlacionaram com a sobrevivéncia em
Quecus ilex subsp. Ballota (Desf.) Samp. quando avaliadas por um periodo de um ano, e sob
intensa condicdo de restri¢do hidrica.

Ao se realizar a quantificacdo do incremento dos parametros morfométricos em mudas
ao serem expedidas a campo e 90 dias depois, observou-se que, as médias nao diferiram
estatisticamente entre si (P>0,05) independentemente da aplicacdo dos tratamentos.

Os incrementos calculados foram iguais a 63,04; 56,88; e 54,66 cm em mudas do estadio
I1 nos tratamentos controle, metil jasmonato e flexdes caulinares, enquanto que, com o didmetro
os valores foram de 9,55; 8,09; e 8,13 mm, respectivamente. Algo semelhante foi observado
com mudas do estadio Il na mesma espécie, com incrementos iguais a 38,55; 35,41; e 34,67
cm em altura e o didmetro igual a 6,17; 6,52; e 5,92 mm na mesma ordem descrita acima.

Ao se observar o crescimento das mudas é facil notar que, o incremento em altura e
diametro foi menor no estadio 111 quando comparado ao Il. Tal diferenca, nesse caso pode ser
explicada, pelo fato de que, segundo a determinacdo de crescimento (Capitulo 1) as mudas
estavam transitando entre o crescimento acelerado e a diminuicdo da velocidade no estadio I,
enquanto que, na fase final, o crescimento e desenvolvimento das mudas, independente dos
tratamentos ocorreu mais lentamente. O acima descrito foi confirmado quando as mudas foram
expedidas a campo. Além do mais, estas foram expedidas em periodos diferentes, sendo que o
estadio 111 foi a campo mais préximo do inverno e por isso seu crescimento foi afetado pelo
estresse imposto por aquela condigéo.

A quantificacdo da rigidez flexural de Hymenaea courbaril ndo resultou em diferencas

(P>0,05) entre os tratamentos aplicados nas mudas dos trés estadios de crescimento, apesar de



81

ficar evidente que, ao passo que as mudas avangaram em idade a resisténcia a tragéo do caule
aumentou, atingindo valores maiores que 2 N cm™ no estadio II1.

Além do mais, quando as mudas foram arrastadas a 2 cm nos trés estadios avaliados,
obteve-se 0s maiores valores ao se quantificar a rigidez flexural. Uma explicacdo aceitavel é
que, ap6s as mudas serem arrastadas por 2 cm percebe-se que esses valores, mesmo em escala
pequena diminuiram, reforcando que, a medida que essas mudas foram flexionadas, primeiro a
1 cm, depois a 2 cm e por fim a 3 cm, houve menor resisténcia, devido a maior tensao aplicada.
Dessa maneira, seria necessario que esta investisse em mais for¢a para voltar a posicéo vertical.
Entretanto, & medida que esse arraste aumenta, aumentou também a flexibilidade caulinar,
como uma forma de adaptacdo ao estimulo provocado pelo equipamento.

Em mudas de jatobd ndo foi detectado diferenca significativa (P>0,05) entre os
tratamentos rustificativos ao se avaliar o teor de lignina em caules e raizes. Corroborando em
parte com esse resultado, Heberle et al. (2018), observou diferenca apenas ao avaliar a
lignificacdo nos caules em mudas de Patagonula americana L. ap6s a aplicagcdo de &cido
jasmonico. Os autores acima concluiram que as doses usadas nao foram capazes de diferenciar
ou incrementar de forma significativa esses teores nos tecidos radiculares. No caule, 0 aumento
foi igual a 27,55 % em mudas tratadas com a concentragao de 1,0 umol L de acido jasmonico.
Ainda, a espécie pode ser considerada mais tolerante a variagdo do meio e por isso,
independente dos tratamentos, ndo houve diferenga.

Em mudas de jatoba pertencentes aos estadios | e Il, a variacdo nas concentracdes de
compostos fendlicos foi significativamente afetada. No estadio I, as concentracGes daqueles
compostos aumentaram mais que 50% em mudas tratadas com metil jasmonato, variando de
5,99 até 12,42 mg de 4cido gélico por g de MS (Figura 6A).

Uma das fun¢des dos compostos fendlicos é sua acdo como agente antioxidante e sua
capacidade de se ligar a radicais livres tornando esses menos danosos as células vegetais. O
processo de transmissdo de sinal é desencadeado por meio da ativacdo de enzimas e proteinas
ligadas a defesa da planta, que culminara na captura de elétrons e a formacdo de moléculas néo
ibnicas e prejudiciais ao desenvolvimento das plantas (PEREIRA; CARDOSO, 2012;
SHARMA; SINGH, 2013).

De fato, ao longo do experimento grande variacdo na temperatura e umidade foram
observadas (Apéndice B) o que pode ter intensificado o desequilibrio dessas mudas, que ja
estavam sendo submetidas a um tipo de estresse programado. Além do mais, fica perceptivel
gue o tratamento mecénico foi o que mais influenciou os ganhos desses compostos

antioxidantes (Figura 6A e B).
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Em contrapartida, em mudas do estadio 11l obteve-se resposta inversa; o tratamento
controle foi aquele na qual as mudas externaram as maiores medias, mostrando que uma
espécie, mesmo que se desenvolva em um mesmo ambiente e receba 0s mesmos tratos culturais
serdo influenciadas também por suas caracteristicas genéticas ou adquiridas. No caso de mudas
com maior DAE, as flexdes caulinares realizadas por um més ndo estressaram t&o drasticamente
as mudas quanto nas fases de desenvolvimento anterior (Figura 6C).

Nas folhas, pela maior exposicdo ao meio e maior sensibilidade, os resultados de
perturbacdes externas sao sentidos de forma mais intensa e primeiramente, principalmente em
mudas mais jovens, onde o sistema de crescimento é priorizado e por isso o aparato defensivo

pode demorar mais a reagir aos estimulos.
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Figura 6- Concentragdo de compostos fenolicos em folhas de mudas de Hymenaea courbaril em funcéo
dos métodos rustificativos e estadios de crescimento | (A), 1l (B) e 111 (C).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras minusculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).
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Os tecidos radiculares sdo considerados os principais 6rgaos responsaveis pela liberacao
de compostos fendlicos e nesse sentido, podem usar seu potencial alelopatico com o objetivo
de reduzir a competicdo intra e interespecifica (OLIVEIRA, 2017). Além disso, é possivel que,
se estimuladas, as plantas distribuam esses compostos entre outras partes, assim como, ocorra
0 seu incremento a fim de sinalizar qualquer alteracdo decorrente de estimulos externos. Essa
resposta foi evidenciada estudando mudas de Hymenaea courbaril rustificadas no estadio Il
(110 DAE), onde observa-se aumento desses teores nas raizes do tratamento controle em
comparagdo com as submetidas a flexfes caulinares com um crescimento de aproximadamente
244% no estadio 111 (Figura 7B).

No estadio I (Figura 7A) esses valores ndo foram tdo discrepantes, sendo que, nas mudas
estimuladas com aplicacdo de MeJA obteve-se a menor média (10,43 mg acido galico g de MS)
e esta por sua vez diferiu do tratamento controle.

Além disso, percebe-se resposta inversa ao se comparar a quantidade de compostos
fendlicos quantificados nas folhas e raizes em mudas do estadio I11, onde os incrementos foram
decrescentes em folhas, enquanto que nas raizes foram crescentes demonstrando que, parte

desses componentes, ao invés de ser translocado foi depositado nas regides radiculares (Figura

6C e 7C).
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Figura 7- Concentracdo de compostos fendlicos em raizes de mudas de Hymenaea courbaril em funcéo
dos métodos rustificativos e estadios de crescimento | (A) e I11 (B).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras minusculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Ao determinar a perda de eletrdlitos em mudas de jatoba do estadio I, o tratamento que
implicou em menor media foi a aplicacdo de metil jasmonato (Figura 8A). Logo, o tratamento

quimico pode ser recomendado como uma opcdo viavel no processo de rustificagcdo. Sob as
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condigdes do ensaio, aquele tratamento ndo comprometeu a integridade da membrana e reduziu
a quantidade de ions depositados no meio celular.

Guo et al. (2010) concluiu que, a reducao dos valores pode estar vinculada a deposicéao
de reguladores osmaticos mediante a sinalizacdo promovida pelo regulador metil jasmonato,
neutralizando o efeito dos ions toxicos liberados no meio celular. Essas substancias podem ser
depositadas principalmente no sistema radicular, principal 6rgéo de reserva.

Cadorin et al. (2015) avaliando a perda de eletrdlitos nas raizes de mudas de Cordia
trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud rustificadas mecanicamente e quimicamente obtiveram as
menores médias nas mudas tratadas independentemente do tratamento com reducao de 40% em
comparacdo ao tratamento controle.

As mudas de jatoba do estadio 11, em contrapartida, apresentaram respostas distintas. As
mudas que, em tese, externaram sintomas de estresse foram aquelas tratadas com metil
jasmonato, aumentando de forma evidente em comparacgdo ao tratamento controle. Nesse caso,
respostas peculiares serdo detectadas a medida que as plantas crescem, envelhecem e se
desenvolvem (Figura 8B). Ademais, a medida que 0s vegetais crescem e se desenvolvem podem
estar mais sensiveis e responsivos ao estimulos externos, ja que o tempo de consolidacdo do

sistema defensivo foi maior.
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Figura 8- Perda de eletrdlitos (PE) em mudas de Hymenaea courbaril em funcdo dos métodos
rustificativos e estadios de crescimento | (A) e 11 (B).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade. Letras minusculas comparam nas colunas e letras maitsculas comparam nas linhas.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Ao se quantificar os pigmentos fotossintéticos pelo método ndo destrutivo (indice
SPAD) nédo houve diferenca estatistica significativa (P>0,05) entre os tratamentos em mudas

de Hymenaea courbaril e as médias foram 31,11; 30,91; 32,91 ug cm2 em mudas controle,
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aquelas onde houve a aplicacdo de MeJA e FlexBes caulinares no estadio I; Naquelas
pertencentes ao estadio Il, as médias foram iguais a 20,63; 28,83; 25,14 pug cm?2 na mesma
ordem anterior. E por fim, no estadio Ill, os valores foram de 25,10; 27,10; e 29,53 ug cm=

O aumento no teor de clorofila coincidiu com a reducéo da rea foliar em mudas tratadas
via flexdes caulinares no estadio I, dado que, nessa condicdo e devido a perda da &rea
fotossinteticamente ativa, as folhas, como estratégia fisiologica precisavam compensar esse
déficit. Assim, foi necessario que houvesse o aumento na sintese, tanto de clorofila a quanto de
clorofila b (Figura 9 e 10). Essa compensagdo é uma forma de impedir que a producéo de
fotoassimilados, aquisicdo de energia e metabolismo primario das plantas seja interrompido e
prejudique o desenvolvimento e estabelecimento.

Ademais, esse acréscimo ocorreu de forma gradativa e perceptiveis visivelmente,
mediante a mudanga de coloragdo. Enquanto as mudas, antes do processo de rustificacéo,
apresentavam uma coloracdo verde-amarelada ap6s o periodo de 30 dias, as mesmas mudas
apresentavam cores no tom de verde variando entre o0 verde musgo e 0 escuro.

Diferente do obtido na pesquisa, ao realizar a quantificacdo de clorofila a e b em plantas
jovens de Tabebuia roseo-alba, Cadorin et al. (2021) observaram diferenca estatistica
significativa entre as mudas controle e as tratadas quimicamente e mecanicamente. Entretanto,
a reducdo na clorofila a foi evidenciada tanto quanto os teores de clorofila b apds a aplicacédo
das flexBes no caule as 4 e 8 semanas.

A reducdo na concentracdo de clorofila em fungdo da flexdo caulinar também foi
observada no trabalho de Coutand (2010) que associou esse decréscimo nos pigmentos a
reducdo da biomassa aérea, assim como, reducdo na taxa fotossintética. Apesar dos resultados
contraditérios, enfatiza-se o fato de que cada espécie respondera de forma especifica e
diferenciada aos estimulos do meio. A reducdo dos pigmentos pode influenciar no crescimento
da parte aérea, mas ndo necessariamente restringird o desenvolvimento radicular, pois, em
alguns casos, pode haver realocacdo de reservas nutricionais e produtos da fotossintese entre
esses Orgaos, a fim de estimular seu crescimento frente a possiveis estresses.

Além disso, na mesma espécie e estadio, a aplicacdo de MeJA implicou em redugéo nos
teores de clorofila a (Figura 9) e segundo Vieira et al. (2010) a aplicagdo exdgena de jasmonatos
pode estar associado ao processo de senescéncia foliar e, consequentemente a degradacéo dos
pigmentos clorofilianos. Esses pigmentos estdo ligados a captura da energia luminosa, pela
conversao e consumo de ATP e NADPH e por isso, nesse caso, as clorofilas e sua reducgéo irdo

influenciar na taxa de assimilagdo liquida de CO.. Ademais, plantas impostas ao tratamento
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quimico aumentaram o nimero de folhas. Apesar disso, estas ndo realizavam fotossintese por
serem muito novas e ndo contribuiam com a concentracdo de pigmentacéo verde.
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Figura 9- Concentracgdo de clorofila a em mudas de Hymenaea courbaril no estadio | em funcdo dos

métodos rustificativos.
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%

de probabilidade.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Um fato importante a ser destacado € que, como mencionado anteriormente, ha dois
tipos de clorofila com papeis importantes e diferentes na acdo das atividades metabdlicas.
Clorofila a € essencial para a continuidade da fase fotoquimica e consequentemente a formacéo
de energia, podendo desencadear o transporte de elétrons nos fotossistemas (ROSA, 2017).

A clorofila b € um pigmento acessorio, que ajuda na captacdo de energia, recolhendo-a
e transmitindo ao pigmento anterior, apesar disso, € importante que as quantidades desses
pigmentos estejam equilibradas, de forma a ndo prejudicar os processos metabolicos
dependentes das mesmas. A clorofila a, ainda é encontrada, na propor¢édo de 3:1 em relagdo a
clorofila b, porém isso sera dependente da espécie, ontogenia, conformacao foliar e distribuicdo
da parte aérea (ROSA, 2017).

Apos a determinagéo dos teores de clorofila b, tanto nas mudas do estadio | (Figura
10A) quanto nas do estadio Ill (Figura 10B), observou-se maior discrepancia em relacdo ao
tratamento mecanico, comparando ao tratamento controle. Algo muito préximo do que foi
observado ao se determinar o teor de clorofila a. Sendo que mudas tratadas com flexdes
caulinares apresentaram aumento significativo (P<0,05) em relacdo as mudas controle no

estadio | com elevagdo de 119,15%. As demais mudas tratadas com metil jasmonato reduziram
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seus teores em ambos os estadios de crescimento comparando com as mudas controle (Figura
11A e 11B).
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Figura 10- Concentracdo de clorofila b em mudas de Hymenaea courbaril em fungdo dos métodos
rustificativos e estadios de crescimento | (A) e 111 (B).

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 1 e 5%
de probabilidade.

Fonte: Rocha et al. (2021).

As mudas de jatobd dos estadios I, Il e Il expedidas a campo apresentaram
sobrevivéncia de 100% independente dos tratamentos aplicados. Matheus et al. (2011)
destacaram que a espécie Hymenaea courbaril € muito tolerante a adversidades ambientais,
além de apresentar estratégias para melhor sobreviver nessas condi¢des como a perda de folhas,
devido a ser classificada como uma espécie semidecidua (COSTA; SOUZA; SOUZA, 2011).

Cabe destacar que, em mudas do estadio I, entre as avaliacGes de 45 e 120 dias as mudas
apresentaram desfolha dréstica e sé iniciaram a rebrota apds 150 dias, quando as temperaturas
estavam mais préximas do ideal ao crescimento e por isso as avaliagcdes morfométricas ndo
foram realizadas ap6s aquele periodo.

Ao se avaliar as mudas dos estadios Il e Il a campo, no entanto, ndo detectou-se
diferenca estatistica (P>0,05) para os parametros morfométricos. No estadio 1, os incrementos
em altura e didmetro (avaliacdo das mudas quando levadas a campo e apos 90 dias) foram de
2,93; 2,13; 2,28 cm em altura e de 0,30; 0,36; 0,30 mm em didmetro nas mudas tratadas com
os tratamentos controle, MeJA e flexBes caulinares, respectivamente. A desfolha também foi
evidenciada em mudas desse estadio, porém apenas apos 0s 90 dias e sem desfolha drastica. A
principal justificativa para a perda de folhas foram as temperaturas baixas e distribuigdo
irregular de chuvas (Figura 3 e Tabela 1 no apéndice do trabalho).

No estédio 11, resultados dos incrementos foram de 7,74; 6,74; 6,66 cm em altura e de

1,21; 0,94; e 0,88 mm em didmetro) nas mudas controle, MeJA e submetidas a flexdes,
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respectivamente e ndo mostraram-se diferentes (P>0,05). Os valores baixos nos incrementos
morfométricos em mudas de jatoba em relagdo a permanéncia destas a campo (90 dias) é uma
caracteristica da espécie que apresenta crescimento lento (LORENZI, 2002; CARVALHO,
2003). Ademais, a diferenca observada entre os incrementos nos estadios Ill e Il esta mais
relacionada ao periodo em que foram expedidas (estadio Il mais préximo do periodo frio) do
gue necessariamente a fase de crescimento.

Cadorin et al. (2015) avaliaram o crescimento das mudas de Cordia trichotoma (Vell.)
Arrab. ex Steud e ndo detectaram diferenca estatistica entre os tratamentos rustificativos
(controle, metil jasmonato em 4 e 8 semanas de rustificacdo e flexdes no caule no mesmo
periodo descrito anteriormente) aos 90 dias. Contudo, aos 180 dias, os autores acima citados
reportaram que o tratamento que apresentou maior crescimento foi o de 20 perturbacfes
caulinares durante 8 semanas, assim como a aplicacdo de metil jasmonato no mesmo periodo.
A velocidade de crescimento foi incrementada em altura e no didmetro do coleto em até 130%

e 102%, respectivamente, ao comprar com o tratamento controle.

CONCLUSOES

Nas mudas de Eucalyptus urograndis a aplicacdo das flexdes caulinares resultou em
acréscimo quando se compara com o tratamento controle na avaliagdo da rigidez flexural,
reforgando que as mudas sintetizaram substancias relacionadas a maior resisténcia do caule e
ao tracionamento. Isso pode ser confirmado pelo aumento do teor de lignina no caule.

A imposicdo do metil jasmonato e das flexdes caulinares apresentaram resultados
semelhantes em mudas de Eucalyptus urograndis ao se avaliar a concentragdo de lignina no
caule, na raiz e perda de eletrélitos. Portanto, ambos os métodos poderiam ser escolhidos pelos
viveiristas, dependendo da disponibilidade de produtos e equipamentos.

Em mudas de Hymenaea courbaril, o teor de compostos fendlicos quantificados nas
folhas foram aumentados com a aplicacdo dos dois tratamentos rustificativos em mudas do
estadio I. Para a mesma espécie, a aplicacdo dos dois métodos rustificativos foram eficientes
em promover a sinalizagéo de condicOes estressantes e por isso poderiam ser recomendados.
Morfologicamente, a imposicdo do estimulo mecénico foi mais dréstico para a espécie,

principalmente para a area foliar e biomassa aérea.
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CAPITULO IV: QUANTIFICACAO DE AJUSTADORES OSMOTICOS EM MUDAS
DE JATOBA E EUCALIPTO SUBMETIDAS AO DEFICIT HIDRICO APOS A
RUSTIFICACAO

RESUMO

Muitos estudos séo desenvolvidos frequentemente com o objetivo de aumentar a toleréncia dos
vegetais a condicdes de déficit hidrico e o uso eficiente de agua, visto que, a agua € um dos
fatores mais limitantes a producdo. O proposito da pesquisa foi avaliar as respostas bioquimicas
nas mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril L. sob restricdo hidrica,
quantificando a variacdo na concentracdo de ajustadores osmaticos. No ensaio foram utilizadas
mudas de eucalipto e jatoba produzidas via semente e conduzidas em ambiente protegido
pertencente a Unioeste, no Campus de Marechal Candido Rondon. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial e constituido de controle, metil jasmonato
e flexBes caulinares, trés periodos de déficit hidrico (4, 8, 12 dias) e quatro repeticdes,
totalizando 36 mudas por estadio em mudas de eucalipto. Em mudas de jatoba seguiu-se o
mesmo delineamento da espécie anterior, entretanto os periodos foram de 5, 10 e 15 dias e trés
repetices apenas. O periodo distinto entre as avaliacbes das espécies pode ser justificada pela
maior tolerancia do jatoba a falta de dgua, observado via teste preliminar. As determinacgdes
foram o conteudo relativo de dgua (CRA), aminoécidos, proteinas, prolina, glicina-betaina e
temperatura foliar. A temperatura foliar foi alterada em funcéo da evolucdo dos periodos de
déficit hidrico no hibrido e na espécie. Ainda, nas mudas de eucalipto o CRA reduziu em todos
os tratamentos aplicados no estadio Il e Ill, com destaque naquelas plantas tratadas
mecanicamente, que refletiu em maior resisténcia a perda de &gua, apesar dos valores baixos.
O conteudo de solutos foi alterado em funcéo da condicdo estressante na mesma espécie, por
exemplo, o teor de aminoécido, prolina e glicina foram incrementados a medida que os dias de
déficit hidrico evoluiram até os 12 dias, enquanto que, a concentracdo de proteinas reduziu,
como consequéncia da conversao de proteinas em aminoacidos. Em mudas de jatob4, os valores
iniciais do CRA observados foram proximos de 70 % nas mudas controle e aquelas submetidas
a aplicacdo de metil jasmonato, com percentual de redugdo de 76,23 e 82,64 %,
respectivamente. Em mudas rustificadas mecanicamente, apesar das plantas avaliadas aos 5
dias apresentarem menor contetdo hidrico, a reducéo foi menor. Nas raizes de jatoba no estadio
I1, 0 maior acréscimo no contetdo de aminoacidos foi observado em mudas ndo rustificadas e
as médias variaram de 31,62 a 47,67 umol de aminoécidos g* de MS.

Palavras-chave: Folhas. Metil jasmonato. Flex6es caulinares. Raizes. Restricdo hidrica.
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QUANTIFICATION OF OSMOTIC ADJUSTERS IN JATOBA AND EUCALYPTUS
SEEDLINGS SUBMITTED TO WATER DEFICIT AFTER HARDENING

ABSTRACT

Many studies are developed frequently with the objective of increasing the tolerance of plants
to conditions of water deficit and the efficient use of water, since water is one of the most
limiting factors to production. The purpose of the research was to evaluate the biochemical
responses in Eucalyptus urograndis and Hymenaea courbaril L. seedlings under water
restriction, quantifying the variation in the concentration of osmotic adjusters. In the test,
eucalyptus and jatoba seedlings produced via seed and conducted in a protected environment
belonging to Unioeste, on the Campus of Marechal Candido Rondon, were used. The design
used was a factorial design, consisting of control, methyl jasmonate and stem bending and three
periods of water deficit (4, 8, 12 days), with four replications, totaling 36 seedlings per stage in
eucalyptus seedlings. In jatoba seedlings, the same design as the previous species was followed,
however the periods were of 5, 10 and 15 days and only three replications. The different period
between species evaluations can be justified by the higher tolerance of jatoba to lack of water,
observed through preliminary test. Determinations were relative water content (RWC), amino
acids, proteins, proline, glycine-betaine and leaf temperature. Leaf temperature was altered as
a function of the evolution of periods of water deficit in the hybrid and in the species. Still, in
eucalyptus seedlings, RWC reduced in all treatments applied in stages Il and 111, especially in
those mechanically treated plants, which reflected in greater resistance to water loss, despite
the low values. The solute content was altered as a function of the stressful condition in the
same species, for example, the amino acid, proline and glycine content were increased as the
days of water deficit progressed to 12 days, while the protein concentration reduced, as a
consequence of the conversion of proteins into amino acids. In jatoba seedlings, the initial
values of RWC observed were close to 70 % in the control seedlings and those submitted to the
application of methyl jasmonate, with a reduction percentage of 76.23 and 82.64 %,
respectively. In mechanically hardened seedlings, although the plants evaluated at 5 days had
lower water content, the reduction was smaller. In jatoba roots at stage 11, the greatest increase
in amino acid content was observed in non-hardening seedlings and the averages ranged from
31.62 to 47.67 umol of amino acids g-1 of DM.

Keywords: Leaves; Methyl jasmonate. Stem flexions. Roots. Water restriction.
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INTRODUCAO

As espécies do género Eucalyptus sdo utilizadas por seu potencial madeireiro, na
indastria de celulose, construgdo civil e producdo de carvdo. O uso do superclone vem
aumentando gradativamente em areas produtivas. Resultante do melhoramento genético os
hibridos Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla englobam as caracteristicas de crescimento
primario do primeiro, enquanto o segundo hibrido abrange as carateristicas de qualidade da
madeira, tolerancia a doencas e falta de agua (QUILHO; MIRANDA; PEREIRA, 2006;
HSING, PAULA; PAULA, 2016).

As plantacBes de espécies exoticas em especial do eucalipto tém gerado grande
controveérsia quanto ao uso excessivo de dgua. Porém, ha consenso que os fatores que impactam
0 Uuso excessivo de agua estdo mais ligados as propriedades do solo, declividade e
disponibilidade hidrica das areas do que a espécie propriamente dita (FRITZSONS; PARRON,
2017).

O jatobéa pertence a familia Fabaceae com area de ocorréncia por toda a América. No
Brasil pode ser encontrado entre as regides do Amazonas e Centro-Oeste brasileiro. Além disso,
0 jatobéa apresenta pluralidade quanto ao uso e nos Gltimos anos vem sendo muito utilizado na
recomposicao de reservas florestais (CARVALHO, 2003).

A madeira do jatoba apresenta alta qualidade, o material vegetativo apresenta
substancias e componentes interessantes na sintese de farmacos, além de ser uma 6tima opcao
na indudstria alimenticia, recuperacdo de areas degradadas, incorporacdo em sistemas mistos,
principalmente agroflorestas e potencial paisagistico (COSTA; SOUZA; SOUZA, 2011).

O estresse hidrico pode desencadear modificacdes drasticas nas atividades vegetais
essenciais pois, as plantas fecham os estdmatos, reduzindo a condutdncia estomaética e
aumentando a resisténcia a troca de agua e gases, ou mesmo, reduzindo a area fotossintética
ativa, afetando o crescimento e desenvolvimento. Além das alteragGes fisioldgicas, outras
podem ocorrer a nivel celular ou molecular, alterando a conformacéo genética, positivamente
ou negativamente, dependendo da intensidade do estresse e do periodo de exposic¢do (GUO et
al., 2010; LOPES et al., 2011; BHARGAVA; SAWANT, 2013; VALDES et al., 2013).

Blumwald e Mittler (2017) conceituaram que, o estresse hidrico ocorre em quatro fases.
Primeiramente, a planta apresentara reducdo das atividades metabdlicas essenciais,
principalmente taxa de fotossintese e transpiracdo, devido ao fechamento estomatico. Em
segundo lugar, iniciam-se as estratégias das plantas a fim de tolerarem essas condicGes, por

meio de ajustamento osmotico, principalmente. Posteriormente, mediante a persisténcia do
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estresse e no caso das estratégias desenvolvidas anteriormente nao serem mais suficientes, pode
haver a morte da planta. Finalmente, no caso onde o estresse foi interrompido e a planta néo
chegou no limiar de estresse extremo, pode se recuperar, com riscos as suas atividades normais
e retomar seu desenvolvimento e crescimento.

Uma estratégia vegetal ao déficit hidrico € o ajuste osmotico, que objetiva manter a
turgescéncia celular, por meio do equilibrio dindmico entre solutos e solGveis no meio intra e
extracelular. O acimulo dessas substancias, a curto prazo, ira melhorar a tolerancia dos vegetais
ao déficit hidrico pelo aumento nas concentracGes de prolina, glicina-betaina e acucares
soltveis nos vacltolos ou mesmo no citosol das células. Ademais, os solutos irdo proteger a
integridade das membranas e atuardo na inativacdo de produtos tdxicos gerados a partir da
resposta do sistema de defesa vegetal, no caso, as espécies reativas de oxigénio (SILVEIRA et
al., 2009; BLUMWALD; MITTLER, 2017).

Os solutos ou osmdlitos compativeis sdo compostos inorganicos que, em tese, ndo
influenciam  negativamente no metabolismo celular, mesmo quando aumentados
significativamente. A sintese desses compostos ocorre de forma irreversivel, a citar, a producéo
de prolina, ou por meio da combinacdo da sintese e catabolismo, como por exemplo, a prolina,
0 objetivo é produzir estruturas mais simples e facilmente transportadas. Ao final da condicéo
estressante, esses componentes simples, ou monémeros sofrem o processo de polimerizagéo e
podem ser reaproveitados pelos vegetais (MARIJUAN; BOSCH, 2013; BERGONCI, 2017).

A regulacdo osmdtica, no entanto, ird ser afetada pela intensidade do déficit hidrico
assim como da resposta peculiar de cada planta. Por isso, a quantificacdo desses compostos é
importante, pois ird predizer o grau do estresse, assim como a eficiéncia e velocidade das
respostas dos vegetais.

Estudos sao desenvolvidos frequentemente com o objetivo de aumentar a tolerancia dos
vegetais a condigdes de déficit hidrico e o uso eficiente de 4gua. A estratégia mais valida seria
0 melhoramento genético, no entanto, 0 método € oneroso e relativamente lento. Logo, faz-se
uso de praticas alternativas de manejo com a finalidade de aumentar a toleréncia a condi¢oes
ambientais adversas e manter o funcionamento das plantas mesmo sob condigdes restritivas.

O processo de rustificagcdo pode ser uma opgdo vantajosa quando se trata do aumento
da tolerancia das plantas, amenizando o choque pos-plantio, ja que, essa técnica visa agilizar as
respostas defensivas dos vegetais as condi¢cdes nao ideais encontradas a campo, induzindo e
antecipando esses estresses em ambiente protegido (JACOBS; LANDIS, 2009).

Esse aparato defensivo pode estar presente nas plantas independentemente de serem

expostas ou ndo as adversidades (defesa constitutiva) ou serem sintetizados posteriormente a
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invasdo de pragas e patdgenos ou mesmo sobre restri¢cdes ligadas ao ambiente (defesa induzida)
(PINTO-ZEVALLOS et al., 2013). A questdo é que, o tempo de resposta das plantas pode ser
um diferencial na hora de tolerar essas condi¢des, assim como impactardo na sobrevivéncia
destas na hora de compor os plantios florestais.

A aplicacdo de reguladores vegetais de crescimento, tal como o uso de estimulos
mecanicos podem ser utilizados com a finalidade de promover a rustificagcdo em mudas de
especies lenhosas florestais (ORO et al., 2012; VOLKWEIS et al., 2014; DRANSKI;
MALAVASI; MALAVASI, 2015; HEBERLE et al., 2018; CADORIN et al., 2021).

O écido jasménico (JA), assim como o metil jasmonato (MeJA), por exemplo, sdo
importantes reguladores do desenvolvimento vegetal, atenuando o efeito de estresses abidticos
e bidticos. Além de atuar na defesa das plantas, o regulador atua na germinacéo de sementes,
frutificacdo, floracdo, crescimento radicular, alem de alterar a fisiologia dos individuos, como
por exemplo, abertura e fechamento dos estobmatos (AVANCI et al., 2010).

A flexdo caulinar é outra prética rustificativa que pode ser introduzida nas préticas de
viveiro, pois simula 0s estresses mecanicos que 0s vegetais lenhosos podem ser expostos
frequentemente. Como resultado desse processo, 0s vegetais podem aumentar a tolerancia e
maximizar a sobrevivéncia. Entretanto, essa pratica deve ser realizada com cautela, porque a
linha entre aumento da tolerancia e intensificacdo do estresse pode ser muito ténue e ao invés
de melhorar o desenvolvimento das plantas ir4 ter o resultado contrario (RAMOS et al., 2012;
VOLKWEIS et al., 2014; DRANSKI; MALAVASI; MALAVASI, 2015).

Assim, o propoésito da pesquisa foi avaliar as respostas bioguimicas das mudas de
Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril L. sob restricdo hidrica, quantificando a variacdo
na concentracdo de ajustadores osméticos e substancias indicadoras de estresses, ligadas ao

metabolismo do nitrogénio.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no oeste do Estado do Parana, latitude de 24° 33* 24°° S,
longitude de 54° 05° 67>’ W e altitude de 420 m. Pela classificagdo climatoldgica do IAPAR e
Koppen, o clima da regido é do tipo Cfa, subtropical (ALVARES et al., 2013), com médias
térmicas variando entre 22 e 23 °C, boa distribuicdo de chuvas durante o ano e caracterizado
por verdes quentes (NITSCHE et al., 2019).

O experimento foi conduzindo em ambiente protegido, as medi¢Ges da umidade

relativa e da temperatura do ar foram obtidas diariamente com o auxilio de um datalogger
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(Modelo KlimaLogg Smart). Os valores médios, maximos e minimos dessas variaveis estdo
tabuladas no apéndice B deste trabalho.

As mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril L. foram produzidas via
semente e conduzidas em ambiente protegido com filme de polietileno de baixa densidade e
anti-UV de 150 micra de espessura, equivalente a 20% de sombreamento.

No ensaio foram utilizadas sementes de Eucalyptus urograndis cultivar RIPO1, obtida
no Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF), com procedéncia: Bofete, SP. O plantio
estava localizado na area de producéo de sementes (APS), geracdo F3, com ano de coleta em
2018, pureza igual a 0% e lote: BOOO35NO01. Estas foram armazenadas na geladeira, com
temperatura entre 4 e 5 °C, obtido com um termémetro de Mercdrio.

Com relacdo ao jatoba, as sementes foram adquiridas na empresa Rede de Sementes
(Portal Amazodnia), com local de coleta classificado como primario. As sementes foram
coletadas de 28 matrizes entre os municipios de Carlinda e Nova Guarita, Mato Grosso, em
areas de floresta plantadas e espontaneas, em dossel ou isoladas. As plantas apresentavam
altura variando entre 7 e 34 metros e didmetro de 43 a 250 cm. As arvores estavam distribuidas
entre solos arenosos, argilosos, pedregoso e encharcados com as mais diversas finalidades,
entre 0s quais, areas de agrofloresta e pastagem na cidade de Carlinda, enquanto que, para a
cidade de Nova Guarita, 0 uso se restringia a pomares e pastagem.

As sementes ap6s a recepcao foram armazenadas a temperatura (16 °C) e umidade
(40%) em camara de armazenamento de sementes até serem utilizadas.

As sementes de jatoba foram escarificadas no sentido contrario ao eixo embrionério
com uma lixa de ferro n° 36, a fim de superar a dorméncia tegumentar e foram desinfestadas
em hipoclorito de sédio a 10% por 30 minutos e lavadas posteriormente. Em seguida as
sementes foram submersas em agua por 48 horas.

As mudas de eucalipto foram propagadas em tubetes de 120 cm® com a semeadura de 5
sementes, aproximadamente, por recipiente. Apds duas semanas, as plantulas foram
desbastadas, mantendo a plantula com maior altura e protéfilos (primeira folha verdadeira apos
a formac&o do cotiledone) bem formados. Com o jatoba, as sementes foram distribuidas uma
por tubete com volume de 290 cm?.

O substrato comercial utilizado foi 0 Humusfertil® vermicomposto a base de casca de
pinus, areia e vermiculita, com as respectivas garantias, condutividade elétrica de 1,5 mS cm™;
densidade de 480 kg m3; potencial hidrogeniénico (pH) de 6,5; umidade méaxima e capacidade

de retencéo de (CRA) em massa/massa igual a 60%.
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As mudas foram conduzidas inicialmente seguindo o delineamento descrito nos
capitulos anteriores. Os tratamentos foram controle (Cont), rustificacdo quimica por meio da
aplicacdo de metil jasmonato (MeJA) e de flexdes caulinares (Flexdes).

O tratamento quimico constou de solucdo de metil jasmonato na concentracdo de 100
umol L, 4gua deionizada e 30 mL de tensoativo ndo idnico (Agral-Syngenta®) em 100 L de
agua, de acordo com a recomendacéo do fabricante. Este produto foi usado a fim de aumentar
0 espectro de absorcdo da solucéo aplicada sobre a folha, tal como, atuar sob a tensao superficial
das gotas, maximizando o aproveitamento do produto.

Este produto foi usado a fim de aumentar o espectro de absor¢do da solucdo aplicada
sobre a folha, tal como, atuar sob a tenséo superficial das gotas, maximizando o aproveitamento
do produto.

A solucéo foi aplicada com pulverizador manual entre as 18h00min e 18h30min, devido
as condigdes climéaticas mais amenas naquele horério, a citar, temperaturas mais baixas e
umidade mais alta. A quantidade aplicada foi equivalente a 100 L ha™ no eucalipto e jatoba,
seguindo as recomendac@es da tecnologia de aplicacdo de defensivos agricolas.

O tratamento mecéanico consistiu em 20 flexfes caulinares diarias com velocidade
constante de 0,10 m s durante 4 semanas e nos mesmos horarios. A estrutura utilizada com a
finalidade de realizar a pratica de flexes nos caules foi descrita por Volkweis et al. (2014)
conforme o0 modelo proposto por Jacobs e Landis (2009).

A aplicacdo dos tratamentos foi aos 70, 100 e 130 dias apds emergéncia - DAE (estadio
I, Il e I, respectivamente) em mudas de eucalipto do periodo de novembro de 2019 a fevereiro
de 2020 enquanto nas mudas de jatoba a aplicacdo ocorreu aos 50, 80 e 110 DAE, no mesmo
periodo citado acima e na mesma conformagao.

O teste realizado com as mudas rustificadas foi a submissdo das mesmas ao déficit
hidrico, onde, parte das mudas, respeitando o delineamento imposto anteriormente, foram
aleatoriamente selecionadas e transferidas para vasos de 3 litros, com furos no fundo, com o
objetivo de facilitar o escoamento de agua, a fim de testar a sobrevivéncia e a inducéo das
respostas bioquimicas a restricdo de agua. Nesses vasos, foi utilizado solo local, seco e
destorroado caracterizado como LATOSSOLO VERMELHO Distroférrico com textura muito
argilosa (SANTOS et al., 2013) e porcentagens granulométricas iguais a 12,47% de areia;
23,23% de silte e 64,30% de argila (Tabela 1).
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Tabela 1- Analise quimica do solo utilizado em vasos na quantificacdo de déficit hidrico em mudas de
Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril

Macronutrientes Micronutrientes
Elementos Resultados Interpretacdo  Elementos Resultados Interpretacéo
(Cmolc dm) (mg dm?)
Calcio 4,02 Alto Ferro 40,16 Alto
Magnésio 1,77 Alto Zinco 10,76 Muito alto
Potassio 0,83 Muito alto Cobre 15,50 Muito alto
Fosforo (mg dm) 19,51 - M . 169 Muito alto
anganés
Cmol. dm™® gdm?

Soma de bases (SB) 6,62 Carbono 10,52 Médio
CTCefetiva 6,66 Alto M. Organica 18,14 Médio
CTCphr0 10,34 Médio

Acidez potencial (H+Al) 3,72
Acidez trocavel 0,04

CTC: Capacidade de troca catinica
Fonte: Rocha et al. (2021).

As mudas, antes de serem submetidas ao déficit hidrico passaram por um periodo de
aclimatacdo de 20 dias, aproximadamente, a fim de evitar que os resultados obtidos fossem
proveniente das trocas de recipientes, visto que, esta mudancga gerou estresse a esses vegetais.
Durante esse periodo, aquelas foram irrigadas manualmente entre duas e trés vezes ao dia,
dependendo das condicdes climaticas e umidade do solo onde foram replantadas.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial constituido
de controle, metil jasmonato e flexdes caulinares, 3 periodos de estresse (4, 8, 12 dias sem agua)
e 4 repeticOes, totalizando 36 mudas por estddio em mudas de Eucalyptus urograndis. Com
mudas de Hymenaea courbaril os tratamentos foram 0os mesmos citados acima, com alteracdo
na disposicdo dos dias de avaliacdo e 3 periodos de estresse (5, 10, 15 dias) e 3 repeticdes. Essa
alteracdo foi baseada na maior tolerancia das mudas de jatoba quando submetidas a falta de
agua observado por meio de um pré-teste baseado nos parametros morfoldgicos.

As determinacgdes foram quantificadas ao final de cada periodo de estresse e as amostras
foram retiradas dos vasos, secas e moidas e enviadas ao Laboratorio de Estudo da
Biodiversidade em Plantas Superiores (EBPS), da Universidade Federal Rural da Amaz6nia
(UFRA), Belém, Para, onde as analises bioquimicas foram realizadas, com exce¢ao do conteudo
relativo de 4gua (CRA) (SLAVICK, 1979) que precisou ser quantificado na hora da retirada
das mudas dos vasos e com amostras frescas.

O CRA foi determinado nas folhas localizadas no terco médio e completamente
expandidas. As determinagdes bioguimicas consistiram nas seguintes avaliacbes: aminoacidos
sollveis totais (AAST) (PEOPLES et al., 1989), proteinas soltveis totais (BRADFORD, 1976),
prolina (BATES; WALDREN; TEARE, 1973), glicina-betaina (GRIEVE; GRATTAN, 1983).
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Adicionalmente, determinou-se a temperatura foliar as 08:00, 12:00 e 18:00 hs nos dias
das avaliagdes. Os valores da temperatura foliar foram aferidas com o auxilio de um pirémetro
infravermelho (HOMIS® mod. 466A), que trabalha com emissividade (eA) de 95%, seguindo
as recomendacOes do fabricante. Além disso, antes das leituras, realizou-se a calibragem do
equipamento, além da limpeza das folhas, onde foram realizadas as leituras.

A quantificagdo térmica foi realizada em 4 folhas selecionadas, de acordo com a
localizagdo e expansdo das mesmas. A leitura foi feita na face adacial das folhas, sempre no
terco médio e naquelas que apresentavam-se fotossinteticamente ativas e o equipamento foi
posicionado a uma distancia aproximada de 1 cm do limbo foliar.

Os resultados obtidos foram testados a fim de confirmar a existéncia das pressuposi¢oes
estatisticas, entre as quais, normalidade e homogeneidade dos dados. A primeira utilizou 0s
testes de Kolmogorov-Smirnov, Cramér-von Mises, Anderson-Darling, Kuiper, Watson,
Lilliefors, Shapiro-Wilk, enquanto que, a fim de comprovar se as classes foram homogéneas
entre si, utilizou-se o teste de Bartllet. Mediante a confirmacdo, seguiu-se com a analise de
variancia e por fim, confirmada a significancia, estes foram desdobrados e testados pelo teste

de comparacdo de médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Eucalyptus urograndis

Ao se quantificar a temperatura foliar via termometria infravermelha em mudas de
Eucalyptus urograndis ndo se obteve interacdo significativa (p >0,05) entre préaticas
rustificativas e dias de estresse quando a avaliacdo foi realizada as 08:00 hs em mudas
pertencentes ao estadio | (Tabela 2).

No entanto, quando a avaliacdo ocorreu as 12:00 horas em mudas controle (sem a
rustificagdo) quanto nas tratadas (quimicamente e mecanicamente) houve aumento da
temperatura foliar com o aumento no nimero de dias sob déficit hidrico. A maior média foi
quantificada aos 12 dias em mudas rustificadas com metil jasmonato (43,98 °C) sem diferir do
tratamento com flexdes caulinares no mesmo periodo (Tabela 2).

Quando se trata de temperatura foliar, pequenas alteracdes podem influenciar na
atividade fotossintética e bioldgica dos vegetais. Assim, a aplicacdo de metil jasmonato ndo
seria recomendada ja que este tratamento pode ter contribuido para o aumento da temperatura
foliar, tal como a condigéo de restricdo hidrica imposta. Outro fator que pode contribuir no
acréscimo da temperatura foliar é a variacdo térmica do meio onde 0s vegetais estavam se

desenvolvendo. Corroborando com o acima exposto, Lima et al. (2014) reportaram um aumento
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de 1,4 °C na temperatura foliar em mudas de Handroanthus impetiginosus (Mart. Ex DC.)
submetidas a ciclos de restri¢do hidrica por quatro dias durante quatro semanas.

Temperaturas foliares elevadas podem ocasionar sérios danos a maquinaria
fotossintética. Leakey et al. (2003) demonstraram que temperaturas foliares maiores que 34 °C
podem resultar em diminuicao na capacidade de transporte de elétrons na cadeia fotossinteética,
especificamente no fotossistema 11, que afetara a fixacdo de CO via sintese da enzima ribulose
1,5 bisfosfato (Rubisco). Além disso, como consequéncia do aumento gradativo da temperatura,
podera haver fotoinibicdo ou degradacdo dos componentes fotossintéticos, a fim de proteger as
células (BASSOW et al., 1994; BERNACCHI et al., 2001; MEDLYN et al., 2002; MEDLYN;
LOUSTAU; DELZON, 2002).

A radiacdo solar, principalmente nas regides tropicais elevara a temperatura foliar, nas
horas mais quentes do dia até 40 °C e as diferencas entre a temperatura foliar e do ar pode
ultrapassar 7 °C (KOCH et al., 1994).

Essa fase do experimento foi conduzida entre os meses de janeiro e abril, tipicamente
guentes na regido de Marechal Candido Rondon, como pode ser observado nas Figuras 1 e 2
no apéndice. Nesse periodo, a temperatura maxima atingida foi igual a 40,9 °C, o que pode ter
intensificado a condicdo estressante ja imposta, resultando no fechamento estomatico e
elevacdo das temperaturas, ja que, a principal forma de diminuir a temperatura foliar é via
transpiragdo e perda de calor latente resultante da radiacéo incidente no limbo foliar. Logo,
mediante ao fechamento estomatico, a troca de agua e gases via transpiracdo também cessou
(CHAVES et al., 2002; ENDRES et al., 2010).

Nas mudas pertencentes aos estadios Il e Il ndo houve interacdo (P<0,05) entre os
tratamentos rustificativos e dias de déficit hidrico ao se avaliar a termometria em folhas. Nas
mudas dos estadios Il e Il houve diferenca em relacdo aos dias de estresse nas primeiras

avaliacOes do dia.
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Tabela 2- Temperatura foliar medida em trés periodos (08:00, 12:00 e 18:00 hs) em mudas de Eucalyptus
urograndis submetidas a suspensdo hidrico por 4, 8 e 12 dias ap6s a rustificacdo e em fungédo dos estadios
de crescimento

Estadio |
08:00 hs 12:00 hs 18:00 hs
4 8 12 4 8 12 4 8 12

Cont 27,70 26,09 27,60 38,63aA 43,0l1aA 38,68bA 31,12 30,73 29,15
MeJA 28,20 28,35 26,35 3531aB 37,20aB 4398aA 31,33 27,87 28,82
Flexbes 25,75 27,53 26,30 38,64 aA 41,62aA 4338aA 31,35 29,97 30,09

Estadio Il
08:00 hs 12:00 hs 18:00 hs
4 8 12 4 8 12 4 8 12

Cont 26,35 27,44 31,87 34,63 34,64 37,55 27,07 26,52 27,33
MeJA 2412 27,70 32,90 31,26 33,75 38,71 27,17 25,81 26,37
Flexdes 24,87 26,09 33,05 3518 32,85 3,870 27,48 25,68 27,18

Estadio 11
08:00 hs 12:00 hs 18:00 hs
4 8 12 4 8 12 4 8 12

Cont 26,25 28,74 34,10 37,00 33,48 38,55 29,17 26,76 26,06
MeJA 27,08 27,92 3507 35,50 33,27 38,93 29,72 26,92 25,78
Flexdes 24,91 27,32 34,33 31,69 34,37 39,53 28,87 26,87 24,99

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=,05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p<,01) e 5 % (,01 =< p <,05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: 12:00hs: dms para colunas e linhas: 1,5464/ CV %: 2,59.

Fonte: Rocha et al. (2021).

As médias do contetdo relativo de agua (CRA) avaliado ap6s o periodo de aclimatagédo
de 20 dias sob irrigacdo diaria em mudas de Eucalyptus urograndis foram de 84,50; 93,30; e
88,49 % nas mudas controle, e nas submetidas a aplicacdo de metil jasmonato e flexdes
caulinares, respectivamente. Ap0s essa avaliacao, as mudas foram submetidas ao déficit hidrico
por 4, 8 e 12 dias e apresentaram reducdes drasticas no CRA, principalmente no periodo final
de avaliagéo.

Ao se realizar a determinacdo do CRA (Tabela 3) os fatores avaliados, tratamentos
rustificativos e os dias de restri¢cdo hidrica apresentaram interacdo (P<0,05). Com aquelas do
estadio I, as mudas rustificadas com metil jasmonato e com flexdes caulinares (42,23 e 39,75
%) ja comegaram com um volume de 4gua menor aos 4 dias em comparagdo as mudas controle
(56,92 %). Apesar disso, as menores reducfes também ocorreram naquelas tratadas, com
percentual de 69,85; 59,46; e 54,41 % nas mudas controle e nas submetidas aos tratamentos
com MeJA e flexdes no caule, respectivamente.

Em mudas de eucalipto do estadio Ill, os resultados foram muito semelhantes ao
observado no estadio Il, entretanto, foi com a aplicacdo de metil jasmonato que se externou

reducdo menos dréstica ao se avaliar a maior e menor média obtida neste tratamento quando
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comparado aos demais tratamentos avaliados. Nos estadios 11 e 111 aos 8 e 12 dias ndo houve
diferenca significativa (P>0,05) na comparagéo entre os tratamentos rustificativos e as mudas
controle.

Os vegetais apresentam uma resisténcia natural a perda de agua como barreiras
estruturais ou até mesmo resisténcia hidraulica ao transporte de agua. Logo, em situacdes de
estresse extremo (oito dias ou mais sob déficit hidrico), a retencdo de agua ird ocorrer de forma
mais efetiva, visto que, a dgua controla e equilibra o metabolismo vegetal. Quanto maior a
intensidade do estresse, maior a resisténcia a perda de agua, o que pode ser visualizado na
Tabela 3, na avaliagdo aos 12 dias (DIVAN JUNIOR, 2017).

Dranski, Malavasi e Malavasi (2017) estudando mudas de Maytenus ilicifolia [(Schrad.)
Planch.] agrupadas de acordo com a altura e submetidas a trés regimes hidricos (diario, rega a
cada dois dias e reducdo gradativa da irrigacao) observaram que, até a sexta semana, as mudas
irrigadas a cada dois dias e aquelas onde foi feita a reducdo gradativa de 4gua apresentaram o
maior teor relativo de dgua (TRA), essa avaliacdo segue o mesmo principio do CRA, apenas
com nomenclatura diferenciada.

Os mesmaos autores citados acima reforcaram que, esse resultado foi baseado no fato de
que, estas plantas, por estarem passando por um periodo de transicdo nos turnos de rega,
comecaram a criar estratégias a fim de tolerar o estresse e conservar a agua, diferente do
ocorrido nas plantas controle, que tinham dgua em abundancia. A partir daquele periodo de seis
semanas, 0 TRA reduziu, independente do tratamento empregado e independente do tamanho
das mudas.

Tabela 3- Contetdo relativo de d4gua (CRA) em mudas de Eucalyptus urograndis submetidas ao déficit
hidrico ap6s a rustificacdo em funcgéo dos estadios de crescimento
Estadio Il Estadio 11
4 8 12 4 8 12

Cont 56,92aA 1894aB 17,16aB 4522bA 13,98aB 16,50 aB

MeJA 42,23bA 1857aB 17,12aB 42,71 bA 16,38aB 15,65aB

Flexbes 39,75bA 18,12aB 19,55aB 48,76 aA 13,02aB 17,91aB
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=,05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p<,01) e 5 % (,01 =< p <,05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio 1l: dms para colunas e linhas: 22,5645/ CV %: 31,49/ Estadio Ill: dms para
colunas e linhas: 26,9375/ CV %: 39,86.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Ao se avaliar a concentragdo de aminodcidos nos tecidos foliares houve interacéo

(P<0,05) entre os tratamentos rustificativos e os dias de restricdo hidrica em mudas dos trés
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estadios de crescimento. Independente dos tratamentos, esse subproduto da fotossintese foi
incrementado em funcdo da intensificagdo dos dias do estresse (Tabela 4).

O reflexo desses resultados esta relacionado a capacidade das plantas de se ajustarem
osmoticamente, aumentando a concentracdo de solutos, a fim de criar um potencial osmotico
negativo e facilitar o transporte de &gua, mesmo sob condigdes limitadas. Ademais, fica muito
claro que, as concentragdes de amino&cidos sdo inversas ao valor de CRA,; ou seja, quanto maior
a limitacdo hidrica, maior o acimulo daquelas substancias.

Apesar da proporc¢ao geral de producao desse metabdlito ter seguido a mesma tendéncia,
é notdrio que houve diferencas, detectadas estatisticamente, em funcéo da aplicagdo das praticas
rustificativas. Primeiramente, em mudas do estadio I, percebeu-se que, a maior porcentagem do
incremento do teor de amino&cidos ocorreu no tratamento controle, com um aumento de 20 %.
Com a aplicacao de metil jasmonato e flexdes as médias aproximadas foram de 17,84 e 19,15
%.

Tal resultado pode estar ligado ao fato de que as mudas ao serem expostas a uma
condicdo estressante controlada através dos tratamentos quimico e mecanico apresentavam uma
maior tolerancia a condicdes estressantes, por meio da inducdo antecipada da parafernalia
defensiva. Logo, além do poder de resposta ocorrer de forma mais rapida, podera também
ocorrer de forma gradativa, permitindo que a muda tolere a condi¢&o estressante por um periodo
maior (Tabela 4).

Finalmente, a quantidade e o tipo de soluto osmoticamente ativo acumulados depende
da espécie, duracdo do periodo de déficit e das condigbes ambientais que podem modular as
respostas a imposi¢do do estresse.

Tabela 4- Concentragdo de aminoécidos em folhas de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas ao
déficit hidrico ap0s a rustificagdo em funcdo dos estadios de crescimento

Estadio | Estadio Il Estadio I11

4 8 12 4 8 12 4 8 12

Cont 55,38bC 61,32cB 66,55aA 46,60cB 60,83aA 62,91bA 49,38aC 53,88bB 64,96 aA
MeJA 57,04abB 65,76 bA 67,22aA 53,23bB 61,95aA 63,40 abA 48,68aC 54,73bB 65,84 aA
Flexdes 58,62aC 68,03aB 69,85aA 61,71aB 63,27 aAB 6551aA 4857aB 63,89aA 65,24aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=,05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p <,01) e 5 % (,01 =< p < .05) de probabilidade. Letras mindsculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 2,1636/ CV %: 1,49/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 3,4940/ CV %: 2,54/ Estadio I1l: dms para colunas e linhas: 2,5441/ CV %: 1,94.

Fonte: Rocha et al. (2021).

Nas raizes, respostas semelhantes resultaram com incremento recorrente na

concentra¢do de aminoécidos ao passo que os dias de estresse evoluiram. Porém apenas se
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detectou interacéo significativa (P<0,05) entre os fatores avaliados nos estadios mais avangcados
de desenvolvimento em mudas de Eucalyptus urograndis (Tabela 5).

Teixeira et al. (2015) verificaram acréscimos nas concentracbes de aminoacidos
solveis totais no sistema radicular de 13,6 até 59,9 de umol de AA g* de MS e nas folhas de
19,3 a 74,6 pmol de AA g?! de MS comparando as mudas controle (solo irrigado até a
capacidade de campo) e aquelas sob déficit hidrico em um intervalo de 10 dias.

Além disso, apesar da absorcdo de fontes nitrogenadas ocorrer via foliar, a principal
forma de entrada € via raiz. O armazenamento dessas fontes nitrogenadas podem ocorrer na
forma de proteinas, tanto nas folhas quanto nas raizes, podendo ser deslocado, posteriormente
no sentido fonte-dreno, especialmente nos tecidos radiculares, ja que, em condicdes de restri¢do
de agua, as células da raiz precisam apresentar maior acimulo de solutos, promovendo maior
absorcdo de agua, a favor de um gradiente de potencial hidrico (WANG et al., 2010;
ASTARITA, 2017; SODEK, 2019).

O aumento nas concentracfes dos aminoacidos é consequéncia do processo de
oxidacdo de proteinas, componentes mais complexos que o anterior, resultando na formacéo de
substancias mais simples e mais facilmente carregadas ao logo dos vasos condutores
(TROVATO; MATTIOLI; COSTANTINO, 2017; ASHRAF et al., 2011; MARAGHNI;
GORAI; NEFFATI, 2011).

Adicionalmente, a grande vantagem do acumulo dos componentes nitrogenados é que,
passado o periodo de estresse e recuperacao das plantas, esse nitrogénio podera ser usado como
reserva com intuito de promover a retomada do crescimento das plantas, ja que, este elemento
tem, entre muitas outras func@es, acdo na atividade fotossintética (ASTARITA, 2017; SODEK,
2019).

O aumento percentual nas concentracdes de aminoacidos nas raizes nas mudas do
estadio Il de eucalipto, assim como nas folhas, foi menor em mudas tratadas com flexdes no
caule (5,37 %) enquanto que em mudas nao rustificadas e nas que receberam metil jasmonato
0 aumento foi de 47,13 e 23,62 %, respectivamente. Reforcando a ideia que, sob imposi¢éo de
condicBes estressantes antes do periodo de déficit hidrico, as mudas podem tolerar melhor
aquelas condi¢des e produzirem, mais rapidamente os metabolitos ligados a defesa (Tabela 5).

O contetdo dos solutos compativeis aos 4 dias no estadio Il j& eram maiores em mudas
rustificadas (42,42 e 51,63), mostrando que apos a imposic¢ao dos estimulos quimico e mecéanico
as mudas ja poderiam ter sintetizado esses compostos a fim de atenuar o estresse, sinalizando a
condicdo adversa. Isso demonstra que, a partir do momento que o vegetal é estimulado, a

resposta sera mais rapida ou mesmo sua tolerancia serd modificada, positivamente (Tabela 5).
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Tabela 5- Concentragdo de aminoécidos em raizes de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas ao
déficit hidrico ap0s a rustificagdo em funcéo dos estadios de crescimento
Estadio Il Estadio 11l
4 8 12 4 8 12

Cont 35,43cB 50,11aA 52,13aA 37,94aC 43,12bB 54,22 aA

MeJA  42,42bB 51,29aA 5244aA 37,76aC 44,18bB 55,14 aA

Flexdes 51,63aA 5250aA 54,12aA 38,46aB 52,93aA 54,52 aA
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=,05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p <,01) e 5 % (,01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio 1l: dms para colunas e linhas: 3,2054/ CV %: 3,44/ Estadio Ill: dms para
colunas e linhas: 2,7006/ CV %: 3,05.
Fonte: Rocha et al. (2021).

A concentragdo de proteinas foi reduzida & medida que aumentou o nimero de dias sob
déficit hidrico em todos os tratamentos rustificativos em mudas de Eucalyptus urograndis
(Tabela 6). Além disso, houve interacdo (P<0,05) entre a rustificacdo e os dias de restri¢éo
hidrica apenas em mudas dos estadios I e I1.

Lechinoski et al. (2007) estudando Tectona grandis L. f. verificaram resultados
semelhantes a pesquisa em questdo, onde aquelas plantas ndo estressadas e as irrigadas
diariamente externaram concentracdes de proteinas e aminoacidos solUveis totais semelhantes
e constantes ao longo das avalia¢6es durante nove dias.

No entanto, a quantidade de proteinas reduziu drasticamente, com valores iguais a
47,814 de proteinas g MS em mudas sob irrigacdo constante, enquanto que, o valor de 2,593
proteinas g de MS foi observado aos 9 dias sob restri¢éo hidrica. Esse resultado foi justificado
pelo aumento das enzimas proteoliticas responsaveis pela quebra de proteinas armazenadas nas
folhas e raizes, transformando-as em fontes nitrogenadas mais simples, entre os quais, 0s
amino&cidos.

Em mudas do estadio 111, além da reducdo (Tabela 6) percebeu-se também que, em todos
os periodos de avaliacdo (4, 8 e 12) os valores ficaram muito proximos, independente do
tratamento rustificativo empregado. Aos 8 dias, por exemplo, ndo se detectou diferenca
significativa (P>0,05) em mudas rustificadas e as controle com médias iguais a 2,61 e 2,50 mg
proteinas g* de MS. Comportamento semelhante foi observado nos demais periodos de
avaliacdo, no mesmo estadio de crescimento.

Moura et al. (2016) estudando mudas de Jatropha curcas L. sob regimes de irrigacéo
de 100, 80, 60 e 40 % da capacidade maxima de retencdo de agua pelo solo, em plantas irrigadas
diariamente observaram que os teores de proteinas nas folhas néo diferiram (P>0,05) em funcéo

dos tratamentos e periodos de avaliagdo (60, 90 e 120 dias).
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Uma caracteristica das plantas € a grande adaptabilidade a mudancas do ambiente. Logo,
essas plantas ao serem colocadas sob restricdo hidrica por um periodo longo foram tolerando e
se aclimatando aquela condig&o. Por isso, com o passar do tempo, a quantidade de compostos
ligados ao ajustamento osmotico foi sendo reduzido, ja que aquela condicéo foi se tornando
comum.

Quanto a resposta dos vegetais ao ajuste osmoético € importante mencionar que esse
processo demanda gasto energético, ja que, ocorre contra um gradiente de concentracdo
(BERGONCI, 2017). Os solutos séo direcionadas de uma regido menos concentrada para outra
com maior quantidade, logo, o recurso que seria utilizado para outras atividades seréo
consumidos para o ajuste de solutos e por isso, mesmo que benéfico, se 0 estresse se estender
por muito tempo, a planta ndo ira conseguir manter essa estratégia a longo prazo.

Tabela 6- Concentragdo de proteinas em folhas de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas ao
déficit hidrico apos a rustificagdo em fungao dos estadios de crescimento
Estédio | Estédio Il
4 8 12 4 8 12

Cont 354aA 266bB 204bC 375aA 261aB 2,11bC

MeJA 3,75aA 297aB 225aC 355bA 261aB 248aB

Flexdes 3,67aA 257bB 233aB 358bA 250aB 247aB
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=,05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p <,01) e 5 % (,01 =< p < .05) de probabilidade. Letras mailsculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as mintsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,2602/ CV %: 4,85/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 0,1980/ CV %: 3,71.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Ao se avaliar o conteddo de proteinas nas raizes em mudas de Eucalyptus grandis, s6
houve interacdo significativa (P<0,05) com aquelas do estadio Il, com reducdo gradativa do
metabdlito apds 0 aumento no nimero de dias sob estresse (Tabela 7). Resultado este esperado,
ja que, de forma geral, os aminoécidos sdao acumulados e incrementados em detrimento da
degradacéo de proteinas, pois sdo mais facilmente redistribuidos nas demais parte das plantas,
se tornando importante que haja essa conversao (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK, 2001,
SARKER; HARA; UEMURA, 2005).
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Tabela 7- Concentracdo de proteinas em raizes de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas ao déficit
hidrico ap6s a rustificacdo em fungéo dos estadios de crescimento

Estadio Il
4 8 12
Cont 1,75aA 1,61 aA 1,10 bB
MeJA 1,55 bA 1,61 aA 1,48 aA
Flexoes 1,58 bA 1,50 aA 1,47 aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio Il: dms para colunas e linhas: 0,1741/ CV %: 6,00.

Fonte: Rocha et al. (2021).

A quantificagéo de prolina no tecido foliar em mudas de eucalipto apresentou interacéo
(P<0,05) entre os tratamentos rustificativos e os dias de déficit hidrico nas mudas dos trés
estadios de crescimento. Além disso, foi detectado aumento na concentracdo desse soluto em
todos os tratamentos rustificativos, tal como, nas mudas controle. As porcentagens equivalentes
aos incrementos foram de 70,14; 69,80; e 79,42 % em mudas controle e naquelas que receberam
jasmonato e flexdes caulinares, respectivamente (Tabela 8).

A prolina, além de atuar como ajustador osmotico pode contribuir na estabilizacdo de
moléculas, assim como ser compartimentada e usada como fonte de carbono e nitrogénio apos
a reidratacdo de plantas. Ademais, pode ser convertida em intermediarios ligados ao ciclo de
Krebs, atuando na sintese de energia, na forma de ATP (SZABADOS; SAVOURE, 2010;
VERSLUES; SHARMA, 2010; BORGO; MAUR; VIEIRA, 2016; TROVATO; MATTIOLLI,
COSTANTINO, 2017).

Ou seja, essa molécula, mediante a sinalizacdo das plantas em condicdes de falta de
agua é uma das primeiras a serem incrementadas, podendo, predizer, eficientemente a
intensidade do estresse. Quanto maior o tempo de exposicdo a restricdo hidrica, maior a
concentracdo daquelas no contetdo celular.

Assim, fica evidente, baseado na analise dos valores obtidos que esse aumento da
concentracdo de prolina coincidiu com a reducdo do valor de CRA, permitindo que haja a
manutencdo do desenvolvimento vegetal por um periodo de tempo, enquanto a planta
apresentar essas limitagcdes hidricas. Entretanto, se essa condi¢do se mantiver por maiores
periodos, ficara cada vez mais dificil manter a turgescéncia celular por meio do ajustamento
osmatico.

Logo, as mudas do estadio | que receberam as flexdes caulinares refletiram em maior

acumulo de prolina, ao se comparar as avaliagdes realizadas no inicio e ao fim da imposi¢édo de
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restricdo hidrica (aos 4 e 8 dias). Assim, infere-se que, sob baixo teor de agua, esse tratamento
favoreceu o aumento desse eficiente ajustador osmotico.

O inverso foi obtido em mudas de eucalipto do estadio Il onde a porcentagem dos
incrementos observados com o passar dos dias foi de 79,71 % no tratamento controle; 70,16 %
com a aplicacdo de MeJA enquanto que com o tratamento mecanico o incremento foi de 63,27
% (Tabela 8).

Tabela 8- Concentracdo de prolina em folhas de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas ao déficit
hidrico ap6s a rustificacdo em fungdo dos estadios de crescimento

Estadio | Estadio Il Estadio 11

4 8 12 4 8 12 4 8 12

Cont 3,65bC 516bB 6,21Ba 3,23bC 4,67bB 6,12abA 345bC 4,88aB 6,20 aA
MeJA 394aC 569aB 6,69aA 3,63aC 484bB 588bA 362aC 48l1aB 6,16aA
Flexdes 3,79abC 575aB 6,80aA 3,71aC 514aB 6,25aA 3,73aC 4,93aB 6,09 aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=.05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras mindsculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,2066/ CV %: 1,69/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 0,1469/ CV %: 2,21/ Estadio Ill: dms para colunas e linhas: 0,1803/ CV %: 1,51.

Fonte: Rocha et al. (2021).

O resultado com prolina nas raizes indicou haver interacdo (P<0,05) entre préaticas
rustificativas e periodo de restricdo hidrica em mudas dos estadios | e Il. Os acréscimos
mensurados em mudas do estadio | foram iguais a 48,85; 52,72; e 51,99 % em mudas controle
e as submetidas a MeJA e flexBes caulinares, enquanto que, nas mudas do estadio Il, as
porcentagens foram de 55,26; 39,97; e 44,48 %, na mesma ordem descrita acima (Tabela 9).
Nas mudas do estadio I, nos periodos de 4, 8 e 12 dias de restri¢do hidrica a maior concentracao
de prolina foi quantificada nas mudas rustificadas via flexes caulinares com valores de 5,71;
7,14 ¢ 8,25 umol de Pro g* de MS.

Kubis, Floryszak-Wieczorek e Arasimowicz-Jelonek (2014) detectaram aumento na
concentra¢do de prolina nas raizes em plantas de Cucumis sativus cv. Dar tratadas com a
aplicacdo de poliaminas e submetidas ao déficit hidrico.

Szabados e Savoure (2010) justificaram o incremento da prolina pela ativagdo da via
metabolica e do precursor responsavel pela sintese desse osmolito, nesse caso, o &cido
glutdmico, além de envolver a agdo, em conjunto de outras substancias envolvidas no processo

de sinalizagcdo, como exemplo, tem-se a pirrolina 5-carboxilato sintase e enzimas redutase.
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Tabela 9- Concentragdo de prolina em raizes de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas ao déficit
hidrico ap0s a rustificacdo em funcdo dos estadios de crescimento
Estédio | Estédio Il
4 8 12 4 8 12
Cont 565aC 7,17bB 84l1aA 523bC 6,67bB 8,12 abA

MeJA 569aC 7,69aB 8,69aA 5,63aC 6,84bB 7,88 bA

Flexbes 5,79aC 7,75aB 8,80aA 5,71aC 7,14aB 8,25aA
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maiusculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,2719/ CV %: 2,66/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 0,2798/ CV %: 2,86.
Fonte: Rocha et al. (2021).

A glicina-betaina é considerada um ajustador osmético muito eficiente, tal como a
prolina, atuando na sinalizacdo contra estresses abioticos, em especial em plantas sob déficit
hidrico, promovendo a protecdo das células contra a desidratacdo, plasmolise e
consequentemente morte celular (VALLIYODAN; NGUYEN, 2006).

A concentracdo de glicina nas folhas das mudas de eucalipto s6 apresentou interacao
(P<0,05) entre a rustificacdo e os periodos de estresse nas mudas do estadio I, com acréscimos
significativos nas concentracdes desse soluto. No tratamento controle o aumento percentual foi
igual a 107,11 % enquanto que em mudas tratadas tanto com MeJA quanto pelas flexdes os
incrementos calculados foram de 81,89 e 77,76 %, respectivamente. Quanto maior o periodo
de déficit hidrico maior foi a sintese daquela molécula (Tabela 10).

Apos 4 dias de estresse, as maiores médias ao se avaliar o teor de glicina-betaina foram
quantificadas em mudas rustificadas, independente do tratamento, demostrando a efetividade
daqueles contra estresses relacionados a falta de dgua. O resultado persistiu até os 8 dias de
déficit.

Cordeiro et al. (2017) com Euterpe oleraceae Mart. apds o periodo de 8 dias sob
suspensdo hidrica listaram que os incrementos mais significativos em relacdo aos ajustadores
osmoticos foram de prolina, glicina-betaina e sacarose comparado com plantas irrigadas todos
os dias.

Em mudas de Eucalyptus urograndis do estadio Il, a analise do teor de glicina-betaina
nas folhas ndo resultou em interacdo (P>0,05) entre a aplicacdo de préticas rustificativas e
periodos de déficit hidrico, no entanto, os periodos de restri¢do diferiram entre si e com médias
crescentes a medida que houve a evolucdo dos dias da condicdo estressante. Os valores foram
iguais a 8,41; 10,49; e 13,51 mg de glicina betaina g* MS nos 5, 10 e 15 dias de déficit hidrico.
Obviamente, a medida que o valor de CRA diminui, a concentracdo daquele metabolito

aumentou gradativamente.
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Tabela 10- Concentracgdo de glicina-betaina em folhas de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas
ao déficit hidrico apds a rustificacdo em funcdo dos estadios de crescimento
Estadio |
4 8 12
Cont 7,31bC 11,94 bB 15,14 aA

MeJA 8,45 aC 12,76 aB 15,37 aA

Flexoes 8,41 aC 12,78 aB 14,95 aA
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maiusculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,3570/ CV %: 1,40.
Fonte: Rocha et al. (2021).

A interacdo entre os tratamentos rustificativos e os periodos de déficit hidrico so foi
constatada (P<0,05) em mudas dos estadios | e 1l ao se quantificar a concentracdo de glicina-
betaina nas raizes nas mudas de eucalipto, com acréscimos de 61,13 (controle); 67,83 (MeJA);
e 53,67 (Flexdes) mg de glicina betaina g* MS em mudas do estadio | comparando a avaliacéo
realizada aos 4 dias e 12 dias (Tabela 11).

Em mudas do estadio Il os incrementos observados ao se avaliar o teor de glicina foram
iguais a 37,08 % no tratamento controle; enquanto que, na aplicacdo de praticas rustificativas,
MeJA e flexdes caulinares, as médias foram iguais 47,63 e 30,04 % no conteldo desse
metabolito secundario.

Em mudas do estadio Il submetidas a 4, 8 e 12 dias de déficit hidrico a aplicacdo de
metil jasmonato implicou em aumento nas concentracGes de glicina em comparacdo ao
tratamento controle. Em mudas de Eucalyptus urograndis, a aplicacdo do regulador vegetal
estimulou a sintese de glicina nas raizes e com isso, poderia atenuar a perda de agua, assim
como, melhorar a conservacdo da integridade da membrana por meio da sintese de ajustadores
osmoticos importantes, a citar a prolina e glicina-betaina (Tabela 11).

Tabela 11- Concentragdo de glicina-betaina em raizes de mudas de Eucalyptus urograndis submetidas
ao déficit hidrico apdés a rustificagcdo em funcdo dos estadios de crescimento
Estédio | Estédio Il
4 8 12 4 8 12
Cont 8,31bB 13,19bA 13,39bA 7,74bC 948bB 10,61cA
MeJA 9,45aC 1440aB 1586aA 9,30aC 11,85aB 13,73aA
Flexbes 9,41aC 1353bB 1446bA 9,62aC 1154aB 12,51 bA
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,6947/ CV %: 2,62/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 0,2503/ CV %: 0,91.
Fonte: Rocha et al. (2021).
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Hymenaea courbaril

Com mudas de Hymenaea courbaril classificadas como do estadio | sé houve interacao
entre os tratamentos rustificativos aplicados e o periodo de déficit hidrico na avaliagdo realizada
as 18:00 hs, com pequena variagdo térmica. Quando se avalia o horario mencionado
anteriormente percebe-se que, a maior variagcdo ocorreu em mudas estressadas e tratadas via
flexdes caulinares com acréscimo de 1,62 °C da avaliacdo inicial do déficit hidrico (5 dias) até
a final (15 dias) (Tabela 12).

Como mencionado por Pazzetti, Oliva, Lopes (1993), a varia¢do na temperatura foliar é
dependente das condi¢bes climaticas, que também irdo influenciar na taxa de evaporacdo e
transpiracdo foliar, ja que, esses dois processos, combinados ou ndo, irdo promover a troca de
agua entre as plantas e o meio ambiente (transporte de &gua a favor de um gradiente de
concentragdo), resultando na regulacéo hidrica e arrefecimento foliar. Clawson e Blad (1982)
postularam que, a severidade do estresse hidrico pode ser mensurada através da elevacdo da
temperatura foliar e predizer a turgidez das células.

Além disso, ndo com o objetivo de comparar, mas a fim de destacar padrfes
diferenciados, ao se observar a variagdo térmica em mudas eucalipto e jatoba percebe-se que,
na ultima espécie, a variacdo ocorreu de forma mais lenta e menos significativa comparando 0s
tratamentos. Além dos fatores climaticos, as caracteristicas das plantas, especialmente, a
arquitetura e espessura foliar, tamanho e area das folhas e ndo obstante a inclinagdo destas pode
contribuir para a variacdo térmica, visto que, esse processo além de ser influenciado pelas trocas
de gases entre planta e atmosfera, também pode ser afetado pela exposicdo a radiacdo, que pode
contribuir, mesmo que indiretamente no aumento na temperatura nas folhas (REICH;
WALTERS; ELLSWORTH, 1997). Para mais, a espécie nativa da regido amazonica, se
desenvolve bem sob altas temperaturas e umidade e por isso, a variacdo térmica pode ter sido
tdo sutil (CARVALHO, 2003).

Atkin, Edwards e Loveyes (2000) e Clark (2004) advertiram que a transpiracdo € o
principal fendmeno ligado a manutencdo da temperatura foliar e por isso, em condi¢Ges em que
o0s estdbmatos estdo funcionando equilibradamente, o processo de arrefecimento foliar ocorre
mais eficientemente e rapidamente. Além disso, reforgaram que a variagdo na temperatura,
mesmo em menor grau pode definir se estas irdo sobreviver ou morrer, em uma condicdo de
estresse.

No trabalho desenvolvido com jatob4, estas estavam sob condicdo restritiva de agua e
muito provavelmente com atividade estomatica reduzida. Logo, a tendéncia € que a temperatura

apresente acréscimos, com pouca probabilidade de ajuste térmico. Em condi¢do de campo, a



116

entrada de agua via precipitagdo poderia amenizar tal situagdo; no entanto, nesse experimento
as plantas estavam em ambiente protegido e sob déficit hidrico severo até os 15 dias.

Em mudas de jatoba do estadio Il, ndo houve interacdo (P>0,05) entre os tratamentos
rustificativos e os periodos de déficit hidrico nos trés horarios avaliados (08:00; 12:00; 18:00
hs) com temperatura mais amenas e com menor variagdo em funcdo dos tratamentos (Tabela
12).

Em mudas de Hymenaea courbaril do estadio 111 houve pouca diferenca nas médias das
temperaturas quando se avalia os periodos de estresse em funcdo das praticas rustificativas
(Tabela 12).

Tabela 12- Temperatura foliar medida em trés periodos (08:00, 12:00 e 18:00 hs) em mudas de
Hymenaea courbaril submetidas a suspensao hidrico por 5, 10 e 15 dias ap06s a rustificacdo e em funcéo
dos estadios de crescimento

Estadio |
08:00 hs 12:00 hs 18:00 hs
5 10 15 5 10 15 5 10 15

Cont 24,52 24,90 24,77 26,97 27,31 2752 21,18cA 22,89cA 2241 cA
MeJA 20,03 21,53 21,43 29,75 27,28 2990 2548aA 25,70aA 26,00 aA
Flexdes 24,08 24,10 22,77 28,70 29,70 29,90 22,65bB 23,80 bAB 24,27 bA

Estadio 11
08:00 hs 12:00 hs 18:00 hs
5 10 15 5 10 15 5 10 15

Cont 27,30 27,19 27,48 26,04 26,76 28,87 28,69 28,69 28,37
MeJA 26,58 25,60 2540 31,27 31,73 32,00 30,33 29,67 29,70

Flex6es 26,47 27,09 2592 31,92 33,04 32,44 31,50 30,54 30,43
Estadio 111
08:00 hs 12:00 hs 18:00 hs
5 10 15 5 10 15 5 10 15

Cont 26,17 25,70 25,24 34,07 33,92 32,57 28,85aA 29,44aA 29,27 aA
MeJA 26,67 28,01 27,47 33,12 33,06 35,15 269 bA  27,22bA 26,97 bA
Flexbes 26,22 2512 26,03 32,34 30,03 29,21 2297cA  2330cB  23,47cB

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=,05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p<,01) e 5 % (,01 =< p <,05) de probabilidade. Letras minlsculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maiusculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: 18:00hs: dms para colunas e linhas: 1,3907/ CV %: 2,85/Estadio IlI:
18:00hs: dms para colunas e linhas: 1,8306/ CV %: 3,40.

Fonte: Rocha et al. (2021).

A anélise dos dados de CRA em mudas dos estadios Il e 111 de Hymenaea courbaril s6
resultou em interagdo (P<0,05) entre praticas rustificativas e periodo de déficit hidrico com
resultados muito semelhantes entre si. Nas mudas do estadio Il, por exemplo, a reducéo foi
menos drastica em mudas tratadas via flex6es caulinares quando comparada aos demais
tratamentos rustificativos. Além disso, aos 5 dias, no mesmo tratamento, no qual se observou-

se a menor média.
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Ainda, é importante destacar que, além da reducdo ter sido menos drastica nesse
tratamento, a perda de &4gua também foi menor, visto que, devido a condigdo estressante ja
imposta pelo tratamento mecanico, o processo de conservacdo a perda de agua foi mais
eficiente, mantendo, mesmo que em pequenas quantidades esse conteddo nas células (Tabela
13).

Algo semelhante foi observado na fase final de avaliagdo (estédio IlI), entretanto em
todos os tratamentos rustificativos avaliados aos 5 dias, as médias do CRA foram menores que
60 %. A reducdo percentual entre os tratamentos controle, metil jasmonato e flexdes caulinares
no estadio Il foram de 77,42; 50,53; e 71,99 % (Tabela 13). Inevitavelmente, em condicbes de
déficit hidrico, o conteldo de agua sera reduzido, entretanto, essa redugdo deve ocorrer
lentamente ao longo dos dias de estresse.

Oliveira et al. (2019) observaram reducdo no CRA em mudas de Parkia
pendula (Willd.) Benth. ex Walp. submetidas aos tratamentos controle (irrigagdo diaria) e
suspensdo hidrica de 5 e 10 dias, com médias oscilando entre 73,5, 62,47 e 52,99 %
respectivamente. Sendo que estes valores ficaram abaixo dos obtidos no inicio das avaliaces,
onde a média foi igual a 76% do conteddo relativo de agua.

Em mudas do estadio | de Hymenaea courbaril o contetdo relativo de agua néo
apresentou interacdao (P>0,05) entre os tratamentos de rustificacdo e periodo de imposi¢do do
déficit hidrico e as médias sé diferiram no fator dias de deficit hidrico. Os valores foram iguais
a 60,70; 25,97; e 13,01 %, reduzindo drasticamente do primeiro dia de avaliacdo até o Gltimo,
com reducao de 78,57%.

Tabela 13- Conteldo relativo de agua (CRA) em mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao déficit
hidrico ap0s a rustificagdo em fungdo dos estadios de crescimento
Estédio Il Estadio Il
5 10 15 5 10 15

Cont 77,25aA 19,68bB 18,36aB 59,18 aA 32,38 aAB 13,36 aB

MeJA 7195aA 2941aB 12,49aB 52,86aA 30,01aAB 10,29 aB

Flexdes 55,74aA 19,30abB 19,25aB 51,98 aA 27,14 aAB 14,56 aB
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio Il: dms para colunas e linhas: 22,5645/CV %: 31,49/ Estéadio Ill: dms para
colunas e linhas: 26,9375/ CV %: 39,86.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Em todos os estadios de crescimento houve interacdo significativa entre os tratamentos
rustificativos e dias de déficit hidrico em mudas de Hymenaea courbaril, com aumento do

conteddo de aminoacido a partir da evolucgdo da condicao estressante. Nos estadios | e Il, os
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menores incrementos observados foram nos tratamentos com metil jasmonato e flexdes
caulinares. (Tabela 14).

Algo semelhante foi notado por Cordeiro et al. (2017), a concentracdo de aminoacidos
sollveis totais foi alterada e incrementada independente dos tratamentos aplicados (plantas
irrigadas e sob déficit hidrico) e dos dias de avaliacdo em plantas de Euterpe oleraceae Mart.,
que durou até os 16 dias, com avalia¢fes a cada quatro dias. A partir do oitavo dia, no entanto,
os valores de aminodcidos nas mudas sob estresse diferiram significativamente daquelas
irrigadas diariamente.

Outro acréscimo a ser destacado foi obtido ao se avaliar as mudas pertencentes ao
estadio Il e apds 5 dias de déficit hidrico, com acréscimo de 35,89 % no teor de amino&cidos
em folhas de mudas de eucalipto do tratamento controle em comparacdo com as mudas
rustificadas mecanicamente. A justificativa desse resultado pode estar relacionada ao fato de
que, apds a imposicao das flexdes caulinares na fase de viveiro, as respostas bioquimicas foram
acionadas, com o intuito de amenizar 0s danos ocasionados pelo estimulo mecénico, por conta
disso, ap6s a imposicdo do déficit hidrico, essas concentracdes foram sintetizadas mais
rapidamente.

Logo, a fim de melhorar a toleréncia, e baseado nestas avaliacdes, a flexdo caulinar
poderia ser recomendada em mudas de Hymenaea courbaril, principalmente nas mudas com
idade mais avancada.

Tabela 14- Concentracdo de aminoécidos em folhas de mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao
déficit hidrico ap0s a rustificagdo em funcdo dos estadios de crescimento

Estadio | Estadio Il Estadio 11

&) 10 15 5 10 15 5 10 15

Cont 60,37bC 66,79bB 72,52bA 50,29cB 66,72aA 69,39 aA 53,50aC 59,49 bB 72,65 aA
MeJA 62,62aB 72,76 aA 74,12bA 5855bB 67,82aA 70,41aA 53,55aC 58,78 bB 72,23 aA
Flexdes 64,40aB 74,69 aA 76,84 aA 68,34aB 69,93aAB 72,06 aA 53,08aB 69,59aA 72,12 aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=.05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 2,1636/CV %: 1,49/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 3,4940/ CV %: 2,54. Estadio Ill: dms para colunas e linhas: 2,5441/ CV %: 1,94.

Fonte: Rocha et al. (2021).

O acumulo de aminoacidos também foi reportado (Tabela 15) nas raizes das mudas de
Hymenaea courbaril & medida que o estresse foi estabelecido. Dessa maneira, tanto avaliando
o efeito dos dias de estresse quanto das praticas rustificativas aplicadas esse aumento foi
persistente. Alem disso, observando as praticas de rustificacdo em mudas tanto do estadio |1
quanto do Ill, percebeu-se que as maiores médias foram anotadas aos 15 dias de restricdo

hidrica, coincidindo com a reduc¢éo dréastica do conteido de &gua.
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A tendéncia é que, a concentracdo de solutos aumente gradativamente a fim de reduzir
a perda de agua nas células, evitando que estas apresentem plasmdlise celular e que atinjam o
ponto de murcha permanente ap0s o processo de reidratacdo. Porém, o ajustamento osmotico é
limitado e dependendo do periodo, essa resposta defensiva pode se tornar cada vez menos
eficiente, ja que a presenca de dgua é vital para realizagdo das atividades basicas dos vegetais,
inclusive, ativacdo do metabolismo secundario e defensivo.

O ajustamento osmotico apresenta as seguintes funcbes: primeiramente impede a
concentracdo excessiva de ions no interior das células, uma vez que o aumento da absorcao de
agua ajuda na diluicdo dessas substancias. O aumento dos solutos compativeis ajudam no
funcionamento, mesmo que de forma restrita, das enzimas, assim como afeta, positivamente a
condutancia estomatica mantendo a maquinaria fotossintética funcionando de forma limitada
para manutencdo das atividades essenciais dessas plantas acometidas pelo estresse
(BERGONCI, 2017).

Tabela 15- Concentracdo de aminoacidos em raizes de mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao
déficit hidrico apos a rustificagdo em fungdo dos estadios de crescimento
Estadio Il Estadio 111
5 10 15 5 10 15

Cont 31,62cB 4539aA 47,67aA 34,01aC 39,95bB 49,24 aA

MeJA 38,60bB 47,06 aA 47,65aA 33,92aC 40,75bB 50,45aA

Flexbes 46,75aA 48,12aA 49,25aA 3549aB 48,36 aA 49,93 aA
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras mindsculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio 1l: dms para colunas e linhas: 3,2054/CV %: 3,44/ Estadio Ill: dms para
colunas e linhas: 2,7006/ CV %: 3,05.
Fonte: Rocha et al. (2021).

A concentracdo de proteinas foi reduzida a medida que as mudas de jatoba foram
submetidas a restricdo de dgua com interacdo (P<0,05) entre préaticas de rustificacdo e periodo
de restricdo hidrica, somente com aquelas oriundas dos estadios | e Il. A reducdo, tanto em
folhas (Tabela 16), quanto em raizes (Tabela 17) coincidiu com o aumento no teor de
aminoéacidos nas células demonstrando que de maneira geral essa conversdo de proteinas a
aminoéacidos deve ocorrer com o objetivo de facilitar o transporte dos 6rgaos fonte até os drenos.

O teor de proteinas em mudas do estadio | apresentaram reducdo de 40,70; 41,89; e
36,36 % no tratamento controle, MeJA e flexdes caulinares a medida que o periodo de déficit
hidrico evoluiu do dia 5 ao 15. Ja em mudas de jatoba do estadio 11, esse decréscimo foi menor
ao se avaliar o periodo inicial e final de déficit hidrico e os valores foram iguais a 43,79; 31,35;

e 31,38 % nos mesmos tratamentos mencionados acima.
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Tabela 16- Concentracédo de proteinas em folhas de mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao déficit
hidrico ap0s a rustificacdo em funcdo dos estadios de crescimento
Estédio | Estédio Il
5 10 15 5 10 15
Cont 312bA 247abB 185aC 3,38aA 235aB 1,90bC
MeJA  339aA 265aB 197aC 3,19aA 230aB 2,19aB
Flexdes 3,30abA 2,33bB 2,10aB  3,25aA 226aB 2,23aB

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maiusculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,2602/CV %: 4,85/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 0,1980/ CV %: 3,71.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Mesmo em condicdo de baixa disponibilidade hidrica no solo, a planta pode manter,
com restricbes a atividade fotossintética, com estratégia de redirecionamento de
fotoassimilados e abscisdo de folhas a fim de evitar a perda excessiva de agua. Assim, umas
das primeiras a¢des nessa situacao é, translocar o contetdo produzido via fotossintese das folhas
até os orgdos de reserva, principalmente as raizes. O mecanismo de translocacdo dos derivados
nitrogenados até as raizes torna-se essencial, pois, 0 solo, sem agua ou com restri¢cdo pode ter
nitrogénio, mas ndo pode ser absorvido pelas raizes devido ao gradiente de transporte de dgua
estar mais negativo. Logo, as fontes ou estruturas produtoras nas plantas precisam fornecer
essas substancias para os demais 6rgaos (SANTOS; CARLESSO, 1998).

Nas raizes das mudas de Hymenaea courbaril do estadio 1l houve interacdo (P<0,05)
entre as praticas rustificativas e o periodo de déficit hidrico ao se avaliar as concentracdes de
proteinas nas raizes. Os resultados apontaram que o contetdo proteico foi reduzido em funcéo
da evolucdo dos dias de restricdo hidrica. Entretanto, a excecao foi observada aos 10 dias de
déficit hidrico, onde o maior valor foi obtido nas mudas tratadas com MeJA.

Nada impede que, sob aquela situacdo, os tecidos avaliados ndo tenham convertido
totalmente o conteudo de proteinas e esta tenha sido usada como indicador de estresse e por
isso seu valor foi incrementado nas raizes (Tabela 17). Por fim, como a analise € destrutiva,
plantas diferentes foram utilizadas para os distintos periodos de avaliacdo, logo, essa
concentracdo também estava sendo influenciada pelos fatores genéticos relacionados aquelas
plantas.

Mesmo que em pequenas quantidades, os reguladores vegetais podem alterar atividades
ligadas ao metabolismo primario e secundario no sistema vegetal, resultando em sinalizagdo do
sistema defensivo, principalmente a nivel celular, podendo ser modificado em funcgdo da fase

de desenvolvimento das plantas. Como consequéncia, a quantidade aplicada do regulador,



121

modo de aplicagdo e fatores ambientais irdo condicionar as respostas dos vegetais ao estresse
(HORVATH; SZALAI; JANDA, 2007).

Tabela 17- Concentracdo de proteinas em raizes de mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao déficit
hidrico ap6s a rustificacdo em fungdo dos estadios de crescimento

Estéadio Il
5 10 15
Cont 1,61 aA 1,43bB 1,01bC

MelJA 1,42bB 156aA 13laC
Flexoes 1,45 bA 1,39bA 1,35aA
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >=.05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras mindsculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maiusculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio Il: dms para colunas e linhas: 0,1741/CV %: 6,00.
Fonte: Rocha et al. (2021).

A prolina é um aminoacido muito estudado, visto que em situacdo de déficit hidrico
seus teores sdo incrementados significativamente e atuam como reguladores osmoticos e
indicadores de estresse por meio da sinalizacdo. Além disso, essa substancia se deposita no
vacuolo, sem no entanto causar toxidez em caso de grande concentragdo (VERBRUGGEN;
HERMANS, 2008; SZABADOS; SAVOURE, 2010; IQBAL et al., 2014; KAUR; ASTHIR,
2015).

Este ajustador também atua como ajustador dos niveis de NADP+/NADPH no citosol,
mantendo o transporte de elétrons funcionando corretamente, sem que haja acimulo de ions
nas células. Essa manutencdo pode ocorrer via producdo de metabolitos secundarios, como é o
caso da sintese de compostos fenolicos que tem a funcdo de neutralizar radicais ou ions que
podem gerar um desequilibrio iénico entre as células (SERRAJ; SINCLAIR, 2002).

Ao se avaliar a interacdo (P<0,05) entre praticas rustificativas e periodo de déficit
hidrico para a concentracdo de prolina nas folhas em mudas de Hymenaea courbaril nos
estadios | e Il observou-se acréscimos desse metabolito a medida que os dias de estresse
evoluiram. O maior valor foi detectado nas mudas flexionadas mecanicamente do estadio II,
com aumento de 80,19 % dos 5 dias até os 15 dias de restri¢do hidrica. Quando se avalia os dias
de estresse em funcdo da rustificacdo, percebeu-se pouca variacdo nas médias pois aos 5 dias
os valores foram 4,09; 4,36; e 4,19 umol de Pro g* de MS no tratamento controle, MeJA e
flexdes caulinares, respectivamente. Resultado semelhante foi observado nos demais periodos
de estresse (Tabela 18).

Nascimento, Nascimento e Gongalves (2019) reportaram resultados semelhantes ao da

pesquisa, onde a quantidade de prolina foi incrementada aos 32 dias em plantas de Hevea
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brasiliensis L. ap6s a supressdo da irrigagdo definida a partir do momento em que a fotossintese
se aproximou de zero.

Em mudas do estadio 11, o resultado foi semelhante ao acima descrito. Os acréscimos
foram persistentes a medida que a condicdo estressante foi intensificada. No entanto,
diferentemente do externado, a maior porcentagem de incremento ocorreu nas mudas controle
igual a 81,80 % (Tabela 18).

Respostas distintas ocorrerdo em funcdo dos fatores externos e internos aos vegetais.
Logo, em plantas tratadas e com idade avancada, tais aumentos foram mais intensos nas mudas
controle e isso pode estar relacionado a maior tolerancia das mudas mais velhas as variagdes
do meio, especialmente devido ao aumento na lignificacdo dos tecidos, apos serem estimuladas
por meio da acdo de reguladores vegetais ou por estimulos mecanicos.

Espécies perenes e de crescimento lento sdo mais vulneraveis a variagdo na temperatura
e umidade, podendo intensificar a mortalidade em ambientes sob déficit hidrico nas fases
iniciais de crescimento (HANSEN; TURNER, 2019).

Tabela 18- Concentracdo de prolina em folhas de mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao déficit
hidrico ap6s a rustificacdo em funcgdo dos estadios de crescimento
Estédio | Estadio Il
5 10 15 5 10 15
Cont 4,09bC 5,74bB 6,76 b A  401cC 572aB 7,29aA
MeJA  436Ac 6,35aB 747aA  424bC 565aB  7,18aA
Flexdes 4,19abC 6,35aB 755aA 445aC 574aB  7,12aA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maiusculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,2066/CV %: 1,69/ Estadio I11: dms para colunas
e linhas: 0,1803/ CV %: 1,51.
Fonte: Rocha et al. (2021).

Em mudas de jatobd do estadio Il, alguns parametros ndo apresentaram interacao
(P>0,05) entre rustificacdo e periodos de déficit de agua em folhas e raizes. Nas folhas, apenas
no conteudo de prolina ndo apresentou interacdo. A concentracdo daquele metabolito foi
incrementado com o0 aumento dos dias de estresse com valores iguais a 4,02; 5,56; e 7,02 umol
de Pro g de MS nos periodos de 5, 10 e 15 de déficit hidrico. Nas raizes o teor de prolina so
apresentou diferenca estatistica em funcéo dos dias de deficit hidrico com valores de 4,02; 5,56;
e 7,02 umol de Pro g de MS, respectivamente.

A concentracdo de aminoacidos, proteinas e prolina na raiz de mudas de jatoba no
estadio | ndo revelaram interacdo (P>0,05) entre os fatores estudados sendo apenas alterado

devido aos periodos de déficit hidrico. As médias observadas em aminoacidos foram iguais a
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41,36; 49,39; e 51,81 umol de aminoacidos g de MS aos 4, 8 e 12 dias, nos periodos de 5, 10
e 15 de déficit hidrico.

O conteudo de proteinas foi reduzido na fase final de avaliagdocom valores iguais a
1,48; 1,52; e 1,12 mg proteinas g* de MS. Por fim, a prolina aumentou em funcdo da
intensificacdo dos dias com restri¢do hidrica e os valores foram iguais a 6,65 (4 dias); 8,83 (8
dias); e 9,97 (12 dias) umol de Pro g de MS.

Ao avaliar o conteudo de glicina nas folhas de Hymenaea courbaril sé houve interacdo
(P<0,05) em mudas dos estadios | e I, ambos resultando em acréscimos a medida que a
condicdo de estresse foi intensificada. Com destaque ao estadio I, houve acréscimos mais
significativos no contetdo de glicina nas plantas controle. Esse resultado persistiu no estadio
I1, aumentando significativamente mediante a condicdo de estresse (Tabela 19).

Oliveira Neto et al. (2016) obtiveram aumento nos teores de glicina betaina em plantas
de Byrsonima crassifolia L. submetidas a condicéo de déficit hidrico por 25 dias e a 29,21 mg
de glicina betaina g de MS enquanto que em mudas irrigadas todos os dias obtiveram 21,21
mg de glicina betaina g de MS na concentracio desse ajustador osmoético nas folhas. No
sistema radicular, as médias variaram de 14,3 a 18,34 mg de glicina-betaina g* de MS em
plantas controle e sob estresse hidrico, resultando em aumento percentual de 22,02 %.

Os dois metabolitos secundarios estdo relacionados e podem ser influenciados pelo
aumento um do outro. No caso dos incrementos na concentragéo de glicina-betaina, a principal
consequéncia seria 0 acimulo e formacdo de aminoacidos solUveis via degradacao de proteinas
(MOTA etal., 2015) o que foi percebido ao longo das analises realizadas em mudas de eucalipto
e jatoba.

Tabela 19- Concentragdo de glicina-betaina em folhas de mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao
déficit hidrico ap0s a rustificagdo em funcdo dos estadios de crescimento
Estadio | Estadio I
5 10 15 5 10 15
Cont 7,44bC 1248bB 1565aA 10,15abC 12,49bB 16,74 aA
MeJA 8,68aC 13,13aB 15,62aA 10,04bC 12,95aB 16,70 abA
Flexbes 859aC 1295aB 1524bA 10,40aC 12,58bB 16,46 bA

As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras minusculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,3570/CV %: 1,40/ Estadio Il: dms para colunas
e linhas: 0,2503/ CV %: 0,91.
Fonte: Rocha et al. (2021).

No caso do conteudo de glicina nas raizes, todos os tratamentos rustificativos resultaram

em acréscimos (Tabela 20) em funcdo do aumento dos dias de estresse e reducdo no CRA. Além
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do mais, assim como a prolina, a glicina estd envolvida na conservagdo da integridade da
membrana celular evitando a plasmélise e consequente morte das plantas.

Novamente, é importante destacar que essa estratégia é eficiente a curto prazo e a
medida que os dias de estresse aumentam, essas concentracdes podem até aumentar, mas nao
atuardo de forma eficiente na preservacdo da quantidade de &4gua. Entretanto, existe um limite
na tolerdncia das plantas a falta de &gua, pois as atividades metabolicas essenciais s&o
dependentes do suprimento hidrico e na falta deste essas atividades irdo cessar.

Pinto et al. (2012) descreveram que as especies lenhosas podem tolerar periodos de
déficit no solo prolongados. Entretanto, tal afirmacéo dependera das caracteristicas genéticas
que condicionaram seu desenvolvimento e crescimento, assim como dos fatores ambientais em
que estas se desenvolveram e foram aclimatadas segundo os mesmos autores. Por isso, estudos
gue levam em consideracdo tal afirmacdo, assim como as respostas das plantas aos estresses
variados podem contribuir na escolha de espécies mais adequadas de acordo com as suas
principais restrigdes.

Na regido onde o estudo foi desenvolvido, por exemplo, baseado no teste de déficit
hidrico e sobrevivéncia das mudas a campo, recomenda-se a utilizacdo da espécie Hymenaea
courbaril devido a ampla tolerdncia as condi¢fes ambientais que estas foram expostas,
principalmente a irregularidade da precipitacéo.

Tabela 20- Concentracédo de glicina-betaina em raizes de mudas de Hymenaea courbaril submetidas ao
déficit hidrico ap0s a rustificagdo em funcdo dos estadios de crescimento
Estadio | Estadio Il
5 10 15 5 10 15

Cont 8,62bC 13,64bA 12,71cB 10,24aA 10,65bA 10,88 bA

MeJA 9,83aC 14,75aB 16,26 aA 11,35aB 13,33aB 15,65aA

Flexdes 9,74aC 13,86 bB 14,90bA 10,31aB 14,92aA 14,58 aA
As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p >= .05). Foi aplicado o
Teste de Tukey ao nivel de 1 (p < .01) e 5 % (.01 =< p < .05) de probabilidade. Letras mindsculas
comparam as colunas (métodos rustificativos) e as maitsculas comparam os valores indicados nas linhas
(dias de estresse). Estadio I: dms para colunas e linhas: 0,6947/ CV %: 2,62/ Estadio Ill: dms para
colunas e linhas: 1,9817/ CV %: 7,64.
Fonte: Rocha et al. (2021).

A disponibilidade de agua no solo pode gerar respostas reversiveis e irreversiveis nas
plantas, de acordo com o maior ou menor grau de tolerancia das mesmas. A partir da imposicao
de estresse, plantas podem se tornar mais aclimatadas a condicdo e a partir das respostas
defensivas podem se tornar mais tolerantes ao local em que estéo inseridas.

O processo de aclimatacdo pode ser o resultado de modificagcbes anatémicas ou
fisiologicas, que resultardo em alteragdes na morfologia dos vegetais como estratégia de

sobrevivéncia. Em casos extremos de déficit hidrico o metabolismo vegetal sera alterado de
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forma extrema resultando na desidratacdo das células e tecidos vegetais até atingir o ponto de
murcha permanente.

Torna-se imprescindivel destacar que a simulacdo da condicdo de estresse em vasos e a
campo é totalmente diferente, pois quando alocadas em recipientes as plantas apresentam
limitagdo do crescimento, principalmente no caso da expanséo radicular. Adicionalmente, nas
camadas mais subsuperficiais do solo presente nesses recipientes, a &gua nem sempre estara
presente. Logo, aquele fator também culminara na reducdo da quantidade de agua retida nas
plantas a longo prazo. No solo a campo, o crescimento pode ser limitado por fatores quimicos
e fisicos ligados ao solo, mas ndo em relagdo a area disponivel, e por isso, nesse caso, a area a
ser explorada em busca de agua € muito maior.

Estudar o intervalo entre irrigacdes é uma 6tima opcao, pois, os resultados podem inferir
de que maneira cada espécie estara respondendo a falta de agua, por periodos curtos ou
prolongados, além disso, ajuda a tomar decisdes sobre o periodo de rega, minimizando o

desperdicio hidrico e emprego de préaticas desnecessarias.

CONCLUSOES

O CRA foi reduzido em mudas de eucalipto e jatoba com o aumento no nimero de dias
sob restricdo hidrica apesar das mudas rustificadas terem apresentado menor concentracéo de
agua no inicio das avaliaces. Na mesma proporcdo que o CRA diminuiu em mudas de
Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril, a concentracdo de solutos compativeis também
variou, sendo que a concentracdo de aminoacidos, prolina e glicina aumentaram tanto em
relacdo ao periodo de déficit hidrico quanto as préticas rustificativas. No caso dessas espécies,
a aplicacdo de flexdes caulinares resultou em menor perda de &gua e maior ajustamento
osmotico sendo, portanto, recomendado.

Adicionalmente, 0 aumento no contetdo de solutos também foi observado em mudas de
jatoba tratadas quimicamente demonstrando que ambos os tratamentos estimularam o
ajustamento osmotico em folhas e raizes em condicdes de estresse hidrico atenuando o estresse

hidrico.
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CONSIDERACOES FINAIS

Muito do que é pesquisado atualmente no setor florestal se limita a espécies lenhosas
exoticas, de rapido crescimento e retorno financeiro imediato. Entretanto, as espécies lenhosas
nativas sdo 6timas opcdes, visto que de maneira geral estas podem se aclimatar mais facilmente
as condicOes estressantes que sdo impostas assim como podem ser utilizadas com finalidades
diversificados, sejam estes no setor madeireiro ou nao.

Nesta pesquisa tanto as mudas de eucalipto quanto as de jatoba foram expedidas a campo
e apesar da primeira se adaptar muito bem as condic¢des edéaficas e climaticas da regido, a
segunda conseguiu passar 180 dias a campo sem ser atacada por nenhuma praga ou patdgeno,
diferentemente do eucalipto, que foi exposto ao ataque de lagartas e formigas.

Assim, destacando a dessemelhanca entre a importancia que os produtores florestais
atribuem a espécies nativas e exoticas, percebe-se que, o que falta é a propagacdo de
informacBes sobre as vantagens de utilizar espécies nativas e sua contribuicdo no setor
econdmico, ambiental, ecoldgico e social. Ndo que a utilizacdo de espécies como eucalipto e
pinus ndo sejam relevantes, muito pelo contrario, mas quando nos deparamos com o setor
silvicultural, percebe-se pouca diversidade no que é produzido e utilizado economicamente.

Atualmente, um dos grandes entraves na producdo florestal ocorre devido a baixa
qualidade de mudas produzidas, refletindo na oferta limitada desse bem, tal como na baixa
diversidade de espécies produzidas nos viveiros florestais. Dessa maneira parte do que é
expedido ao ambiente definitivo é perdido, resultando em gastos excessivos e 0 desvio de
valores que poderiam ser empregado em outras fases do desenvolvimento, como o investimento
em sistema de irrigacdo, adubacdo ou mesmo construcdo de viveiros modernos e completos que
atenderiam a demanda de cada espécie.

Logo, é necessario que novas técnicas sejam empregadas, com a finalidade de melhorar
a producdo nos viveiros, tal como, diversificar as espécies utilizadas em plantios comerciais ou
aqueles com a finalidade ambiental.

O pleno desenvolvimento e crescimento das espécies florestais pode ser influenciado
pela aplicacédo de praticas eficientes, que preparem essas plantas para o chogque pos-plantio e
aumente a toleréncia das mesmas frente a condicGes estressantes e por isso, 0 processo de
rustificagdo se torna essencial e inteligente com o intuito de maximizar a produgdo de mudas
com qualidade adequada para cada local onde seréo inseridas, assim como minimizar as perdas.

Nessa pesquisa, a utilizacdo de praticas rustificativas como a aplicacdo de regulador

vegetal e estimulos mecénicos resultaram em alteracdo dos parametros morfoldgicos,
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fisiolodgicos e bioguimicos, assim como ajudaram a tolerarem a imposicao do déficit hidrico.
No entretanto é interessante destacar que para cada espécie haverad um tratamento mais
adequado, variando com as caracteristicas genéticas e ambientais. Por isso, novas pesquisas
devem ser desenvolvidas com o objetivo de ampliar as informacGes acerca do processo de
rustificacdo, métodos mais recomendados, parametros indicadores de qualidade e espécies mais
adequadas para cada ambiente.

Exemplificando, nas duas espécies estudadas neste trabalho, o efeito da aplicacdo dos
tratamentos quimico e mecanico foram diversos e dependente das peculiaridades de cada
espécie, tipo de tratamento, estadio de desenvolvimento, sanidade e exposi¢ao a outros estresses
ndo controlaveis. Tanto a aplicacao de metil jasmonato quanto as flexdes caulinares atuaram na
sinalizacdo da defesa desses organismos, respondendo mais lentamente ou rapidamente aos
estimulos dependendo dos fatores ja& mencionados acima.

Quando se avalia o hibrido Eucalyptus urograndis constatou-se que, o estimulo
mecanico foi mais eficaz ao alterar fatores morfofisioldgicos e isso pode ter sido consequéncia
da espécie ser mais rustica e necessitar, nesse caso, de condi¢cGes mais extremas para manifestar
as alteracdes, sejam externas ou internas.

Com Hymenaea courbaril resultados semelhantes a espécie anterior foram observados;
porém, avaliando as mudas morfologicamente, o processo de tigmomorfogénese ou flexdes no
caule foi muito mais estressante, resultando em queda das folhas, sintomas de estresse nessas
mesmas estruturas, assim como reducédo da area fotossinteticamente ativa. Assim, o tratamento
mecanico foi aquele que causou maior perturbacdo ao vegetal. Isso, ndo necessariamente é uma
resposta desvantajosa, ja que o objetivo do processo de rustificacdo é modificar a tolerancia das
mudas introduzindo estresses controlaveis com o objetivo de agilizar as respostas futuras desses
vegetais nos locais definitivos.

A principal dificuldade ao se avaliar os parametros de qualidade em mudas e aplicar
praticas rustificativas € saber qual o melhor momento que isso deve ocorrer e controlar até que
ponto a aplicagdo do tratamento pode ser benéfica ou detrimental. Neste experimento, verificou-
se que, o melhor periodo para se proceder com a aplicacdo de técnicas na fase de
desenvolvimento das mudas seria a partir do estadio 11 nos dois objetos de estudo, pois, nessas
fases, as mudas estavam mais desenvolvidas e menos suscetiveis as adversidades bioticas e
abioticas, tolerando mais eficientemente os estresses e a aplicagao dos tratamentos. No caso do
eucalipto, o estadio | ndo € recomendado sob hipdtese alguma, ja que, este ndo obteve sucesso
no desenvolvimento a campo, resultando em perda generalizada das plantas antes da finalizacdo

das analises.
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Finalmente a aplicacdo dos tratamentos deve ser realizado com cautela em
experimentos, j& que, no caso do jasmonato e de outros reguladores vegetais de crescimento é
necessario tomar cuidado com as doses a serem aplicadas, pois, a linha entre resultados
benéficos ou ndo é bem ténue, ja que, a aplicacdo exogena destes pode desencadear
desequilibrio na concentracdo de hormonios produzidos pelas plantas e resultar em estresses
irreversiveis. O mesmo pode ocorrer na aplicacdo de flexdes caulinares, visto que, os danos
morfologicos as plantas podem ser muito intensos, podendo a planta, ndo se recuperar apos a
aplicacdo dessa pratica.

Assim, estudar o efeito e as respostas da aplicacdo dessas técnicas em cada espécie € 0
melhor caminho na obtencdo de mudas de qualidade, assim como, de espécies e praticas mais
adequadas em cada ambiente, levando em consideracdo as especificacGes intrinsecas e

extrinsecas ao vegetal.



138

APENDICE A- Metodologias detalhadas capitulo 111 e IV
LIGNINA

A fim de quantificar o teor de lignina tanto os caules quanto as raizes foram secos em
estufa de circulacéo de ar a 60 °C por 72 horas, moidos em moinho tipo Willye e passadas em
peneira de malha 40 mesh seguindo a metodologia de Van Soest. (1994). Logo ap0s 0S
procedimentos, amostras de 0,5 g de tecido vegetal foram acondicionadas em sacos de TNT e
selados em maquina seladora. Os sacos foram acondicionados em frascos plasticos com
capacidade de 1,0 L. Nesse recipiente foi acrescentada a solucdo detergente acido (FDA),
preparada anteriormente, com 20 g de Brometo de cetiltrimetil amonio e 27,4 mL de H2SO4
concentrado, diluidos em 1,0 L de agua na proporcao de 40 mL por saco.

Posteriormente ao preparo da solugdo as amostras foram acondicionadas em autoclave
a100 °C por 1 hora. Os sacos foram lavados em agua corrente, alternando em agua quente e fria
e imersa por 5 minutos em 30 mL de acetona P.A. O material foi lavado e seco em estufa a 105
°C por 8 horas e pesado quando as amostras atingiram a temperatura ambiente. Na extracao,
os sacos foram imersos por 3 horas em 2L de acido sulfurico (H2SO4) a 72%. Ap0s essa
atividade, as amostras foram lavadas em &gua corrente na intencdo de retirar os residuos para
que o material fosse seco novamente, durante 8 horas a 105 °C e posteriormente o material foi
pesado.

Apdbs a pesagem, os sacos de TNT foram colocados em cadinhos de porcelana e
submetidos a carbonizacdo em mufla a 550 °C por 3 h. Ao término do procedimento, realizou-
se a ultima pesagem do material resultante da carbonizagdo. As concentracdes de lignina foram
expressas em g kg e a equacdo utilizada com o proposito de obter os valores pode ser

visualizada abaixo.

ELLNYTY
Lignina (%) = [(RESas — RES¢ * () 1)
Onde: RESas = matéria seca resultante da digestdo sulfurica;
RESc = matéria seca resultante da carbonizacgéo;

MA = matéria seca inicial.

COMPOSTOS FENOLICOS

Na determinagdo de compostos fenolicos, a metodologia usada foi de Georgé et al.
(2005) e adaptada em algumas das etapas realizadas ao longo das analises. Primeiramente,
amostras de folhas foram moidas, em moinho tipo Willye, pesadas 0,5 g e adicionadas em 5
mL de etanol (70%), a solucdo foi transferida para falcon de 15 mL e levadas a centrifuga a

5200 rpm por 20 minutos.
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O sobrenadante obtido ap0s a extracdo foi transferido tubos de vidro, servindo com
solucdo estoque, caso fosse necessario repetir alguma amostra. Posteriormente, 0,5 mL do
mesmo foi misturado a 2,5 mL de Folin-ciocalteu, na proporcdo de 1:10 (Folin:Agua) e
adicionado 2,0 mL de carbonato de calcio (Na2COs). As amostras foram mantidas no escuro
por 15 minutos a temperatura de 50 °C em estufa de circulacdo forcada e posteriormente o
sobrenadante foi coletado a fim de realizar a leitura em espectrofotometro, com comprimento
de onda de 760 nm.

Cabe ressaltar que as amostras foram feitas em duplicatas e as concentracGes foram
determinadas e quantificados os teores de &cido galico em mg. As amostras com leitura menores
que 0,123 e maiores que 0,935 foram diluidas e essa faixa de valores foi determinada de acordo
com a curva padrdo na determinacdo dos compostos fenolicos totais. A curva pode ser

visualizada na Figura a seguir.
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Figura 1- Curva padréo na determinag&o de compostos fenolicos em mudas de Eucalyptus urograndis e
Hymenaea courbaril
Fonte: Cordeiro et al. (2021).

PERDA DE ELETROLITOS

Ademais, foi determinada a perda de eletrélitos das raizes pelo método de Wilner
(1955). Iniciando pela retirada das mudas dos recipientes e lavagem das raizes, primeiramente
com agua corrente e posteriormente utilizando agua deionizada e destilada, a fim de evitar
contaminantes da superficie das raizes, tal como ions que poderiam superestimar os valores
observados. A porcado média e central das raizes foram removidas e mantidas as radicelas com
didmetro menor que 2 mm, localizadas no terco superior.

Posteriormente foram acondicionadas em um recipiente com 20 mL de &gua destilada

e levadas a BOD, pois era necessario que houvesse o controle da temperatura, que deveria ser
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de 20 °C. A mistura foi mantida nesse local por 24 horas e ap6a a mensuragdo da condutividade
elétrica das raizes vicas (Cvivas) foi realizada, com auxilio de um condutivimetro (modelo CD12/
Bel Engineering ®). As mesmas raizes foram autoclavadas a 100 °C por 10 minutos e ap0s esse
procedimento, a mistura foi mantida a temperatura ambiente, com a finalidade de resfriar a
soluco e quantificar a condutividade das raizes mortas (Cmortas). A perda de eletrdlitos foi

quantificada por meio da seguinte formula:

PER (%) = (o) + 100 )

Cmorta

DETERMINACAO DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS

Apo6s o término do experimento foram determinados os teores dos pigmentos
clorofilianos, seguindo a metodologia de Arnon (1949). Para tal determinacdo, amostras
foliares foram coletadas no terco médio das mudas, nas folhas expandidas e fotossinteticamente
ativas.

Primeiramente se retirou 14,0 cm? (3,3,7416 de largura e comprimento) da limbo
foliar, descartando as nervuras e foram acondicionadas em tubos Falcon de 15 mL, previamente
revestidos com papel aluminio. Apds esse processo, acrescentou-se 10 mL de acetona a 80%
(80 % da solucdo com acetona pura e 20 % com agua destilada e deionizada). As amostras
permaneceram em repouso a 25 °C e por um periodo de 48 horas para extragdo dos pigmentos.

Apos esse periodo de extracdo, aliquotas de 3 mL foram transferidas para cubetas de
quartzo de 3 mL para realizacdo da leitura no espectrofotbmetro, nos seguintes comprimentos
de onda: 645 e 663 nm. Finalmente, os resultados obtidos doram previamente convertidos e
quantificado as concentragdes de clorofila a e b, conforme as equacfes a seguir. Os valores
foram expressos em pmol m, considerando o volume do extrator, a area foliar extraida e a
massa molar das clorofilas. Nas férmulas, o A representa o valor obtido no espectrofotdmetro,
a absorbancia.

Cloa = 12,7 * Agez — 2,69 * Agss (3)
Clob = 22,9 % Agys — 4,68 * Aggs (4)
CONTEUDO RELATIVO DE AGUA (CRA)

Na determinacgdo do conteudo relativo de agua 30 discos foliares foram retirados, com
diametro de aproximadamente 10 mm nas plantas selecionadas, posteriormente foi realizada a
pesagem em balanga analitica com o intuito de determinar a massa fresca 1 (MF1). Os discos
foram depositados em placas de petri contendo 35 mL de &dgua destilada e mantidos a 25 °C,

durante 6 horas. Passados o tempo e apds a turgescéncia das células, o material foi retirado e
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colocado em papel filtro, retirando o excedente de agua, pesado e determinado a massa fresca
2 (MF2) (SLAVICK, 1979).

Ap0s esses procedimentos o material foi colocado em recipientes de aluminio e levado
a estufa, a 60 °C por 48 horas, posteriormente foi realizada a determinacao da massa seca (MS).
O CRA foi determinado a partir dos valores obtidos nas pesagens e substituidos em uma
formula (descrita a seguir), relacdo esta descrita por Irigoyen et al. (1992) e expresso em
porcentagem. A analise foi realizada entre as 04h0OOmin e 06h0Omin da manhd a fim de

aproveitar o periodo onde as plantas apresentam maior turgescéncia celular.

(MF1-MS)

CRA (%) = ((MFZ—MS)

) * 100 )

PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS

Na determinacdo das proteinas, 100 mg de matéria seca de folha e raiz foram
misturadas com 5,0 mL de Tris-HCI (25 mM pH 7,6). Em seguida os tubos foram lacrados e
foram agitados durante 2 horas na mesa agitadora “shaker” orbital digital (Modelo SP-180/D).
Logo em seguida, o material foi centrifugado a 2000 rpm, por 10 minutos e em seguida foram
colocados nos tubos de ensaios 100 pL do sobrenadante apds a centrifugacéo e adicionados 2,5
mL do reagente de Bradford.

Ao final desses processos, 0s tubos foram agitados delicadamente para ndo haver
desnaturacdo das proteinas. Apos 15 minutos de repouso as leituras foram realizadas no
espectrofotdmetro, com comprimento de onda de 595 nm e os resultados expressos em mg*
proteina g de massa seca. O branco foi feito com 100 uL de agua + 2,5 mL do reagente de
Bradford. A determinacgdo de proteinas solUveis totais utilizou a formula abaixo:

Y = 0,0145 x X (R? = 0,9945) (6)
Onde:
X=ug de proteinas e Y=Abs a 595 nm

AMINOACIDOS SOLUVEIS TOTAIS

Os aminoécidos soluveis totais sdo determinados a partir da pesagem de 0,2 g e
colocados em eppendorfs de 2 mL, adicionando 2 mL de H2O destilada, homogeneizadas em
agitador e levada a banho-maria por 30minutos a 100 °C.

Em seguida o material foi centrifugado a 2500 rpm por 5 minutos, acrescentado 200
ML de solugédo 1 (Tabela 1), 200 pL de solugéo 2 (Tabela 2), 320 pL de H.O destilada e 80 uL

de extrato em microtubos, agitados e incubados a 100 °C por 15 minutos. O material foi
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colocado em um recipiente com agua e gelo, a fim de promover a paralizacdo das reagdes e
adicionado 1200 pL de etanol a 50%.

Tabela 1- Descricdo da solucdo 1 de reacdo na determinacdo de aminoacidos soluveis totais. A tabela
descreve os volumes de uma amostra com volume total de 200 pL

Reagentes Concentragéo Volume (L) e massa seca (2mg)
CeHsO- 2M 20
KCN 5M 16
HO(pH50 e ~ 164 (H,Oadic = 164 — base/acido)

Antes de adicionar H.O deve ser ajustado o pH da solugédo de reagéo 1 para pH 5,0
Fonte: Lobato e Barbosa. (2012).

Tabela 2- Descri¢do da solugdo 2 de reacdo na determinagdo de aminoacidos. A tabela descreve 0s
volumes de uma amostra com volume total de 250 pL

Reagentes Concentragéo Volume (L) e massa seca (2mg)
CsH100 Puro 160
KCN 0,001M 40
CoHeO4 Puro 1,7

Fonte: Lobato e Barbosa. (2012).

As amostras foram mantidas por 20 minutos a temperatura ambiente e em seguida as
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro (570 nm). O branco foi resultante da mistura de
200 pL da solucédo 1 de reacdo, 200 pL da solucdo 2 de reacao, 400 uL de H2O e 1200 uL de
etanol a 50%. Na determinacdo dos aminoacidos sollveis totais utilizou-se a formula abaixo:
Y = 0,0201 x X (R? = 0,9923) 7)
Onde:

X= pg de glicose
Y= Abs a 490 nm
PROLINA

Os teores de prolina foram mensurados a partir da pesagem de 0,2 g de p6 da matéria
seca (MS) das raizes e das folhas e adicionados 2 mL de H.O destilada. Posteriormente, o
material foi homogeneizado em agitador e levado a banho-maria por 30 minutos e a 100 °C. Os
tubos foram centrifugados a 2500 rpm por 5 minutos e 400 pL do sobrenadante foi colocado
em microtubos juntamente com 400 pL da mistura da reacdo (Tabela 3) e 400 pL &cido acético

a 100%, seguindo de agitacao e incubacgéo a 100 °C por 60 minutos.
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Tabela 3- Descricdo da mistura de reacdo na determinagéo de prolina. A tabela descreve os volumes de
uma amostra com volume total de 500 pL

Reagentes Concentragdo Volume (UL) e massa seca (2mg)
C,H40, Puro 240
HsPO,”" 6M 160
CoHeO4 Puro 10

Fonte: Lobato e Barbosa. (2012).

Em seguida as amostras foram distribuidas em recipientes com agua e gelo a fim de
paralisar a reacdo. Concomitantemente foi adicionado 800 pL de tolueno a 100% e agitados
vigorosamente por 30 segundos. As amostras foram mantidas em temperatura ambiente por 20
minutos e as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 520 nm. A fase ndo aquosa foi
descartada e o branco foi feito somente com tolueno a 100%. O célculo da determinacdo de
prolina pode ser visualizado a seguir.

Y = 8,1941xX + 0,0457 (R? = 0,9961) (8)
Onde:

X= pmol de prolina
Y= Absorbancia a 520 nm

GLICINA-BETAINA

A obtencdo do extrato da glicina-betaina foi obtido a partir da pesagem de 0,25 g de
matéria seca de folhas e raizes e transferidas aos tubos de 2 mL e adicionado 2 mL de agua
destilada a fim de obter o extrato aquoso. O material foi agitado por 4 h em mesa agitadora
“shaker” orbital digital (Modelo SP-180/D) a 25 °C, pois a extra¢cdo ocorreu a frio. As amostras
foram centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos e a 25° C. Ap0s a extracao, o extrato aquoso
foi coletado e foi descartado o precipitado.

Em tubos eppendorfs adicionou-se 250 uL do extrato aquoso + 250 pL de H>SO4 2N
(diluicdo da amostra 1:2) e estes permaneceram durante 1h no banho de gelo, em geladeira (0°
a4° C). No material obtido foi adicionado 200 uL de KI-I> gelado e novamente permaneceram
em banho de gelo por 16h a 0 °C.

O material foi centrifugado durante 15 minutos, a 10.000 rpm e a 0 °C, descartado o
sobrenadante, seguindo de lavagem do precipitado por 2 vezes com 2 mL de H2SO4 1N. As
amostras foram novamente centrifugadas por 5 minutos a 10.000 rpm e a 0 °C ap6s cada
lavagem. Finalmente, o precipitado foi dissolvido em 3 mL de 1,2-dicloroetano e agitado
vigorosamente. Apos 2h de descanso foi realizada a leitura em espectrofotémetro a 365 nm.

Para a determinacg&do dos valores de glicina-betaina segue a formula abaixo.



144

Y=0,0015X —0.0037 (R? = 0,9969) 9)
Onde:

X= g de glicina betaina
Y= Absorbéancia a 365 nm
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APENDICE B- Variaveis climaticas obtidas em ambiente protegido e a campo
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Aplicagdo dos tratamentos/Dias de avaliagdo

Figura 1- Temperatura do ar obtida em ambiente protegido durante a condugéo do experimento com
mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril nos anos de 2018 a 2021.
Rocha et al. (2021).
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Figura 2- Umidade relativa do ar obtida em ambiente protegido durante a conducéo do experimento com
mudas de Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril nos anos de 2018 a 2021
Rocha et al. (2021).
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Figura 3- Temperatura do ar obtida a campo durante a conducdo do experimento com mudas de

Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril no ano de 2021.
Rocha et al. (2021).
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Figura 4- Umidade relativa do ar obtida a campo durante a conducéo do experimento com mudas de

Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril no ano de 2021.
Rocha et al. (2021).
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Figura 5- Precipitacdo mensal obtida a campo durante a condugdo do experimento com mudas de
Eucalyptus urograndis e Hymenaea courbaril entre os meses de fevereiro a outubro no ano de 2021.
Fonte: Rocha et al. (2021).



