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RESUMO

SILVA, J. R. de J. Alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas durante o
crescimento foliar em plantas jovens de clones de eucalipto. Vitéria da
Conquista, BA: UESB, 2018. 96p. (Dissertacdo — Mestrado em Agronomia,
Area de Concentragio em Fitotecnia).”

A folha € o 6rgdo vegetal mais susceptivel a alteracbes morfoldgicas,
anatdmicas e fisiologicas, nos diferentes estadios do seu desenvolvimento. Em
folhas de eucalipto, ocorrem variagdes expressivas em textura, tamanho, cor
e posicao, e em aspectos bioquimicos e metabolicos que afetam a fotossintese
e o transporte de assimilados. O conhecimento sobre essas alteracGes pode
subsidiar estudos sobre as relacGes entre os fatores do ambiente e o
crescimento da planta. Em eucalipto, contudo, essas informagGes ainda séo
escassas. O presente estudo teve o objetivo de caracterizar alteracdes
morfoldgicas e fisioldgicas durante o crescimento foliar em plantas jovens de
eucalipto, clones AEC 144, CO 1407 e VCC 865. Para isso, realizou-se um
trabalho em casa de vegetacdo, desenvolvido em duas etapas. A primeira delas
consistiu no registro fotografico diario, para identificacdo e definicdo das
principais alteragdes visiveis durante o desenvolvimento foliar. Na segunda
etapa, realizou-se um experimento para se avaliar as alteragdes morfologicas
e fisioldgicas de cada estadio de crescimento foliar definido na primeira etapa.
Foi realizado um experimento inteiramente casualizado, com trés tratamentos
(clones) e parcelas subdivididas no tempo (estadios de crescimento foliar). Os
tratamentos tiveram 10 repeti¢des, totalizando 30 parcelas, com uma planta
por parcela. Em cada estagio, foram avaliadas as seguintes caracteristicas:
matéria seca, area foliar, indice SPAD, teores de pigmentos fotossintéticos
(clorofilas e carotenoides), fotossintese liquida, atividade das invertases e
teores de agUcares soluveis e redutores. Concluiu-se que, em plantas jovens
de eucalipto, o desenvolvimento completo da folha é concluido entre os 44 e
49 dias de idade (dependendo do clone), distribuidos em quatro estagios de
crescimento, doravante referidos como A, B, C e D. No estadio A (de 12 a 15
dias), pequenas protuberancias aparecem no eixo caulinar, e se expandem para
a direcdo vertical, até a abertura dos folhetos. No estadio B (10 dias), o limbo
da folha é ovalado e h4 uma mudanca de cor avermelhada para tons
esverdeados. No estadio C (de 8 a 10 dias), o limbo da folha se expande
intensamente na dire¢cdo longitudinal e predomina a cor verde claro. No
estadio D (14 dias), as folhas tornam-se mais espessas e mais consistentes,
concluindo sua expansdo. Em relagdo ao acumulo de matéria seca e a area
foliar, ndo ha diferenca entre os clones, nas duas primeiras etapas. Nos
estadios C e D, no entanto, essas duas variaveis apresentam valores maiores
no clone AEC 144, seguido de CO 1407 e VCC 865. O crescimento foliar,
assim como o desempenho diferenciado entre os clones, reflete 0 aumento da
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fotossintese, que se torna mais intenso em C, aumentando até D. O
desempenho da fotossintese € favorecido pelo aumento continuo dos teores de
clorofilas e carotenoides. A atividade da invertase diminui continuamente,
indicando que a importacdo de assimilados se reduz gradativamente na folha,
durante o seu desenvolvimento. Admite-se que a transigédo de dreno para fonte
se da a partir do estadio C, tendo em vista a baixa atividade da invertase e 0
aumento expressivo dos teores de aclcares redutores e sollveis decorrentes
da fotossintese

Palavras-chave: Plantas lenhosas, estadios de crescimento, clorofila,
fotossintese, metabolismo de agUcares.



ABSTRACT

SILVA, J. R. de J. Morphological and physiological changes during the
leaf growth in young plants of eucalyptus clones. Vitoria da Conquista, BA:
UESB, 2018. 96p. (Dissertation — Master in Agronomy / Phytotechny).”

Leaf is the plant organ most susceptible to morphological, anatomical and
physiological changes, in the different stages of its development. In
eucalyptus leaves, there are expressive variations in texture, size, color and
position, and in biochemical and metabolic aspects that affects photosynthesis
and assimilate translocation. Knowledge about these changes may support
studies on the relationships between environmental factors and plant growth.
In eucalyptus, however, this information is still scarce. This study aimed to
identify morphological and physiological changes during leaf growth in young
eucalyptus plants, clones AEC 144, CO 1407 and VCC 865. For this, a
greenhouse work was carried out, developed in two stages. The first one
consisted of the daily photographic record, for identification and definition of
the main visible changes during the foliar development. In the second stage,
an experiment was performed to evaluate the morphological and physiological
changes of each stage of foliar growth defined in the first stage. A completely
randomized experiment was carried out, with three treatments (clones) and
plots subdivided in time (stages of foliar growth). The treatments had 10
replications, totaling 30 plots, with one plant per plot. At each stage, the
following characteristics were evaluated: dry matter, leaf area, SPAD index,
photosynthetic pigments contents (chlorophylls and carotenoids), net
photosynthesis, invertase activity and soluble and reducing sugar contents. It
was concluded that, in young eucalyptus plants, the complete leaf
development is finished between 44 and 49 days of age (depending on the
clone), which are distributed in four growth stages, hereinafter referred to as
A, B, CandD. In A (from 12 to 15 days), small protuberances appear in the
stem axis, which expand to the vertical direction, until the opening of the
leaflets. In B (10 days), the leaf limb is oval shaped and there is a reddish color
change to greenish tones. In C (from 8 to 10 days), the leaf limb expands
intensely to the longitudinal direction, and predominates light green color. In
D (14 days), the leaves become thicker and more consistent, concluding their
expansion. Regarding dry matter accumulation and leaf area, there is no
difference between clones, in the first two stages. At stages C and D, however,
these two variables present higher values in clone AEC 144, followed by CO
1407 and VCC 865. Leaf growth, as well as the different performance among
clones, reflects the increase on photosynthesis, which becomes more intense
in C, increasing up to D. Photosynthesis performance is favored by the
continuous increase of the chlorophylls and carotenoids contents. The
invertase activity has a continuous decrease, indicating that the assimilate
importation is gradually reduced in the leaf during its development. It is
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assumed that the sink to source transition starts from the C stage, due to the
low invertase activity and to the significant increase on reducing and soluble
sugar contents, as a consequence of photosynthesis.

Keywords: woody plants, growth stages, chlorophyll, photosynthesis, sugar
metabolism.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um pais de intrinseca vocagéo florestal, sendo as florestas
0 maior elemento de identidade natural da nacdo (LOPES et al., 2010). Nas
Gltimas décadas, os plantios florestais, principalmente de espécies exaticas,
representam fonte de recursos renovaveis de fundamental importancia para
atender as exigéncias por produtos derivados de biomassa lenhosa, onde a
crescente competicdo de mercados demanda elevado aprimoramento dos
produtos fornecidos, bem como, dos servicos prestados. Neste contexto, o
género Eucalyptus vem se destacando como o género florestal exotico mais
importante no Brasil, devido ao seu grande nimero de espécies, rapido
crescimento e, principalmente, & sua alta versatilidade para adaptagdo a
diferentes condicdes de clima e solo (REZENDE et al., 2013).

Segundo o IBA (2017), o Brasil possui uma area de 5,7 milhdes de
hectares cultivados com eucalipto, dos quais aproximadamente 11,34% estdo
na Bahia, colocando esse estado na posi¢do de quarto maior produtor do pais.
A alta produtividade dos plantios florestais de Eucalyptus no Brasil tem tido
aumento significativo, em decorréncia da producdo de hibridos
interespecificos deste género, seguida da clonagem dos melhores individuos
das progénies geradas. O bindmio “hibridagdo e clonagem” tem levado a
formacéo de florestas mais uniformes, com homogeneidade de caracteristicas
tecnoldgicas (SANTOS et al., 2006), podendo também ser resistente a pragas,
doencas, déficit hidrico e geadas (SANTOS et al., 2012).

Em franca expansao, as planta¢Ges de eucalipto no Brasil vém sendo
cultivadas em regides com as mais diversas condi¢des edafocliméaticas. No
sudoeste da Bahia, que é uma regido sujeita a periodos prolongados de seca,
0s clones AEC 144 (Eucalyptus urophylla), VCC 865 e CO 1407 (Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus grandis) tém se destacado, devido ao seu bom
desempenho produtivo e a toler&ncia & escassez hidrica (FERNANDES et al.,
2015; LACERDA, 2016). Entretanto, para o desempenho de clones
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promissores, em fungdo das caracteristicas edafoclimaticas dessa regido, esse
potencial ainda precisa ser mais estudado, uma vez que maiores avangos nesta
area s poderdo ser obtidos de forma mais sustentavel e pratica a partir de um
maior direcionamento de pesquisas relacionadas com  aspectos
morfofisioldgicos do eucalipto.

Os fatores ambientais influenciam o comportamento das plantas
porque podem alterar as caracteristicas associadas ao crescimento, com
reflexos na produtividade vegetal. Para se estudar a relagdo entre os fatores
ambientais e o crescimento vegetal, é necessario observar alteracGes que
ocorrem em todas as partes da planta. Contudo, 0 comportamento das folhas
€ 0 que costuma atrair maior interesse para a investigagéo cientifica, porque
elas sdo o Unico 6rgdo onde se processa a produgdo primaria de compostos
organicos, através da fotossintese. Além disso, as folhas constituem, também,
o principal érgdo da planta com potencial para exportacdo de fotoassimilados,
0S quais sdo requeridos para o crescimento e desenvolvimento de todos os
demais drgaos.

Ainda ndo existem estudos com o propésito de identificar as
caracteristicas e a duracdo de cada estadio de crescimento foliar do eucalipto,
no periodo compreendido desde as brotacGes das primeiras gemas vegetativas
até a maturacdo completa de suas folhas. Por este motivo, estudos sobre as
alteracdes morfoldgicas e fisiologicas que se registram durante o crescimento
foliar do eucalipto podem constituir importante subsidio para a sele¢do de
genotipos que demonstrem melhor adaptacdo a cultivos em diferentes
condi¢bes edafocliméaticas. Além disso, o conhecimento acerca do
comportamento foliar constitui uma ferramenta eficaz de manejo, que
possibilita identificar, por meio da observagdo dos caracteres morfoldgicos e
fisiologicos, as necessidades do vegetal, que, uma vez atendidas,
possibilitardo seu desenvolvimento normal e, consequentemente, bons
rendimentos a cultura.

Diante do exposto, este estudo foi conduzido com o objetivo de

caracterizar as etapas que envolvem o processo de formacdo completa de
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folhas de eucalipto, com base em alteracfes morfoldgicas e fisioldgicas que
ocorrem durante o crescimento foliar, em plantas jovens de clones de

eucalipto.

21



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Origem, distribuicdo e importancia econdmica do eucalipto

O género Eucalyptus é originario da Australia, e sua distribuicdo
ocorre naturalmente em todo o continente australiano, incluindo as ilhas da
Indonésia e o norte da Nova Guiné. Possui cerca de 600 a 700 espécies
descritas, adaptadas a diversas condi¢fes edafoclimaticas, e é um dos
exemplos mais notaveis de propagacao pelo mundo. Além do elevado nimero
de espécies, existe também um nimero muito grande de variedades e hibridos
(FONSECA et al., 2010; MARTINI, 2013).

A domesticacdo do Eucalyptus comecou ha cerca de 200 anos, e 0
género ja se espalhou pelo mundo, permitindo que o seu cultivo seja realizado
também em outros continentes, como Asia, Africa e América, com espécies
de grande importancia para muitas regides. Na América do Sul, relatos
indicam que o Chile deve ter sido o primeiro pais a introduzir o eucalipto, em
1823, seguido do Uruguai (1853) e da Argentina (1865) (ANDRADE, 1909;
VALE et al.,, 2014; HENRY e KOLE, 2015).

E dificil determinar, com seguranca, a data de introdugdo do
Eucalyptus no Brasil. Os relatos mais antigos se referem a dois exemplares de
Eucalyptus globulus plantados, em 1825, no Jardim Botanico do Rio de
Janeiro. Os eucaliptos comegcaram a ser cultivados apenas como arvore
ornamental, multiplicando-se logo em seguida, devido ao seu extraordinario
aproveitamento como quebra-vento e as suas supostas propriedades sanitarias
(BERTOLA, 2013; MARCHIORI, 2014). Inicialmente, plantagdes com fins
industriais e de carater florestal eram escassas. Trabalhos de pesquisa para o
cultivo comercial do eucalipto foram iniciados apenas em 1904, por Edmundo
Navarro de Andrade (VALE et al.,, 2014). A partir dos anos 60, foi
estabelecido um marco na silvicultura brasileira, através do incentivo fiscal

para plantagdes, que visava reduzir a pressao urbana e industrial sobre as
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florestas nativas, bem como garantir, em longo prazo, o suprimento de
matéria-prima. Nesse periodo, a area de plantio no pais aumentou de 500 mil
para 3 milhdes de hectares (VALVERDE, 2007; VALE et al., 2014).

Atualmente, a cultura do eucalipto encontra-se espalhada por quase
todo o territério nacional. A area brasileira cultivada com eucalipto atingiu,
em 2016, 5,7 milhdes de hectares, o que representa 73% do total de arvores
plantadas no pais. Essas areas estdo localizadas principalmente nos estados de
Minas Gerais (24%), S0 Paulo (17%) e Mato Grosso do Sul (15%). Nos
Gltimos cinco anos, o crescimento da area de eucalipto foi de 2,4% ano™ (IBA,
2017).

O estado da Bahia ocupa a posicdo de quarto maior produtor de
eucalipto do pais, com aproximadamente 612.199 hectares de plantio,
representando 11% da é&rea produtiva nacional (IBA, 2017). Segundo
projecdes da ABAF (2016), para proximas safras, serdo implementados outros
300 mil hectares, a fim de atender a projetos de construcao civil e de geracéo
de energia, a partir da biomassa, além da producéo de celulose liquida e papel.
Segundo a mesma fonte, a meta para 2020 é atingir 1 milhdo de hectares,
sendo que, em até trés anos, 0 aumento estimado das florestas cultivadas em
territério baiano deve ser de 40%.

A importancia econdmica da cultura do eucalipto destaca-se pela sua
influéncia em diversos setores, como o de celulose, energia, siderurgia,
industria moveleira e agricultura, entre outros (MOREIRA et al., 2017), que
dependem diretamente dessa cultura para o seu desenvolvimento e
crescimento. Estima-se que o Setor de Arvores Plantadas é responsavel por
1,1% do Produto Interno Bruto (PIB) do Brasil, com reflexos diretos e
indiretos nas areas econdmicas e sociais, promovendo o indice de
Desenvolvimento Humano — IDH nas localidades em que a eucaliptocultura
esta instalada, similar a grandes centros. O setor ainda é responsavel por gerar
3,7 milhdes de empregos diretos, indiretos e resultantes do efeito da renda

(IBA, 2017). Este cenario demonstra a importancia econdmica e social do
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cultivo de eucaliptos e 0 marco historico que representa a introducao de suas
espécies no Brasil (ASSIS, 2014).

2.2 Caracterizacao botanica do género Eucalyptus

O género Eucalyptus é uma espécie arbdrea, pertencente a familia
Myrtaceae, ordem Myrtales das Angiospermas, que € 0 maior dos géneros,
com varios subgrupos. Sua primeira descricdo boténica foi da
responsabilidade do botanico francés Charles Louis L'Héritier de Brutelle, em
1788. O nome deriva do grego: eu (= bem) e kalipto (= cobrir), referindo-se a
capa ou opérculo que cobre os 6rgdos reprodutores da flor, até que cai e 0s
deixa a descoberto. Este opérculo é formado por pétalas modificadas
(REMADE, 2001).

As espécies mais conhecidas de Eucalyptus sdo arvores tipicas de
florestas altas, atingindo alturas que variam de 30 a 50 m; e de florestas
abertas, com arvores menores, com altura entre 10 e 25 m, incluindo, ainda,
cerca de 30 a 40 espécies de porte arbustivo (MORA e GARCIA, 2000). Além
do porte elevado, possui também forte dominancia apical e frutos lenhosos,
de forma vagamente conica, contendo valvulas que se abrem para libertar as
sementes (ESALQ, 2015).

Quase todos os eucaliptos tém folhagem persistente, ainda que
algumas espécies tropicais percam as suas folhas no final da época seca. Tal
como em outras Myrtaceae, as folhas de Eucalyptus caracterizam-se,
principalmente, pela presenca de cavidades secretoras lisigenas que, na
maioria das espécies, estdo localizadas abaixo da epiderme e distribuidas nos
tecidos parenquimaticos — este género boténico €, alids, prédigo na sua
producdo. A epiderme é revestida por cuticula, composta de cutina e ceras; o
mesofilo é isobilateral a dorsiventral; possui tricomas simples; os estdmatos

sdo anomaciticos, ocorrendo em ambas as superficies de folhas adultas, com
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presenca de cristais. Muitas espécies de eucalipto apresentam ainda
dimorfismo foliar e adaptacdes a diferentes ambientes e fungdes. Quando
jovens, as suas folhas sdo opostas, podendo ser de ovais a arredondadas. Ao
atingir dois anos de crescimento, a maior parte das espécies passa a apresentar
folhas alternadas, lanceoladas a falciformes, estreitas e pendidas a partir de
longos peciolos (CASTRO e MACHADO, 2006).

Em geral, essas alteracbes ocorrem no decorrer do seu
desenvolvimento, gque se estende desde a plantula até a arvore adulta. Essa
mudanca de fases vegetativas consiste em modificagbes nas estruturas
foliares, abrangendo desde folhas juvenis até um tipo de folha adulta, e
geralmente inicia-se no 1° ano de idade e vai até o 3° ano. As folhas juvenis
de plantas jovens (< 1 ano de idade) sdo tipicamente azul-acinzentadas, com
estrutura dorsiventral, hipoestomaticas e com orientacdo horizontal (FAO,
1979; SMITH et al., 1998; JAMES et al., 1999). Em contraste, as folhas
maduras de arvores adultas (> 5 anos de idade) apresentam coloragéo verde-
escura, sdo isobilaterais, anfiestomaticas e pendentes. Folhas de transi¢do sdo
produzidas ao longo de um intervalo de noés e tém caracteristicas estruturais

que sdo intermediérias entre as folhas juvenis e adultas (JAMES et al., 1999).

2.3 Melhoramento genético do eucalipto

A maioria das espécies lenhosas normalmente é de natureza
heterozigo6tica, imposta pela alogamia quase que obrigatéria no processo de
reproducdo das plantas e, na maioria das espécies, a forma principal e natural
de propagacéo é por via seminal. Diante disso, a alternativa utilizada no setor
florestal para aobtengdo de materiais superiores, visando a atingir
determinados propdsitos, tem sido a utilizacdo da propagacdo vegetativa, no

processo de producdo de mudas clonais (XAVIER et al., 2009). Por tais
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razbes, o g@énero Eucalyptus vem experimentando certo nivel de
melhoramento genético ao longo dos anos.

As plantacdes nacionais de Eucalyptus sdo baseadas principalmente
em plantios clonais. As primeiras iniciativas de clonagem do eucalipto datam
de meados do século passado, quando pesquisadores australianos, de
Camberra, e franceses, no Marrocos e no norte da Africa, multiplicaram vérias
espécies de Eucalyptus por enraizamento de estacas obtidas de 27 mudas
seminais (ALFENAS et al., 2009). Historicamente, as empresas brasileiras do
setor tém priorizado a manutencédo de investimentos continuos em pesquisas
e desenvolvimento, buscando primordialmente a melhoria da genética dos
plantios e das técnicas de manejo (IBA, 2017).

A utilizacdo de clones por empresas florestais foi um avango muito
importante, que possibilitou maior producdo, melhoria da qualidade e
homogeneizacéo da matéria-prima utilizada pelas diversas indUstrias do setor
florestal. E possivel que, sem o desenvolvimento da técnica de clonagem, a
eucaliptocultura nacional ndo tivesse logrado éxito em regides ndo
tradicionais de cultivo. Acredita-se que ganhos em incremento volumétrico e
producdo de celulose por hectare dos plantios clonais no Brasil sejam da
ordem de 100% em relacdo aos realizados com sementes (NUNES et al., 2002;
ALFENAS et al., 2009).

Nos programas de melhoramento genético, a sele¢do de clones com
boas caracteristicas silviculturais e tecnoldgicas é efetuada em diferentes
ambientes, antes da selecdo final, recomendacéo e multiplicacdo. Tal sele¢do
pode ser realizada por meio de testes de campo, 0 que demanda um longo
prazo até a avaliagdo final. No entanto, é possivel que a andlise de
caracteristicas ecofisioldgicas de plantas, ainda no estadio juvenil, produza
resultados igualmente confiaveis, encurtando a extensdo desses testes de
campo (CHAVES et al., 2004). Para Roderjan (1983), a identificacdo de
esséncias florestais no estadio juvenil é o ponto de partida para qualquer

analise.
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No cenario atual, os principais desafios dos programas de
melhoramento direcionados a cultura do eucalipto estdo associados ao
aumento de produtividade (volume de madeira, celulose e biorredutor, por
unidade de area e tempo), a adaptacdo a ambientes estressantes (biéticos e
abidticos), a melhor qualidade da madeira para os diversos produtos florestais
e a tolerancia a pragas e doencas (ASSIS et al., 2015). Nesse campo, a
hibridacdo tem sido uma pratica muito comum no Brasil, mas raramente é
realizada a selecdo e 0 melhoramento continuo entre as populacdes de hibridos
(RESENDE e HIGA, 1990). Esse tipo de estudo é extremamente importante,
pois é por meio do melhoramento dos proprios hibridos que se podem atingir
resultados ainda melhores, ja que os hibridos tém capacidade de apresentar
maior rendimento e podem se adaptar a diferentes condi¢cdes ambientais, além
de terem maior resisténcia a patogenos (CRISTINA, 2004; SOUZA, 2008), o
que os torna desejaveis na silvicultura.

No sudoeste da Bahia, uma regido sujeita a periodos prolongados de
seca, 0s clones AEC 144 (Eucalyptus urophylla), VCC 865 e CO 1407 (E.
urophylla x E. grandis) vém se destacando por demonstrarem bom
desempenho produtivo e tolerancia a escassez hidrica (FERNANDES et al.,
2015; LACERDA, 2016).

O clone AEC 144 é caracterizado como hibrido espontaneo de
Eucalyptus urophylla, tolerante ao psilideo de concha (Glycaspis
brimblecombei) e a ferrugem do eucalipto (Puccinia psidii), além de ser
recomendado para solos arenosos e argilosos, com boa tolerancia a longos
periodos de deficiéncia hidrica e elevadas temperaturas (RSFLORESTAL,
2013). De modo geral, é um clone interessante, principalmente para fins de
biomassa e serraria (SAMPAIO, 2014).

Os clones CO 1407 e VCC 865 sdo considerados hibridos
“urograndis”, devido ao cruzamento E. urophylla x E. grandis. E. grandis é
mais propenso ao crescimento em altura, enquanto E. urophylla, ao
crescimento em diametro, sendo que estas duas caracteristicas, juntas,

promovem melhorias no rendimento e uma madeira de boa qualidade
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(BRIGATTI et al., 1980). Essa combinago interespecifica resulta em arvores
vigorosas, com resisténcia ao cancro do eucalipto (Cryphonectria cubensis) e
ao fungo Puccinia psidii, causador da ferrugem do eucalipto, além de
possibilitar boa adaptacdo aos diversos sitios florestais, justificando a sua
ampla utilizacdo em plantios comerciais para producdo de matéria prima,
como celulose, aglomerados, chapas de fibras, carvdo e madeira serrada
(MONTANARI et al., 2007).

2.4 Crescimento foliar

A folha é o 6rgdo vegetal mais variavel, tanto devido as suas
caracteristicas morfoldgicas, como anatdbmicas (EAMES e McDANIELS,
1951; FAHN, 1990). Uma questdo chave em estudos bioldgicos é saber como
a diversidade na morfologia organizacional surge e se estabelece através da
evolucdo. As folhas de angiospermas, como o eucalipto, exibem consideravel
diversidade morfoldgica e, portanto, representam um assunto atraente para
estudos de desenvolvimento evolutivo (PIAZZA et al., 2005).

Em geral, a estrutura da lamina foliar é plana (fina e ampla) e de
crescimento determinado. Essa organizacao final é produto da atividade de
diferentes regides de crescimento que ocorrem no limite adaxial-abaxial de
um primérdio foliar (SCARPELLA et al., 2010). Tais regides, envolvidas no
desenvolvimento nos eixos proximal-distal, adaxial-abaxial e centro-lateral do
orgdo (FLEMING, 2002; BECK, 2012), sdo tradicionalmente referidas como
meristemas, pelas caracteristicas das células que as compdem. Hageman e
Gleissberg (1996) adotam a expressdo ‘“blastozone” como alternativa a
“meristem”, com base no argumento de que as regides de crescimento
formadoras da folha sdo capacitadas a morfogénese, diferentemente dos

meristemas apicais, 0s quais sdo capazes de exercer organogénese.
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Lemaire e Chapman (1996) descreveram a morfogénese como sendo
0 processo responsavel pela formagdo e modificacdo da estrutura do dossel, o
gual consiste na dindmica de geracdo e expansao da forma da planta no tempo
e no espaco, podendo ser descrita em termos de aparecimento de novos 6rgaos
(organogénese) e taxa de expansao, senescéncia e decomposicao de tecidos.
Carnevalli (2003) sintetizou a definicdo de morfogénese como o estudo dos
processos de crescimento e senescéncia de partes da planta.

Segundo Hagemann e Gleissberg (1996), mesmo no crescimento
inicial, quando o primdrdio da folha é uma protuberancia tridimensional, a
blastozone forma uma linha que "antecipa e circunscreve” a eventual
superficie foliar. A blastozone pode entdo ser vista como um limite
unidimensional de uma folha bidimensional, semelhante a epiderme de um
meristema apical, sendo visto como um limite bidimensional do meristema
tridimensional (FLOYD e BOWMAN, 2010; PRUSINKIEWICZ e
RUNIONS, 2012; ALVAREZ et al., 2016).

O desenvolvimento da Iamina foliar ocorre durante o crescimento em
comprimento e espessura do primérdio. A magnitude com que ocorre o
crescimento marginal varia entre as regides do primoérdio foliar, de modo que,
nas folhas com peciolo, este crescimento é reprimido na regido basal, a qual
originard o peciolo (FOSTER, 1936; FAHN, 1990). Alguns estudos tém
sumarizado os eventos do crescimento foliar em trés fases: iniciacéo,
morfogénese primaria, e expansao e morfogénese secundaria (HAGEMANN
e GLEISSBERG, 1996; DENGLER e TSUKAYA, 2001; BECK, 2012;
TSUKAYA, 2010; YAMAGUCHI et al., 2012). O termo “morfogénese
primaria” ¢ utilizado para descrever os processos que estabelecem a forma
basica da folha, determinando sua simetria e sub-regibes (HAGEMANN e
GLEISSBERG, 1996). A terceira fase da morfogénese foliar, denominada de
“expansdo e morfogénese secundaria”, compreende o aumento na superficie e
no volume final da folha, cuja expansdo pode ser isométrica ou alométrica,
podendo reter ou alterar a forma estabelecida durante a morfogénese primaria
(DENGLER e TSUKAYA, 2001).
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Em plantas lenhosas, de modo geral, a maturacdo do material vegetal
tem recebido atencédo especial, devido as alteragdes que ocorrem ao longo do
seu desenvolvimento ontogenético. Durante a transicdo da fase juvenil para a
adulta, os meristemas das plantas lenhosas podem sofrer mudancas gradual ou
abrupta no potencial genético do estadio juvenil para o adulto. Tais mudancas
sdo frequentemente caracterizadas por marcantes diferencas fenotipicas que
incluem: hébito de crescimento, vigor, filotaxia, presenca de espinhos,
arquitetura da copa, anatomia do caule, capacidade para enraizar ou florescer,
e eficiéncia assimilatéria. Além dessas, consideram-se também diferencas
significativas entre a folhagem jovem e madura, que incluem: variacdo na
textura, tamanho, inser¢do, coloragdo e posi¢cdo em que elas se encontram
(WENDLING et al., 2000; BOLAND et al., 2006).

2.5 Relagdes entre caracteristicas morfo-fisiologicas, crescimento foliar e

produtividade vegetal

Estudos morfolégicos com 6rgdos foliares tém se mostrado bastante
Uteis, tanto para subsidiar estudos taxonémicos quanto ecoldgicos (KOFIDIS
et al., 2007). No entanto, sdo relativamente poucos os pesquisadores que
caracterizaram o desenvolvimento de folhas em uma planta, de tal forma que
o desenvolvimento estrutural ou morfoldgico e a fung&o fisioldgica poderiam
estar relacionados (SANCHES et al., 2009; FARIAS et al., 2009).

A capacidade de desenvolver uma lamina foliar ampla, achatada e
dorsiventral, como ocorre na maioria das angiospermas, foi um evento de
suma importancia na evolugdo das plantas (GIFFORD e FOSTER, 1989;
NICOTRA et al., 2011). A condicdo dorsiventral aprimorou a captacdo de
luminosidade e trocas gasosas, demandados a realizacdo da fotossintese,
funcéo centralizada nas folhas (EAMES e MCDANIELS, 1951).
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Grande parte da resposta das plantas as influéncias do ambiente se
manifesta através das folhas, por meio de adaptacbes anatdmicas,
morfolodgicas e fisioldgicas. Deste modo, o significado funcional da estrutura
foliar é dependente do ambiente em que ela se encontra, e a equivaléncia
funcional indica que frequentemente ha mais de uma solucéo para 0 mesmo
problema (CONFORTO et al., 2011; SILVA et al., 2014).

Embora as plantas Cs, como o eucalipto, partilhem de um mecanismo
fotossintético idéntico, hd uma consideravel diversidade de estruturas foliares
gue existem para atingir essa mesma finalidade. Segundo Conforto et al.
(2011), o arranjo e a morfologia foliar variam grandemente entre as espécies,
e as vezes até dentro da mesma espécie, havendo substancial variagdo, tanto
em escala macro quanto microscopica.

Dentre 0S processos que governam o crescimento das plantas,
destacam-se aqueles que ocorrem nas folhas, relacionados com a captura de
carbono (fotossintese) e a perda de agua pela planta (transpiragao). O processo
de assimilacdo de CO, a evolucédo do aparelho fotossintético e a biossintese
de pigmentos e proteinas tém grande importancia durante o desenvolvimento
foliar. Em foliolos jovens, torna-se importante também o conhecimento das
caracteristicas anatdmicas e fisioldgicas durante o seu desenvolvimento, para
gue se possa caracterizar a fase de maior sensibilidade e de melhor resposta
destas caracteristicas entre as plantas (LARCHER, 2006).

Segundo Deus (2014), avaliar o crescimento e desenvolvimento foliar
é também um meio de avaliar o crescimento da planta como um todo, pois a
taxa de crescimento foliar € um bom indicativo da pressdo de turgescéncia
foliar, e esta tem uma influéncia significativa sobre o crescimento da folha e
a produtividade final da cultura.

As varidveis fisiologicas podem ser utilizadas para analisar as
respostas do crescimento e desenvolvimento das plantas (LIMA et al., 2010).
Segundo Benincasa (2004), como o crescimento é avaliado por meio de
variacdes de tamanho de algum aspecto da planta, geralmente morfoldgico,

em funcdo da acumulacdo de material resultante da atividade fotossintética,
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esta passa a ser o aspecto fisiolégico de maior importancia para a analise de
crescimento. Tais andlises podem ser estudadas através de medidas de
diferentes tipos, entre elas: medidas lineares de comprimento e largura de
folhas; nimero de unidades estruturais, realizada por meio de contagem de
unidades estruturais morfoldgicas ou anatbmicas; uso de integradores, a
exemplo do medidor de area foliar; e determinacdo da massa de matérias
fresca e seca das folhas, dentre outras. Assim, medidas de crescimento, como
a quantidade e qualidade da luz e os teores de pigmentos fotossintéticos,
podem em conjunto, demonstrar modificagdes na morfologia ou no aparelho
fotossintético da planta (PEIXOTO e PEIXOTO, 2009).

Segundo Wilhelm e McMaster (1995), o crescimento e o
desenvolvimento vegetal sdo processos relacionados, que podem ocorrer
simultaneamente ou ndo. Desenvolvimento vegetal é o processo pelo qual
células e érgaos passam por varios estadios identificaveis durante o seu ciclo
de vida, e envolve eventos que vdo desde a diferenciagdo celular,
organogénese e morfogénese de Orgdos até a senescéncia da cultura. O
crescimento vegetal é o aumento irreversivel em alguma dimenséo fisica da
planta, com o tempo (HANAUER et al., 2014).

Os diferentes estadios foliares de um vegetal sdo um parametro do
crescimento vegetal associado com a expansao da area foliar, a qual esta
diretamente relacionada com a produtividade, uma vez que as folhas
interceptam a luz fotossinteticamente ativa para realizar fotossintese,
produzindo carboidratos que irdo ser utilizados, direta ou indiretamente, em
todos 0s processos vitais da planta. Além de relacionar-se com a fotossintese,
que é dependente da radiagdo solar, o crescimento da &rea foliar também tem
relagdo com algumas caracteristicas morfolégicas da planta, como o
surgimento e a expansdo das folhas, além do tamanho das mesmas
(MUCHOW e CARBERRY, 1989; DELLAI et al., 2005; HANAUER et al.,
2014).

A anélise de crescimento é uma ferramenta para melhor conhecimento

da planta como entidade bioldgica e que permite manejar, racionalmente, as
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espécies cultivadas para expressdo do seu potencial de producdo. Também
permite avaliar o crescimento da planta como um todo e a contribui¢do dos
diferentes 6rgdos para o crescimento total (ANDRADE et al., 2009). Segundo
Aumonde et al. (2011), o crescimento de uma planta se d& em funcdo da
producdo e da distribuicdo de matéria seca ao longo da sua ontogenia. Mais
de 90% da massa seca vegetal se origina diretamente da assimilacdo
fotossintética do carbono (ROBSON et al., 1988). Portanto, esse processo vem
sendo o tema central de muitos estudos que buscam compreender melhor os
fundamentos da variagdo do crescimento das plantas (POORTER et al., 1990).

A translocacdo dos produtos da fotossintese da fonte para os diversos
drenos se faz pelo floema. Levando-se em conta que somente as folhas fazem
fotossintese, o transporte no floema é essencial para que todos os 6rgdos do
vegetal sejam supridos com assimilados. Como a forga motriz para a absorgéo
de solutos inorgénicos normalmente é a transpiracdo, 0s nutrientes
provenientes do solo tendem a se acumular nos 6rgdos que transpiram mais,
como folhas maduras, em detrimento dos que transpiram menos, como folhas
novas e frutos. Para corrigir isso, 0s vegetais redistribuem os nutrientes de um
6rgdo para outro, através do floema. Esse processo de redistribuicdo de
nutrientes entre as varias partes da planta é denominado particdo (PERES,
2003).

Embora o modelo de transporte pelo floema represente simplesmente
0 movimento da fonte para o dreno, o caminho especifico entre eles é
altamente complexo, pois nem todos os drenos sdo igualmente supridos por
todas as folhas da planta, uma vez que cada fonte supre drenos especificos. O
modelo de distribuicdo dos assimilados é, em grande parte, funcdo da
proximidade entre as fontes e os drenos, do estadio de desenvolvimento dos
orgdos drenos, das conexdes vasculares, e da alteracdo nos caminhos de
translocagdo, em que, na auséncia de uma conexao direta entre fonte e dreno
(ex. desfolha), as conexdes vasculares (anastomoses) constituem um caminho
alternativo (TAIZ e ZEIGER, 2017).
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Além disso, € importante observar que a forca da fonte também ¢é
influenciada pela eficiéncia de carboxilagdo do sistema fotossintético.
Algumas caracteristicas morfolégicas das folhas que compfem o sistema
fotossintético sdo importantes para se determinar a forca da fonte em relacéo
a sua capacidade de assimilacdo de carbono (CAIRO et al., 2009). A
fotossintese e a particdo desses assimilados sdo também constantemente
afetadas pela disponibilidade de agua, luz e nutrientes (PALLARDY, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido em duas etapas. A primeira, de
carater essencialmente descritivo, consistiu na identificacdo e definicdo dos
principais estadios de crescimento de todo o processo de formacéo das folhas,
em plantas jovens de trés clones de eucalipto. Na segunda etapa, realizou-se
um experimento com o objetivo de avaliar as principais alteragdes
morfoldgicas e fisiolégicas que ocorrem em cada um dos estadios de
crescimento foliar definidos na primeira etapa.

Foram utilizados trés gendtipos de Eucalyptus spp., identificados
pelos seguintes clones: AEC 144 (Eucalyptus urophylla), CO 1407 (hibrido
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis) e VCC 865 (hibrido de
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis). Mudas com 100 dias de idade
foram gentilmente fornecidas pelos viveiros TecnoPlant e Vereda Florestal,
localizados nos municipios de Eunapolis-BA e Aguas Vermelhas-MG,
respectivamente. As mudas foram produzidas em tubetes de modelo conico,
com seccao circular contendo seis frisos internos longitudinais e equidistantes,
dimensbes de 12,5 cm de altura, 3 cm de diametro na parte interna superior,
apresentando o fundo aberto de aproximadamente 1 cm, com capacidade
volumétrica de substrato para 50 cm?. Os substratos foram compostos por 50%
de casca de arroz carbonizada e 50% de vermiculita. O adubo foi fornecido na
forma de osmocote — adubo granulado de liberacéo lenta dos nutrientes.

Os estudos desenvolveram-se em casa de vegetacdo, no Campo
Agropecuario da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB),
localizado em Vitoria da Conquista, BA, cujas coordenadas geogréaficas sdo
14° 53’ 08>’ de latitude sul, e 40° 48 02” de longitude oeste de Greenwich,
numa altitude de 881 m. O clima, conforme classificacdo de Képpen, € do tipo
Cwa (tropical de altitude), com temperaturas que variam entre 26,4 °C e 16,1
°C, atingindo média anual de 20,2 °C (SEl, 2010).
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Depois de serem transportadas dos viveiros comerciais para 0 Campo
Agropecuério da UESB, as mudas permaneceram nos tubetes por 15 dias, em
casa de vegetacao, para fins de aclimatacdo, na area experimental. Apés esse
periodo, as plantas foram selecionadas com base em uniformidade de tamanho
e aspecto vegetativo, sendo transplantadas em vasos de 15 L, preenchidos com
Latossolo Amarelo Distréfico tipico, de acordo com a classificacdo de Santos
et al. (2013). Com base na andlise quimica do solo (Tabela 1), foram
aplicados, em cada vaso, 1,13 g de superfosfato simples (equivalente a 90 Kg
ha™), 0,33 g de cloreto de potassio (equivalente a 60 Kg ha'') e 0,32 g de uréia
(equivalente a 60 Kg hal), conforme as necessidades da cultura do eucalipto
(GONCALVES, 1995). A adubacéo foi feita de forma localizada, em filetes

continuos, sendo posteriormente incorporada ao solo.

Tabela 1. Analise quimica do solo utilizado no experimento!

Anélise quimica

pH P K* H* Ca?* Mg? APt | SB T V|m| MO
H20 | mgdm? cmolc dm de solo %
5,6 3 5,6 3 0,19 1,9 1,7 0,7 0,1 46 | 4

1Fonte: Laboratério de Analise de Solos da UESB.

O suprimento de agua foi constante, conforme a necessidade,
seguindo o método da capacidade de vaso (CASAROLI e JONG VAN LIER,
2008). Eventuais demandas de ordem fitossanitaria, bem como os tratos
culturais, tiveram monitoramento permanente, a fim de assegurar as melhores

condi¢des possiveis para o crescimento normal das plantas.
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3.1 Caracteristicas avaliadas na primeira etapa de estudos

Nesta etapa, foram realizados registros fotograficos de todo o periodo
de formacdo das folhas, desde os brotamentos até a sua maturagdo completa,
em 10 plantas selecionadas de cada clone. Os primeiros sinais de brotamento
dos primordios foliares foram identificados e marcados com uma linha
vermelha.

Durante a formacdo da folha, os registros fotograficos foram
realizados diariamente, sempre no inicio da manha ou no final da tarde, com
uma cémera fotogréfica Canon PowerShot SX520HS. Alguns cuidados
basicos foram tomados para se obter fotos de qualidade, a comecar pela
escolha dos horarios. Segundo Quintas et al. (2008), o inicio da manha e o
final da tarde sdo horarios em que a luz natural possui alta temperatura,
deixando as fotos com cores mais vivas e agradaveis, texturas mais
perceptiveis e sombras suaves. Os procedimentos relativos ao enquadramento
e & postura, no momento da captura das fotos, variaram conforme a posi¢do
das folhas, a altura das plantas, o local dos vasos e a luz ambiente. Contudo, a
camera foi sempre manuseada de maneira firme e a favor do sol, para ndo criar
sombras e outros efeitos indesejaveis as imagens.

As configuragdes da camera também foram mantidas, de modo a
deixar a abertura do diafragma, a velocidade do obturador e a funcédo I1SO,
sempre em equilibrio. Segundo Guran (2002), os controles de exposicdo mais
importantes numa camara sdo a abertura do diafragma e a velocidade do
obturador, pois ambos influem sobre a quantidade total de luz que atinge o
sensor da imagem. Estes recursos também permitem dar destaque a objetos
préximos a camera. O zoom 6tico foi utilizado sempre que necessario, para
expandir a capacidade de ampliacdo das lentes.

As fotografias tiveram o objetivo de registrar as alteracGes

visualmente perceptiveis de algumas caracteristicas morfométricas, tais como
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tamanho, forma e coloragdo, bem como a duracdo de cada estadio de

crescimento foliar.

3.2 Caracteristicas avaliadas na segunda etapa de estudos

De posse dos resultados obtidos na primeira etapa de estudos,
realizou-se um experimento em casa de vegetacao, no qual foram avaliadas
alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas em cada estadio de crescimento foliar.
O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), formado por tratamentos primarios — trés clones de eucalipto (AEC
144, VCC 865 e CO 1407), com parcelas subdivididas no tempo — e
tratamentos secundarios — quatro estadios de crescimento foliar (A, B, C e D)
previamente definidos na primeira etapa. Cada parcela experimental foi
constituida de uma planta, totalizando 12 tratamentos e 30 parcelas.

Em cada estddio de crescimento das folhas, foram avaliadas as

seguintes caracteristicas:

e Comprimento e largura da folha: as medidas foram obtidas utilizando-

se régua graduada;

e Area foliar: medida correspondente a area de uma folha, em cada
estadio de crescimento foliar, utilizando um medidor de area foliar
Area Meter (LI-COR, modelo LI-3100);

e Massa seca da folha: folhas coletadas em cada estadio de crescimento

foliar foram secadas em estufa com circulacdo forcada de ar, a 70 °C,
até atingirem peso constante, e 0 seu peso foi aferido em balanca de

precisao;
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indice SPAD: estimativa do teor de clorofilas, baseado na intensidade
de cor verde nas folhas, utilizando o clorofildmetro portatil SPAD-
502 (Soil Plant Analysis Development — Minolta, Japao). Cada indice
SPAD correspondeu a média de trés leituras, em cada estadio de

crescimento;

Pigmentos fotossintéticos: Clorofilas e carotendides foram extraidos

de tecidos foliares representativos dos quatro estadios de crescimento,
e o0 material vegetal foi adicionado a recipientes de vidro revestidos
com papel aluminio (para excluir luminosidade) contendo 20 mL de
acetona 80%, e mantidos em geladeira, por trés dias. ApOs esse
periodo, os teores desses pigmentos foram determinados utilizando

um espectrofotdmetro, conforme Arnon (1949);

Fotossintese liquida: avaliagbes realizadas com base nas trocas

gasosas, em folhas representativas dos estadios B, C e D, utilizando
um medidor portatil de fotossintese, do tipo analisador infravermelho
de gases (Infrared Gas Analyser) (IRGA LI-6400, LI-COR®,
Nebrasca/USA). Durante essas avaliagfes, as plantas receberam
irradiancia de 940 mmol de fétons m? s?, com base na curva de
saturacdo luminosa para o eucalipto, estabelecida entre 800 e 1.000
mmol de fétons m? s? (SILVA et al., 1998). As leituras foram
realizadas entre 9 h e 11 h, que é o horario em que as plantas fixam

mais CO;

Acucares redutores (AR): Para cada 200 mg de matéria seca

homogeneizada e triturada, obteve-se um extrato de AR utilizando-se
15 mL de solucdo tampéo fosfato de potassio 0,1 M como extrator. O
volume total do extrator foi dividido em trés volumes iguais, para a
realizacdo de trés centrifugacBes de 15 minutos, a 8.500 rpm. O

sobrenadante foi recolhido para a quantificacdo de AR pelo método
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do é&cido dinitrosalicilico (DNS), conforme descricdo de Miller
(1959), com modificagdes. Para as folhas, 0 método consistiu na
adicdo de uma aliquota de 0,3 mL do extrato a 0,5 mL de DNS e 0,45
mL de agua deionizada, totalizando um volume reacional de 1,25 mL,
que foi submetido ao banho-maria, a 100 °C, por cinco minutos. Apés
o resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 3,75 mL
de agua deionizada, completando o volume para 5,0 mL. Em seguida,
a leitura foi realizada em espectrofotdmetro, a 540 nm, e os resultados

foram expressos em mmol de AR g matéria seca;

Acucares soluveis (AS): Os procedimentos de extracdo de AS, bem

como centrifugagdo e coleta de sobrenadante, foram idénticos aos
descritos anteriormente para AR. A quantificacdo de AS realizou-se
pelo método da antrona, conforme Yemm e Willis (1955), com
modifica¢Oes. Adicionou-se uma aliquota de 0,02 mL do extrato a 2
mL de antrona e 0,98 mL de agua deionizada, totalizando um volume
reacional de 3 mL, em recipiente mantido sob baixa temperatura, com
agitacdo, por 15 segundos. Em seguida, o volume reacional foi
submetido ao banho-maria, por trés minutos. Apds o resfriamento,
realizou-se a leitura em espectrofotdmetro, a 620 nm, cujos resultados

foram expressos em mmol de AS g matéria seca;

Atividade das enzimas invertase: a atividade total da invertase e suas

isoformas (acida e neutra) foi avaliada pelo método do ensaio “in
vivo”, conforme Cairo (2007). Amostras de 50 mg do tecido foliar
fragmentado foram adicionadas a meios de reacdo (2 mL) constituidos
de reagentes especificos para os ensaios das invertases neutra e acida.
O meio de reacdo para as invertases acidas (vacuolo e parede celular)
foi constituido de 200 uL de tampdo acetato de sodio pH 4,7 1,0 M,
100 pL de MgCl, 0,1 M e 400 pL de sacarose 1,0 M, sendo o restante

do volume completado com agua para 2.000 uL. O meio de reacdo
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para a invertase neutra foi semelhante ao da invertase acida, exceto
em relacdo ao tampdo e ao pH, que foram substituidos por fosfato de
potassio e pH 7,5, respectivamente. Os ensaios foram mantidos em
banho-maria, a 37 °C, durante 60 minutos. O sobrenadante foi
recolhido para a quantificagio de AR pelo método do é&cido
dinitrosalicilico (DNS), conforme Miller (1959). Para avaliar a
atividade da invertase acida, adicionou-se uma aliquota de 0,3 mL do
ensaio a 0,5 mL de DNS e 0,45 mL de 4gua deionizada, totalizando
um volume reacional de 1,25 mL, que foi submetido & agitacdo por
15 segundos e levado ao banho-maria, a 100 °C, por cinco minutos.
Apbs o resfriamento a temperatura ambiente, foram adicionados 3,75
mL de &gua deionizada, completando o volume para 5,0 mL. Em
seguida, a leitura foi realizada em espectrofotdmetro, a 540 nm, e 0s
resultados foram expressos em mmol de AR g* matéria seca hora™.
Em relacdo a atividade da invertase neutra, alterou-se apenas o

volume da aliquota do ensaio, que foi de 0,2 mL.

Os resultados foram submetidos & analise de variancia, para a
comparacdo das médias, com base no teste de Tukey (p < 5%), utilizando o
programa SISVAR (verséo 5.3) (FERREIRA, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Primeira etapa do estudo — identificagdo e definicdo dos principais estadios

de crescimento foliar

Estadio A (duragdo: 12 a 15 dias)

Para os trés clones estudados, denominou-se “Estadio A” o primeiro
estadio de crescimento foliar, caracterizado pelo surgimento dos primordios
foliares. A primeira caracteristica visualmente reconhecivel nesse estadio foi

0 surgimento de pequenas protuberancias presentes nas camadas externas do

eixo caulinar (Figura 1).

Figura 1. Surgimento dos primordios foliares nos clones CO 1407 (A), VCC
865 (B) e AEC 144 (C).

Inicialmente, a expansdo do primdrdio foliar se caracteriza pelo
crescimento em largura (para os lados) e, posteriormente, pelo crescimento
para cima, adquirindo um formato que se assemelha a um pino, medindo em
torno de 1 a 2 cm de comprimento. No clone CO 1407, o primoérdio foliar
apresenta cor verde claro, e permanece assim durante seu curto periodo de
crescimento lateral e vertical. J& nos clones AEC 144 e VCC 865, quando o

primordio foliar comeca a sua expansdo vertical (para cima), verifica-se
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mudanca na coloragdo do seu apice, que se torna levemente
avermelhado/amarronzado (Figura 2).

Segundo Foster (1936) e Fahn (1990), anatomicamente, a inicia¢do da
folha ocorre por meio de divisdes periclinais em um pequeno grupo de células
lateralmente situadas em relagdo ao pice do caule. Como resultado do intenso
processo de divisao celular, forma-se o primdrdio foliar, o qual consiste em
uma protoderme, uma regido central de tecido fundamental e procambio. Este
primordio tem a forma de um pegueno cone, com a face adaxial achatada,
podendo apresentar diversas coloracGes, a depender da espécie. As células
apicais do primordio foliar apresentam diferenciacdo relativamente répida,
sendo grande parte do crescimento no sentido proximo-distal dada por
crescimento intercalar. O crescimento em comprimento do eixo é
acompanhado pelo aumento na largura, como resultado de divisdes celulares

na regido adaxial, proporcionando aumento em volume do primoérdio foliar.

s | SR
FED

: XL
Figura 2. Crescimento vertical dos primdrdios foliares nos clones CO 1407
(A), VCC 865 (B) e AEC 144 (C).

Corroborando estes autores, no decorrer de alguns dias, 0s primordios
foliares dos clones de eucalipto vao se desenvolvendo, concomitantemente ao
sucinto crescimento do peciolo, possibilitando distinguir-se, em relacdo ao
caule, uma parte proximal, que € o peciolo, e uma outra parte, estreita e distal.
Da parte distal, nascem laminas compostas — pelo crescimento em éarea,
largura e espessura — devido a abertura de escamas externas (Figura 3). Assim,

a lamina foliar comeca a ser estabelecida, e a gema axilar, anteriormente em
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repouso, torna-se facilmente visivel, podendo levar aos surgimentos de futuros
langcamentos foliares.

Fahn (1990) constatou que o desenvolvimento de uma lamina foliar
ocorre durante o crescimento em comprimento e espessura do primérdio, por
meio de células das margens que continuam a se dividir, formando a
blastozona/meristema marginal. O crescimento marginal varia entre as regides
do primordio foliar, de modo que, nas folhas pecioladas, como as do eucalipto,
tal crescimento é reprimido na base, da qual se originara o peciolo. A partir de

divisdes de células iniciais marginais, originam-se os tecidos da lamina foliar.

Figura 3. Abertura das laminas foliares nos clones CO 1407 (A), VCC 865
(B) e AEC 144 (C).

O peciolo, que é o eixo que sustenta e une a lamina foliar ao caule,
encontra-se preso a base, e apresenta-se ligeiramente achatado e acanalado.
De coloracéo variegada, tende a apresentar duas ou mais cores ao longo do
seu crescimento. No clone CO 1407, pode ocorrer, em uma mesma planta,
peciolos totalmente verdes, como também em tons avermelhados e marrons
apenas nas nervuras que formam os angulos terminais, sendo a regido central
composta por tons esverdeados. Esta Ultima tonalidade é a que predomina,
principalmente, quando os peciolos comegcam a adquirir maior tamanho. Nos
clones AEC 144 e VCC 865, observa-se também a ocorréncia de peciolos

totalmente avermelhados e marrons.
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Além da abertura dos foliolos, outra caracteristica macro-morfolégica
bastante perceptivel, observada em alguns lancamentos do estadio A, é o
intenso alongamento do peciolo, que pode atingir de 1,0 a 3,5 cm de
comprimento (Figura 4). O peciolo é a parte da folha que mais se aproxima,
em estrutura, do caule que Ihe deu origem (APPEZZATO-DA-GLORIA e
CARMELLO-GUERREIRO, 2012). Nos demais estadios, também ¢ possivel
notar a presenca de peciolos, embora estes se apresentem relativamente mais

curtos, crescendo de forma gradativa.

S, \ ’ & . v ‘r‘
Figura 4. Intenso alongamento do peciolo nos clones CO 1407 (A), VCC 865
(B) e AEC 144 (C).

Consoante ao crescimento dos peciolos, as Iaminas foliares também
se expandem, havendo o crescimento em largura e comprimento, com as
seguintes caracteristicas: 1amina simples e inteira, bem estreita e posicionada
na posicdo vertical, com &pice agudo voltado para cima; nervura central
saliente e de cor verde claro em todos os clones; margens lisas nos clones AEC
144 e VCC 865, e onduladas no clone CO 1407; além de apresentarem forte
coloracdo antocianinica nos clones AEC 144 e VCC 865, e coloracdo

amarronzada no CO 1407, que perdura até o estadio B (Figura 5).
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Segundo Terci e Rossi (2010), a grande maioria de brotos e folhas
jovens das plantas contém altos teores de antocianinas para protecdo de suas
estruturas contra o excesso de luz ou radiacdo UV, e contra a predacéo,
devido ao seu sabor desagradavel. Além disso, as antocianinas protegem
outros compostos celulares durante o crescimento inicial, porque funcionam
como antioxidantes. A quantidade de antocianinas presente nessas estruturas

depende mais de fatores genéticos do que ambientais (TAYLOR, 1970).

Figura 5. Crescimento em largura e comprimento da lamina foliar nos clones
CO 1407 (A), VCC 865 (B) e AEC 144 (C).

Estadio B (duragdo: 10 dias)

Para os trés clones estudados, denominou-se “estadio B” o segundo
estadio de crescimento foliar. Neste estddio, o crescimento se verifica
principalmente no limbo, os quais sdo bem mais longos do que largos,
formando uma estrutura laminar caracteristica deste érgao, na fase inicial. De
filotaxia alterna, as folhas tendem a modificar sua coloracdo conforme o
crescimento, passando de tons totalmente avermelhados antocianinicos, nos
clones AEC 144 e VCC 865, para cor verde mais intensa, a medida que se
aproxima do estadio C. Assim como no estadio A, o clone CO 1407 apresenta
coloracdo marrom, que vai diminuindo, & medida que se aproxima do estadio
C. Hallé et al. (1978), descrevendo as caracteristicas de folhas de seringueira,
também notaram que no segundo estadio de crescimento foliar (estadios B1 e
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B2, de acordo com a sua classificagdo) os foliolos apresentam coloracao
vermelha intensa, a qual vai gradativamente diminuindo, & medida que se
aproxima do estadio C.

No estéadio B, as folhas apresentam as seguintes caracteristicas: limbo
com superficie glaba e lisa; formato oval a arredondado, bordas onduladas em
CO 1407 e lisas nos demais clones. O apice apresenta formato agudo-
acuminado e base desigualmente obtusa ou arredondada, em todos os clones.
O limbo foliar mede cerca de 4 a 6 cm de comprimento e de 1,5cma 3,5 cm

de largura (Figuras 6, 7 e 8).

Figura 6. Estadio B de crescimento foliar do clone CO 1407.

N
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Figura 7. Estadio B de crescimento foliar do clone VCC 865.
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Figura 8. Estadio B de crescimento foliar do clone AEC 144.

Estadio C (duracédo: 8 a 10 dias)

Neste estadio, ocorre expressiva expansdo do limbo foliar, tornando
visiveis as caracteristicas predominantes da nervacdo. As nervuras laterais,
assim como a nervura principal, sdo bem definidas, com ramificagdes que se
bifurcam e se recombinam em varios pontos, formando nervuras paralelas a
1-2 cm da margem da Iamina foliar. As laminas apresentam coloracdo verde
claro em todos os clones, com muitos pontos transltcidos, nem sempre muito
evidentes. Em plantas da familia Myrtaceae, uma das principais caracteristicas
é a presenca de pontos translucidos nas folhas, que correspondem as cavidades
secretoras de 6leos essenciais, presentes abaixo da epiderme e distribuidas ao
longo dos tecidos parenquimaticos (JOHNSON, 1926; ACCORSI, 1941;
CASTRO e MACHADO, 2006).

Em relagdo as margens da folha, estas se diferem quanto a coloracéo:
é avermelhada em AEC 144 e CO 865, mas em VCC 1407 ndo ha distin¢cdo
entre a cor do limbo e de sua margem. As laminas foliares medem em torno
de 7 a8 cm de largura, em AEC 144 e CO 865, e de 4 a5 cm, em VCC 1407,
enquanto o comprimento dos trés clones varia de 5a 8 cm. No clone CO 1407,
o formato do limbo € bastante diferente dos demais, pois é bem mais longo do
que largo, e vai estreitando em dire¢do ao apice, sendo classificado como

lanceolado. Nos demais clones, a folha apresenta a base do limbo mais larga
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e 0 apice um pouco mais estreito, e por isso € classificada como ovalada
(Figuras 10 e 11).
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Figura 11. Estadio C de crescimento foliar do clone AEC144.

Estadio D (duracédo: 14 dias)

Neste estadio, as folhas estdo estruturalmente mais consistentes e
completamente expandidas, medindo em torno de 5a 7 cm de largura e de 12
a 14 cm de comprimento, em CO 1407; 7 a 8 cm de largura e 10 a 12 cm de
comprimento, em VCC 865, e 8 a 10 cm de largura e 12 a 14 cm de
comprimento, em AEC 144. Com base nestes dados, observa-se que as
medidas morfoldgicas documentaram diferencas visuais entre os clones
(Figuras 12, 13 e 14). O clone CO 1407 produziu folhas mais estreitas,
enquanto o AEC 1407 produziu folhas mais largas. A largura maxima das
folhas de AEC 144 foi verificada proxima ao peciolo (Figura 14). Os clones
AEC 144 e CO 1407 produziram folhas mais alongadas que as de VCC 865.
Jamens (1995), estudando a morfologia e anatomia de cinco clones de E.
camaldulensis em locais geograficamente separados, também verificou
variagdo na morfologia das folhas, e considerou que tais diferencas podem
estar relacionadas a variagGes na morfologia do sistema radicular dos clones

estudados, podendo acarretar diferencas na absorgédo de 4gua e solutos do solo,
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contibuindo, portanto, para diferencas na estrutura morfologica das folhas.
Alternativamente, esse autor reportou que as estruturas de folhas,
especialmente de plantas juvenis, estdo mais relacionadas as caracteristicas
ambientais do sub-bosque onde se estabelecem, do que as condigdes
ambientais globais de localizacéo.

Na literatura, estudos demonstram que € relativamente comum haver
diferencas anatdmicas e morfologicas entre clones de eucalipto, em fungéo
dos estadios de crescimento. Souza (2008), estudando caracteres anatbmicos
e a micromorfologia de folhas de eucalipto em trés estadios de crescimento,
encontrou diferengas estruturais entre os clones e entre os estadios de
crescimento das folhas. Segundo este autor, as folhas mais desenvolvidas
apresentam maior espessura das cuticulas abaxial e adaxial, maior espessura

do parénquima palicadico adaxial, maior porcentagem de parénquima

palicadico e maior nimero e area de cavidades oleiferas.

Figura 12. Estadio D de crescimento foliar, no clone CO 1407.
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Figura 14. Estadio D de crescimento foliar, no clone AEC 144.
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4.2 Segunda etapa do estudo

Os dois fatores estudados (clones e estadios de crescimento foliar),
guando analisados separadamente, produziram efeitos significativos sobre a
guantidade de matéria seca, a area foliar, os teores de clorofila a, clorofila total
e acUcares soluveis, a atividade da enzima invertase (acida e neutra) e a taxa
de fotossintese liquida. O fator estadios de crescimento foliar, em especial,
apresentou efeitos significativos sobre todas as variaveis estudadas. Além
disso, a interacdo entre esses fatores também foi significativa, cujo
desdobramento possibilita melhor compreensdo dos seus efeitos sobre
algumas caracteristicas avaliadas, como a atividade das invertases (&cida e
neutra), teores de clorofila a, clorofila total e aglcares (sollveis e redutores),
indice SPAD, quantidade de matéria seca e area foliar.

A anélise de variancia referente a matéria seca das folhas, area foliar,
indice SPAD, pigmentos fotossintéticos, fotossintese liquida, atividade da

invertase e teores de carboidratos, encontram-se no Apéndice.

4.2.1. Matéria seca da folha

Em relagdo a matéria seca das folhas, a interacéo entre os fatores foi
significativa (p < 0,05) (Apéndice, Tabela Al). De modo geral, a quantidade
de matéria seca (MS) aumentou com o crescimento da folha, atingindo valores
maximos na maturidade foliar, alcancada no estadio D. Em média, este
resultado representou um incremento em torno de 90% em relacéo ao estadio
A. AEC 144 foi o clone em que a folha mais acumulou MS, apesar de néo
apresentar diferencas em relacdo a esta caracteristica nos estadios A e B,
quando comparado aos demais clones. Somente a partir do estadio C, quando
atingiu 0,35 g de MS, a folha do clone AEC 144 passou a diferir da folha dos

demais clones, assim como no estddio D, quando alcangou 0,48 g. Em
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contraste, VCC 865 foi o clone cuja folha acumulou menor quantidade de MS
(Tabela 2).

Tabela 2. Matéria seca da folha (g) em diferentes estadios do seu crescimento,
em plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865, CO 1407.

Clones Estadios de crescimento foliar Meédias Erro
padrédo

A B C D

AEC 144 0,052Ad 0162Ac 0345Ab 0482Aa 0,260 A 0,0085
CO 1407 0,047 Ad 0,163Ac 0,310Bb 0448Ba 0,242 A 0,0085
VCCB865 0,031Ad 0138Ac 0260Cb 0,352Ca 0,195A 0,0085

Médias 0,043d 0,154 c 0,305 b 0,427 a 0,232

Dados seguidos de mesma letra maitsculas na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Dados seguidos de mesma letra mintsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Em todos os clones, a MS passou a aumentar intensamente a partir da
transi¢do do estddio A para o B, quando os valores quase triplicaram. Nessa
transicéo, verificou-se crescimento em comprimento e espessura do primoérdio
foliar, dando origem a lamina foliar, propriamente dita, que, no decorrer desse
periodo, se expande consideravelmente, tanto em largura como em
comprimento. Assim, esse periodo de transi¢do pode ser caracterizado como
de répido crescimento foliar, quando os assimilados sdo translocados de
maneira intensa para as folhas em formagao, sugerindo que, nessa transi¢éo, a
folha depende diretamente de adequado suprimento de agua e nutrientes.

De modo geral, o adequado atendimento as exigéncias hidricas e
nutricionais, em espécies florestais, é fator fundamental para o crescimento e
a distribuicdo de biomassa, possibilitando melhor desenvolvimento e maior
producdo. A caréncia de algum desses dois fatores, principalmente na fase
inicial de crescimento, acarreta limitacGes a diversos processos fisioldgicos e
metabdlicos do vegetal (GONCALVES e PASSOS, 2000).

A partir do estadio C, a folha intensifica o seu processo de maturacdo
fisioldgica e, provavelmente, € 0 momento em que realiza a transi¢do da sua

condicdo de dreno para fonte. Durante o crescimento vegetativo da planta, os
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principais drenos sdo 0s meristemas, como tecidos jovens de folhas, raizes e
caules em expansdo. Com a maturacdo, a folha alcanca a auto-suficiéncia
fotossintética, reduzindo a demanda por assimilados, e o metabolismo da folha
se modifica, diminuindo a importacdo e hidrolise de sacarose, tornando-se
Orgdo produtor e exportador desse aclcar (SIMIONI et al., 2014). No presente
estudo, quando a folha atinge o estadio D, os eventos morfogenéticos mais
importantes que determinam a morfologia foliar ja estdo, para todos os efeitos,
concluidos.

Em geral, todos os 6rgdos da planta, em algum estadio de
desenvolvimento, atuam como drenos, e apenas poucos 6rgdos, como a folha,
deixam a condigdo de drenos, tornando-se fontes. A particdo de carboidratos
e a importancia relativa dos drenos mudam ao longo do ciclo da planta, de
acordo com a distribuicdo espacial e funcdo fisiologica dos tecidos em
crescimento (TAIZ e ZEIGER, 2017). A sobrevivéncia das plantas depende,
dentre outros fatores, da sua capacidade de parti¢cdo de assimilados, nutrientes
inorganicos, agua e fitorménios para os drenos. A particdo, por sua vez, €
determinada principalmente pela forga do dreno, a qual é produto de seu
tamanho e de sua atividade (SIMIONI et al., 2014). Além disso, a distancia do
dreno a fonte, a competicdo entre os diversos drenos e a anatomia dos feixes
vasculares nas folhas tém grande influéncia sobre a particdo de assimilados
em plantas mantidas sob condic¢@es ndo limitantes (CHAPMAN et al., 1991).

Neste estudo, o aumento de MS durante o crescimento foliar ja era
esperado, tendo em vista a evolucdo do seu aparato fotossintético e da sua
capacidade primaria de sintese de compostos (LOPES e MAESTRI, 1973;
AUMONDE et al., 2011).

4.2.2 Area foliar

Os resultados correspondentes a area foliar apresentaram interacédo

significativa entre os fatores analisados (Apéndice, Tabela A2). Nos estadios
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A e B, ndo houve diferenca entre os clones, em relagdo ao aumento na area
foliar. Entretanto, a partir do estadio C, esse aumento tornou-se mais intenso
no clone AEC 144, que atingiu o estadio D apresentando a maior &rea foliar,
seguido dos clones CO 1407 e VCC 865 (Tabela 3).

Tabela 3. Area foliar (cm?) em diferentes estadios do seu crescimento, em
plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865, CO 1407.

Clones Estadios de crescimento foliar Meédias Erro
padrdo

A B C D

AEC 144 1995 Ad 13,464 Ac 40,482 Ab 70,932 Aa 31,718 A 0,877
CO 1407 1,861 Ad 14,496 Ac 33,902 Bb 53,785Ba  26,011B 0,877
VCC865 1,645Ad 13,838Ac 30,502 Cb 48,279 Ca 23566C 0,877

Médias 1,834d 13,933 ¢ 34,962 b 57,665 a 81,295

Dados seguidos de mesma letra maiUsculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Dados seguidos de mesma letra mintsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O aumento na area foliar é consequéncia da alocacdo de biomassa, no
sentido da formacdo da maior area disponivel para captura de luz, e esta
relacionado com os principais processos fisiol6gicos das plantas, tais como a
fotossintese, transpiracdo e fluxo de carbono (CLEUGH et al., 2007). A area
foliar pode também estar relacionada com o metabolismo de sintese e hidrdlise
de sacarose, tanto em 6rgdos fonte (folhas maduras), como nos drenos (folhas
jovens) (MARAFON, 2012). Este comportamento é o0 que se observa em
muitas, como em meloeiro (MORAIS et al., 2008; MAIA et al., 2009), girassol
(CARVALHO, 2004), cana-de-aclcar (ALMEIDA et al., 2008) e milho
(ARAUJO JUNIOR et al., 2010).

Segundo Monteiro et al. (2005), a area foliar é um indicador
importante para investigar adaptagdo ecoldgica, competicdo com outras
espécies, efeitos do manejo e tratamentos culturais. Além disso, o incremento
na area foliar é importante para se avaliar os seus efeitos sobre a capacidade
fotossintética e, consequentemente, a produtividade vegetal (ZELITCH,
1982).
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4.2.3 Indice SPAD e pigmentos fotossintéticos

Os resultados indicam que houve interacdo significativa em relacéo
ao indice SPAD e aos teores de clorofila a e clorofila total, entre os fatores
estudados. Entretanto, em relacdo aos teores de clorofila b e carotenoides,
houve significAncia apenas no fator estadios de crescimento foliar (Apéndice,
Tabela A3).

Durante o crescimento foliar, verificaram-se sucessivos aumentos
no indice SPAD. No estadio B, ndo houve diferenca entre os clones, em
relacdo a esse aumento; no estadio C, contudo, os indices SPAD em AEC 144
e CO 1407 foram maiores que em VVCC 865. No estadio D, o indice SPAD em
AEC 144 aumentou menos que em CO 1407 e VCC 865. Os valores médios
do indice SPAD referentes a todos os estadios de crescimento, contudo, ndo
apresentaram diferencas significativas entre os clones (Tabela 4).

Segundo Torres Netto et al. (2005), indices SPAD inferiores a 40
podem indicar teores de clorofila insuficientes para atender as demandas do
processo fotossintético. Com base nessa referéncia, no presente estudo, pode-
se considerar que os indices SPAD nos trés clones somente atingiram valores

satisfatorios no estadio D.

Tabela 4. indice SPAD em diferentes estadios de crescimento foliar, em
plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865, CO 1407.

Clones Estadios de crescimento foliar Médias Erro
padréo

B C D

AEC 144 16,805 Ac 28,230 Ab 44990 Ba 30,008 A 0,773
CO 1407 15,470 Ac 27,440 Ab 47,150 Aba 30,020 A 0,773
VCC 865 14,550 Ac 24,640 Bb 49,630 Aa 29,606 A 0,773

Médias 15,608 ¢ 26,770 b 47,256 a

Dados seguidos de mesma letra maitsculas na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Dados seguidos de mesma letra mintsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A extracdo e quantificagdo de clorofilas a, b, total e carotenoides

revelaram aumento nos teores desses pigmentos, nos diferentes clones, com o

crescimento foliar (Tabela 5). Esse aumento foi mais intenso a partir do

estadio C, cujo comportamento pode estar relacionado a variagdo observada

anteriormente, no que diz respeito ao indice SPAD e a area foliar. Segundo

Conforto et al. (2011), folhas com maiores areas possuem espessura suficiente

para uma boa distribuicdo dos cloroplastos e alto teor de pigmentos

fotossintéticos.

Tabela 5. Teores de clorofilas a, b e total, e de carotenoides, em diferentes

estadios de crescimento foliar, em plantas jovens de eucalipto, clones AEC
144, VCC 865, CO 1407.

Clones Estédios de crescimento foliar Médias Erro
A B C D Padréo
Clorofila a (mg g de MF)
AEC 144 0,261 Ad 0,643 Ac 1,179 Ab 2,776 Aa 1,215 A 0,42
CO 1407 0,233 Ad 0,692 Ac 1,193 Bb 2,195 Ba 1,078 AB 0,42
VCC 865 0,157 Ac 0,500 Ac 1,141Ch  2310Ca 1,027 B 0,42
Médias 0,217 d 0,612 ¢ 1,171b 2,427 a
Clorofila b (mg g de MF)
AEC 144 39,76 Ad 83,18 Ac 126,18 Ab 23352Aa 108,47 A 3,85
CO 1407 37,82 Ad 78,95 Ac 123,92 Ab 216,51 Ba 120,66 A 3,85
VCC 865 28,17 Ac 69,17 Ac 112,32 Ab 224,22 Ca 114,29 A 3,85
Médias 35,25d 77,10 c 120,80 b 224,74 a 114,47
Clorofilas total (mg g de MF)
AEC 144 0,321 Ad 0910Ac 1596 Ab 3,652 Aa 1,392 B 0,12
CO 1407 0,276 Ad 0,923 Ac 1,621 Ab 3,032 Ba 1,620 A 0,12
VCC 865 0,186 Ac 0,660 Ac 1,528 Ab 3,195 Ca 1,462 B 0,12
Médias 0,261 d 0,831c 1,582b 3,293 a
Carotenoides (mg g de MF)

AEC 144 39,76 Ad 83,18 Ac 126,18 Ab 233,52 Aa 108,47 A 3,85
CO 1407 37,82 Ad 78,95 Ac 123,92 Ab 216,51 Ba 120,66 A 3,85
VCC 865 28,17 Ac 69,17 Ac 112,32 Ab 224,22 Ca 114,29 A 3,85
Médias 35,25d 7710 c 120,80 b 224,74 a 114,47

Dados seguidos de mesma letra maiusculas na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Dados seguidos de mesma letra mintsculas na linha néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Além da expansdo foliar, outra caracteristica bastante marcante no
estadio C é a aquisicao da cor verde claro nas folhas, refletindo o aumento no
teor de clorofilas, que se intensifica no estadio D. O incremento nos teores de
clorofilas pode resultar em taxas fotossintéticas mais altas, devido ao aumento
no potencial de captagdo de “quanta”, por unidade de tempo (PORRA et al.,
1989; CHAPPELLE e KIM, 1992; BARROS et al., 2011).

Estudos realizados com folhas de espécies arboreas tropicais
revelaram que folhas jovens apresentam menos de 50% do teor de pigmentos
cloroplastidicos por unidade de area, quando comparado com folhas maduras
(KRAUSE et al., 1995). Segundo esses autores, apesar do maior investimento
em pigmentos fotoprotetores, como a-carotenos e pigmentos ligados ao ciclo
das xantofilas, as folhas jovens apresentam maior susceptibilidade a danos no
fotossistema Il (PSII), detectados pelo processo de fotoinibicéo.

No presente estudo, o teor de clorofila a foi superior ao de clorofila b.
Os valores médios de clorofila b no estddio B foram semelhantes ao valor
médio de clorofila a, quando a folha ainda se encontrava no estadio A. Uma
das caracteristicas fotossintéticas das plantas de sol, como o eucalipto, é
apresentar menor teor de clorofilas por cloroplasto, principalmente a clorofila
b, uma vez que essas plantas ndo necessitam investir na producdo de
pigmentos coletores de energia luminosa, em um ambiente intensamente
iluminado (SALISBURY e ROSS, 2012).

No desdobramento do fator clone, os teores de clorofila a, total e
carotenoides em AEC 144 foram maiores que nos demais clones. Em relagdo
aos teores de clorofila b, todos os clones apresentaram comportamentos
semelhantes. Estas diferencas podem estar relacionadas a comportamentos

fisioldgico diferenciados destes clones.
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4.2.4 Fotossintese liquida

No presente estudo, como as folhas do estddio A ainda se
apresentavam muito pequenas e frageis, a avaliacdo da fotossintese liquida so
foi possivel a partir do final do estddio B, quando a area foliar tornou-se
suficientemente ampla, permitindo que a folha seja analisada pelo IRGA
(analisador de gés por infra vermelho), uma vez que este método se baseia na
quantificagdo das trocas de CO, no tecido foliar, o qual fica isolado em uma
camara de apenas 9 cm? de area.

Os resultados indicam que houve efeito significativo sobre a
fotossintese liquida apenas no que diz respeito aos estadios de crescimento
foliar (Apéndice, Tabela A4). A fotossintese liquida tornou-se
progressivamente maior, durante o crescimento foliar, sendo que os aumentos
foram mais intensos a partir do estddio C. Em todos os estadios de

crescimento, ndo houve diferenca significativa entre os clones (Tabela 6).

Tabela 6. Fotossintese liquida em diferentes estadios de crescimento foliar,
em plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865, CO 1407.

Clones Estadios de crescimento foliar Médias Erro
padrdo

B C D
AEC 144 6,043 Ac 13,540 Ab 17,515 Aa 12,366 A 0,778
CO 1407 4,687 Ac 11,783 Ab 15,291 Aa 10,587 A 0,778
VCC 865 6,875 Ac 12,371 Ab 15,581 Aa 11,608 A 0,778
Médias 5,868 c 12,564 b 16,129 a - -

Unidade de medida umol CO,. m2, st

Dados seguidos de mesma letra maitsculas na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
Dados seguidos de mesma letra mintsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A evolugdo no desempenho da fotossintese liquida, durante os
estadios de crescimento foliar, tem relagdo com o comportamento de outras

caracteristicas anteriormente avaliadas neste estudo, tais como aumentos na
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quantidade de MS (Tabela 2), na érea foliar (Tabela 3), no indice SPAD
(Tabela 4) e nos teores de pigmentos fotossintéticos (Tabela 5).

Estudos realizados em folhas jovens, recém-maduras, maduras e
velhas, em clones de Populus tremuloides, também revelaram que a taxa de
fotossintese liquida é baixa em folhas jovens, mas tem aumentos significativos
durante o desenvolvimento foliar (NOORMETS et al.,, 2001). Segundo
Bergonci (1981), as baixas taxas fotossintéticas no inicio do processo de
crescimento das folhas podem estar associadas a limitagdes na assimilacéo de
CO,, sendo elas de ordem fisica, como resisténcia estomatica ao CO,, e de
ordem biogquimica, como o conteudo de clorofila e a atividade enzimatica na
reducdo do CO,. Estes resultados confirmam os valores baixos de fotossintese
liquida e os baixos teores de clorofilas encontrados nas folhas no estadio B
(Tabela 5).

Miyazawa e Terashima (2001), estudando a relacdo entre as
caracteristicas anatdbmicas de folhas largas e perenes de Castanopsis sieboldii
e a taxa fotossintética, também constataram que a fotossinetse liquida aumenta
com a idade da folha e atinge 0 seu maximo alguns dias antes da expansdo
total da area foliar. Segundo esses autores, em plantas com folhas largas, a
protecdo mecanica das células do mesofilo tem prioridade sobre a
transferéncia eficiente de CO; e a répida construcdo dos cloroplastos. No
presente estudo, as folhas dos estadios C e D sdo mais largas e compridas. Em
folhas com maior area foliar especifica, isto é, que possuem maior espessura
foliar, também se verifica maior espessura de mesofilo, onde se encontram os
cloroplastos, que sdo responsaveis pela atividade fotossintética (TAIZ e
ZEIGER, 2017).

Segundo Pimentel (1998), a atividade fotossintética é funcdo do
namero de cloroplastos, sejam eles dispostos horizontalmente (maior area
foliar), sejam dispostos verticalmente (maior espessura e area especifica).
Durante o desenvolvimento das folhas, a atividade fotossintética por unidade

de area foliar é mais alta em folhas que recém completaram a sua expansao,
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decrescendo em seguida, até a sua senescéncia (PIMENTEL e ROSSIELO,
1995).

Segundo Appezzato-da-Gléria e Carmello-Guerreiro (2012), o
aumento na eficiéncia fotossintética das folhas tem relacdo com 0 aumento na
estrutura do parénquima palicadico e, consequentemente, do limbo foliar,
facilitando a realizacdo das trocas gasosas, devido a maior difusdo dos gases
nos tecidos. Souza (2008) estudou caracteres anatdmicos e a micromorfologia
de folhas de eucalipto, em trés estadios de crescimento, e constatou que as
folhas mais desenvolvidas apresentam maior espessura das cuticulas abaxial
e adaxial, maior espessura do parénquima palicddico adaxial e maior
porcentagem de parénquima paligadico. Gomes et al. (2009), em estudos sobre
anatomia de Myrtaceae, observaram que o parénquima paligadico de folhas
das plantas dessa familia é composto por 1-2 camadas celulares, em alguns
casos chegando a 3. Segundo Bolhar-Nordenkampf e Draxler (2013), folhas
com parénquima palicadico mais espesso apresentam coeficiente de extingdo
da luz mais alto, e maiores quantidades de cloroplastos (SALISBURY e
ROSS, 2012), portanto, espera-se que tais folhas tenham maior taxa
fotossintética.

No estadio B, a fotossintese liquida é considerada ainda muito baixa,
em comparagdo com os estadios subsequentes. Isso indica que no periodo
compreendido entre os estadios A e final do B, a folha ainda ndo pode ser
considerada como um érgdo fonte, uma vez que a sua capacidade
fotossintética, por ser relativamente baixa, pode ndo ser suficiente para
exportar assimilados e atender as demandas de outros 6rgdos dreno. Em
estudos sobre a evolucéo da fotossintese liquida em folhas de seringueira, em
diferentes estadios de crescimento, Bergonci (1981), Pita (1988) e Miguel
(2007) encontraram valores negativos no estadio classificado como B, que

também corresponde a uma das etapas iniciais de crescimento da folha.
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4.2.5 Atividade da invertase e teores de carboidratos

Os resultados demonstraram que houve significAncia na interacéo
entre os fatores, em relacdo a hidrélise de sacarose, representada pela
atividade das invertases (acida e neutra) (Apéndice, Tabela A5). A atividade
das invertases tornou-se cada vez menor, durante o desenvolvimento da folha,
sendo que o declinio na atividade enzimatica foi mais acentuado nos estadios
A e B, tornando-se menos intenso nos estadios C e D. Entre os clones, a
atividade das invertases em AEC 144 foi mais intensa que em VCC 865 e CO
1407 (Figura 15).

90
80
70
60
50
40
30
20
10

Ac Ad BAEC 144
Be Be BdCd  gvccses

% OCO 1407
A B C D

Estadios de crescimento foliar

umol de aglcares redutores . g MF-1, hora'?

Figura 15. Atividade conjunta das enzimas invertases (&cida e neutra), na
hidrdlise de sacarose, em diferentes estadios de crescimento foliar, em plantas
jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO 1407. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p<0,05). Letras

mailsculas comparam os clones e as minusculas comparam os estadios de
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Nos estadios iniciais de crescimento, as folhas ainda ndo dispdem de
quantidade suficiente de clorofilas, o que limita a captagéo e o aproveitamento
da radiacdo luminosa nas reac6es fotoquimicas da fotossintese. Assim, folhas
imaturas precisam importar sacarose das folhas adultas para viabilizar a
manutencao das suas atividades metabdlicas e a sua expansao.

As invertases catalisam a hidrolise altamente exotérmica e irreversivel
da sacarose em glicose e frutose (WINTER e HUBER, 2000). Segundo Foyler
et al. (1997), as invertases tém importante papel no metabolismo de
carboidratos em células de 6rgdos dreno, regulando o teor de sacarose no
citosol e amplificando a informagao sobre o “status” de carbono na planta.

O objetivo mais provavel da hidrdlise de sacarose deve ser o de
fornecer hexoses para a respiracdo celular, bem como energia para a sintese
de numerosos compostos diferenciados (STURM e TANG, 1999; KOCH,
2004). Como a demanda por energia e nutrientes é mais intensa em 6rgaos
dreno, a atividade das invertases é maior nos estadios iniciais de crescimento
da folha, tornando-se menor, com a maturidade fisiologica (BATTA et al.,
2008).

O mecanismo do acumulo ativo de sacarose € dependente da
maturidade dos tecidos, isto é, ha diferenca entre tecidos maduros e imaturos,
devido, principalmente, a concentracdo de invertases e a necessidade de
crescimento (ALEXANDER, 1973). Estudos tém demonstrado que a
transicdo de dreno para fonte, na folha, estd associada ao decréscimo na
atividade de enzimas de hidrélise de sacarose (MATSUMOTO et al., 2010).

A queda na atividade das invertases em folhas nos estadios C e D
(Figura 15), nos trés clones, pode indicar 0 avango no processo de maturacao
da folha, que se torna cada vez menos dependente da importacéo de sacarose.
Corroboram com esta observacao os aumentos em &rea foliar (Tabela 3), teor
de clorofilas (Tabela 5) e fotossintese liquida (Tabela 6), que se intensificaram
nos estadios C e D, quando a folha passa a adquirir gradativamente a condigdo
de 6rgdo autotréfico e autossuficiente, no atendimento a sua demanda por

sacarose. Segundo Pimentel (1998), em folhas de dicotiledéneas, somente ao
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atingir de 30 a 60% de sua area foliar maxima, ela passa a ser autotrofica e
exportadora de sacarose. Em cana-de-agUcar, segundo esse mesmo autor, a
importacdo de carboidratos pelo floema se mantém até a folha atingir 90% de
sua area foliar maxima.

Neste estudo, em todos os estadios de crescimento, a atividade da
invertase &cida foi maior que a da neutra (dados ndo apresentados). A
invertase &cida é considerada como enzima chave no descarregamento do
floema e manutencdo da disponibilidade de hexoses, principalmente em zonas
de crescimento ativo, tais como folhas jovens e frutos (ROITSCH e
GONZALEZ, 2004). A invertase neutra, por sua vez, atua no controle dos
niveis de hexoses no interior da célula, em tecidos cuja taxa metabdlica é
menor, quando comparada a de tecidos meristematicos (SONNEWALD et al.,
1997; STURM, 1999).

Em relacdo aos teores de agucares redutores (AR), houve significancia
apenas entre os estadios de crescimento foliar. J& para os teores de aglcares
soltveis (AS), houve significancia na interagdo entre os fatores (Apéndice,
Tabela A5).

Os teores de AR e AS, nos trés clones, aumentaram durante 0s
estadios de crescimento foliar (Figuras 16 e 17), atingindo valores mais
expressivos nos estadios C e D. Resultados semelhantes foram observados por
Mendes (2010), em folhas de seringueira, onde os teores de aglcares no
estadio D foram maiores que os do estadio B.

Nas folhas maduras (6rgdos fontes), em decorréncia do processo
fotossintético, ocorre a sintese de carboidratos primarios, os quais devem ser
transportados para os diversos drenos, a exemplo das folhas em fase inicial de
formagdo. Devido a limitagcBes de natureza quimica para o transporte no
floema, os carboidratos primarios, que tém carater redutor, sdo convertidos a
sacarose (NASCIMENTO, 2010). Segundo Casagrande (1991), existe
correlagdo entre o nivel de atividade das enzimas de hidrélise de sacarose e a
concentracdo de hexoses, e a atividade quase nula da invertase acida vacuolar

indica que esta ocorrendo actmulo efetivo de sacarose. A medida que as
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células se distanciam da regido meristematica, estas se alongam com maior

concentracdo de sacarose, atingindo o processo de maturagéo.
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Figura 16. Teores de agUcares redutores, em diferentes estadios de crescimento
foliar, em plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO 1407.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p <
0,05). Letras mailsculas comparam os clones e as mindsculas comparam o0s
estadios de crescimento foliar.
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Figura 17. Teores de agUcares solUveis, em diferentes estadios de
crescimento foliar, em plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865
e CO 1407. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p<0,05). Letras mailsculas comparam os clones e as minlsculas

comparam os estadios de crescimento foliar.

Com base nesses autores e nos resultados obtidos no presente estudo
(Figuras 16 e 17), pode-se inferir que os teores de AR no estadio B decorrem
principalmente da hidrélise de sacarose, mediada pelas invertases. Observa-
se também que, a medida que a folha cresce, diminui a importacao de sacarose.
Os maiores teores de AR e AS nos estadios C e D passam a refletir o aumento
na atividade fotossintética nas folhas, que se tornam, gradativamente,
autossuficientes na produgédo de AR e AS.

Na transi¢do do estadio B para o C, houve aumento consideravel nos
teores de AR (Figura 16). A partir de entdo, ocorreu uma queda menos intensa
entre os estadios C e D, contudo, ndo apresentaram diferengas estatisticas
entre os mesmos. As folhas mais novas, ainda em expansdo e sem o aparato
fotossintético completamente desenvolvido, apresentaram baixos teores de
AR (estadio B).
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Segundo Takayanagi e Yokotsuka (1997), o alto teor de AR nas folhas
maduras, se deve a alta taxa de transporte de assimilados necessarios a sintese
de acucares estruturais, como celulose, pectina e hemiceluloses. Miguel et al.
(2007) verificaram que no estadio D do crescimento de folhas de seringueira
ocorre a maior atividade fotossintética liquida, acompanhada de maior

eficiéncia fotoquimica do fotossistema Il e eficiéncia de carboxilagéo.
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5 CONCLUSAO

o Em plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO
1407, o desenvolvimento completo da folha requer de 44 a 49 dias,
distribuidos em quatro estadios de crescimento, doravante denominados A, B,
CeD;

o No estadio A (de 12 a 15 dias), surgem pequenas protuberancias no
eixo caulinar, gue se expandem longamente no sentido vertical, até a abertura
dos foliolos. No B (10 dias), o limbo foliar apresenta formato oval e ocorre
mudanca de cor avermelhada para tons esverdeados;

o No estadio C (de 8 a 10 dias), o limbo foliar se expande intensamente
no sentido longitudinal, formam-se nervuras tipicas e predomina a coloragao
verde claro. No D (14 dias), as folhas adquirem maior espessura e
consisténcia, e concluem a sua expanséo, cujas dimensdes sdo variaveis entre
os clones;

. Durante o crescimento foliar, a quantidade de matéria seca e a area
foliar sdo similares entre os clones, nos dois primeiros estadios. Nos estadios
C e D, o acimulo de matéria seca e a area foliar sdo mais expressivos no clone
AEC 144, seguido de CO 1407 e VCC 865;

o O crescimento foliar, bem como o desempenho diferenciado entre os
clones, reflete a evolucdo da fotossintese, que se torna mais expressiva em C,
aumentando até o D. O efeito da fotossintese se confirma com o aumento
continuo das concentracdes de clorofilas e carotenoides;

. A atividade da invertase diminui continuamente, indicando que,
durante o crescimento, a folha reduz a sua dependéncia da importacdo de
assimilados. Considera-se que a folha passa da condicéo de dreno para fonte
a partir do estadio C, tendo em vista a baixa atividade da invertase e 0 aumento

expressivo nos teores de AR e AS decorrentes da fotossintese.
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APENDICE A - Tabelas de analise de variancia

Tabela Al. Resumo da anélise de variancia e coeficientes de variacdo (CV),
em relacdo a matéria seca em diferentes estadios de crescimento foliar, em
plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO 1407.

Quadrados médios

FV GL Matéria Seca
Clones (C) 2 0,045*
Residuo 1 27 0,0007

Estédios (E) 3 0,85*
(C)x (E) 6 0,007*
Residuo 2 81 0,0007
CV 1 (%) - 11,05
CV 2 (%) - 11,54

Tabela A2. Resumo da andlise de variancia e coeficientes de varia¢do (CV),

em relagcdo a area foliar em diferentes estadios de crescimento foliar, em

plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO 1407.
Quadrados médios

FV GL Area foliar
Clones (C) 2 700,09*
Residuo 1 27 8,36

Estadios (E) 3 18078,18*
(C)x (E) 6 318,73*
Residuo 2 81 7,70
CV 1 (%) - 10,67
CV 2 (%) - 10,24
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Tabela A3. Resumo da andlise de variancia e coeficientes de variagéo (CV),
em relagdo ao indice SPAD, aos teores de clorofilas a (Cla), b (Clb), total (Clt)
e carotenoides (Car), em diferentes estadios de crescimento foliar em plantas
jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO 1407.

Quadrados médios

Fv oL SPAD Cla Clb Clt Car
Clones (C) 2 1,66NS 0,37* 0,01N8 0,54* 1487,12N8
Residuo 1 27 8,09 0,10 0,01 0,15 593,44

Estédios (E) 3 772951*  27,84* 3,69% 52,04*  198730,11*
(C) x (E) 6 50,34* 0,23* 0,01N8 0,26* 231,08NS
Residuo 2 81 5,97 0,09 0,01 0,10 370,53
CV 1 (%) . 9,52 29,16 32,03 25,70 21,28
CV 2 (%) - 8,18 27,87 28,08 21,62 16,81

Tabela A4. Resumo da andlise de variancia e coeficientes de varia¢do (CV),
em relagdo a fotossintese liquida em diferentes estadios de crescimento foliar,
em plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO 1407.

Quadrados médios

FV GL Fotossintese Liquida
Clones (C) 2 23,91*
Residuo 1 27 10,75

Estédios (E) 3 814,12*
(C) x (E) 6 5,45NS
Residuo 2 81 6,06
CV 1 (%) - 28,47
CV 2 (%) - 21,37
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Tabela A5. Resumo da andlise de variancia e coeficientes de varia¢do (CV),
em relacdo aos teores de agUcares redutores (AR) e soluveis (AS) e atividade
das invertases acida (1A) e neutra (IN), em diferentes estadios de crescimento

foliar, em plantas jovens de eucalipto, clones AEC 144, VCC 865 e CO 1407.

Quadrados médios

FV GL IA IN AR AS
Clones (C) 2 330,00* 110,37* 0,002N8 1609,13*
Residuo 27 1,07 0,67 0,0039 153,66
Estadios () 3  8122,69*  421,82* 0,33* 32565,45*
(C) x (E) 6 48,72% 3,43* 0,002N8 330,44*
Residuo2 81 1,16 0,34 0,002 151,67
CV 1 (%) - 2,69 5,67 12,05 11,38
CV 2 (%) - 2,80 4,05 9,89 11,30
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