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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a tolerancia a baixa temperatura (LTsp) em mudas das
espécies de Eucalyptus dunnii Maiden, E. benthamii Maiden & Cambage, E. grandis W. Hill
ex Maiden e E. saligna Sm., submetidas a diferentes periodos de rustificacio, usando como
indicadores de tolerdncia ao frio os teores foliares de carboidratos soliveis totais e prolina.
Foram realizados dois experimentos, usando-se o delineamento experimental blocos ao acaso,
no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal do Centro de Ciéncias Agroveterindrias da Universidade
do Estado de Santa Catarina — UDESC. No primeiro experimento, mudas de Eucalyptus
dunnii (clone K-1007) foram submetidas a diferentes periodos de rustificacdo (0, 7, 21 e 42
dias) e apds cada periodo de rustificacdo as mudas foram expostas a quatro gradientes de
temperatura negativa (-2,-4,-6 e -8°C). No segundo experimento, mudas das espécies de E.
dunnii (clone KF 09), E. benthamii (clone ARV 116), E. grandis (clone 360) e E. saligna
(clone 2864) foram submetidos a dois periodos de rustificagdao (0 e 21 dias), sendo que ap0ds
cada periodo de rustificagdo as mudas foram expostas a trés gradientes de temperatura
negativa (-2,-5 e -8°C). Em ambos os experimentos a rustificacéo foi realizada sob um regime
de temperaturas diurnas e noturnas de 1°C e 5°C, respectivamente, com fotoperiodo de 12
horas. Foram avaliadas as concentracdes foliares de carboidratos soliveis totais e de prolina,
o LTsg, através da condutividade elétrica, € o indice de dano. Os dados foram submetidos a
andlise da varidncia e apds a andlise de regressdo linear, teste de correlacdo de Pearson e, no
experimento 2, também ao teste de Tukey (p<0,05). Os dados obtidos no primeiro
experimento, com E. dunnii, demonstram que ocorreu um aumento na tolerancia desta espécie
a baixas temperaturas observando-se um incremento nos teores foliares de carboidratos
soluveis totais até 35 dias de rustificacdo. Também foi observado que existe uma relacio entre
a tolerancia ao frio e o incremento nos teores foliares de carboidratos soldveis totais. No
segundo experimento, houve diferencas entre espécies quanto a tolerancia ao frio, sendo que
as espécies E. dunnii e E. benthamii apresentaram maior tolerdncia ao frio seguido das
espécies E. saligna e E. grandis. No entanto, em todas as espécies estudadas foi observada
uma maior tolerincia ao frio (menor LTs) das plantas submetidas a rustificacdo e que esta
tolerancia estd associada ao incremento nos teores foliares de carboidratos soliveis totais. A
presenga de prolina nos tecidos foliares foi identificada apenas nas plantas de E. dunnii do
primeiro experimento e ndo houve alteracdo na concentracdo com o aumento do periodo de
rustificacdo. Em ambos os experimentos ndo foi observada correlagdo entre os teores foliares
de prolina com a tolerancia ao frio. Conclui-se que o aumento da tolerdncia ao frio de espécies
de Eucalyptus, em resposta a rustificacdo das plantas, deve-se em grande parte ao incremento
nos teores foliares de carboidratos soliveis totais e ndo aos teores foliares de prolina.

Palavras-chave: Eucalyptus. Resisténcia ao frio. Carboidratos Soltveis Totais. Prolina. LTsp.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the tolerance of Eucalyptus dunnii Maiden, E.
benthamii Maiden & Cambage, E. grandis W. Hill ex Maiden e E. saligna Sm., to low
temperature (LTsp) of seedlings when submitted to different rustification periods, using as
cold tolerance indicators the contents of total soluble carbohydrates and proline in the leaves.
The work was carried out in the Plant Physiology Laboratory of the Agricultural and
Veterinary Sciences Center of the University of Santa Catarina State — UDESC. Two
experiments were performed using a randomized block design. On the first experiment, (clone
K-1007) Eucalyptus dunnii seedlings were submitted to different periods rustification
(0,7,21 and 42 days) and after each rustification period, the seedlings were exposed to
different sub-zero temperatures (-2°, -4°, -6° and -8°C). On the second experiment,seedlings
of species Eucalyptus dunnii (clone KF 09), E. benthamii (clone ARV 116), E. grandis
(clone 360) and E. saligna (clone 2864) were submitted to two rustification periods (0 and 21
days) and after each rustification period, the seedlings were exposed to three sub-zero
temperatures (-2°, -5° and -8°C). In both experiments the rustification was performed under a
regime of daily and night temperatures of 1°C and 5°C, respectively, with photoperiod of 12h.
Were evaluated the concentrations of total soluble carbohydrates and proline in the leaves, the
LTsp, the electric conductivity, and the damage index. The data were submitted to analysis of
variance followed by the linear regression analysis, Pearson's correlation and in the
experiment 2, as well as, to the Test of Tukey (p<0.05). The data obtained on the first
experiment with E. dunnii, showed an increase in the tolerance of this species to low
temperatures with the increase of leaf contents of total soluble carbohydrates when submitted
to a rustification period up to 35 days. It was also observed that there is a relationship
between the cold tolerance and the increase of leaf total soluble carbohydrates. On the second
experiment, differences were observed between the species regarding to the cold tolerance.
The E. dunnii and E. benthamii presented a higher cold tolerance followed by the E. saligna
and E. grandis. However, in all the species studied, it was observed a good relationship
between to cold tolerance (lower LTsp) with the rustification period and that tolerance was
correlated to the increase in the leaf contents of total soluble carbohydrates. The presence of
proline in the leaf tissues was found only in the plants of E. dunnii on first experiment and
there was no increase within the rustification period. In both experiments it was not observed
any relationship between the leaf proline content and cold tolerance. It was concluded that the
increase of cold tolerance of eucalyptus species, in response to low temperature of the plants,
was mostly due to the increase of total soluble carbohydrates in leaf contents, rather than to
the leaf proline contents.

Keywords: Eucalyptus. Cold Hardening. Total Soluble Carbohydrates. Proline. LT,
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INTRODUCAO

Em funcdo das condi¢gdes climaticas no Brasil e da tecnologia desenvolvida pelas
empresas e instituicdes de pesquisa, o setor florestal apresenta grande competitividade, com
significativa contribui¢do na economia do Pais, representando aproximadamente 4,5% do PIB
e 6,3% das exportacdes nacionais, ocupando uma area de apenas 0,67% do territdrio nacional.
Além disso, gera cerca de 4,1 milhdes de empregos diretos e indiretos (Alves et al., 2006),
uma receita anual de R$ 20 bilhdes contribuindo anualmente com R$ 3 bilhdes de impostos
(Barcellos et al., 2005). Atualmente, o setor conta com aproximadamente 3 milhdes de
hectares de florestas plantadas com Eucalyptus spp., em todo o Brasil, sendo Minas Gerais o
estado com maior drea plantada, aproximadamente 1,6 milhdes de hectares (Couto et al.,

2004).

Em Santa Catarina, a vocagdo florestal é extremamente forte e a economia € voltada
para o setor florestal, possibilitando a presenca de empresas florestais de grande porte.
Segundo dados Cepa/Epagri (2008), a silvicultura catarinense ocupa 6,0% do territério do
Estado, participando com 9,0% do valor bruto da producio do setor agropecuario. A industria
de base florestal responde por mais de 15,0% do valor da transformac@o industrial do Estado.
No entanto, especialmente na regido do Planalto, o cultivo de Eucalyptus spp, sofre severos

danos ocasionados por geadas severas durante o inverno
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Desta forma, o desafio da regido e, consequentemente, da drea florestal é a busca
constante, através de pesquisas, de material genético adequado de espécies que, dentre outras

caracteristicas desejaveis, apresentem tolerdncia ao frio.

O género Eucalyptus possui grande plasticidade, crescendo satisfatoriamente em uma
grande diversidade de condi¢des edafoclimadticas, pois as espécies deste gé€nero possuem
grande variabilidade na adaptacdo a condi¢des de estresse como frio, salinidade e déficit
hidrico (Alberdi e Corcuera, 1991; Nilsen e Orcutt, 1996). O processo de escolha de espécies
de Eucalyptus, potencialmente aptas para plantio no Brasil tem se baseado, primeiramente,
em critérios climdticos (Barros e Novais, 1990). No entanto, o desenvolvimento da
eucaliptocultura em regides do Sul do Brasil, onde ocorrem geadas freqiientes, como o
Planalto Catarinense, vem encontrando dificuldades, diante da baixa tolerdncia as geadas
apresentada pelas espécies comumente utilizadas em escala comercial.

A geada, por ser um fator ambiental determinante na adaptacdo das espécies de
Eucalyptus na regidao Sul do Brasil, vem sendo um dos principais fatores a ser considerado
para o éxito dos plantios florestais (Higa et al., 1997; Higa e Higa, 2000). Para a regido do
Planalto Serrano de Santa Catarina, deve-se escolher gendtipos com caracteristicas que
confiram resisténcia ou tolerancia a baixas temperaturas. Segundo Larcher (2000), algumas
destas caracteristicas podem estar associadas as concentracdes de carboidratos soldveis totais
e prolina no tecido vegetal.

Desta forma, a relacdo entre resisténcia ou tolerancia ao frio e a concentragdo de
carboidratos soliiveis ou de prolina no tecido vegetal pode possibilitar a identificagdo de
genotipos que possam ser cultivados nestas condi¢des de baixas temperaturas. Além disso,
esta caracteristica pode ser incorporada em gendtipos através do melhoramento florestal,

visando buscar materiais mais adaptados a regido.
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Segundo Larcher (2000), o que define a sobrevivéncia de uma planta em uma regiao
de clima frio é a sua capacidade de resisténcia ou tolerancia ao congelamento. Os danos
causados pelo congelamento podem ser evitados por mecanismos de protecdo e evasdo, de
forma que o congelamento do tecido pode demorar mais ou até mesmo ndo ocorrer (Nilsen &
Orcutt, 1996). Em amoras silvestres a resisténcia e tolerancia ao frio é acompanhada pelo
acumulo de acucares soliveis e aminoacidos, como a prolina (Palonen & Junttila, 1999).
Considera-se que estes solutos protegem as membranas celulares e as enzimas do dano
irreversivel causado pelas geadas (Moraga et al. 2006), sendo que a diminui¢do da pressdo
osmoética em plantas aclimatadas € predominantemente o resultado do aumento na
concentracdo de carboidratos soltiveis (Valentini et al. 1990).

Leborgne et al. (1995), comparando o conteddo de carboidratos soliveis em varios
tecidos de E. gunnii, exibindo diferentes graus de tolerdncia ao congelamento, demonstraram
que o tecido mais resistente continha uma alta concentracio de carboidratos soldveis, sendo
possivel aumentar a resisténcia ao frio através da exposi¢do progressiva das células a baixas
temperaturas.

A resisténcia ao frio pode ser expressa como a mais baixa temperatura na qual uma
planta pode ser exposta sem ser danificada (Duryea e McClain, 1984). No entanto, o termo
tolerancia ao frio € mais utilizado, o qual é definido como temperatura minima onde metade
das plantas, ou das células, é danificada, sendo expressa como Temperatura Letal 50 (LTsp)
(Glerum, 1985; Larcher, 2000). De acordo com os resultados obtidos por Moraga et al.
(2006), o LTsp € um bom indicador da tolerancia a baixas temperaturas. Estes autores
observaram, em Eucalyptus globulus Labill subspecies, uma relagdo inversa entre o LTs5p e o
nivel de carboidratos soldveis na célula, demonstrando que os carboidratos soliveis podem
estar envolvidos na prote¢do as membranas celulares. Isto também estd de acordo com os

resultados de Johnson e Cline (1991) e de Tinus et al. (2000).
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z

Marshall (1982) menciona que a resisténcia ao frio é controlada por relagcdes
fisiologicas complexas definidas por combina¢des complexas de genes. Os melhoristas t€m
usado testes de campo para selecdo para resisténcia ao frio. No entanto, em funcio da
dificuldade de homogeneizar as condi¢cdes ambientais, esses esforcos de selecdo geralmente
ndo apresentam bons resultados. Desta forma, uma metodologia apropriada para sele¢do de
espécies mais tolerantes ao frio para plantios florestais pode permitir uma grande redugdo no
tempo para a selecdo, bem como uma reducdo de custos. Marshall (1982) afirma que os
fisiologistas tém demonstrado correlagdes gerais entre estresses causados pela temperatura e
vdrias varidveis, como por exemplo, concentragdes de carboidratos e prolina. A correlacio
entre as concentracdes de carboidratos presentes na planta com a tolerdncia a baixas
temperaturas pode ser uma ferramenta para selecdo em laboratério de gendtipos adaptados ao
clima de regides frias.

Objetivou-se com este trabalho avaliar a tolerdncia a baixa temperatura (LTsp) em
mudas das espécies de FEucalyptus dunnii, Eucalyptus benthamii, Eucalyptus grandis e
Eucalyptus saligna, submetidas a diferentes niveis de rustificacdo, usando como indicadores

de tolerancia ao frio as concentrac¢des de carboidratos soltveis totais e prolina nas folhas.
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1 RUSTI~FICACAO DE PLANTAS DE EUCALYPTUS DUNNII MAIDEN E A
RELACAO ENTRE AS CONCENTRACOES DE CARBOIDRATOS SOLUVEIS
TOTAIS E PROLINA FOLIAR COM A TOLERANCIA AO FRIO

1.1 RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da rustificagdo sobre a tolerancia ao frio de mudas de
Eucalyptus dunnii Maiden, bem como, sobre o incremento nos teores foliares de carboidratos
soliveis totais e prolina e as suas relagdes com a tolerancia ao frio. O delineamento
experimental utilizado foram blocos ao acaso com quatro repetigdes. Os tratamentos
consistiram em diferentes niveis de rustificacdo (0, 7, 21 e 42 dias de exposi¢cao) das plantas a
temperaturas diurnas de 5°C e noturnas de 1°C. Apds cada nivel de rustificagdo, as mudas
foram submetidas a quatro gradientes de temperaturas negativas (-2°C, -4°C, -6°C e -8°C),
com trés horas de exposi¢do em cada temperatura. Ao final de cada periodo de rustificagdo,
foram coletadas amostras foliares para a determinagdo dos teores foliares de carboidratos
soliveis totais e prolina. Apés cada gradiente de temperatura negativa, foram coletadas
amostras foliares para a avaliacdo do LTsy. Os dados foram submetidos a anélise de regressdao
linear e teste de correlagio de Pearson. As mudas de E. dunnii apresentaram aumento nos
teores de carboidratos soliveis totais até 35 dias de rustificacdo, sendo que apds este periodo,
a concentracdo apresentou uma leve reducdo. Observou-se uma correlagdo negativa entre a
temperatura de LTsy e a concentracdo de carboidratos soldveis totais no tecido foliar,
ocorrendo um aumento na tolerancia ao frio com o aumento dos teores de carboidratos

soluveis totais.
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1.2 ABSTRACT

The purpose of this chapter was to evaluate the effect of the rustification on cold
tolerance of Eucalyptus dunnii Maiden (as well as, on the increase of total soluble
carbohydrates and proline in the leaves and their relationships to the cold tolerance). The
experimental design utilized was that of the randomized blocks with four repetitions. The
treatments were made up of different rustification levels (0,7,21 and 42 days of plant
exposition to the temperatures of 5°C daily and 1°C night.). After each rustification level,
the seedlings were submitted to four sub-zero temperature (-2°C, -4°C, - 6°C and -8°C ), for
three hours each temperature. At the end of each rustification period, were collected leaf
samples to evaluate the concentrations of total soluble carbohydrates and proline in the leaves
After each sub-zero temperature, were collected leaf samples for the evaluation of the LTsy.
The data were submitted to the linear regression analisys and Person's correlation test. The
E.dunnii seedlings showed an increase in the contents of total soluble carbohydrates up to 35
days of rustification, being that after this period the concentration presented a slightly
decrease. It was observed that there was a negative correlation between the temperature of
LTsp and the concentration of total soluble carbohydrates in the leaf tissues, occurring an

increase in the cold tolerance due to the increase of contents of total soluble carbohydrates.

1.3 INTRODUCAO

Dentre os fatores mais limitantes a expansdo dos plantios de Eucalyptus spp., na
regido do Planalto Catarinense, destaca-se a ocorréncia de geadas. As temperaturas quando
préximas ou abaixo de 0°C ocasionam danos em espécies do género Eucalyptus, que vao

desde a perda da drea foliar até a morte das plantas (Filho e Santos, 2005).
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Muitas plantas apresentam a capacidade de desenvolver mecanismos especificos para
a sobrevivéncia em ambientes que apresentam periodos episddicos e prolongados de
congelamento (Larcher, 2000). Este autor cita também que os mecanismos de evasio e
protecdo, para evitar a formagdo de gelo nos tecidos, definem a capacidade de tolerancia e de
sobrevivéncia de uma planta sob um clima frio e que a resisténcia ou a tolerancia ao frio pode
ser uma caracteristica genética que as plantas possuem, bem como pode ser adquirida por
modificacdes ambientais que antecedem as primeiras geadas.

A resisténcia ou tolerdncia ao estresse por temperaturas abaixo de 0°C depende da
espécie, do gendtipo e da idade de desenvolvimento da planta (Palva et al., 2002). Para Filho
e Santos (2005), E. dunnii é indicado para plantios em regides com temperaturas minimas
absolutas de até -5°C, sob condi¢des de aclimatagdo prévia mediante gradual reducdo da
temperatura na estacdo fria, suportando nessas condicoes até 22 geadas anuais. A maioria das
plantas resistentes ou tolerantes ao frio podem ter sua tolerancia aumentada através da
inducdo ambiental, em conseqiiéncia de uma exposi¢do a baixas temperaturas, acima do ponto
de congelamento (Larcher, 2000). Segundo Levitt (1980) e Nilsen e Orcutt (1996), a inducdo
pode ocorrer quando a planta é exposta a baixas temperaturas, geralmente entre 0 e 10°C,
periodo este chamado de aclimatag@o ou de rustificacéo.

Jacobsen et al. (2007) utilizaram a determinac¢do do LTs, para avaliar a tolerncia ao
frio e identificaram diferentes mecanismos de resisténcia ao frio e capacidade de aclimatacio
em cultivares de quinoa (Chenopodium quinoa Willd.), oriundas de diferentes condig¢des
agroecologicas do Sul do Peru. Os autores observaram diferencgas significativas entre as
cultivares, periodos de aclimatacio e valores de LTs,, além de diferentes concentra¢des no
contetido de carboidratos soliveis totais e de prolina. Monteros e Jacobsen (1999) ja haviam
demonstrado em quinoa que o aumento no nivel de carboidratos soliveis totais implica em

maior tolerancia ao frio. Sendo assim, estes autores afirmam que as diferengas significativas
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entre a concentracdo de carboidratos soldveis totais, temperatura de resfriamento e LTsg
podem ser utilizados como indicadores de tolerancia ao frio.

Objetivou-se avaliar a resisténcia a baixa temperatura através da temperatura letal em
que ocorre 50% da eletrocondutividade méaxima (LTsp) em mudas de Eucalyptus dunnii
submetidas a diferentes niveis de rustificagdo e verificar a existéncia de correlacio entre os

teores de carboidratos soluveis totais e prolina com a tolerincia ao frio.

1.4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Centro de
Ciéncias Agroveterindrias da Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC, Lages,
SC. Foram utilizadas 48 mudas de Eucalyptus dunnii Maiden (clone K-1007) com cinco
meses de idade, procedentes do viveiro florestal da Empresa Klabin, localizado no municipio
de Telémaco Borba, PR, sendo utilizadas trés plantas por repetico.

As mudas de FEucalyptus dunnii Maiden, origindrias da Austrdlia, foram obtidas
através de micro propagacdo vegetativa em Telémaco Borba, PR. As plantas foram
conduzidas em tubetes com volume de 90 cm3, no viveiro da Empresa, onde permaneceram
por trés meses apds a emergéncia, atingindo no final do terceiro més 30 cm de altura. O
substrato utilizado foi constituido de partes iguais de casca de arroz carbonizada e vermiculita
tipo 3 e fertilizadas com 4,0 kg de osmocote (19-06-10) + 1,5 kg de Superfosfato simples +
500 g de MAP (mono-amoénio fosfato) + 150 g de Sulfato ferroso + 150 g de FTE BR 12
(“Frited trace elements”— micronutrientes) por metro cibico. Em seguida, as mudas foram
transplantadas para sacos pldsticos com volume de 2000 cm’, contendo 0 mesmo substrato
utilizado na semeadura, permanecendo por mais dois meses no viveiro. No final deste
periodo, as mudas atingiram em média 50 cm e foram transferidas para o laboratério para

condugdo do experimento.
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Os tratamentos utilizados foram quatro periodos de rustificagdo (0, 7, 21 e 42 dias de
exposicdo) a temperaturas diurnas de 5°C e noturnas de 1°C, sob fotoperiodo controlado de 12
horas. Ao final de cada nivel de rustificacdo, as mudas foram submetidas a quatro gradientes
de temperatura abaixo de zero (-2, -4, -6 e -8°C),sendo utilizado um periodo de exposi¢do de
tr€s horas cada gradiente. Antes das mudas serem submetidas a rustificacdo, elas foram
mantidas em fotoperiodo controlado de 12 horas, com temperaturas diurnas de 20°C e
noturnas de 12°C, durante seis dias para aclimatacido nas cdmaras de crescimento. Apoés, as
temperaturas foram alteradas para temperatura diurna de 15°C e noturna de 9°C, durante sete
dias, mantendo-se o fotoperiodo controlado de 12 horas. Em seguida a temperatura diurna foi
reduzida para 10°C e noturna para 5°C por mais 10 dias. Apos esse periodo estabeleceu-se o
Ponto Zero, onde as mudas passaram por uma rustificagdo na temperatura diurna de 5°C e
noturna de 1°C.

As varidveis dependentes avaliadas foram concentracdes foliares de carboidratos

soluveis totais e de prolina e LTs.

1.4.1 Determinacgao de LTs, através da condutividade elétrica (CE)

A LTsp (temperatura letal onde ocorre 50% da eletrocondutividade méaxima) foi
determinada através da condutividade elétrica (CE) do tecido foliar apds as plantas serem
submetidas aos gradientes de temperatura abaixo de zero e apds os tecidos serem submetidos
a uma temperatura de 90°C por 4 horas. Desta forma, para a andlise da condutividade elétrica
foram utilizadas 10 folhas coletadas da regido mediana do quarto par de inser¢do de ramos do
dpice para a base, sendo retirados dois discos do limbo foliar com 11 mm de didmetro com

perfurador de rolha na regido mediana da folha, sem atingir a nervura principal. (Figura 1).
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Figura 1 — Corte dos discos foliares de Eucalyptus dunnii com perfurador de rolha (A), para posterior
determinacdo de condutividade elétrica (B).

Em seguida, os discos foram colocados em frascos de vidro com 30mL de dgua
deionizada, deixando-se em repouso por 24h em temperatura ambiente. Na seqiiéncia, foi
realizada a leitura da condutividade elétrica (CE inicial) com condutivimetro Mettler Toledo,
modelo MPC 227. Apds esta leitura, as amostras foram levadas a estufa previamente regulada
a temperatura de 90°C, ficando nesta condi¢do por 4h. As amostras permaneceram em
temperatura ambiente por 12h e apds este periodo foi realizada nova leitura da condutividade
elétrica (CE final). Através dos valores de CE inicial e CE final, obteve-se o LT através da
férmula: LT=(CE final -CE inicial)/(CE inicial)x100, sendo que o gradiente de temperatura
abaixo de zero que resulta num valor de mortalidade do tecido de 50% foi considerada a

temperatura letal (L'Tsg) conforme descrito por Flint et al. (1967).

1.4.2 Determinacgdo de Carboidratos Soliveis Totais

As folhas frescas, que foram coletadas para a determinacdo da condutividade elétrica,
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em temperatura de -20°C, com o
objetivo de reduzir o metabolismo celular (Figura 2), para posterior andlise do teor de

carboidratos soluiveis totais.



23

Figura 2 - Congelamento das amostras de folhas em nitrogénio liquido (A) para posterior armazenamento (B).

A extragdo e a andlise dos teores de carboidratos soluveis totais foram realizadas
conforme metodologia descrita por Moraga et al. (2006), utilizando-se o método fenol-
sulfarico. As folhas de cada amostra, previamente armazenadas, foram maceradas sem a
nervura central com aproximadamente 25 mL de nitrogénio liquido em almofariz e pistilo de
porcelana. Apds maceradas, foram retiradas 0,3 g de massa seca e colocadas em tubo de
ensaio, logo apds adicionou-se 3mL de etanol a 80%, agitando-se e colocando-se a mistura
por 30 minutos em banho-maria a uma temperatura de 60°C. Posteriormente, a amostra foi
agitada manualmente por 30 segundos e centrifugada numa temperatura de 4°C a 4000rpm,
por 30 minutos. Apds a centrifugacio, ImL da fase liquida foi transferida para outro tubo de
ensaio, adicionando-se a este 1 mL de cloroférmio e 1 mL de dgua deionizada, deixando a
mistura em repouso durante 45 a 60 minutos, obtendo-se a separagdo de fases, compostas por
pigmentos no fundo do tubo e carboidratos dissolvidos em meio aquoso na parte superior
(Figura 3).

Em um outro tubo de ensaio pipetou-se 200 pL. da fase aquosa obtida e adicionou-se
1,8 mL de 4dgua deionizada (solugdo 1). Desta solugdo 1, foram retirados 500 pL e
transferidos para outro tubo de ensaio, onde adicionou-se 500 pL de fenol (5%) e 2,5 mL de
dcido sulfirico concentrado. Apds, agitou-se em vortex e, em seguida, foi realizada a medigdo

da absorbancia da solu¢do em espectrofotometro, utilizando-se um comprimento de onda de
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485 nm. Para obtencdo dos valores de concentracdo de carboidratos soliveis totais utilizou-se
a curva de calibracdo y= 0,0081x + 0,0744 (onde: y=absorbancia; x=concentracdo de

carboidratos; R2=O,9988).

Figura 3 — Pigmentos no fundo do tubo e carboidratos dissolvidos em meio aquoso (fase aquosa superior)

1.4.3 Determinacao de Prolina

Para determinacdo de prolina foi utilizada 0,25g de massa seca de folhas maceradas
em nitrogénio liquido sem a nervura principal, juntamente com 5 mL de 4cido sulfosalicilico
a 3%. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm em temperatura
ambiente, sendo apds coletado 1 mL de sobrenadante (Figura 4A) e transferidos para um tubo
de ensaio, adicionando-se 1 mL de ninidrina 4cida e 1 mL de acido acético glacial.
Posteriormente, as amostras foram colocadas em banho-maria por 1h a 100°C. Em seguida, as
amostras foram resfriadas em gelo, sendo adicionados em seguida 2 mL de tolueno puro
(Figura 4B) e agitado vigorosamente em vortex, por 30 segundos, para separagdo das fases (o
tolueno extrai a substincia cromoéfora formando um complexo com coloracdo avermelhada).
Ap6s a solucdo atingir a temperatura ambiente, aspirou-se a fase aquosa superior (cromoéforo
+ tolueno), para leitura em espectrofotdmetro a 520 nm, conforme descrito por Bates et al.
(1973). Para obtencdo dos valores de concentracdo de prolina utilizou-se a curva de calibragdo

y=0,0959x - 0,2147 (onde: y=absorbancia; x=concentracdo de prolina; R’=0,9926).
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Figura 4 — Liquido sobrenadante apds centrifugacdo da amostra (A) e separacdo das fases ap6s adi¢do de tolueno

(B)

1.5 ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi realizado conforme o delineamento de blocos ao acaso, sendo
utilizadas quatro repeti¢des para cada tratamento. Os tratamentos utilizados foram quatro
periodos de rustificacdo (0, 7, 21 e 42 dias de exposi¢ao das mudas as temperaturas diurnas de
5°C e noturnas de 1°C) e quatro gradientes de temperatura abaixo de zero (-2, -4, -6 e -8°C).
Os dados obtidos foram submetidos a andlise da variancia e regressao linear (periodos (dias)
de rustificacdo e gradientes de temperatura) e andlise de correlagido por Pearson (teor foliar de

carboidratos soldveis totais e temperatura de LTsp).

1.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que as mudas de Eucalyptus. dunnii apresentaram aumento nos teores de
carboidratos soltiveis em resposta ao aumento do periodo de rustificacdo até 35 dias (Figura

5). No periodo de 0 dias de rustificagdo as concentracdes foliares de carboidratos soliveis
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totais eram de 15mg. g'l, sendo que apds o periodo de 7 dias, as concentragdes passaram a ser
de 47mg.g”, atingindo com 21 dias teores em torno de 75 mg.g’l, estabilizando os teores de

carboidratos em torno de 80 mg. g'1 num periodo de 35 dias de rustificagao.

Y=- 0,06X%+ 4,04X + 16,49
r? = 0,9964
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Figura 5 - Concentracdo foliar de carboidratos soltveis totais (mg g ') em Eucalyptus dunnii em resposta a
rustificagdo.

O incremento no teor de carboidratos soliveis totais em resposta a rustificacio, estd de
acordo com os obtidos por Shvaleva et al. (2008), que observaram em Eucalyptus globulus,
aumento no teor de carboidratos soliveis totais com a rustificacdo das plantas. Segundo
Larcher (2000), nas plantas lenhosas, a rustificacdo € iniciada pela exposicdo a temperaturas
um pouco acima de 0°C por muitos dias ou até por semanas e que neste estidio de
rustificacdo, os carboidratos e outras substincias protetoras sdo acumuladas, as células
tornam-se menos tirgidas e o vacuolo central reparte-se em muitos vactiolos pequenos.

Ainda, este autor cita que, ap6s esse periodo, o protoplasma estd pronto para a proxima fase,
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onde as biomembranas e as enzimas sdo modificadas, de forma que as células sdo capazes de
tolerar a perda de dgua em decorréncia da formagdo de gelo. Embora nem todas as espécies
sejam capazes de apresentar aumento de tolerancia ao frio em resposta a rustificacdo (Moraga
et al., 2006), o nivel mais alto de rustificacdo é alcangado pela exposi¢do ininterrupta das
plantas a temperaturas de 0°C a 10°C (Levitt, 1980; Nilsen e Orcutt, 1996) ou de 5°C a 15°C,
uma vez que essa faixa de temperatura pode variar entre espécies (Larcher, 2000).

Com relacdo ao dano causado pelas baixas temperaturas, observou-se que de maneira
geral, houve uma reducdo na temperatura letal (mortalidade de 50%) com o aumento no
periodo de rustificacdo até 21dias (Figura 6). Nas temperaturas de -2°C, -4°C, -6°C e -8°C as
mudas que foram submetidas a periodos de O e 7 dias de rustificacio apresentaram resultados
de dano muito semelhantes, em torno de 35%, 50%, 75% e 80%, respectivamente. Ja as
mudas submetidas a 21 dias de rustificagdo a -2°C, -4°C, -6°C e -8°C, apresentaram uma
mortalidade menor, em torno de 20%, 25%, 60% e 70%, respectivamente. Desta forma,
observou-se que o melhor periodo de rustificacdo das mudas de E. dunnii (clone K-1007)
seria de 21 dias para diminuir a intensidade de dano causado pelas baixas temperaturas.

Os valores de concentragdes foliares de carboidratos soldveis totais variaram de 15
mg.g” a80 mg.g"' no periodo de até 35 dias de rustificacio e observou-se que o aumento das
concentragdes neste periodo refletiu em um valor de LTsg menor, onde no periodo de 21 dias
de rustificacdo, o LTs ficou em torno de -5,34°C (Tabela 1). Este resultado demonstra que
existe uma relacdo no aumento da concentracdo foliar de carboidratos soliveis com uma
maior tolerancia das mudas de Eucalyptus dunnii (clone K-1007) ao frio. No entanto, aos 42
dias de rustificacdo, surpreendentemente o valor de LTsy aumentou (Tabela 1), causando um
percentual de dano de 55%, 60%, 75% e 80%, nas temperaturas de -2°C, -4°C, -6°C e -8°C
respectivamente (Figura 6). Observou-se a estabilizacio no aumento dos teores de

carboidratos soluveis totais. (Figura 5).
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Figura 6 — Relagdo do Percentual de dano (%) em Eucalyptus dunnii submetidos a diferentes gradientes de
temperatura abaixo de zero (°C) e periodos de rustificagdo.
(Yo dias= -1,61x°-24,63x -11,09 1’=0,9663; y7qias= -10,25x+15,84 1’= 0,9384;
Vo1 dias= 1,08%°+16,63x°+65,88x+92,03 1°= 1; Y42 gias= -6,61x + 39,16 1= 0,8090).

Tabela 1 - Temperaturas de LTs, (°C) em funcédo de diferentes periodos de rustificacdo (dias de exposi¢do) das
mudas de Eucalyptus dunnii a temperaturas diurnas de 5°C e noturnas de 1°C.

Periodos de Rustificaciio (dias) Carboidratos (mg.g™' MS) LTs, (°C)
0 15,08 -2,48
7 47,17 -3,33
21 75,75 -5,34
42 76,34 -1,64

Levitt (1980) e Nilsen e Orcutt (1996) observaram que a indugéo a resisténcia ao frio,
pode ocorrer quando a planta é exposta a baixas temperaturas, geralmente entre 0 e 10°C,

periodo este chamado de aclimatacdo ou rustificagdo. A resisténcia ao frio em mudas é
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determinada por mecanismos de fuga e tolerancia (Larcher 2000; Nilsen e Orcutt,1996). O
primeiro corresponde a um mecanismo onde a planta evita a formacdo de gelo nos seus
tecidos e o segundo permite o congelamento nos tecidos da planta, no entanto, sem
conseqiiéncias letais (Larcher 2000; Nilsen e Orcutt,1996). Larcher (2000) afirma que os
danos causados pelo congelamento podem ser evitados por mecanismos de protecdo e evasio
nas células, os quais inibem ou retardam o congelamento do tecido. Um destes processos pode
envolver um maior conteido de solutos dissolvidos nas células, reduzindo o ponto de
congelamento e tornando a célula mais tolerante a baixas temperaturas (Jacobsen et al. 2007).
Para as plantas que devem atravessar com sucesso um periodo de temperaturas abaixo do
ponto de congelamento € essencial que seu protoplasma seja tolerante ao congelamento,
sendo essa condi¢do alcancada pela elevada incorporacdo de fosfolipidios estdveis nas
biomembranas e pela acumulagdo de carboidratos soldveis, polidis, aminodcidos, poliaminas
(Palonen and Junttila, 1999) e também proteinas hidrossoldveis (Larcher, 2000).

Nos resultados da andlise de correlacdo, houve uma correlacio significativa e negativa
entre a temperatura de LTs5p e a concentracdo de carboidratos soldveis no tecido foliar de E.
dunnii submetido aos quatro periodos de rustificacdo (Figura 7).

De acordo com os resultados, as mudas entram no periodo de rustificacio com
concentragdes foliares em torno de 15 mg.g Te um LTsp em média de -2,5°C, chegando, no
final do periodo de rustificacdo, a 80 mg.g ' e um LTsy de aproximadamente -6°C. Esses
resultados demonstram que se as mudas fossem expostas aos gradientes de temperaturas -2°C,
-4°C, -6°C e -8°C, ja possuindo inicialmente uma concentracdo foliar de carboidratos soliveis
totais de 80 mg.g . , amortalidade nas mudas seria menor, ou seja, seriam mais tolerantes ao
frio. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Jacobsen et al. (2007), que afirmam
que o aumento no nivel de carboidratos soliiveis implica em uma maior tolerincia ao frio,

sendo que as diferencgas significativas entre conteido de acticares totais e temperatura de
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resfriamento e LTso podem ser utilizados como indicadores de tolerancia ao frio. Tinus et al.
(2000) e Moraga et al. (2006) também afirmam que os teores de carboidratos soliveis totais
sdo um bom indicativo da resisténcia a baixas temperaturas e apresentam correlacdo
significativa com LTs,. Hekneby et al. (2006), em leguminosas, também observaram que a
aclimatagcdo ao frio diminuiu o LTsy e aumentou a concentragdo de carboidratos soliveis
totais nas folhas de todas as espécies avaliadas. Uma correlacdo negativa entre o conteido de
carboidratos soldveis e a temperatura de LTsy, também foi obtida em E. gunnii (Leborgne et
al., 1995). Da mesma forma, Bravo et al. (1998) afirmam que, em quinoa, o contetddo foliar
de carboidratos soluveis teve correlagdo com a temperatura de congelamento e de LTsg. Em
diferentes subespécies de Eucalyptus globulus foi observado uma correlacdo inversa entre o
conteido de carboidratos soldveis totais e o LTsy apds passarem por um periodo de

aclimatagdo (Moraga et al, 2006), confirmando os resultados obtidos no presente trabalho.
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Figura 7 — Correlacdo entre LT 5, (°C) e concentracdes de carboidratos soliveis totais (mg g"') em Eucalyptus
dunnii submetidos a quatro periodos de rustificacao.
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Nas andlises de prolina identificou-se nos tecidos das plantas uma concentracio média
de 2,42 mg.g'1 de MS, a qual néo foi influenciada pelo periodo de rustificagdo (dados nédo
apresentados). Isto demonstra que o incremento na tolerancia ao frio, em Eucalyptus dunnii,
em resposta ao aumento no periodo de rustificagdo ndo possui relacdo com os teores foliares
de prolina. Almeida et al. (1993) avaliaram a resisténcia ao frio e a capacidade de rustificacio
de mudas de diferentes gendtipos de Eucalyptus globulus e hidridos (E.gunnii X E. globulus e
E. viminalis X E. globulus), concluindo que o aumento na resisténcia em Eucalyptus pode ser
relacionado com o aumento na concentracdo de carboidratos soldveis totais e que a
concentracdo do teor de prolina ndo aumentou em resposta a aclimatagdo ao frio, estando de
acordo com os resultados obtidos no presente trabalho. No entanto, no hibrido E.
cypellocarpa X E. globulus, estes autores observaram uma relacdo entre o contetido foliar de
prolina e a tolerncia ao frio, demonstrando que esta relacdo depende do gendtipo a ser
considerado.

De maneira geral, os resultados do presente trabalho demonstram que a tolerancia ao
frio em E. dunnii estd fortemente relacionada ao aumento nos teores foliares de carboidratos
soliveis totais e ndo com o contetdo foliar de prolina. Este resultado estd de acordo com os
obtidos por Jacobsen et al. (2007). Estes autores observaram que a tolerncia ao frio em
cultivares de quinoa (Chenopodium quinoa Willd.), oriundas de diferentes condig¢des
agroecologicas do Sul do Peru, apresentam correlagdo significativa entre o conteido de

carboidratos soldveis totais, porém o contetdo foliar de prolina ndo apresentou correlagio.
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1.7 CONCLUSOES

2)

Os resultados obtidos permitem concluir que:

A exposicao de plantas de Eucalyptus dunnii (clone K 1007) a rustificagdo aumenta a
sua tolerancia ao frio até 35 dias de exposicdo a temperaturas diurnas de 5°C e
noturnas de 1°C, sendo que esta tolerincia a baixas temperaturas esta fortemente

relacionada a concentracdo foliar de carboidratos soliveis totais.

Em Eucalyptus dunni (clone K 1007), o teor foliar de prolina ndo contribui para a

tolerancia ao frio.
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2 COMPARACAO DAS CONCENTRACOES FOLIARES DE CARBOIDRATOS
SOLUVEIS TOTAIS E DE PROLINA EM DIFERENTES ESPECIES DE
EUCALYPTUS E SUAS RELACOES COM A TOLERANCIA AO FRIO

2.1 RESUMO

Objetivou-se avaliar o efeito da rustificacdo sobre a tolerincia ao frio nas espécies de
Eucalyptus dunnii Maiden, E. benthamii Maiden & Cambage, E. grandis W. Hill ex Maiden e
E. saligna Sm., bem como sobre o incremento nos teores foliares de carboidratos soliveis
totais e de prolina, verificando suas relacdes com a tolerancia ao frio. Os tratamentos foram
compostos por dois niveis de rustificagdo (0 e 21 dias) combinados com quatro espécies de
Eucalyptus (E. dunnii, E. benthamii, E. grandis e E. saligna). Foram avaliados, apés cada
periodo de rustificacdo e em cada espécie, trés gradientes de temperaturas negativas (-2, -5 e -
8°C). Nio foi identificada a presenca de prolina nos tecidos foliares das espécies avaliadas.
No entanto, observou-se diferengas entre as espécies quanto a concentragcdo foliar inicial de
carboidratos. Inicialmente, E. benthamii apresentou as maiores concentragdes, seguido pelo E.
dunnii e E.grandis e E. saligna, respectivamente. A rustificagdo causou um aumento na
concentragdo foliar de carboidratos de 2,9; 2,5; 2,8 e 1,3 vezes em E. dunnii, E. benthamii, E.
saligna e E. grandis, respectivamente. A temperatura de LTs), nas mudas que nao foram
submetidas a rustificacao, foi mais baixa em E. benthamii, seguido por E. dunnii, E. grandis e
E. saligna. No entanto, com a rustificagdo das plantas ndo houve diferengas entre as espécies
quanto a temperatura de LTsg. Observou-se que a LTso diminuiu com a rustificagdo, exceto no
E. benthamii. Houve correlagdo negativa entre a temperatura de LTsy e a concentracdo foliar

de carboidratos soliveis totais nas espécies avaliadas.
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2.2 ABSTRACT

The purpose of this chapter was to evaluate the effect of the rustification on the cold
tolerance in Eucalyptus dunnii Maiden, E. benthamii Maiden &Cambage, E. grandis W. Hill
ex Maiden e E. saligna Sm., as well as, to compair the leaf contents of total soluble
carbohydrates in these species and verify their possible relationships to the cold tolerance.
The experimental design utilized was that of the three repeatition randomized blocks. The
treatments were made up of two rustification levels (0 and 21 days of exposition of the plants
to 5°C daily and 1°C night temperatures, applying a photoperiod of 12h) combined to four
species of Eucalyptus (E.dunnii, E. benthamii, E. grandis and E. saligna). As well, were
evaluated, after each rustifcation level and in each species, three temperature gradients (-2°, -
5°, and -8°C). The variables evaluated were the leaf concentrations of carbohydrates and
proline, the damage index and the LTso Differences were observed among the species
evaluated regarding to the leaf concentration of total soluble carbohydrates. The E. benthamii
showed the highest values of total soluble carbohydrates, followed by E. dunnii species. All
the species showed an increase in the leaf concentration of total soluble carbohydrates due to
the rustifcation, occurring an increase of 2.9, 2.5, 2.8 and 1.3 times in E. dunnii, E. benthamii,
E. saligna and E. grandis, respectively. The temperature of LTsg in the seedlings which were
not submitted to the rustification, was lower in E. benthamii, followed by the E. dunnii, being
that, the E. grandis and E. saligna showed the highest temperatures of LTs, However, due to
the rustification of the plants there was no differences among the species regarding to the
temperature of LTsy It was, also, observed that the LTsy got lower due to the rustification,
except in E. benthamii. There was a negative correlation between the temperature of LTs and

the leaf concentration of total soluble carbohydrates of Eucalyptus genotypes evaluated. Were
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not identified proline concentrations in the leaf tissues of the E. dunnii, E. benthamii, E,

saligna and E. grandis species.

2.3 INTRODUCAO

A ocorréncia de geadas € um dos principais fatores climaticos que limitam a expansio
dos plantios comerciais de Eucalyptus na regido Sul do Brasil. Segundo Higa et al. (1994), as
geadas registradas em 1972 causaram, em algumas regides, perdas de até 100% em talhdes de
espécies florestais suscetiveis. Os efeitos potencialmente prejudiciais de temperaturas abaixo
de 0°C na estrutura das células de plantas t€ém sido extensivamente descritos (Palta et al.,
1993; Steponkus et al., 1993). Em espécies de Eucalyptus, as temperaturas quando proximas
ou abaixo de 0°C ocasionam danos que podem causar a perda da drea foliar, limitando e
modificando o crescimento, podendo causar até a morte das plantas (Filho e Santos, 2005).

Os danos nas plantas sdo causados pelo congelamento do liquido presente nos espagos
intercelulares que causam a ruptura de membranas por compressio e extravasamento
irreversivel do citoplasma, sendo que normalmente a formacdo de gelo, nos tecidos, ocorre
em temperaturas abaixo de —3°C ou —4°C (Higa et al., 1994). De acordo com esses autores,
quanto menor for a adaptacdo da planta ao abaixamento de temperatura, mais severo serd o
dano causado pelo congelamento.

Higa et al. (2000) salientam que a escolha da espécie adequada é um dos principais
itens para o sucesso do reflorestamento, sendo que entre os varios fatores que influenciam na
tomada de decisdo sobre a espécie a ser plantada, destacam-se a finalidade do plantio, o solo e
o clima do local do plantio. Com relagdo as espécies de Eucalyptus, a sele¢do, em programas
de melhoramento genético, tem sido realizada no intuito de obter plantas resistentes ou

tolerantes ao frio (Higa et al., 1997).
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A tolerdncia ao frio, que permite as plantas sobreviverem a condi¢des adversas de
baixas temperaturas, ¢ um fendmeno complexo com diferentes mecanismos envolvidos, que
depende das espécies envolvidas (Leborgne et al. 1995). Para Larcher (2000), muitas plantas
apresentam a capacidade de desenvolver mecanismos especificos para a sobrevivéncia em
ambientes que apresentam periodos episddicos e prolongados de congelamento. Ainda,
segundo este autor, os mecanismos de evasdo e protecdo, para evitar a formagdo de gelo nos
tecidos, definem a capacidade de tolerancia e de sobrevivéncia de uma planta sob um clima
frio. A resisténcia ou tolerancia ao frio pode ser uma caracteristica genética que as plantas
possuem, bem como pode ser uma caracteristica induzida por modificacdes ambientais que
antecedem as primeiras geadas (Larcher, 2000).

A maioria das plantas resistentes ou tolerantes ao frio pode ter sua tolerdncia
aumentada através da inducdo ambiental causada por temperaturas baixas, acima do ponto de
congelamento (Levitt,1980; Nilsen e Orcutt, 1996). Segundo estes autores, a inducdo pode
ocorrer quando a planta é exposta a temperaturas entre 0 e 10°C, periodo este chamado de
aclimatacdo ou rustificacio. Monteros e Jacobsen (1999) demonstraram, em quinoa
(Chenopodium quinoa Willd.), que o aumento no nivel de carboidratos soldveis totais, em
resposta a rustificac@o das plantas, implica em maior tolerancia ao frio.

Para a regido Sul do Brasil, a Embrapa (1988) demonstrou que E. dunnii e E.
benthamii sdo espécies promissoras para plantios em regides com ocorréncia de geadas.
Alguns estudos tém evidenciado que o E. benthamii apresenta um bom crescimento e
resisténcia a geadas em plantios experimentais de 2 e 3 anos no estado de Santa Catarina
(Higa e Pereira. 2003). Para Higa (1997), o E. dunnii possui grande potencial para plantios em
areas de ocorréncia de geadas e E. grandis e E. saligna apresentam sobrevivéncia inferior a

30% ao oitavo ano de idade, mostrando baixo potencial de uso nessas dreas.
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Objetivou-se com este trabalho foi avaliar o efeito da rustificag@o sobre a tolerancia ao
frio nas espécies de Eucalyptus dunnii, E. benthamii, E. grandis e E. saligna e comparar os
teores foliares de carboidratos soliveis totais e prolina nestas espécies e verificar suas

possiveis relagdes com a tolerancia ao frio.

2.4 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido no Laboratério de Fisiologia Vegetal do Centro de
Ciéncias Agroveterindrias da Universidade do Estado de Santa Catarina — UDESC, Lages,
SC. Foram utilizadas seis mudas de cada espécie de Eucalyptus (E. dunnii — clone KF 09, E.
benthamii — clone ARV 116, E. saligna — clone 2864 e E. grandis — clone 360), com quatro
meses de idade, procedentes do viveiro florestal da empresa Klabin, localizado no municipio
de Telémaco Borba, PR, sendo utilizadas duas plantas por repetico.

As mudas de E. dunnii (clone KF 09), E. benthamii (clone ARV 116), E. saligna
(clone 2864) e E. grandis (clone 360), origindrias da Austrdlia, foram obtidas através de
micro propagacdo vegetativa em Telémaco Borba, PR. As plantas foram conduzidas em
tubetes com volume de 90 cm®, no viveiro da empresa, onde permaneceram por trés meses
apds a emergéncia, atingindo no final do terceiro més 30 cm de altura. O substrato utilizado
foi constituido de partes iguais de casca de arroz carbonizada e vermiculita tipo 3 e
fertilizadas com 4,0 kg de osmocote (19-06-10) + 1,5 kg de Superfosfato simples + 500 g de
MAP (mono-amoénio fosfato) + 150 g de Sulfato ferroso + 150 g de FTE BR 12 (“Frited trace
elements” - micronutrientes) por metro ctibico. Em seguida, as mudas foram transplantadas
para sacos plasticos com volume de 2000 cm’, contendo o mesmo substrato utilizado na
semeadura, permanecendo por mais um més no viveiro. Ao final deste periodo, as mudas

atingiram 50 cm e foram transferidas para o laboratério para condugdo do experimento.
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Os tratamentos utilizados foram dois periodos de rustificacio (0 e 21 dias de
exposicdo a temperaturas diurnas de 5°C e noturnas de 1°C) com fotoperiodo controlado de 12
horas em camaras de crescimento. Ao final de cada periodo de rustificacdo, as mudas foram
submetidas a trés diferentes gradientes de temperatura abaixo de zero (-2°C, -5°C e -8°C) por
trés horas cada gradiente.

No entanto, antes das mudas serem submetidas a rustificaco, elas foram mantidas em
fotoperiodo controlado de 12 horas com temperaturas diurnas de 20°C e noturnas de 12°C,
durante trés dias para aclimatacdo nas ciAmaras de crescimento. Ap0s, as temperaturas foram
alteradas para temperatura diurna de 10°C e noturna de 5°C, durante quatro dias, mantendo-se
o fotoperiodo controlado de 12 horas. A partir daqui, estabeleceu-se o Ponto Zero, onde as
mudas passaram por 21 dias de rustificagdo intensa, tendo temperaturas de 5°C dia e 1°C
noite.

As variaveis avaliadas foram: concentragdes foliares de carboidratos soliiveis totais e
de prolina, LTsp (temperatura onde ocorre 50% da eletrocondutividade méxima) e o indice de
dano pelo frio, adaptado de Flint et al. (1967), de acordo com a férmula abaixo:

ID = {[(CEf/ CEk )- (CEc / CEk)] / (1-CEc / CEk) }

Onde:

ID = Indice de Dano

CEf = Condutividade Elétrica do tecido celular apds exposicdo a temperatura abaixo de zero;
CEc = Condutividade Elétrica do tecido celular antes da exposicdo a temperatura abaixo de
Zer0;

CEk = Condutividade Elétrica do tecido celular ap6s exposi¢do a temperatura de 90°C por 4

horas (Condutividade Elétrica maxima);
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2.4.1 Determinacgao de LTsg através da condutividade elétrica (CE) e indice de dano

A LTsp (temperatura letal onde ocorre 50% da eletrocondutividade méaxima) foi
determinada através da condutividade elétrica (CE) do tecido foliar apds as plantas serem
submetidas a diferentes gradientes de temperatura abaixo de zero e apds os tecidos foliares
serem submetidos a uma temperatura de 90°C por 4 horas. Para a andlise da condutividade
elétrica foram utilizadas 10 folhas coletadas da regido mediana do quarto par de ramos, sendo
retirados dois discos do limbo foliar com 11 mm de didmetro com perfurador de rolha na
regido mediana da folha, sem atingir a nervura principal.

Ap6s, os discos foram colocados em frascos de vidro com 30mL de dgua deionizada,
deixando-se em repouso por 24h em temperatura ambiente. Em seguida foi realizada a leitura
da condutividade elétrica (CE inicial) com condutivimetro Mettler Toledo, modelo MPC 227.
Ap6s esta leitura, as amostras foram levadas para estufa previamente regulada a temperatura
de 90°C, ficando nesta condi¢do por 4h. Apds, as amostras permaneceram em temperatura
ambiente por 12h e ap6s este periodo foi realizada nova leitura da condutividade elétrica (CE
final). Através dos valores de CE inicial e CE final, obteve-se o LT através da féormula: LT=
(CE final-CE inicial)/(CE inicial)x100, sendo que o gradiente de temperatura abaixo de zero
que resultou num valor de 50% de mortalidade celular foi considerada a temperatura letal
(LTs0).

O indice de dano pelo frio foi determinado utilizando-se os valores de condutividade
elétrica antes e depois de submeter as plantas aos diferentes gradientes de temperatura e da

condutividade elétrica maxima (célula morta), conforme descrito por Flint et al. (1967).
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2.4.2 Determinagdo de carboidratos soldveis totais

As folhas frescas, que foram coletadas para a determinag¢do da condutividade elétrica,
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a uma temperatura de -20°C, com o
objetivo de reduzir o metabolismo celular, para posterior andlise do teor de carboidratos
soldveis totais.

A extracdo e a andlise da concentracdo foliar de carboidratos soldveis totais foram
realizadas conforme metodologia descrita por Moraga et al. (2006), utilizando-se o método
fenol sulfirico. As folhas de cada amostra, previamente armazenadas, foram maceradas sem a
nervura central com aproximadamente 25 mL de nitrogénio liquido em almofariz e pistilo de
porcelana. Ap6s maceradas, foi retirada 0,3 g de massa seca, e foi colocada em tubo de
ensaio, onde adicionou-se 3mL de etanol a 80%, agitando-se e colocando-se a mistura por 30
minutos em banho-maria a uma temperatura de 60°C. Posteriormente, a amostra foi agitada
manualmente, por 30 segundos, e centrifugada numa temperatura de 4°C a 4000rpm, por 30
minutos. Apds a centrifugagdo, ImL da fase liquida foi transferida para outro tubo de ensaio,
adicionando-se a este 1 mL de cloroférmio e 1 mL de dgua deionizada, deixando a mistura em
repouso por 45 a 60 minutos, obtendo-se a separacdo de fases, estando os pigmentos no fundo
do tubo e os carboidratos dissolvidos na parte aquosa superior.

Em outro tubo de ensaio pipetou-se 200 pL. da fase aquosa obtida e adicionou-se 1,8
mL de dgua deionizada (solucdo 1). Desta solucdo 1, foram retirados 500 pL e transferidos
para outro tubo de ensaio, onde adicionou-se 500 pL de fenol (5%) e 2,5 mL de acido
sulfdrico concentrado. Apds, agitou-se em vortex e, em seguida, foi realizada a medigdo da
absorbancia da solu¢do em espectrofotometro, utilizando-se um comprimento de onda de 485
nm. Para obten¢do dos valores de concentracio de carboidratos soldveis totais utilizou-se a
curva de calibracdo: y= 0,0081x + 0,0744 (onde: y=absorbancia; x=concentracdo de

carboidratos; R2:0,9988).
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2.4.3 Determinagéo de Prolina

Para determinacio de prolina foi utilizada 0,25g de matéria seca de folhas maceradas
em nitrogénio liquido sem a nervura principal, juntamente com 5 mL de acido sulfosalicilico
a 3%. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 5 minutos a 3000 rpm em temperatura
ambiente, sendo apds coletado ImL de sobrenadante e transferidos para tubos de ensaio,
adicionando-se 1 mL de ninidrina 4cida e 1 mL de acido acético glacial. Posteriormente, as
amostras foram colocadas em banho-maria por 1h a 100°C. Apéds esse periodo as amostras
foram resfriados em gelo, sendo adicionadas em seguida 2 mL de tolueno (Figura 4) e agitado
vigorosamente em vortex, por 30 segundos, para separacdo das fases (o tolueno extrai a
substancia croméfora formando um complexo colorido avermelhado). Apds a solugdo atingir
a temperatura ambiente, aspirou-se a fase aquosa superior (croméforo + tolueno), para leitura
em espectrofotdmetro a 520 nm, conforme descrito por Bates et al. (1973). Para obtengédo dos
valores de concentracdo de prolina utilizou-se a curva de calibracdo: y= 0,0959x - 0,2147

(onde: y=absorbancia; x=concentracdo de prolina; R2:O,9926).

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

O experimento foi realizado conforme o delineamento de blocos ao acaso, num
esquema bifatorial, com 2 periodos de rustificacio e 4 espécies (2 x 4), sendo utilizadas trés
repeti¢des para cada tratamento. Os tratamentos utilizados originaram-se da combinac¢do entre
os fatores “periodos de rustifica¢do” (0 e 21 dias de exposi¢c@o das plantas as temperaturas de
5°C dia e 1°C noite) e “espécies de Eucalyptus” (E. dunnii, E. benthamii, E. saligna e E.
grandis). Também foram avaliadas, em cada espécie e periodo de rustificacdo, trés gradientes
de temperatura abaixo de zero (-2, -5 e -8°C) por 3 horas cada gradiente. Os dados obtidos

foram submetidos a andlise da variancia e apds a andlise de regressdo linear (gradientes de
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temperatura), andlise de correlacdo por Pearson (teor foliar de carboidratos soliveis totais e
temperatura de LTsp) e teste de comparacdo de médias de Tukey (p<0,05) (periodos de

rustificacdo e espécies de Eucalyptus).

2.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados, observou-se que houve uma interagéo significativa entre
as espécies e o tempo de rustificacdo para as varidveis concentracdo foliar de carboidratos
soluveis totais e temperatura de LTsy (Tabela 2). Foram observadas diferencas entre as
espécies avaliadas quanto ao teor foliar de carboidratos soliveis totais iniciais. Inicialmente o
E. benthamii apresentou os maiores valores de teores foliares de carboidratos soliveis totais
(21,69 mg.g™"), seguido pelo E. dunnii (12,95 mg.g™"), que ndo diferiu do E.grandis (12,96
mg.g'l) e E. saligna (8,87 mg.g’l) que apresentou a menor concentracdo inicial de
carboidratos soldveis totais das quatro espécies avaliadas. Todas as espécies apresentaram
incremento na concentracdo foliar de carboidratos soldveis totais com a rustificagdo. No
entanto, as espécies E. dunnii (38,15 mg.g™"), E. benthamii (53,87 mg.g") e E. saligna (25,17
mg.g’l) apresentaram os maiores incrementos nos teores foliares de carboidratos soldveis
totais quando comparadas com E. grandis (16,93 mg.g'l), havendo um aumento de 2,9; 2.5;
2,8 e 1,3 vezes em E. dunnii, E. benthamii, E. saligna e E. grandis, respectivamente (Tabela
2). Bravo et al. (1998), em cevada e Jacobsen et al. (2007), em quinoa, também verificaram
incremento no conteido de carboidratos soliveis totais com o aumento no tempo de

rustificacdo das plantas.
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Tabela 2 - Concentragio foliar de carboidratos soldveis totais (mg g ') e LTsy (°C) em quatro espécies de
Eucalyptus submetidas a dois periodos de rustificagdo

Concentragao foliar de carboidratos soldveis LT
(mgg™) (°0)
Espécies
Tempo de rustificacio (dias) Incremento Tempo de rustificacio (dias)
(vezes)
0 21 0 21

E.benthamii  21,69Ba* 53,87Aa 2,5 -4,56Aa -5,08Aa
E. dunnii 12,95Bb 38,15Ab 2,9 -3,87Bb -5,03Aa
E. grandis 12,96Bb 16,93Ad 1,3 >-2,00Bc -4,72Aa
E. saligna 8,87Bc 25,17Ac 2,8 >-2,00Bc -5,02Aa

CV (%) 4,29 5,57

*Médias ndo seguidas pela mesma letra, maidsculas na horizontal e mindsculas na vertical, diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.

A temperatura de LTsj, nas mudas que ndo foram submetidas a rustifica¢do, foi mais
baixa para o E. benthamii (-4,56 °C), seguido por E. dunnii (-3,87°C), sendo que E. grandis
(>-2,00 °C) e E. saligna (>-2,00 °C) apresentaram as maiores temperaturas de LTsy (Tabela
02). Outros autores, através de observacdes a campo, afirmam que as espécies E. benthamii e
E. dunnii apresentaram maior resisténcia ao frio do que E. grandis e E. saligna (Higa et al.,
1997), estando de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho. No entanto, com a
rustificacdo as quatro espécies avaliadas ndo diferem entre si, quanto a temperatura de LT,
sendo que as espécies apresentaram respectivamente apds 21 dias de rustificacdo, as
temperaturas de LTsy de -5,08; -5,03; -4,72; e -5,02 para as espécies: E. benthamii, E. dunnii ,
E. grandis e E. saligna, respectivamente (Tabela 2). Com base neste resultado e no fato de
que, no campo, mesmo com a diminui¢do gradativa das temperaturas antes da ocorréncia das
primeiras geadas, estas espécies possuem diferentes tolerdncias a baixas temperaturas, pode-

se supor que a rustificagcdo, que ocorre no campo, nao é suficiente para conferir tolerancia ao
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frio nas espécies E. grandis e E. saligna, ou entdo a rustificagdo pode ser perdida por algum
fator ambiental.

Observou-se também que a temperatura de LTsy diminuiu com a rustificacdo, exceto
no E. benthamii que ndo apresentou diferencas significativas entre O e 21 dias de rustificacio
(Tabela 02). Levitt (1980) e Nilsen e Orcutt (1996) também observaram maior tolerancia ao
frio (menor LTsp) quando a planta foi exposta a rustificacdo em temperaturas entre 0 e 10°C.
No entanto, embora o E. benthamii tenha apresentado a menor temperatura LT5y ndo houve
um aumento significativo na indugdo da tolerdncia ao frio com a rustificacdo. Segundo
Larcher (2000), a tolerancia ao frio pode ser uma caracteristica genética ou induzida pelo
ambiente. Como o E. benthamii apresentou uma baixa temperatura LTsp mesmo sem
rustificacdo, talvez a tolerdncia ao frio nesta espécie seja uma caracteristica controlada
geneticamente e pouco influenciada pelo ambiente.

Houve correlagdo negativa entre a temperatura de LTso e a concentracido foliar de
carboidratos soldveis totais dos genétipos de FEucalyptus avaliados (Figura 8), sendo este
resultado de acordo com os obtidos por Moraga et al. (2006). Estes autores afirmam que a
concentracdo foliar de carboidratos soliiveis totais apresenta, na maioria das plantas avaliadas,
correlacdo significativa com a temperatura de LTsy. Bravo et al. (2001) observaram, em
Deschampsia antartica e Colobanthus quitensis duas espécies da Antartida, que o principal
mecanismo de resisténcia destas plantas ao frio foi através do aumento em até sete vezes nos
teores foliares de carboidratos soldveis, com conseqiiente reducdo da temperatura de LTso.
Estes autores também sugeriram que a sobrevivéncia de plantas na Antartida poderia ser no
minimo explicada pela acumulacdo de algumas substiancias como os carboidratos soliiveis.
Considerando os resultados obtidos no presente trabalho e em outros trabalhos (Bravo et al.,
2001; Moraga et al., 2006; Jacobsen et al., 2007) a concentracdo foliar de carboidratos

soldveis totais pode ser um bom indicativo da tolerincia de plantas a baixas temperaturas.
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Figura 8 — Correlacdo entre LT 5, (°C) e a concentragdo de carboidratos soltveis totais (mg g'l) em Eucalyptus
dunnii, Eucalyptus benthamii, Eucalyptus saligna e Eucalyptus grandis submetidos a dois periodos
de rustificacio.

Para os resultados de indice de dano, observou-se que as espécies E. grandis (0,73) e
E. saligna (0,79) apresentaram inicialmente (0 dias de rustificacdo), os maiores indices de
dano a temperatura de -2°C, comparados com E. benthamii (0,04) e E. dunnii (0,17), (Tabela
3 e Figura 9). Esses resultados confirmam os resultados obtidos por Higa et al. (1997), que
observaram que E. grandis e E. saligna mostram baixo potencial de uso em regides de
ocorréncia de geadas severas. Em E. grandis e E. saligna sem rustificagdo as plantas
apresentaram um indice de dano muito alto. No entanto, o E. saligna, quando rustificado num
periodo de 21 dias com temperaturas diurnas de 5°C e noturnas de 1°C, apresentou maior
actimulo de carboidratos soluiveis totais nas folhas, o que aparentemente fez com que o indice
de dano a -2°C e -5°C fosse menor, 0,04 e 0,48, respectivamente, quando comparado ao indice

de dano inicial sem rustificagdo, 0,79 e 0,78, respectivamente. As espécies E. benthamii. E.
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dunnii e E. saligna apresentaram em temperaturas de -5°C, ap6s rustificagdo, indices de dano
muito préximos, 0,46; 0,47 e 0,48, respectivamente, indicando que o actimulo de carboidratos
soliveis totais permitiu maior tolerAncia ao frio nestas espécies, quando rustificadas. E.
grandis, numa temperatura de -2°C ap6s periodo de rustificagdo de 21 dias, apresentou um
indice de dano de 0,15, mostrando que houve maior tolerancia da espécie ao frio quando
rustificada. J4 com temperatura de -5°C, E. grandis ndo apresentou o mesmo desempenho

quanto ao indice de dano (0,71).

Tabela 3 - Indice de dano das espécies de Eucalyptus.benthamii, Eucalyptus dunnii, Eucalyptus grandis e

saligna
indice de dano
Dias de -2 -5 -8
Rustificacao E. benthamii
0 0,04a 0,78a 0,86a
21 0,09a 0,46b 0,92a
CvV 8,94
E. dunnii
0 0,17a 0,92a 0,98a
21 0,05a 0,47b 0,95a
CcvV 4,38
E. grandis
0 0,73a 0,86a 0,88a
21 0,15b 0,71b 0,85a
CcvV 4,21
E. saligna
0 0,79a 0,78a 0,98a
21 0,04b 0,48b 0,91b
CvV 2,86

*Médias nao seguidas pela mesma letra, maidsculas na horizontal e mindsculas na vertical, diferem entre si
(p<0,05) pelo teste de Tukey.
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Figura 9 — Relagio do Indice de dano (°C) em Eucalyptus. benthamii (A), Eucalyptus dunnii (B), Eucalyptus.
saligna (C) e Eucalyptus grandis (D) submetidos a diferentes gradientes de temperaturas abaixo de
zero (°C) e periodos de rustificagio. (Yodias(E pentnamiiy a1= 0,1244-0,1370x ’=0,8286;

Y21dias(E.benthamiiy 42=0,1972-0,1372x 1’=0,9954; Yodias(E.dunninp 1= 0,0109-0,1361x 1°=0,8067;

Va1 dias(E.dunniyp2= -0,2605-0,1506x r°=0,9987; Yodias(E.saligna)¢ 1=0,7102-0,0229x ’=0,8545;

Y21dias(E satigna) €2= -0,0098-0,1161x r’= 0,8860; Yodias(E.grandisyd 1= 0,7265-0,0197x 1’=0,6656;
y21dias(E.grundis)d2= -0,2861-0,1572){ r2= 0,9981)

Para explicar o alto indice de dano a -2°C da espécies de E. grandis e E. saligna, pode-

se supor que essas espécies passaram por uma intensificacdo muito rapida do estressor (frio),

antes que os mecanismos de defesa fossem ativados para permitir a tolerncia ao frio. No

entanto, quando essas espécies passaram pelo periodo de rustificacdo (21 dias), elas

apresentaram indices de dano muito proximos a E. dunnii e E. benthamii. Segundo Larcher

(2000), os danos causados pelo congelamento podem ser evitados por mecanismos de
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protecdo e evasdo nas células, os quais inibem ou retardam o congelamento do tecido. Um
destes processos pode envolver um maior conteido de solutos dissolvidos nas células,
reduzindo o ponto de congelamento e tornando a célula mais tolerante a baixas temperaturas
(Jacobsen et al., 2007). Para as plantas que devem atravessar com sucesso um periodo de
temperaturas abaixo do ponto de congelamento € essencial que seu protoplasma seja tolerante
ao congelamento, sendo essa condi¢do alcangada pela elevada incorporagdo de fosfolipidios
estaveis nas biomembranas e pela acumulacdo de carboidratos soldveis, polidis, aminoacidos,
poliaminas (Palonen and Junttila, 1999) e também proteinas hidrossoliveis (Larcher, 2000).

Observa-se que para E. benthamii e E. dunnii, aos 0 dias de rustificacdo, os valores de
indice de dano na temperatura de -8°C, estimados pelas equacdes ajustadas, apresentaram
valores acima dos observados. No entanto, isso pode ocorrer devido ao ajuste nas equagdes,
conforme j4 reportado por Brackmann et al. (2004).

Nio foram identificadas concentra¢des de prolina nos tecidos foliares das espécies de
E. dunnii, E. benthamii, E. saligna e E. grandis (dados ndo apresentados), como observado
por Jacobsen et al. (2007), em quinoa, e por Brigas et al. (1989), em brotos e raizes de
Juniperus chinensis. No entanto, Swaaij et al. (1985) observaram acimulo de prolina em
brotos de clones de batata expostos a baixa temperatura e estresse hidrico, estando este
acumulo relacionado a tolerancia ao frio. Estes autores sugerem que as possiveis fungdes da
prolina seriam de osmorregulacdo e protecdo das membranas celulares e das enzimas durante
aumento do estresse. Porém, a importincia dos altos niveis de prolina para tolerncia de
plantas ao estresse por baixas temperaturas tem sido questionada, pois o acimulo poderia ser

simplesmente conseqii€éncia do estresse hidrico (Hanson et al. 1979, Hanson e Hitz, 1982).
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2.7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que:

1)  Nas espécies Eucalyptus dunnii, Eucalyptus benthamii, Eucalyptus saligna e Eucalyptus
grandis existe correlag@o negativa entre a temperatura de LTsy e a concentragdo foliar

de carboidratos soluveis totais;

2) A concentracdo foliar de carboidratos soltveis totais pode ser utilizada como indicador
de tolerancia ao frio para E. dunnii (clone KF 09), E. benthamii (clone ARV 116), E.

saligna (clone 2864) e E. grandis (clone 360);

3) A concentracdo foliar de prolina ndo possui relagdo com a tolerincia ao frio nas quatro

espécies de Eucalyptus estudadas; e

4) Nenhuma das espécies mostrou-se tolerante na temperatura de -8°C, mesmo apds passar

pelo periodo de rustificacao.
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CONCLUSOES GERAIS

Observa-se que hd uma correlagéo entre a temperatura de LTsy e a concentracdo foliar
de carboidratos soldveis totais em E. dunnii (clone K 1007), apresentando desta forma, uma
relacdo de tolerancia ao frio com o incremento de carboidratos até cerca de 35 dias de

rustificacdo, sem apresentar incremento nos teores foliares de prolina.

As mudas de E. dunni (clone KF 09), E. benthamii (clone ARV 116), E. saligna (clone
2864) e E. grandis (clone 360), submetidas a rustificacdo por 21 dias, apresentam maiores
concentragdes foliares de carboidratos soldveis totais do que sem rustificagdo. Além disso, a
rustificacdo proporcionou maior tolerancia ao frio, exceto em E. benthamii. Existe relacdo
entre a temperatura de LTs5y e a concentragdo foliar de carboidratos soliveis totais nas
espécies de Eucalyptus avaliados, apresentando uma relagdo de tolerdncia ao frio com o
incremento de carboidratos soliveis totais. Ndo foram identificadas concentracdes de prolina
nos tecidos foliares em E. dunni (clone KF 09), E. benthamii (clone ARV 116), E. saligna
(clone 2864) e E. grandis (clone 360).

Os resultados dos dois experimentos sugerem que a determinacdo da concentracio
foliar de carboidratos soliiveis totais em mudas de Eucalyptus pode ser uma caracteristica
quantitativa a ser considerada na selecdo de espécies resistentes ou tolerantes ao frio em

programas de melhoramento.
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