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RESUMO

LACERDA, Fellip Januério Pinheiro. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de
2013. Papel da hipoxia e do manganés na tolerancia diferencial de clones de
eucalipto a Seca de Ponteiro do Vale do Rio Doce. Orientador: Roberto Ferreira de
Novais. Coorientadores: Ivo Ribeiro da Silva e Wagner Luiz Aradjo.

A Seca de Ponteiro de Eucalipto do Vale do Rio Doce (SPEVRD) € um disturbio
fisiolégico que se caracteriza por necroses amarronzadas na insercdo de ramos
secundarios e peciolos, culminando com intensa desfolha e, em casos mais extremos,
com a morte de plantas. Esse problema vem apresentando estreita correlagdo com
ambiente de hipoxia (baixo potencial redox) e excesso de Mn no lencol freatico. Assim,
este trabalho teve como objetivo compreender os mecanismos envolvidos na tolerancia
diferencial de clones de eucalipto a SPEVRD e sua relacdo com a hipoxia e 0 excesso
de Mn. Para isso, trés experimentos foram conduzidos. Experimento I: Os tratamentos
foram conduzidos em um esquema fatorial 2 x 2 x 5 sendo: dois clones — um sensivel
(1213) e outro tolerante (2719) a SPEVRD; duas concentracGes de O, em solucdo —
normal (8 mg L™ de O,) e hipoxia (1 mg L™ de O,), e cinco concentracdes de Mn
(MnCl,.4H,0) — 0; 5; 10; 30 e 90 mg L™. Ao fim da condugdo do experimento, cada
planta foi separada em folhas velhas (maduras), novas, caule e raiz, e secas em estufa.
Estas amostras foram moidas e submetidas a digestdo nitrico-perclorica para a
determinacdo do teor de Mn. Experimento Il: Os tratamentos consistiram em um
esquema fatorial 2 x 4, sendo: dois clones — um sensivel (1213) e outro tolerante (2719)
e quatro concentracdes de O, em solucdo nutritiva — 1; 4; 6 e 8 mg L™ de O,. O
comprimento do sistema radicular e parte aérea foram medidos aos 0 e 21 dias de
conducdo do experimento. Ao final de 14 dias, alguns atributos fisioldgicos foram
avaliados: fotossintese, condutancia estomatica, transpiracdo e concentracdo interna de
CO,. Em seguida, foram tomadas amostras do &pice de raiz para analises anatbmicas.
Ao final do experimento, as plantas foram colhidas e separadas em folhas velhas, novas,
caule e raiz e secas em estufa. Posteriormente, as amostras foram submetidas a digestao
para determinagdo dos teores de macro e micronutrientes. Experimento IlI: Os
tratamentos consistiram em um esquema fatorial 2 x 2 x 2, sendo os dois clones de
eucalipto — 1213 (sensivel) e 2719 (tolerante); duas concentragdes de O, — normal (8 mg
L") e hipoxia (6 mg L), e duas concentracdes de Mn — 30 e 300 mg L. O
comprimento do sistema radicular foi medido nos tempos 0, 2, 5, 10, 15, 18 e aos 27

dias de conducdo do experimento. O ganho em altura da parte aérea e ao longo do
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periodo experimental foi medida no inicio e ao final (27 dias) do experimento. Ao final
do experimento, antes da colheita, foi quantificado o etileno emitido pelas plantas. Em
seguida, as mudas foram colhidas e separadas em folhas maduras, novas, caule e raiz, e
secas em estufa. Posteriormente, foram determinados os teores de macro e
micronutrientes. A condi¢do de hipoxia reduziu a matéria seca dos componentes da
planta, o crescimento radicular e tamanho das plantas, sendo que a maioria destes
atributos foi mais afetada para o clone 1213 (sensivel). O crescimento radicular foi o
melhor indicador da condicdo de estresse causado pela hipoxia, com seu crescimento
inibido mais para o clone 1213; o Mn ndo influenciou esta modificacdo. A condicédo de
hipoxia ocasionou a formacdo de aerénquima no sistema radicular e o incremento de
etileno na parte aérea de ambos o0s clones, sendo que este foi mais intenso para o clone
1213 (sensivel). O clone 2719 (tolerante) respondeu mais rapidamente a hipoxia do que
o clone sensivel (1213), reduzindo a abertura estomatica e, consequentemente, a taxa
fotossintética, transpiracdo e concentracdo interna de CO, a menores valores que 0
clone sensivel (1213). Em condi¢do de hipoxia e excesso de Mn, o clone sensivel (1213)
apresentou sintoma de toxidez de Mn como necroses amarronzadas e encarquilhamento
de folhas novas, seguida pela perda de dominancia apical. A deficiéncia de O, no
sistema radicular foi o primeiro fator a predispor os clones a SPEVRD, diferentemente
do excesso de Mn que parece atuar em longo prazo para a completa expressdo dos

sintomas de Seca de Ponteiro.
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ABSTRACT

LACERDA, Fellip Januério Pinheiro. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2013. Role of hypoxia and manganese in the differential tolerance of eucalyptus
clones to shoot die-back in the Vale do Rio Doce. Adviser: Roberto Ferreira de
Novais. Co-advisers: Ivo Ribeiro da Silva and Wagner Luiz Araujo.

The physiological disorder shoot die-back of eucalyptus in the Vale do Rio Doce
(SPEVRD) is characterized by brownish necrotic lesions at the point of insertion of
secondary branches and petioles, resulting in intense defoliation and, in the most
extreme cases, in plant death. Close correlations of this problem were observed with
hypoxic environments (low redox potential) and excess Mn in groundwater. This study
aimed to investigate the mechanisms involved in the differential tolerance of eucalyptus
clones to SPEVRD and their relationship to hypoxia and excess Mn. Three experiments
were conducted for this purpose: Experiment | - treatments arranged in a factorial 2 x 2
x 5 design, represented by two clones (1213 - SPEVRD-sensitive and 2719 - SPEVRD-
tolerant ); two O, concentrations in solution (normal - 8 mg L™ O, and hypoxic - 1 mg
L™ 0,); and five Mn concentrations (0, 5, 10, 30, and 90 mg L™ MnCI2. 4H,0) . After
the experiment, each plant was separated into old (mature) and new leaves, stem and
roots, and oven-dried. These samples were ground and nitric/perchloric acid digested to
determine Mn. Experiment Il: The treatments consisted of a factorial 2 x 4 design, with:
two clones - a sensitive (1213) and a tolerant (2719) and four O, concentrations in
nutrient solution (1, 4, 6, and 8 mg L™ O,). The root and shoot length were measured 0
and 21 days after the beginning of the experiment. After 14 days, some physiological
properties were evaluated: photosynthesis, stomatal conductance, transpiration, and
internal CO, concentration. Then, samples were taken from the root apex for anatomical
analyses. At the end of the experiment, the plants were harvested and separated into old
and new leaves, stems, and roots and oven-dried. Subsequently, the samples were
digested to determine the macro and micronutrient levels. Experiment Ill: The
treatments were arranged in a factorial 2 x 2 x 2 design, with two eucalyptus clones -
1213 (sensitive) and 2719 (tolerant), two O, concentrations (normal - 8 mg L™ and
hypoxic - 6 mg L™) and two Mn concentrations (30 and 300 mg L™). The length of the
root system was measured O, 2, 5, 10, 15, 18 and 27 days after the beginning of the
experiment. The gain in shoot height and throughout the experimental period was
measured at the beginning and the end (27 days) of the experiment. At the end of the

experiment, before harvest, the ethylene emitted by plants was quantified. Then, the
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seedlings were harvested and separated into old and young leaves, stems, and roots and
oven-dried. We then determined the levels of macro and micronutrients. The hypoxic
condition reduced the dry matter of the plant components, root growth and plant size.
Most of these attributes were more affected in the sensitive clone 1213. Root growth
was the best indicator of the stress caused by hypoxia; the growth of clone 1213 was
most inhibited, while root growth inhibition was not influenced by Mn. The hypoxic
condition caused the formation of aerenchyma in roots and increased ethylene in the
shoots of both clones, mainly for the sensitive clone 1213. The tolerant clone 2719
responded faster to hypoxia than the sensitive clone (1213), reducing the stomatal
opening and consequently the photosynthetic rate, transpiration and internal CO,
concentration to lower values than of the sensitive clone 1213. Under hypoxic
conditions and excess Mn, the sensitive clone (1213) showed symptoms of Mn toxicity,
e.g., brownish necrosis and shriveling of young leaves, followed by loss of apical
dominance. The O, deficiency in the root system is the first factor to predispose clones
to SPEVRD, whereas Mn excess seems to have a long-term action until the eucalyptus

die-back symptoms are fully expressed.



INTRODUCAO

O crescimento do setor florestal brasileiro vem direcionando o plantio de
especies florestais, especialmente do eucalipto, para regiées com classes de solos com
limitacGes fisicas e quimicas, deixando as areas de melhor qualidade para culturas
agricolas. Essas areas com limitagdes ao crescimento do eucalipto vém contribuindo, de
maneira decisiva, para o aparecimento de disturbios que antigamente ndo eram comuns.

Nas regibes de baixada do Vale do Rio Doce observa-se, por décadas, a
ocorréncia da Seca de Ponteiro de Eucalipto do Vale do Rio Doce (SPEVRD) (Ferreira,
1989). Esse mal causa perdas significativas de produtividade de povoamentos. Apesar
da conducdo de inumeros estudos e de avangos conseguidos até o0 momento, a causa do
problema é ainda desconhecida. Embora seus sintomas se expressem principalmente na
regido apical, eles diferem visualmente daqueles da seca de ponteiro causados pela
deficiéncia de B e, ou, Ca observados em povoamentos de eucalipto na regido do
Cerrado. Apesar de ter sido constatada inicialmente no Vale do Rio Doce, a ocorréncia
de danos causados pela SPEVRD tem sido observada em povoamentos de eucalipto em
outros Estados no Brasil, em especial em regides com alta incidéncia de chuvas e com
tipos de solos que predispdem ao surgimento de condigOes de hipoxia.

Nos estadios iniciais de ocorréncia do problema sdo observadas necroses
amarronzadas na inser¢do de ramos secundarios e peciolos, especialmente na regido
abaixo da emissdo de novos ramos. As folhas tornam-se coriaceas e encarquilhadas.
Essas lesdes evoluem rapidamente levando a morte da parte apical do ramo,
comprometendo o crescimento da planta. Em condi¢cdes mais severas ocorre a desfolha
completa, culminando com a morte do &pice da planta (Ferreira, 1989; Leite et al.,
2013). Segundo esses autores, a intensidade dos sintomas, parece estar ligada a idade do
eucalipto, uma vez que sdo expressos até o terceiro e, ou, quarto ano de plantio; ap6s
este periodo, esse distirbio tem seus sintomas pouco expressos. Isto acontece,
provavelmente, pelo aumento do indice de area foliar quando o plantio se torna mais
velho, possibilitando maior demanda transpiracional pelas plantas. Desse modo, a
condicdo de hipoxia pode ser minimizada pelo aumento de fluxo de agua no sistema
solo-planta-atmosfera, reduzindo o estresse das plantas. Na regido de baixada do Vale
do Rio Doce, a SPEVRD tem aparecimento esporadico e ocorre com maior intensidade
apos estacOes de verdo muito chuvosas, como nos anos de 2002 e 2007. Os danos

visuais atingem o maximo por volta do més de abril-maio (fim do periodo chuvoso),



mas ocorre recuperacdo de crescimento no final do periodo seco (agosto-setembro)
(Leite et al., 2013).

Embora ndo se conhecam as causas que levam a incidéncia ou predisposi¢do das
plantas de eucalipto a SPEVRD, observagdes de campo tém indicado que, em anos de
maior precipitacdo pluvial, ocorre elevacdo do lencol freatico nas areas de baixada,
chegando a menos de 0,4 m de profundidade. Dessa forma, esse longo periodo de
saturacdo do solo, combinado com sua elevada densidade — o que dificulta ainda mais a
difusdo dos gases — pode levar a condi¢des de hipoxia na regido do sistema radicular.
Esse ambiente redutor causa a solubilizacdo de Oxidos e hidroxidos de Fe e Mn,
tornando estes nutrientes disponiveis em teores toxicos (Khabaz-Saberi et al., 2006).
Além da alteracdo na disponibilidade de nutrientes, a hipoxia pode alterar,
drasticamente, o sistema radicular, refletindo em modificacdes fisiologicas e
anatdmicas. Assim, acredita-se que a hipoxia associada aos elevados teores de Mn sdo

0s principais contribuintes para a completa expressao de sintoma da SPEVRD.

Hipoxia

Considerada como a primeira alteracdo abiotica a predispor os clones de
eucalipto, de forma diferenciada, 8 SPEVRD, a hipoxia pode culminar em alteracfes no
metabolismo dessas plantas, acarretando modificacdes fisiologicas e anatdmicas de
modo a levar a sobrevivéncia em condi¢do de déficit de O,, sendo que, para o eucalipto,
existem evidéncias da tolerancia diferencial a hipoxia de algumas espécies (Clemens et
al., 1978; Blake & Reid, 1981). A adaptacdo dessas plantas passa, basicamente, pelo
ajuste de seu metabolismo a menor disponibilidade de energia ao sistema radicular,
ocorrendo queda drastica na respiracdo devido a reducdo da concentracdo de O,
possibilitando, assim, que o sistema radicular passe a realizar o processo de fermentacao
como auxilio na producdo de ATP. Para compreender como as plantas respondem ao
excesso de agua e, consequentemente, a hipoxia, deve-se focar, inicialmente, no sistema
radicular, pois as condic¢des limitantes sdo percebidas pelas raizes para entdo manter
uma rota de transducdo de sinais que levem a alteragdes morfoldgicas e fisiologicas. Ou
seja, 0 estresse hipoxico deve ser convertido em uma resposta bioquimica (Dat et al.,
2004). A hipoxia na regido do sistema radicular faz com que as raizes ndo consigam
manter o metabolismo aerdbio requerido na absor¢do de nutrientes, por exemplo.
Nessas condicdes, as plantas produzem sinais metabolicos em resposta a diminuicéo na
concentracdo endogena de O,. Assim, ocorre alteragdes na arquitetura, anatomia,

2



metabolismo e crescimento como estratégia de sobrevivéncia (Bailey-Serres &
Voesenek, 2008). Como consequéncia da diminuicdo na concentracdo de O, ha
regulacdo negativa do ciclo dos acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs), principal
mecanismo gerador de esqueletos de C para a sintese de compostos do metabolismo
secundario das plantas, de onde vém os hormonios vegetais, como descrito por Visser &
Voesenek (2004). Na falta de O, ocorre paralisacdo do ciclo do acido citrico bem como
da cadeia transportadora de elétrons. Mediante essa situacdo, a glicolise € paralisada,
devido a ndo regeneracdo do NAD", importante para atuagdo da enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase que atua sobre a triose fosfatada (gliceraldeido-3-fosfato),
produzindo 1,3-bifosfoglicerato e uma molécula de NADH. No entanto, as plantas e
outros organismos podem superar esse problema realizando a fermentagéo que oferece
outra rota alternativa para o metabolismo do piruvato, diferente da que ocorre,
normalmente, em presenca de O, na sua metabolizacdo pelo ciclo de Krebs (Taiz &
Zeiger, 2009). No entanto, esse metabolismo aerobio resulta em estresse severo para as
plantas, sendo (i) redugdo na formacdo de ATP, (ii) declinio de pH do citosol e (iii)
acumulo de metabdlitos toxicos sdo os principais causadores desse estresse (Marschner,
2012).

Segundo George et al. (2012), o sistema radicular de varias espécies tem seu
crescimento limitado imediatamente apds inicio da hipoxia, podendo, em alguns casos,
chegar a morte e, em contra partida, a parte aérea continua a crescer. A limitacdo em
longo prazo do crescimento da parte aérea torna-se possivel pelo acimulo de nutrientes
antes do periodo de hipoxia e, quando prolongado, a hipoxia limita a absorcdo de
nutriente, causando danos ao crescimento também a parte aérea da planta (Trought &
Drew, 1980). De acordo com Board (2008), a perda de rendimento na cultura da soja,
sob condicdo de hipoxia, pode ser explicada pela reducdo na absorcdo de N. Isto
acontece pela regulacdo negativa do gene responsavel pela producdo da proteina
transportadora de N (Kreuzwieser & Gessler, 2010). Para o milho, a reducdo da
oxigenacao na raiz resulta em baixos teores de N, P e K na parte aérea (Atwell & Steer,
1990).

Como exposto, as adaptagdes bioquimicas (reducdo do metabolismo,
fermentacdo, etc) séo alguns mecanismos que as plantas possuem para tolerar a baixa
disponibilidade de O, no sistema radicular. No entanto, as adaptacfes morfoldgicas
como formacgdo de aerénquima e raizes adventicias, por exemplo, sdo, tambeém, de
extrema importancia para a manutencdo do metabolismo aerébio (Magalhdes et al.,
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2009). Grande parte dessas alteracfes nas plantas submetidas a estresse hipoxico €
mediada pelo etileno. Hinz et al. (2010) mencionam que pesquisas recentes consideram
o etileno como regulador de sinal em respostas a inundacdo. Algumas das respostas via
etileno a hipoxia foram identificadas em arroz e caracterizadas em Arabidopsis (Licausi
et al., 2010). Uma dessas modificacbes mediadas pelo etileno é a formacdo de
aerénquima (Schenck, 1890). O aerénquima contém canais interligados permitindo a
difusdo de gases, de modo a manter a respiragdo aerobia e a oxigenacdo da rizosfera,
estocando e distribuindo O, nos tecidos das plantas (Shannon et al., 1996; Colmer,
2003). A formacéo de aerénquima foi evidenciada em raizes do milho Saracura- BRS
4154, devido ao aumento na atividade da celulase (Kawase, 1972, 1974; Drew et al.,
1989), sendo a producdo destas enzimas induzida pelo aumento na concentracdo de
etileno em condicdo de hipoxia. Van der Moezel et al. (1989), estudando E.
camaldulensis apds 11 semanas de alagamento, observaram formacéo de aerénguima no
sistema radicular das plantas.

Em condicdo de estresse, tais como geada, inundagédo e estresse mecéanico, por
exemplo, a sintese de etileno é elevada (Taiz & Zeiger, 2006). Isto acontece devido a
expressao de genes que regulam a sintese de etileno ser intensificada em condicdo de
hipoxia (Van der Straeten et al., 1997; Peng et al., 2005;. Bailey-Serres & Voesenek,
2008). Clemens & Pearson (1977), estudando E. robusta, observaram que em raiz e
ramos houve a duplicacdo na taxa de producdo de etileno em seis dias de hipoxia, porém
sem influéncia na producdo desse hormdnio pelas folhas. Segundo Taiz & Zeiger
(2006), na cultura do tomateiro, a condicdo de encharcamento acentua a producdo de
etileno na parte aérea, culminado na epinastia das folhas. Segundo esses autores, 0
estresse hipdxico € percebido pelo sistema radicular e um sinal, o precursor do etileno, o
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), é produzido e exportado para a parte
aérea via xilema, onde ¢é convertido em etileno, desencadeando uma série de respostas

na parte aérea da planta.

Manganés
O estudo dos teores elevados de Mn em povoamento de eucalipto em aéreas de
ocorréncia da SPEVRD pode facilitar o entendimento da contribuicdo deste
micronutriente para o aparecimento de tal distarbio. Os teores foliares de Mn chegam a
ser aproximadamente cinco vezes maiores no clone sensivel (3.070 mg kg™*) do que no
clone mais tolerante (734 mg kg?) & SPEVRD (Leite et al., 2013). Teores muito
4



elevados de Mn no clone mais suscetivel podem causar distdrbios metabdlicos, tais
como reducdo na respiracao, disturbio no metabolismo do N e da sintese de proteinas, e
reducdo do contetdo de clorofila e atividade fotossintética (El-Jaoual & Cox, 1998;
Demirevska-Kepova et al., 2004; Dat et al., 2004). No entanto, ndo se sabe se esses
teores de Mn no clone mais sensivel a SPEVRD séo suficientemente elevados para
causar danos ao metabolismo e crescimento das plantas e, adicionalmente, se 0 excesso
de Mn € causa ou apenas efeito de mecanismos de tolerancia menos eficientes nos
clones mais sensiveis a SPEVRD. De fato, a menor tolerancia ao Mn pode resultar da
menor restricdo de sua absorcdo e, ou, translocacdo para a parte aérea, ou de sua
ineficiente inativagdo dentro dos tecidos da planta. Lidon & Teixeira (2000) afirmam
que, dependendo da espécie, 0 excesso de Mn pode ser acumulado no vacuolo, na
parede celular e nos tilacoides, sugerindo, assim, maior tolerancia a altos teores de Mn
disponivel em algumas espécies. Ainda, plantas submetidas a elevada intensidade
luminosa ou elevada temperatura sdo mais predispostas a toxidez por Mn (El-Jaoual &
Cox, 1998). Esses fatores sdo de grande importancia em regido de baixada, sujeita a
alagamento, onde ocorre com maior frequéncia a SPEVRD. Nessas condi¢des, as
temperaturas mais elevadas sdo observadas ao longo de praticamente todos os meses do
ano.

O Mn atua, principalmente, como co-fator enzimatico, apresentando, também,
participacdo na fase fotoquimica da fotossintese, especificamente no complexo de
evolucdo de O, (Malavolta et al., 1997), reacdo responsavel pela fotélise da molécula de
agua. Para Zando Junior et al. (2010), a toxidez por Mn é mais severa na parte aérea,
especificamente nos ramos novos, do que no sistema radicular, devido seu acimulo em
altos teores em folhas, deixando, assim, este compartimento da planta propenso a teores
toxicos de Mn. Isso corrobora com o observado a campo, em que clones mais sensiveis
a SPEVRD acumulam maiores teores de Mn na parte aérea.

O sintoma comum de toxidez por Mn é caracteristico em folhas, sendo que as
folhas mais velhas apresentam manchas escuras com as bordas com aspecto clorético e
as mais novas tornam-se murchas com clorose interneval e ao longo da margem. (El-
Jaoual & Cox, 1998). Horst & Marschner (1978) e Wu (1994) sugerem que manchas
necroticas marrons sdo comuns em folhas, peciolos e caules diagnosticando, assim, a
toxidez por Mn. Essas manchas podem aumentar em nimero e tamanho, levando a folha
ao escurecimento e a morte (Elamin & Wilcox, 1986a, b). Na cultura da macieira, em
condicdo de deficiéncia de O,, o sintoma caracteriza-se pela rachadura da casca do
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tronco e galhos secundéarios (Ernani, 2009), semelhante, em parte, com sintoma da
SPEVRD. Winterhalder (1963), estudando espécies nativas australianas como o E.
gummifera, verificou que a toxidez por Mn foi evidenciada pela presenga de folhas
pequenas e com aspecto clorético, sendo que, em alguns casos, apresentavam-se
retorcidas (encarquilhadas) e, em casos extremos, com a morte do tecido apical.

De acordo com Zando Junior et al. (2010), as plantas geralmente apresentam
teores foliares de Mn variados de acordo com a espécie. Teores de Mn de 30-500, 10-20
e 200-5300 mg kg™ sdo considerados normais, deficientes e toxicos, respectivamente
(Edwards & Asher, 1982; Clarkson, 1988). Essa variacdo quanto a teores de Mn em
folhas depende da espécie, genotipo, condi¢cbes ambientais (luz, pH, temperatura,
umidade e fonte de N) e da interacdo nutricional de Mn com Ca, Mg, Fe, P, Mo e Si (El-
Jaoual & Cox, 1998). Além disso, a toxidez por Mn pode ser acompanhada pela
deficiéncia de Ca, Mg, Fe (Horst, 1988) e Zn (De Varennes et al., 2001), intensificando
assim os distdrbios nas plantas.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo compreender o0s
mecanismos envolvidos na tolerancia diferencial de clones de eucalipto ao excesso de

Mn e a hipoxia e sua relacdo com a SPEVRD.
MATERIAL E METODOS

Trés experimentos foram conduzidos no Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vicosa em camara de crescimento. As mudas de eucalipto utilizadas,
produzidas por mini-estaquia pelo viveiro da CENIBRA (Celulose Nipo-Brasileira
S.A.), Belo Oriente - MG. Os clones empregados foram 1213 e 2719, sendo estes
hibridos entre as espécies Eucalyptus urophylla x E. grandis (Eucalyptus urograndis). A
opcao por estes clones deve-se ao fato de observacbes de campo indicarem que o
primeiro é mais susceptivel a seca de ponteiro (Leite et al., 2013).

Com 25-30 dias de idade as mudas foram trazidas da CENIBRA para casa de
vegetacdo. Apos cinco dias de aclimatagdo nos tubetes originais, elas foram removidas
do substrato, lavadas com &gua deionizada e transferidas para bandejas de 10 L
contendo solugdo nutritiva de Clark (Clark, 1975) modificada, com metade da
concentracdo da solugdo original e na auséncia de Mn. As solugdes foram

continuamente aeradas e o pH mantido em 5,0 por adi¢es de acido ou base (NaOH,



HCI & 0,01 mol LY. As plantas permaneceram nas bandejas por cinco dias, em
condigdes de casa de vegetagéo e, entdo, foram transferidas para cAmara de crescimento.

Os clones foram mantidos em condicOes de iluminacgdo controlada por lampadas
haldgenas (600 pmol m™ s™), com fotoperiodo dia/noite de 12/12 h. A temperatura foi

controlada em 30 £2 °C e a umidade relativa mantida em torno de 70 %.

Experimento I: Efeito de hipoxia e de concentragdes crescentes de Mn

Neste experimento, mudas de eucalipto (clones 1213 e 2719) ja aclimatadas a
solugdo nutritiva, foram transferidas para a cdmara de crescimento em recipientes
plasticos de 3,4 L, onde permaneceram em solucdo nutritiva de Clark com metade da
concentracdo da solucdo original, na auséncia de Mn, por cinco dias e, ap0s esse
periodo, a aclimatacdo foi em solucdo de Clark com concentracdo normal, exceto para
Mn que continuou em sua auséncia. Foi utilizada uma planta por recipiente.

Os tratamentos foram arranjados em um esquema fatorial 2 x 2 x 5, consistindo
de dois clones — um sensivel (1213) e outro tolerante (2719) a SPEVRD; duas
concentracdes de O, em solugdo — normal (8 mg L™ de O,) e hipoxia (1 mg L™ de O,), e
cinco concentracdes de Mn (MnCl,.4H,0) — 0, 5, 10, 30 e 90 mg L™. Os tratamentos
foram dispostos em um delineamento em blocos casualisados com quatro repetigoes.

A solucdo nutritiva foi trocada semanalmente e o pH foi ajustado diariamente
para 5,0. As plantas foram cultivadas nessas condi¢cdes por um periodo de 25 dias. Para
evitar o escurecimento e estimular o crescimento radicular foram aplicados 100 pmol L’
! de Al (Silva et al., 2004). O O, dissolvido, em cada tratamento, foi medido com
oximetro, sendo a leitura realizada quatro vezes ao dia. Nos tratamentos com hipoxia, a
baixa concentracdo de O, foi mantida por meio de injecdo continua de N, (Air Products)
na solucdo de Clarck.

Ao fim da conducdo do experimento, aos 25 dias da transferéncia para a camara
de crescimento, cada planta foi separada em folhas velhas (maduras), novas, caule e
raiz, lavadas trés vezes em agua deionizada, e secas em estufa (65 °C). Depois de secas,
as amostras foram passadas em moinho tipo Wiley. As amostras foram submetidas a
digestdo nitrico-perclérica na proporcdo 4:1 v/v, segundo o método descrito por
Malavolta et al. (1989) e, posteriormente, determinado o teor de Mn por

espectrofotometria de absorcao atdmica.



Experimento I1: Efeito de hipoxia no sistema radicular e na parte aérea

As mudas ja aclimatadas a solucéo nutritiva foram transferidas para cadmara de
crescimento em recipientes de plastico de 3,4 L. As mesmas permaneceram em solucéo
nutritiva de Clark com a concentragdo de 30 mg L™ de Mn (MnCl,.4H,0) definida com
base no experimento |.

Os tratamentos consistiram de um esquema fatorial 2 x 4, sendo: dois clones, um
sensivel (1213) e outro tolerante (2719) a SPEVRD e quatro doses de O, dissolvido na
solucdo nutritiva - 1, 4, 6 e 8 mg L™ de O.. O delineamento experimental foi em blocos
casualisados com quatro repeticbes. Os tratamentos com O, foram controlados pelo
borbulhamento continuo de N, na solugdo nutritiva, sendo o O, dissolvido, em cada
tratamento, medido com oximetro. Foram aplicados 100 pmol L™ de AI** para estimular
0 enraizamento das mudas (Silva et al., 2004).

O comprimento do sistema radicular e parte aérea foram medidos no inicio (0
dias) e ao final do experimento (21 dias ap0s a transferéncia das mudas para a cdmara
de crescimento). Ao final de 14 dias, foram mensurados a fotossintese, condutancia
estomatica, transpiracdo, concentracao interna de CO,, sob luz saturante artificial (1400
umol m™ s™) e concentracéo atmosférica de CO, controlada (390 pumol mol™), por meio
de analisador de fotossintese Li-Cor LI-6400XT, IRGA. As medi¢des foram realizadas
entre 7:00 e 11:00 h. Em seguida, na mesma data, para a verificacdo de possivel
modificacdo anatbmica em tecidos radiculares, foram tomadas amostras de raizes. De
cada raiz selecionada, um fragmento a partir do apice com 4+0,5 cm (Melo et al., 2007),
foi fixado em FAA 50 por 48 h e, posteriormente, armazenado em alcool 70 % para
analise (Johansen, 1940). Nesses fragmentos de raizes foram feitos cortes transversais
em micrétomo rotativo de avanco automatico (Leica RM 2125). Os cortes foram entéo
corados com azul de toluidina (Feder & O Brien, 1968) e montadas em resina sintética
Permount, sendo fotografadas com auxilio de um fotomicroscépio (Olympus AX 70),
utilizando o programa axion vision 4.8. As analises quantitativas da anatomia de raiz
foram mensuradas com auxilio do programa Image Pro Plus.

Em seguida, aos 21 dias, as plantas foram colhidas e separadas em folhas velhas,
novas, caule e raiz e secas em estufa (65 °C). Posteriormente, as amostras foram
submetidas a digestdo nitrico-perclorica na proporcao 4:1 v/v, segundo Malavolta et al.

(1989). O P foi determinado pelo método do acido ascérbico; K, por fotometria de



emissdo de chama; e Ca, Mg, Zn, Fe, Mn, e Cu por espectrofotometria de absor¢édo

atbmica.
Experimento I11: Efeito de hipoxia e toxidez de Mn

Apos aclimatacdo em solucédo nutritiva de Clark com metade da concentracédo da
solucgéo original e na auséncia de Mn, em camara de crescimento, foram aplicados os
tratamentos. Esses consistiram de um esquema fatorial 2 x 2 x 2, sendo os dois clones
de eucalipto — 1213 e 2719; duas concentracdes de O, — normal (8 mg L™) e hipoxia (6
mg L?), e duas concentracdes de Mn — 30 e 300 mg L™ (definidas com base nos
resultados dos experimentos | e I1). Durante o periodo experimental utilizou-se solugédo
de Clark equivalente a uma concentragdo da solucdo original, a qual era trocada
semanalmente. O ensaio foi conduzido com oito repeticGes em delineamento em blocos
casualisados. Para manter o crescimento radicular foram aplicados 100 pmol L™ de AI**
(Silva et al., 2004). O O, dissolvido em cada tratamento foi medido com oximetro
quatro vezes ao dia.

O comprimento do sistema radicular foi medido nos tempos 0, 2, 5, 10, 15, 18 e
aos 27 dias de conducdo do experimento. A parte aérea foi mensurada somente nos
tempos 0 e 27 dias. Ao final do experimento, antes da colheita, cada unidade
experimental foi colocada dentro de uma campéanula de vidro, isolada do meio externo.
Cada planta permaneceu na campanula por 20 min, sob homogeneizacdo da atmosfera
com um mini circulador de ar. Apds esse periodo foram retiradas amostras, em quatro
replicatas por repeticdo, da atmosfera interna do recipiente para quantificacdo do etileno
emitido pelas plantas. A dosagem do etileno foi realizada em cromatografo gasoso
equipado com coluna Porapak Q e detector de ionizacdo de chama.

Em seguida, aos 27 dias, as mudas foram colhidas, sendo as plantas separadas
em folhas maduras, novas, caule e raiz, lavadas trés vezes em agua deionizada e secas
em estufa (65 °C). Depois de secas, as amostras foram passadas em moinho tipo Wiley e
posteriormente foram submetidas a digestdo nitrico-perclorica na proporcao 4:1 viv,
segundo o método descrito por Malavolta et al. (1989). O P foi determinado pelo
método do acido ascorbico, K, por fotometria de emissdo de chama e Ca, Mg, Zn, Fe,
Mn, e Cu por espectrofotometria de absorcdo atdmica.



Anélises estatisticas

Os dados dos trés experimentos referentes a producdo de matéria seca das
plantas, teor de Mn nos componentes da planta e concentracdo de etileno foram
submetidos a analise de variancia. Posteriormente, realizou-se o desdobramento dos
graus de liberdade de tratamentos e, por meio de regresses, no experimento |
avaliaram-se o efeito das concentragdes de Mn na producdo de matéria seca vegetal,
teor, crescimento da parte aérea e didmetro basal do caule para os dois clones. No
experimento 1, apds desdobramento dos graus de liberdade de tratamentos, avaliou-se o
efeito das concentracbes de O, dissolvido em solugdo nutritiva na producdo de matéria
seca vegetal, no crescimento radicular, no teor de nutrientes, nos atributos fisiologicos e
quantitativos anatdbmicos para os dois clones. No experimento 11 foi avaliado, por meio
de regressdo, o efeito da hipoxia e da concentracdo de Mn no crescimento radicular
diario para ambos os clones, e por meio de testes de médias o mesmo efeito no
crescimento da parte aérea, da altura, do didmetro, da concentracdo de etileno e do
crescimento radicular. Para a avaliagdo do efeito dos clones aplicou-se teste de
identidade de modelos comparando as regressdes. Foi adotado o nivel de significancia
de até 10 %. Utilizou-se para o processamento dos dados o programa estatistico SAEG

versao 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I: Efeito de hipoxia e de concentragdes crescentes de Mn

Matéria seca dos componentes das plantas

Durante o periodo experimental, ndo foram observados sintomas visuais de
deficiéncia nutricional induzida pelos tratamentos, mas o efeito no crescimento das
raizes foi evidente. De maneira geral, ambos os clones apresentaram menor producao de
materia seca em condicdo de hipoxia (Figura 1), mostrando-se bastante sensiveis a esta
condicdo. Certamente, o fator mais importante para que isto ocorra € a menor oferta de
energia para o crescimento das plantas em condic¢do de hipoxia. Nessas condicdes, as
plantas reduzem o metabolismo, absorvendo e transportando menos nutrientes para a
parte aérea (George et al., 2012), reduzindo também o transporte de agua, horménios e
outros solutos via fluxo de massa (Jackson et al., 1996; Grichko & Glick, 2001). Tanto
para matéria seca de raiz (Figura 1h), bem como para matéria seca de folha velha e nova
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Figura 1. Producdo de matéria seca de folha nova (a, b) e velha (c, d), caule (e, f) e de raiz (g,
h) em mudas de eucalipto (clones 1213° e 2719® CENIBRA S.A.) influenciados pelas
concentracdes de Mn e O,, aos 25 dias. ™, °, *: ndo significativo, significativo a 10 e 5 %,
respectivamente, pelo teste F. A matéria seca de folha nova (a) e caule (e, f) ndo apresentou
diferenca entre clones a 10 % pelo teste F.
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(Figura 1b e 1d), sob condicéo normal de oxigenacdo, o clone 2719 (tolerante) mostrou-
se superior, sendo que apenas para matéria seca de caule ndo foi constatada diferenca
entre clones. Porém, nessa condicdo ambos os clones ndo foram alterados pelas
concentracdes de Mn. O mesmo néo foi observado em condicdo de hipoxia. A matéria
seca de folha velha (Figura 1c) do clone tolerante (2719) respondeu linear e
positivamente ao incremento de Mn em solucdo, sendo observado para o sistema
radicular do clone 1213 resposta quadratica ao Mn. Da mesma forma, as concentragdes
de Mn ndo influenciaram o acumulo de matéria seca de caule e de folha nova sob
condicdo de hipoxia e também néo foi observada diferenca entre clones.

A auséncia de diferencas quanto a reducdo de matéria seca quando os clones sdo
expostos ao excesso de Mn evidencia que sdo necessarias concentragcdes superiores as
estudadas, uma vez que um dos primeiros sintomas de toxidez de Mn é a reducdo na
producdo de matéria seca ou de qualquer outro fator de crescimento. Zabini et al.(2007),
avaliando a toleréncia ao excesso de Mn em progénies de cafeeiro ardbica (Coffea
arabica L.), observaram que elas comportavam-se de maneira diferente, apresentando
ou ndo reducdo de crescimento, evidenciando, assim, o suposto efeito toxico do Mn.
Segundo Marschner (1995), este efeito toxico pode ser induzido pela deficiéncia de
outros nutrientes, como de Fe e Mg pela inibicdo da absor¢do ou competicdo em nivel
celular, e pela deficiéncia de Ca pelo efeito indireto no seu transporte para as folhas
novas.

O efeito da hipoxia acentuada foi drastico, ocorrendo o intenso escurecimento do
sistema radicular nas plantas (Figura 2C e 2D). A longo prazo, a altura da parte aérea de
ambos os clones foi reduzido em condi¢do de hipoxia (Figura 2A e 2B). Um fato
interessante é a observacdo de gque mesmo sob condi¢des de oxigenacdo normal, o
sistema radicular do clone 1213 (sensivel) parecia se adaptar-se a hipoxia mais

desfavoravelmente que aquele do clone 2719 (tolerante).

Teor de Mn

Os teores de Mn nas folhas novas e velhas, no caule e raizes de ambos os clones,
sob condicgdo de hipoxia ou ndo, aumentaram com 0s incrementos da concentracdo de
Mn em solucéo nutritiva (Figura 3).

A despeito da auséncia de sintomas visuais de deficiéncia, teores foliares de Mn
t40 baixos quanto 59 mg kg™ foram observados nas folhas novas quando na auséncia de
suprimento deste nutriente. Apesar das diferengas na eficiéncia de absorcéo de Mn entre
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Figura 2. Detalhe da parte aérea e do sistema radicular do clone sensivel (1213) a SPEVRD
submetido a condi¢do normal de oxigenacédo (+ O,) (A e C) e & hipoxia acentuada (- O,)(B e D).

clones, os teores de Mn considerados deficientes sdo semelhantes, variando entre 10 e
20 mg kg™, como observados por certos autores (Edwards & Asher, 1982; Clarkson,
1988) em folhas completamente expandidas, independente de espécie, cultivar e
ambiente (Broadley et al., 2012). Por outro lado, teores maiores que 8.000 mg kg™
foram observados nas folhas velhas na condicdo de hipoxia e concentracdo mais alta de
Mn (Figura 3c), para ambos 0s clones, bem como para o clone 1213 (sensivel) em
condi¢do de oxigenacdo normal (Figura 3d). Esses valores estdo bem acima do nivel
critico foliar que é de 400-500 mg kg™ de Mn para eucalipto (Winterhalder,1963;
Gongcalves et al.,1996). Na cultura da soja, Fageria (2001) observou sintoma de toxidez
por Mn para teor foliar de 720 mg kg™ de Mn, sendo que a toxidez por Mn pode ocorrer

em raizes logo apds ter sido observada em folhas (Foy, 1976; Foy et al., 1978).
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Figura 3. Teores de Mn em folhas novas (a, b) e velhas (c, d), caule (e, f) e raiz (g, h) em mudas
de eucalipto (clones 1213® e 2719® CENIBRA S.A.) influenciados pelas concentraces de Mn e
0,, aos 25 dias. °, *, ***: significativo a 10, 5 e 0,1 %, respectivamente, pelo teste F. Teste de
identidade de modelos a 10 % exemplifica em (a), (c) e (h) modelo estimado de acimulo de Mn
similares para ambos os clones.
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Algumas espeécies de eucalipto comportam-se de maneira diferente quanto ao
excesso de Mn. O E. gummifera é altamente sensivel ao excesso de Mn no solo,
enquanto o E. saligna é capaz de absorver grandes quantidades deste micronutriente
sem mostrar sintomas de toxidez (Winterhalder, 1963).

Apesar dos altos teores de Mn encontrados nos clones, o sintoma caracteristico
de toxidez nédo foi evidenciado como descrito por Winterhalder (1963) em eucalipto e
sugerido por Horst & Marschner (1978) e Wu (1994). Tal fato pode ser explicado pelo
tempo de exposicao aos tratamentos a que os clones foram submetidos, apenas 25 dias,
e, ou, pela concentracdo maxima de Mn (90 mg L™) néo ter sido suficiente para a
expressdo dos sintomas de toxidez por Mn. Além disso, 0 excesso de Mn pode
acumular-se em vacuolo (Foy et al., 1978; McCain & Markley, 1989; Marschner, 1995),
parede celular (Menon & Yatazawa, 1984), tilacdides (Lidon & Teixeira, 2000) e
complexo de Golgi (Hughes & Williams, 1988), sugerindo que mesmo com elevados
teores, este nutriente pode estar inativado na planta, minimizando os efeitos negativos
para seu crescimento e desenvolvimento.

Observou-se diferenca entre os clones em relacdo aos teores de Mn foliares
apenas na condicdo de oxigenacdo normal, sendo que o clone sensivel a SPEVRD
(1213) apresentou teores mais elevados (Figura 3b e 3d). Na condicdo de hipoxia, ficou
evidente, maior acimulo de Mn no clone 2719 (tolerante) nas raizes (Figura 3g) e no
caule (Figura 3e). Assim, esperar-se-iam menores teores foliares de Mn neste clone
(menor translocacdo desse micronutriente) podendo este ser um mecanismo de
adaptacdo. Porém, este fato ndo foi observado. Uma possivel causa pode estar
relacionada com a intensa oxidacdo e reducdo de atividade metabdlica das raizes, uma
vez que em condicdo de hipoxia esse compartimento da planta foi o primeiro a ser
alterado negativamente (Figura 2D). Além disso, a intensidade da hipoxia aplicada pode

ter sido muito severa.
Experimento I1: Efeito de hipoxia no sistema radicular e na parte aérea

Matéria seca e crescimento radicular

Com excecao de matéria seca de folha nova, todos os indicadores de crescimento
foram sensiveis a condigédo de deficit de O,, apresentando reducdo ja& em condicdo de

ligeira deficiéncia de O, (6 mg L) (Figura 4). Situacdo similar foi observada para E.
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Figura 4. Crescimento de raiz (2) e de parte aérea (b), matéria seca de folha nova (c), folha velha
(d), caule (e), raiz (f), parte aérea (g) e total (h) em mudas de eucalipto (clones 1213° e 2719°
CENIBRA S.A)) influenciados pelas concentragdes de O, aos 21 dias. *, **, ***: significativo a
5, 1 e 0,1 %, respectivamente, pelo teste F. Teste de identidade de modelos a 10 % exemplifica
em (a), (e), (F), (g) e (h) modelo estimado de crescimento similares para ambos os clones.
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camaldulensis e E. globulus, em que a hipoxia causou a reducgéo da producao de matéria
seca de todos os compartimento da planta (Sena Gomes &. Kozlowski, 1980).

O crescimento radicular mostrou-se o mais influenciado por esta condicdo de
estresse (Figuras 4a e 5), sendo que uma pequena reducdo na disponibilidade de O,
acarretou grande reducdo no crescimento do sistema radicular, em até 70 % para ambos
os clones. Certamente, isto ocorre pela menor producéo de ATP em fungdo das menores
taxas de respiracdo e, ou, pelo processo de fermentacdo. A fermentacdo é um processo
pouco eficiente para producdo de ATP se comparado com a respiracdo, com menor
producdo de energia pela fermentacdo para o metabolismo da planta (George et al.,
2012).

O efeito da hipoxia no sistema radicular foi relatado em alguns estudos. Rocha et
al. (2010), estudando Lotus japonicus, Medri et al. (1998), em Peltophorum dubium, e
Kozlowski (1984), em plantas lenhosas, observaram que o crescimento radicular destas
plantas era influenciado negativamente pela condicéo de déficit de O,. Ja em casos mais
extremos, por exemplo, na auséncia de O, (anoxia), pode ocorrer a morte do sistema
radicular. Subbaiah et al. (2000) observaram que o sistema radicular do milho ndo pode
sobreviver por mais que 48 h na auséncia de O,. Tais afirmacgdes corroboram com o
encontrado neste estudo.

Em elevada condicio de hipoxia (1 mg L™* de O,), ambos os clones
apresentaram escurecimento intenso do sistema radicular, sugerindo baixa atividade ou
até mesmo sua morte (Figura 5). Por outro lado, a parte aérea parece suportar mais essa
condigdo. Nessa condicdo, o acimulo de metabolitos toxicos como lactato e, ou, etanol,
o declinio do pH citosélico (George et al., 2012) e a maior producdo de espécies
reativas de O, (Bai et al., 2010) sdo intensos, culminando com a perda de integridade
das células, evidenciado pelo escurecimento de todo o tecido radicular.

Com relagdo ao crescimento de parte aérea, ambos os clones foram alterados
pela concentracdo de O, (Figura 5), ocorrendo resposta positiva para tal caracteristica
com o aumento na disponibilidade de O,. No entanto, ndo houve ajuste de equagédo para
o clone tolerante (2719) (Figura 4b), para o qual sugere-se que o periodo da hipoxia ndo
foi suficiente para converter o estresse sofrido no sistema radicular para a parte aérea. O
contrario foi observado para o clone mais sensivel (1213). George et al. (2012) afirmam
que o sistema radicular de algumas espécies cessam seu crescimento imediatamente
apos o inicio da hipoxia, podendo chegar a morte apds alguns dias; por outro lado, a
parte aérea mantém seu crescimento, reduzindo-o apenas a longo prazo. Isto é possivel
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Figura 5. Crescimento da parte aérea e sistema radicular dos clones 1213° e 2719° CENIBRA
S.A., sendo o primeiro da esquerda para direita o clone 1213°, frente concentracio decrescente
de O,. Os valores numéricos representam as concentragdes de O, (mg L™) em solucio nutritiva
de Clark.
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devido ao estoque de nutriente que a parte aérea acumulou antes ao periodo de estresse.

Em condigdo de hipoxia, 0os genes que regulam a expressdo de proteinas
transportadoras de nutrientes tem sua expressdo reduzida (Kreuzwieser & Gessler,
2010), ocorrendo a reducdo na absorcao de nutrientes pelas raizes e seu transporte para
a parte aérea (Armstrong & Drew, 2002). Em milho, a falta de O, no sistema radicular
resulta em menores teores de N, P e K na zona de elongacdo da parte aérea, resultando
em declinio no crescimento (Atwell & Steer, 1990). O presente estudo compartilha com
tais afirmacOes e indica maior sensibilidade do clone sensivel (1213) em condicdo de
hipoxia.

Em relacdo a diferenca entre clones, o tolerante (2719) mostrou-se superior em
producdo de matéria seca de folha velha em condigdo de hipoxia branda (Figura 4d).
Porém, em condicdo de intensa hipoxia foi observado o inverso. A matéria seca de folha
nova ndo foi alterada pela concentracdo de O,. No entanto, o clone sensivel (1213)
apresentou maior crescimento de folha nova. Com relagdo as demais caracteristicas de

crescimento, ndo foram obtidas diferengas entre clones (p>0,10).

Teores de nutrientes

Os teores de Mn em folhas velhas foram influenciados pela concentragéo de O,
apresentando incremento com o acréscimo da oxigenacdo para ambos os clones (Figura
6a). Além disso, o clone tolerante (2719) apresentou maiores teores em relacéo ao clone
sensivel (1213), porém com maior reducdo no teor de Mn ao se aproximar da condi¢do
de intensa de hipoxia (1 mg L™ de O, ). Apesar de os teores de Mn na folha nova no
apresentarem influéncia da concentracdo de O, mais uma vez, os teores de Mn foram
superiores no clone tolerante (2719) (Figura 6b). Tal observacdo contraria o observado
em campo, na qual o clone sensivel (1213) acumula maiores teores de Mn na parte aérea
da planta (Leite et al., 2013). Porém, deve-se salientar que os teores foliares de Mn sdo
ligeiramente superiores e, em contra partida, os valores observados em campo séo até
cinco vezes maiores para o clone sensivel a SPEVRD. Talvez, como foram utilizadas
concentracdes intermediarias de Mn (30 mg L™), ndo foi possivel verificar o mesmo
efeito ocorrido no campo.

Como era de se esperar, 0 contrario foi observado nas raizes e caule (Figura 6¢ e
6d), para os quais o clone sensivel (1213) acumulou maiores teores de Mn. A tolerancia

ao excesso de Mn, assim como de outros micronutrientes metalicos, em diversas
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Figura 6. Teores de Mn de folha velha (a) e nova (b), raiz (c) e caule (d) de mudas de eucalipto
(clones 1213® e 2719® CENIBRA S.A.) influenciados pelas concentracdes de O,, aos 21 dias. *,
** *x*: significativo a5, 1 e 0,1 %, respectivamente, pelo teste F.

espécies vegetais tem sido atribuida & maior retencdo do excesso nas raizes. Essa
capacidade depende, em parte, da formacgdo de complexos no sistema radicular (Yang et
al., 1997; Han et al., 2006). No entanto, a maior tolerdncia ao Mn pode ser também
atribuida ao acumulo em tilacdides (Lidon & Teixeira, 2000), sugerindo que a parte
aérea, também, tem papel importante para controlar o excesso de Mn.

De maneira geral, os teores de macro e micronutrientes nos componentes da
planta ndo foram alterados pela concentracdo de O, (Quadro 1). Comportamento oposto
ao defendido por Kreuzwieser & Gessler em 2010, que afirmam que o transporte de
nutrientes é limitado pela condigdo de déficit de O, no sistema radicular. Nao houve
diferenga entre os clones quanto aos teores de macro e micronutrientes, exceto Zn e Cu,

nos componentes da planta.
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Quadro 1. Equacdes relacionadas aos teores de P, K, Ca, Mg, S, Cu, Fe e Zn em folha
nova e velha (madura), caule e raiz de mudas de eucalipto (clones 1213® e 2719®
CENIBRA S.A.) em resposta a concentracdo de O, em solucdo nutritiva, aos 21 dias de

idade
Nutriente Clone 1213 Clone 2719
Folha Nova
P =¥ =0,3922 =9 =0,3922
K y=§=1,7053 §=1,4237 + 0,0442°x R*=0,38
Fe y=9 =136,9125 §=159,4012 - 2,6772°x R*=0,28
Mg 5=5=0,3194 =9 =0,3194
Ca $=5=0,7689 $=§=0,7689
Cu §=§ = 14,8813 =3 =5,1550
Zn §=§ = 46,2281 §=§ = 50,7958
S $=§=0,2257 §=§=0,2257
Folha Velha
P §=§=0,2119 §=3=0,2119
K y=3=2,174 y=y=2,174
Fe $= 55,8078 + 2,3088*x R’= 0,96 y=§ = 68,3359
Mg §=§=0,2144 $=9=0,1906
Ca $=0,5981 + 0,0375**x R’= 0,80 =¥ =0,7804
Cu $=¥ = 10,7036 §=9 = 9,4667
Zn §=§=41,7813 y=§ = 34,3672
S =9=0,1411 =§=0,1627
Caule

P 9= 10,1347 + 0,0275° - 0,0038*x*> R*= 0,80 $=3 = 10,0862
K 9=§=1,5083 §=§ = 1,4067
Fe §=§=27,6701 y=§=27,6701
Mg $=0,0679 + 0,0043°x R?= 0,91 $=73=0,0726
Ca 9=§ = 0,2980 $=§=0,3332
Cu §=§ = 14,5588 y=§ = 12,0839
Zn 9= § = 46,4047 y=§=29,3672

S $=-0,0042 + 0,0132°x - 0,0016*x* R*= 0,53 =9 =0,0124

Raiz

P §=0,2594 - 0,0184**x R*=0,87 =9 =0,1639
K 9= = 1,4076 y=y=1,4076
Fe §=§ = 705,8068 $=§ =705,8068
Mg y=3=0,1978 =§=0,1978
Ca 9= = 0,2965 $=§=0,2965
Cu 9=y =121,8828 §=9=167,3958
Zn y=9=179,4177 §=§ =135,2943

S y=3=0,1476 =9 =0,1476

o, * **: significativo a 10, 5 e 1 %, respectivamente, pelo teste F. Teste de identidade de modelos a

10 %.
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Formacao de aerénquima

Foram observadas diferencas na formacao de espacos intercelulares nas raizes de
ambos os clones submetidos & hipoxia, sendo que houve formacéo de aerénquima tanto
no clone mais sensivel (1213) quanto no mais tolerante (2719) a SPEVRD (Figura 7).
Aparentemente a origem do aerénquima é esquizogena, evidenciada pelo afastamento
de células do parénquima cortical. Dantas et al. (2001) observaram que hipoxia também
induziu o desenvolvimento de grandes espacos intercelulares, formando aerénguima
lisigeno em raizes da cultivar de milho Saracura- BRS 4154, devido ao aumento na
atividade de celulase. Kawase (1972, 1974), Drew et al. (1989) e He et al. (1996)
observaram que a formacdo de aerénquima esta relacionada com a presenca de etileno
no tecido radicular em condic¢éo de hipoxia. Assim, a maior produgdo desse hormonio
provoca a inducdo de enzimas que atuam no metabolismo da parede celular (He et al.,
1996), que culmina, posteriormente, em morte celular (Shiono et al., 2008),
evidenciando, assim, a formacéo de espacos que podem acumular O, (aerénquima).

O aerénquima contém canais interligados permitindo a difusdo de gases, de
modo a manter a respiracdo aerobia e a oxigenacdo da rizosfera, minimizando a
condicdo de hipoxia (Shannon et al., 1996; Colmer, 2003). Em espécies de eucalipto
também existem relatos da formacdo de aerénquima. Van der Moezel et al. (1989),
estudando E. camaldulensis, observaram formacao de aeréngquima no sistema radicular,
suportando a ideia de que o eucalipto, assim como outras espécies, possui mecanismo
de escape a hipoxia, sugerindo tolerancia a condi¢des de alagamento.

Em condi¢cbes de aerobiose, ndo foi observada formacdo de aerénquima no
sistema radicular dos clones em estudo. Em situacdo de hipoxia, os dois clones,
aparentemente apresentam aumento do tamanho e reducdo do namero de células do
cortex da raiz (Quadro 2), estando elas mais desorganizadas (Figura 7). Quando as
plantas cresceram em condi¢gdes normais de O, tanto o clone sensivel (1213) como o
tolerante (2719) apresentaram raizes com células menores, mais organizadas e com
menores espacos intercelulares. Observou-se também que os dois clones expostos a
hipoxia apresentaram maior nimero de raizes laterais, como uma possivel resposta a
condig&o de hipoxia (Figura 7).

A andlise anatdmica do sistema radicular mostrou a interacdo entre o efeito de
gendtipo e do tratamento de hipdxia, e que os clones apresentam comportamento
diferente quanto ao tratamento. Independente da concentracdo de O,, o clone
susceptivel (1213) nao apresentou diferenca significativa para as varidveis avaliadas,
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Figura 7. Seccéo transversal em raiz de mudas de eucalipto (clones 1213® e 2719® CENIBRA
S.A.), sob crescimento em solugdo nutritiva em condigdo normal de O, (8 mg L™) e hipoxia (4
mg L™). As figuras (A, D, E, F) e (B, C), estdo representadas nas escalas 200 e 100 pm,
respectivamente, indicadas na figura A e F por duas barras paralelas. As setas cheias indicam
langcamento de raizes laterais e as setas mais finas indicam espagos intercelulares.

exceto para 0 numero de células do coértex. Isto sugere a diferenciacdo menor das
células de uma mesma area de cortex para o genétipo. O clone 1213 (sensivel) também
apresentou menor area de cértex em comparacdo ao clone 2719 (tolerante),
independentemente da concentragéo de O,.

Por outro lado, exceto pela area de raiz e numero médio de células, todas as
variaveis avaliadas, em condicdo normal de oxigenacdo (8 mg L™ de O,), foram
significativamente superiores a condi¢do de hipoxia para o clone tolerante (2719). Estes
resultados sugerem a tendéncia de manutencdo de um mesmo nimero de células para

uma menor area de cortex.
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Quadro 2. Médias de area de raiz (AR); area da epiderme (AE); area do cilindro (AC);
area do cortex (ACO); diametro médio de raiz (DR); diametro médio do cilindro
(DMC); nimero medio de células (NMC) em dois clones de eucalipto, 1213 (sensivel) e
2719 (tolerante), frente concentracGes de O, em solugéo nutritiva

Clone O, AR AE AC ACO DR DMC NMC
111 I CT——— 1) eee— Hm
1213 576601 Aa 84830 Aa 67041 Aa 426823 Aa 858 Aa 263 Aa 8,8Ba

4
1213 8 765638 Aa 91856 Aa 62710 Aa 609248 Aa 983 Aa 271 Aa 14,6 Aa
2719 4 417847 Aa 87642Ba 28797 Bb 357945Ba 728Ba 184Ba 8,7 Aa

2719 8 874518 Aa 107910 Aa 48370 Ab 680095 Aa 1028 Aa 254 Aa 13,5 Aa

Médias na vertical seguidas pela mesma letra maiuscula ndo diferem quanto a efeito de O, para
0 mesmo clone pelo teste Tukey (p<0,05). Médias na vertical seguidas pela mesma letra
mindscula ndo diferem quanto a clones para a mesma dose de O, pelo teste Tukey (p<0,05).

Anadlises adicionais ainda sdo necessarias para inferéncia quanto a diferenca no
padrdo de crescimento e desenvolvimento dos dois clones em diferentes concentragoes
de O,. Apesar da manutencdo de uma mesma area de raiz, a possibilidade de reducédo do
transporte no sistema vascular devido a reducdo da area de cilindro central, e a
relevancia da alteracdo da area de epiderme em relagdo a reducédo da concentracédo de O,
ainda devem ser consideradas.

Trocas gasosas

A reducdo da concentragdo de O, provocou queda na maioria dos parametros
avaliados, sendo mais expressiva no clone tolerante - 2719 (Figura 8). Houve
diminuicdo da taxa fotossintética liquida (A) para ambos os clones, podendo chegar a 70
% para o clone 2719 (tolerante) em condicdo intensa de hipoxia (1 mg L™ de O,)
(Figura 8a). Martinazzo et al. (2012), estudando plantas de ameixeira (Prunus Salicina
Lindl.), observaram reducdo de A quando essas plantas foram submetidas ao
alagamento. Esta reducdo pode estar associada ao fechamento estomatico, que
desencadeia varios processos, como a reducdo da concentracdo interna CO,, da
transpiracéo e altera a relagdo entre CO, interno (Ci) e ambiente (Ca) as plantas. Em
plantas de carnaiba (Copernicia prunifera (Mill.) H.E. Moore) foi observado que a
condicéo de alagamento causa reducdo da condutancia estomatica e fotossintese (Arruda
& Calbo, 2004).
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Figura 8: Taxa fotossintética (a), condutancia estomatica (b), transpiracdo (c) e concentracéo
interna de CO, (d) em mudas de eucalipto (clones 1213® - sensivel e 2719® -tolerante-
CENIBRA S.A) em 14 dias de experimento. EquacBes de regressdo foram ajustadas para cada
atributo acima, sendo os niveis de significancia °© (p<0,1), **(p<0,05 ), ***(p<0,01) e ™ (n&do
significativo) pelo teste t.

A conduténcia estomatica (gs) € uma das primeiras alteracdes fisioldgicas que as
plantas, de modo geral, apresentam em condicdo de alagamento. Bradford & Hsiao
(1982), estudando uma variedade de tomate (Lycopersicon esculentum), observaram
reducdo de 30 % em ¢s quando a planta permaneceu por 24 h em condicdo de
alagamento. Para duas espécies de eucalipto (E. camaldulensis e E.lesouefii), também
foi observado que a hipoxia causa alteracdo de condutancia estomatica, sendo que para
E.lesouefii, a reducdo foi mais intensa (Van der Moezel et al., 1989). Para os clones de
eucalipto deste estudo, a redugéo em gs foi mais intensa para o clone tolerante (2719),
sendo que uma pequena variacdo na concentragdo de O, de 8 para 6 mg L™ acarreto
reducdo em gs de 33 %, diferentemente do clone suscetivel (1213) que ndo apresentou
variacdo (Figura 8b).
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A transpiracdo (E) das mudas de eucalipto tambem foi alterada pela hipoxia,
sendo reduzida com o aumento da restri¢cdo de O, ao sistema radicular (Figura 8c). Este
fato é explicado, basicamente, pela reducdo em gs. Essa afirmacdo, corrobora com o
estudo realizado por Martinazzo et al. (2012), em que a imposicao de hipoxia causou a
reducdo na transpiracao de plantas de amexeira.

A reducéo da concentragéo interna de CO, (C;) foi similar aos demais atributos
fotossintéticos, porém néo foi significativa para o clone 1213 (sensivel) (Figura 8d). No
clone 2719 (tolerante) essa reducdo sugere que em condicdo de hipoxia, a taxa
fotossintética liquida possa ser controlada por gs.

O clone tolerante (2719) responde mais rapidamente a hipoxia do que o
suscetivel (1213); uma pequena queda na concentracao de O, ja causa reducdo em gs e,
consequentemente, da fotossintese pela diminuicdo da concentracdo de C absorvido.
Porém, ele mantém C no sitio de carboxilacdo e isso 0 permite manter a fotossintese em
taxas suficientes para sobreviver e evitar degradacdo pelas espécies reativas de O,. Esse

mecanismo parece ser vantajoso para a recuperacao das plantas apds o estresse.

Experimento I11: Efeito de hipoxia e toxidez de Mn

Matéria seca de componentes de plantas

A concentracdo mais elevada de Mn (300 mg L™) em condic&o de oxigenacéo
normal (8 mg L™) provocou menor crescimento da parte aérea, bem como da altura,
acarretando menores valores de matéria seca de caule e de folha nova e,
consequentemente, de matéria seca da parte aérea e total para o clone 1213 (sensivel)
(Quadros 3 e 4). Junior et al. (2008), elevando a concentracdo de Mn de 2 para 250
umol L™ em solucdo nutritiva, observaram que o excesso deste micronutriente é danoso
para soja, causando reducdo da matéria seca da raiz, parte aérea, total e de grdos. Estas
perdas de produtividade, provavelmente, podem ser atribuidas a reducdo na taxa
fotossintética (Macfie & Taylor, 1992; Macfie et al., 1994) e a disturbios metabolicos,
tais como redugdo na respiracdo, disturbio do metabolismo de N e da sintese de
proteinas, e redugdo do contetdo de clorofila (El-Jaoual & Cox, 1998; Lindon &
Texeira, 2000; Demirevska-Kepova et al., 2004; Dat et al., 2004).
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Quadro 3. Valores médios de crescimento em altura de parte aérea (CPA), altura da parte
aerea (H), concentracdo de etileno (CET), diametro do caule (D) e crescimento de raiz
(CR) em funcéo de concentracdes Mn e O,

0O, Mn CPA H CET D CR
mg L™ cm cm ug kg™ mm cm
Clone 1213
6 30 21,4 AbB 65,5 AbB 144,4 AaA 5,2 AaA 7,7 AbB
6 300 22,5 AbA 69,0 AaA 126,9 AaA 4,9 AaA 7,6 AbB
8 30 26,1 AbA 71,6 AbA 94,9 AaB 5,8 AaA 13,3 AbA
8 300 22,7 BbA 63,2 BbB 77,4 BaB 5,2 AaA 13,0 AaA
Clone 2719
6 30 32,5 AaA 75,3 AaA 110,8 AbA 55 AaA 16,1 AaA
6 300 32,1 AaA 55,8 BbB 111,7 AaA 5,4 AaA 12,2 AaA
8 30 35,4 AaA 77,2 AaA 77,6 AbB 5,4 AaA 19,5 AaA

8 300 30,0 AaA 74,4 AaA 58,8 BbB 5,3 AaA 14,1 BaA
Médias seguidas por letras mailsculas iguais na vertical para 0 mesmo clone e O, ndo diferem quanto a
concentragdes de Mn pelo teste Tukey a 5 %. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na vertical
para mesma concentragdo de Mn e O, ndo diferem quanto a clones pelo teste Tukey a 5 %. Médias
seguidas por letras mailsculas e italicas iguais na vertical para 0 mesmo clone e concentra¢do de Mn néo
diferem quanto a concentracdes O, pelo teste Tukey a 5 %.

Quadro 4. Médias de matéria seca da raiz (R), caule (C), folha nova (FN), folha velha
(FV), parte aérea (PA) e total (T) em funcdo de concentracdes de Mn e O,

0, Mn R C FN FV PA T
mgL ™ g planta ™
Clone 1213
6 30 47AbA 6,6 AaB 0,35AbB 53 AaB 122AaB 17,0 AaB
6 300 46 AaA 7,0AaA 031 AaA 52AaA 125AaA 17,2 AaA
8 30 49 AaA 9,1 AaA 048 AaA 6,1 AaA 15,7 AaA 20,6 AaA
8 300 46AbA 68BbA 031BbA 58AaA 12,9BaA 17,6 BbA
Clone 2719
6 30 54AaA 75AaB 0,53AaA 50AaA 13,1 AaA 185 AaA
6 300 47BaB 57BbB 0,36BaB 2,8BbB 89BbB 13,7 BbB
8 30 52AaA 89AaA 055AaA 54AaA 149 AaA 20,2 AaA

8 300 55AaA 85AaA 055AaA 6,1AaA 12,2 AaA 20,8 AaA
Médias seguidas por letras mailsculas iguais na vertical para 0 mesmo clone e O, ndo diferem quanto a
concentragdes de Mn pelo teste Tukey a 5 %. Médias seguidas por letras minGsculas iguais na vertical
para mesma concentragdo de Mn e O, ndo diferem quanto a clones pelo teste Tukey a 5 %. Médias
seguidas por letras maitsculas e italicas iguais na vertical para 0 mesmo clone e concentragdo de Mn nao
diferem quanto a concentracdes O, pelo teste Tukey a 5 %.
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Em condicdo de hipoxia branda (6 mg L™), apenas altura do clone 2719
(tolerante) foi alterada negativamente pela concentracdo de Mn mais elevada, néo
acarretando em menores crescimentos de raiz, parte aérea e didmetro do caule em
ambos os clones (Quadro 3). No entanto, houve menor producdo de matéria seca de
todos os componentes da planta na dose mais elevada de Mn para o clone tolerante
(2719) (Quadro 4). O mesmo ndo foi observado em relacdo ao clone 1213 (sensivel).
Estas observagdes sugerem que o excesso de Mn foi mais danoso para o crescimento do
clone sensivel (1213) em condigdo normal de O,; j& para clone tolerante (2719), a
condicdo de hipoxia foi mais limitante. Isto € confirmado na producdo de matéria seca
total das plantas, em que o clone 1213 (sensivel) teve maior acumulo de biomassa em
condigdo de hipoxia. Em contra partida, em condicdo adequada de O,, o clone 2719
(tolerante) obteve melhor desempenho.

A toleréncia de uma espécie ao excesso de Mn pode ser atribuida ao maior
acumulo deste nutriente no sistema radicular (Junior et al., 2008); no entanto, maiores
teores de Mn no sistema radicular ndo foram evidenciados em condigéo de hipoxia para
0 clone 1213 (sensivel), tdo pouco para o clone 2719 (tolerante), em condi¢do de
oxigenacdo normal, sugerindo outros mecanismo no controle de excesso de Mn. A
restricdo na taxa de absorc¢do pelas raizes, o transporte do excesso de Mn para as folhas,
a distribuicdo uniforme do Mn nos tecidos vegetais, a maior tolerancia interna e a
interacdo com outros nutrientes sdo sugeridos como mecanismo de tolerancia ao
excesso de Mn (Foy et al., 1988; Moroni et al., 2003).

Em relagdo a diferenca apresentada entre clones, independentemente da
concentracdo de Mn e da oxigenacdo, o clone tolerante (2719) mostrou-se superior em
altura e crescimento da parte aérea, sendo a excecdo para a condicdo de hipoxia e 300
mg L™ de Mn, em que o clone sensivel (1213) apresentou maior valor em altura de
planta (Quadro 3). Esta mesma sincronia de resultados néo foi observada na producdo
de matéria seca dos componentes de plantas.

Crescimento radicular

O crescimento radicular do clone sensivel (1213) a SPEVRD foi inferior ao
clone tolerante (2719) para as duas variaveis analisadas: disponibilidade de O, e Mn
(Quadro 3). Tal afirmacdo € indicativa da superioridade de adaptacdo do sistema
radicular do clone tolerante (2719) em condi¢do adversa ou ndo de crescimento. O
excesso de Mn néo fez efeito ao crescimento radicular de ambos os clones, exceto para
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o clone tolerante (2719) em condicdo adequada de O,. O crescimento radicular do clone
sensivel (1213) mostrou-se extremamente sensivel a condicdo de hipoxia, apresentando
reducdo de 41 % no crescimento deste componente de planta, independente da
concentracdo de Mn. Isto ajuda a estabelecer o conceito de que a hipoxia €
extremamente danosa ao sistema radicular, como observado por outros autores (Medri
et al., 1998; Kozlowski, 1984; Rocha et al., 2010; George et al., 2012). O mesmo néo
foi evidenciado para o clone tolerante (2719). Esta observagdo reforca a ideia da
superioridade do sistema radicular do clone tolerante (2719) em condicédo de hipoxia. A
limitacdo que a hipoxia oferece ao crescimento radicular pode ser esclarecida pela
menor demanda de energia (ATP) a que as plantas estdo sujeitas (George et al., 2012).
Adicionalmente, o menor crescimento de raiz pode ser atribuido a elevacdo da
concentracdo de etileno (Jackson, 1990a,b). Em solos com alagamento, o etileno
produzido pelas raizes estimula a biossintese de auxina (Lynch et al., 2012), que ao ser
transportada para zona de crescimento radicular pode inibir a elongacdo celular,
limitando, assim, o crescimento da raiz (Ruzicka et al., 2007).

Ao longo dos 27 dias do periodo experimental, o crescimento radicular foi
reduzido em ambos os clones (Figura 9). Novamente, o efeito da hipoxia foi muito mais
pronunciado do que o efeito da alta concentracdo de Mn. A reducdo na taxa de
crescimento radicular ao longo do tempo foi mais pronunciada para o clone 1213
(sensivel) do que no 2719 (tolerante), indicando maior sensibilidade as condicdes
adversas do meio para o primeiro. A excec¢do foi observada na concentracdo mais baixa
de Mn (30 mg L") em condicdo de hipoxia branda (6 mg L™ de O,), na qual o
crescimento radicular do clone 1213 (sensivel) ndo foi influenciado pelo tempo,
contudo, foi o menor valor ao longo do tempo. Possivelmente, ja no momento da
primeira avaliacdo, o sistema radicular ja estava sob efeito negativo da hipoxia e, assim,
nédo apresentou reducao no restante do tempo. A concentracdo mais elevada de Mn em
solucdo para o clone 1213 (sensivel) em condicdo de hipoxia fez com que, ao longo do
tempo, houvesse reducdo do crescimento diario da raiz de forma linear. Na condicao de
oxigenagdo normal, a concentracdo de Mn mais alta proporcionou maior crescimento
radicular diario, ao contrario do esperado, indicando que o acimulo de Mn nos niveis
testados, isoladamente, ndo estava comprometendo o crescimento das plantas. Para o
clone 2719 (tolerante), na condicdo de oxigenacdo normal, a menor concentragdo de Mn
proporcionou 0 maior crescimento radicular diario. Em condi¢do de hipoxia,
independentemente da concentracdo de Mn, para o clone 1213 (sensivel) o crescimento
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Figura 9. Crescimento radicular diario de mudas de eucalipto (clones 1213® e 2719
CENIBRA S.A.) em funcio da concentracio de Mn (DMn) em mg L™ e 0 O, (Oxi) em mg L™
aplicado. °**, ***: significativo a 10, 5 e 1 %, respectivamente, pelo teste F. Teste de
identidade de modelos a 10 %.

radicular diario foi sempre menor do que na condicdo de oxigenacdo normal. O mesmo

também foi observado para o clone 2719 (tolerante).

Sintese de etileno

O estresse anaerdébio provocado as raizes desencadeou producéo significativa de
etileno em ambos os clones (Quadro 3), sendo que o clone sensivel a SPEVRD (1213)
apresentou maior incremento. Entretanto, o0 Mn ndo influenciou este incremento. Este
mesmo incremento ocorreu para as espécies E. camaldulensis, E. globulus, E. obliqua
(Blake & Reid, 1981) e E. robusta (Clemens & Pearson, 1977) em condicdo de
alagamento, sugerindo que este horménio € uma das principais modificacdes
fisiol6gicas que ocorre em condicdo de hipoxia em eucalipto. Nesta condicdo, a
expressao de genes que regulam a producéo de etileno intensifica-se (Van der Straeten
et al., 1997; Peng et al., 2005;. Bailey-Serres & Voesenek, 2008), alterando o
crescimento e a morfologia do sistema radicular (George et al., 2012). Os efeitos que o
etileno produz foram identificados em arroz e em Arabidopsis (Licausi et al., 2010).
Esta maior producdo de etileno corrobora com os resultados apresentados nos
experimentos | e Il, uma vez que a sensibilidade em crescimento do sistema radicular

(Lynch et al., 2012; Ruzicka et al., 2007) e a formacao de aerénquima (Kawase, 1972;
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1974; Drew et al, 1989; He et al., 1996b), estdo estreitamente correlacionadas com a
produgdo deste hormonio, como observados nos clones em questdo, em condic¢éo de
hipoxia.

O etileno é o principal regulador de sinal em respostas a inundacéo (Hinz et al.,
2010) e, por isso, seu incremento em condi¢cdo de hipoxia pode criar mecanismo para
maior tolerancia a deficiéncia de O,. Em E. camaldulensis isto ja foi observado (Blake
& Reid, 1981). Nesta condicdo, o aumento na producdo de etileno no sistema radicular
ofereceu suporte para maior tolerancia as demais espécies (E. globulus e E. obliqua).
Em relacdo aos clones deste estudo, ainda serdo necessarias novas pesquisas para
elucidar melhor a tolerancia diferenciada que o etileno pode causar, uma vez que o
clone sensivel (1213), aparentemente o mais sensivel a hipoxia, foi quem mais produziu
etileno. Entretanto, o incremento na producdo de etileno e as modificacdes anatbmicas
ocorridas sugerem que o eucalipto, assim como outras espécies, apresenta o etileno
como um dos principais hormonios responsaveis pelas modificacbes anatémicas e

metabolicas, criando mecanismos para tolerancia mesma que parcial & hipoxia.

Toxidez de Mn

O aumento da concentracdo do Mn de 30 para 300 mg L™, em condicdo de
hipoxia ou ndo, elevou em ambos os clones os teores deste micronutriente em todos os
compartimentos da planta (Quadros 5). O clone mais sensivel (1213) acumulou maiores
teores de Mn nas folhas. Este resultado compartilha com os observados em campo, onde
clones mais sensiveis a SPEVRD estocam maiores teores de Mn (Leite et al., 2013).
Neste estudo, os teores de Mn no clone sensivel (1213) foram maiores que 11.000 e
19.000 mg kg™ em folhas velhas e novas, respectivamente. Para o clone tolerante
(2719), teores bem menores, préximos de 6.000 e 9.000 mg kg™ em folha velha e nova,
respectivamente, foram observados. No entanto, isto ndo refletiu em maiores teores de
Mn no sistema radicular deste clone, indicando que a possivel maior tolerancia ao
excesso de Mn para este clone, pode estar ligada a limitacdo na taxa de absorcdo de Mn
pelas raizes. Além deste, outros mecanismos séo citados, como a distribuigdo uniforme
do Mn nos tecidos vegetais, a oxidagdo do Mn nas raizes, o transporte do excesso de Mn
para as folhas, bem como a maior toleréncia interna e a interacdo com outros nutrientes
(Foy et al., 1988; Moroni et al., 2003).
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Quadro 5. Teores médios de fosforo, potassio, calcio, magnésio, enxofre, cobre, manganés, ferro e zinco
em funcdo da concentracdo de Mn e O,

O, Mn P K Ca Mg S Cu Mn Fe Zn
mg L* dag kg™ mg kg*
Raiz
Clone 1213
6 30 0,15AaA 13 AbA 0,30 AaA 0,30 AaA 0,07 AaA 38,6 AbA 4704 BbA 562 BaA 69 AbB
6 300 0,15AbA 09BaB 0,21BbA 0,26 AaA 0,06 AaA 33,6 AbA 17298 AaA 737 AbA 60 AbB
8 30 013AaB 13AaA 032AaA 021BaB 0,05AbA 385 AbA 4788 BbA 560 BaA 93 AbA
8 300 0,15AaA 13AaA 0,23BaA 0,29 AaA 0,06 AbA 38,7 AaA 16625 AaA 730 AaA 83 AbA

Clone 2719

6 30 0,16 BaA 15AaA 0,35AaA 0,22 AaA 0,19 AaA 63,0 AaA 6524 BaA 492 BaA 157 AaA
6 300 0,29AaA 09BaA 041 AaA 0,28 AaA 0,07 AaA 63,6 AaA 15310 AaB 1207 AaA 131 AaA
8 30 0,14 AaB 14 AaA 0,34 AaA 0,20 AaA 0,11 AaA 56,6 AaA 6134 BaA 505 AaA 143 AaA
8 300 0,13AaB 10BbA 0,26 AaA 0,15AbB 0,10 AaA 37,1BaB 19006 AaA 455 AbB 141 AaA
Caule
Clone 1213
6 30 0,14 AaA 11 AbB 045AaA 0,05AaA 001BbB 14 AaA 2779 BbB 6,2 AaA 3,4 AbA
6 300 0,14 AbA 11AaB 0,25BbA 0,04 AbA 0,02AaA 14 AaA 5471 AaA 3,2 BbA 2,5BbB
8 30 0,08BbB 1,2AbA 0,37 AaB 0,05 AbA 0,04 AaA 1,2BaB 3326 BaA 3,5 AaB 2,6 BbB
8 300 0,06 AaA 12AaA 0,31AaA 005BaA 0,01BbB 1,9 AaA 5398 AbA 3,3 AaA 3,4 AbA
Clone 2719
6 30 0,15BaA 12AaB 0,29BbA 0,06 AaA 0,02 AaA 15 AaA 3004 BaB 3,1 BbA 4,5 BaA
6 300 0,26 AaA 12AaA 0,36 AaA 0,06 AaA 0,02 AaA 1,6 AaA 5294 AaA 4,2 AaA 5,4 AaA
8 30 0,13 AaA 14 AaA 0,26 AbA 0,061AaA 0,02 AaA 1,3 AaB 3664 BaA 2,8 AbA 5,1 AaA
8 300 0,12AaB 1,2AaA 0,24 AaB 0,052BaB 0,02 AaA 1,2 AbB 5868 AaA 4,1 AaA 4,6 AaB
Folha Nova
Clone 1213
6 30 0,30BaB 1,3BbB 0,66BaB 0,18BaB 0,11 BaA 14,9 AaA 7267 BaA 81 BaB 27 BbB
6 300 0,34AaA 16AaA 093 AaA 0,22 AaA 0,15 AaA 13,6 AaA 19152 AaA 91 AaA 33 AaA
8 30 0,36 AaA 16 AaA 0,77 AaA 0,22 AaA 0,13 AaA 13,7 AaA 9647 BaA 90 AaA 38 AaA
8 300 0,33AaA 16AaA 0,71AaB 0,20 AaA 0,11 AaB 151 AaA 12461 AaB 89 AaA 31 BaA
Clone 2719
6 30 0,32 AaA 18AaA 0,65AaA 0,19 AaA 0,10 AaA 12,2 AbA 4560 BbB 77 AaA 33 AaA
6 300 0,19BbB 14BaA 0,58 AbA 0,16 BbA 0,09 AbA 10,7 AbB 8983 AbA 77 AbB 25 BbB
8 30 0,31 AbA 16 AaA 0,74 AaA 0,21 AaA 0,11 AaA 13,9 AaA 6061 BbA 83 AaA 33 AaA
8 300 0,26 AbA 16AaA 063BbA 0,19 AaA 0,10 AaA 14,2 AaA 9326 AbA 86 AaA 30 AaA
Folha Velha
Clone 1213
6 30 0,16 BaA 1,7 AaA 0,86 AaA 0,20 AaA 0,07 AaB 7,3 AaA 5412 BaA 77 AaA 27 AbA
6 300 0,19 AaA 1,7AaA 0,82AaA 0,17BbA 0,06 AaA 55 AaA 11030 AaA 72 AaA 23 BbA
8 30 0,17 AaA 18 AaA 0,87 AaA 0,20AaA 0,09 AaA 6,9 AaA 5921 BaA 78 AaA 27 AbA
8 300 0,16 AaB 15BaA 0,78 AaA 0,17 AaA 0,07BaA 55 AbA 9484 AaA 65 BaA 25 AbA
Clone 2719
6 30 0,16 AaA 18AaA 0,79 AbB 0,19 AaA 0,07 AaA 6,7 AaA 4235 BaB 72 AaA 31 AaA
6 300 0,15AbB 14BbA 0,79 AaA 0,19 AaA 0,05AaA 4,5 AaB 7173 AbB 60 BbB 32 AaA
8 30 0,18 AaA 1,8AaA 0,87 AaA 0,20 AaA 0,07 AbA 8,3 AaA 5856 BaA 79 AaA 34 AaA
8 300 0,18 AaA 1,7AaA 0,78BaA 0,17BaB 0,06 AaA 8,8 AaA 10123 AaA 73 AaA 34 AaA

Médias seguidas por letras mailsculas iguais na vertical para 0 mesmo clone e O, ndo diferem quanto a concentracdes de Mn pelo
teste Tukey a 5 %. Médias seguidas por letras mindsculas iguais na vertical para mesma concentragdo de Mn e O, ndo diferem quanto
a clones pelo teste Tukey a 5 %. Médias seguidas por letras maitsculas e italicas iguais na vertical para 0 mesmo clone e concentragéo
de Mn n&o diferem quanto a concentracdes O, pelo teste Tukey a 5 %.
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Figura 10. Crescimento da parte aérea (A) e sistema radicular (B) do clone sensivel (1213)
submetido & condicio normal (8 mg L™ de O,) (+ O,) e de Hipoxia (6 mg L™ de O,) (- 0, ),
combinados com duas concentracdes de Mn (30 e 300 mg L ™); Sintoma inicial de toxidez de
Mn em folha nova (C) e, em fase mais avancada (D), em clone 1213 (6 mg L™ de O, e 300 mg
L™ de Mn).

Em condigdo de hipoxia e excesso de Mn, foram observados, para o clone
sensivel (1213), a perda de dominéancia apical e necrose amarronzada em folhas novas,
sendo que, posteriormente, tornaram-se encarquilhadas e necrosadas (Figura 10C e D).
O teor foliar de Mn para esta condicdo foi de 19.000 mg kg™, sugerindo ser este toxico
para o clone sensivel (1213) (Quadro 5). Sintomas parecidos foram observados por
Winterhalder (1963); no entanto, além destes sintomas, as folhas apresentaram-se
pequenas e clordticas. Isto pode ser atribuido a limitacdo que o excesso de Mn causa na
absorcdo de Fe (Malavolta et al., 1997). Para este estudo, os teores de Fe ndo foram
reduzidos, atribuindo, assim, ao Mn, o sintoma tipico de toxidez descrito anteriormente.
No mesmo estudo realizado por Winterhalder (1963), o E. gummifera foi mais sensivel
ao Mn do solo, enquanto E. saligna foi capaz de absorver grandes quantidades deste
micronutriente sem mostrar sintomas de toxidez. Os teores toxicos de Mn observados

em folhas de E. gummifera e E. saligna foram, respectivamente, 2.040 e 4.250 mg kg™,
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sendo que os teores adequado sdo de 510 mg kg™. Assim, estas observacdes sugerem
diferengas entre espécies de eucalipto quanto a tolerancia de Mn, como reportado por
El-Jaoual & Cox (1998), sendo que, possivelmente, o E. urograndis, de modo geral,
figure entre as espécies mais tolerantes ao excesso ao Mn.

Assim, como em eucalipto, os teores de Mn variam entre outras espécies. Em
culturas agricolas, os teores de Mn descrito como toxicos, também, sdo flexiveis, tanto
intra como interespecifico. Na cultura da soja, os teores variam entre 1.000-6.000
(Oliveira Junior et al., 2000; Junior et al., 2008); para café, entre 1.200-1.700 mg kg™
(Pavan & Bingham, 1981); para algoddo, entre 750-5.000 mg kg™ (Edwards & Asher
1982; Rehab & Wallace, 1978) e, para arroz, maiores que 1.000 mg kg™(Fageria et
al.,1995). A acdo toxica do Mn é normalmente evidenciada na parte aérea das plantas.
As raizes parecem insensiveis as altas concentracdes de Mn e alteradas somente de
forma indireta, como resultado da inibicdo no crescimento da parte aérea, mencionado
por Foy (1976) e Pavan & Bingham (1981).

Entre os sintomas caracteristicos de toxidez por Mn, lesGes de cor marrom
(Wissemeir & Horst, 1992), perda de dominancia apical, encarquilhamento de folhas
(El-Jaoual & Cox, 1998; Marschner, 2008) e rachaduras nos ramos laterais, também
ocorrem com frequéncia em plantas com alta incidéncia de SPEVRD. Como descrito
anteriormente, alguns destes sintomas assemelham-se com os apresentados em campo,
como lesdes marrons e encarquilhamento de folhas. No entanto, lesGes em ramos,
peciolos e galhos ndo foram observadas. Tal informacdo indica que o tempo de
exposicdo ao Mn pode ter sido muito curto para completa expressdo dos sintomas de
SPEVRD. Porém, atribuir a0 Mn a causa do disturbio de SPEVRD ainda ndo é
confiavel, mesmo porque as plantas expostas ao excesso de Mn estdo sujeitas a diversas

complicacdes oriundas da condicdo de hipoxia.

Teor de nutriente

Como exposto, a toxidez por Mn pode ser acompanhada pela deficiéncia de Ca,
Mg, Fe (Horst, 1988; Marschner, 1995) e Zn (De Varennes et al., 2001). Alguns
trabalhos citam a deficiéncia do Fe como o principal fator de impacto negativo em dose
excessiva de Mn (Lingle et al., 1963; Pereira et al., 2001) e responsavel por parte do
sintoma de toxidez de Mn, a clorose em folhas (Pereira et al., 2001). Em E. gummifera,
a aplicagdo de FEEDTA em folhas com sintoma clorético resultou em recuperacéo
(Winterhalder, 1963). Para este estudo, os teores de Fe, no clone sensivel (1213), teve
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aumento significativo em todos os compartimentos da planta, exceto para folhas velhas
(Quadro 5). Certamente, por isso o sintoma de clorose em folhas novas com toxidez de
Mn néo foi observado no clone sensivel (1213). Maiores teores de Zn foram observados
no sistema radicular do clone tolerante (2719); no entanto, isto néo refletiu em alteracao
nos teores na parte aérea. Os demais nutrientes analisados parecem nao sofrer alteracao

quanto ao excesso de Mn e, ou, da hipoxia.

CONCLUSOES

1. A hipoxia acentuada causa reducdo no crescimento tanto do clone
sensivel (1213) quanto do clone tolerante (2719) a SPEVRD, embora o efeito seja mais
acentuado no clone mais sensivel a SPEVRD (1213).

2. O crescimento radicular € o melhor indicador da condicdo de estresse
provocada pela hipoxia, sendo que o clone 1213 é o mais alterado; o Mn ndo influencia
esta avaliacao.

3. A hipoxia branda desencadeia 0 maior incremento de etileno para o clone
sensivel (1213), o Mn ndo influencia este incremento.

4. A hipoxia branda possibilita a formacdo de aerénquima em ambos 0s
clones.

5. A condicédo de hipoxia é mais limitante para abertura estomatica do clone
tolerante (2719) do que para o clone sensivel (1213), consequentemente, reduzindo a
taxa fotossintética, a transpiracdo e a concentracao interna de CO,.

6. O sintoma visual de toxidez de Mn ocorre somente em folhas novas do
clone sensivel (1213), caracterizada pela formagdo de necrose amarronzada nas bordas
de folhas, seguida pelo seu encarquilhamento.

7. A hipoxia € o primeiro fator a predispor os clones a SPEVRD,
diferentemente do excesso de Mn que parece atuar em longo prazo para a completa

expressao dos sintomas de Seca de Ponteiro.
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