Alteragcoes morfométricas em mudas de eucalipto causadas pela
frequéncia de flexées caulinares
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Resumo

Técnicas de rustificagdo caracterizam-se por imporem estresse controlado em mudas
de espécies lenhosas com a finalidade de aumentar a sobrevivéncia pés plantio que
induzem a altera¢do no crescimento vegetal. O ensaio objetivou avaliar as alteragoes
morfométricas em mudas de eucalipto submetidas a flexdes caulinares ao final do periodo
de produgio. O ensaio foi conduzido em ambiente protegido com 50% de sombreamento
em delineamento inteiramente ao acaso em arranjo fatorial formado por mudas de
Eucalyptus pellita F. Muell e Eucalyptus grandis Hill ex. Maiden e cinco frequéncias
de flexdes caulinares (0, 5, 10, 20 e 40 flexdes) por trinta dias em quatro repeti¢oes de
dez mudas. Ao final da imposi¢do dos tratamentos, quantificou-se a altura, o didmetro
do coleto, a massa seca aérea e radicular, e o extravasamento de eletrélitos de tecidos
radiculares. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e, quando da existéncia
de diferencas, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 95% de
probabilidade. Mudas de E. pellita externaram redugéo no crescimento primdrio gerando
mudas com qualidade inferior enquanto mudas de E. grandis tiveram sua qualidade
aumentada com 20 flexdes didrias.

Palavras-chave: Estimulo mecanico; qualidade de mudas; integridade da
membrana celular.

Abstract

Hardening techniques are characterized by imposing controlled stress on seedlings
of wood plant species in order to increase post-plantation survival which induces
changes in plant growth. The experiment had as objective to evaluate morphometric
changes of eucalyptus seedlings as a result of stem bendings applied during production.
'The experiment was conducted under a structure with 50% shading in a completely
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randomized design in a factorial arrangement formed by two species (Eucalyptus pellita
F.Muell and Eucalyptus grandis Hill ex Maiden) and five frequencies of stem bending
(0,5, 10, 20 and 40 bends) for thirty days in four replicates of ten seedlings. After the
experiment, we measured seedling height and stem diameter as well as above- and
belowground dry biomass and electrolyte conductivity from root tissues. The data was
submitted to analysis of variance and in case of differences, the average treatments
were compared with Tukey test at 95% of probability. Seedlings of E. pellita showed
a reduction in primary growth resulting in low-quality seedlings while seedlings of E.
grandis had their quality increased with 20 daily bends.

Keywords: Mechanical stimuli; seedling quality; cell membrane integrity.
Introducao

O género Eucalyptus é o mais plantado no Brasil devido as caracteristicas silviculturais
desejaveis de crescimento rdpido, adaptabilidade ecolégica, e aplicabilidade da madeira para
diversos fins, aliadas a grande variabilidade genética e a facilidade de aquisi¢do de sementes e
mudas clonais (XAVIER; SILVA, 2010).

A produgio de mudas do Eucalyptus sp deve ser considerada como atividade estratégica
do setor florestal brasileiro (LEITE et al., 2005) o que permite maior controle sobre a qualidade
do material propagado, com efeitos diretos na sobrevivéncia das mudas a campo (GOMES et
al., 2002; ORO et al., 2016).

O investimento econdémico de um empreendimento florestal é de grande risco (SOUZA et
al.,2004) o que justifica o rigor na produgio de mudas com elevada qualidade (LIMA et al.,2014),
assim como, com os custos no controle de qualidade do processo de produgio no viveiro. Problemas
na produgio de mudas sio as principais causas da mortalidade pés-plantio (DIAS et al., 2011).

As alteragdes morfométricas em mudas de espécies lenhosas induzidas pela imposigdo de
perturbag¢io mecénica ao final do ciclo de produgio compreendem préticas que objetivam adaptar
as mudas aos estresses provocados pelo transporte, plantio e ambiente pés-plantio. Estimulos
mecanicos resultantes de toques, flexdes, ou vibragdes resultam em alteragées morfométricas de
plantas terrestres (GARDINER et al., 2016). Na natureza, esses estimulos resultam da agdo do
vento, do atrito com animais, ou ainda da fric¢io com outras plantas (BADEL et al., 2015).

A indugio de maior rusticidade em mudas de espécies lenhosas por meio de estimulos
mecanicos objetiva alterar os padrées de crescimento (SAMPATHKUMAR et al.,2014). Algumas
dessas altera¢des podem causar tanto o fortalecimento como o relaxamento do tecido perturbado,
os quais auxiliam a resistir aos estimulos mecénicos (TELEWSKI, 2012).

Adicionalmente, alteragdes no contetido de clorofila, nos niveis hormonais, no tempo de floragdo, na
senescéncia e na abertura estomatica (ONODA; ANTEN, 2011), na biossintese de lignina (DRANSKI
etal,,2015), na alocagdo de biomassa e carbono entre 6rgios (COLEMAN et al., 2008; RAMOS etal.,
2012), na morfologia dos limbos foliares (WU et al.,2016), na redugio do alongamento do caule e uma
estimula¢do do crescimento radial sdo reportadas como respostas fisioldgicas comumente observadas
em vegetais expostos a perturbagio mecénica ISHIHARA et al., 2017).

O estimulo mecénico aplicado ao final do ciclo de produgido de mudas de Pinus taeda L.
induziu o incremento no teor de lignina nos tecidos radiculares e aéreos, que correlacionaram
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positivamente com a sobrevivéncia, e nas taxas de crescimento em altura e no volume do caule
ap6s 90 dias no plantio, respectivamente (DRANSKI et al., 2015).

A aplicagio da frequéncia de 20 flexes caulinares por 8 semanas promoveu o aumento de
até 5 vezes na formagio de novas raizes em mudas de Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud que
resultaram no maior desempenho a campo, medido pelas taxas de incremento em altura e didmetro
ap6s 180 dias do plantio (CADORIN et al., 2015). Portanto altera¢des na morfo-fisiologia das
mudas induzidas no viveiro podem contribuir para a obten¢do de mudas com maior qualidade.

O ensaio objetivou quantificar os efeitos da frequéncia de flexdes caulinares na morfometria

em mudas de Eucalyptus pellita ¥. Muell e Eucalyptus grandis Hill ex. Maiden.
Material e Métodos

O ensaio foi conduzido de abril a agosto em ambiente protegido com 50% de sombreamento
localizado a 24° 33’247 S and 54° 05’67”W com altitude de 420 m. O clima local é caracterizado
como subtropical umido (Cfa), com precipitagio média anual de 1.500 mm.

Mudas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus pellita foram produzidas via semeadura direta em
tubetes de 120 cm® mantidos em bandejas plasticas com capacidade para 96 tubetes, preenchidos
com substrato comercial fertilizado com 4 kg.m™ da formulagio N,-P,O.-K O (10-10-10)
incorporado ao substrato. As mudas receberam irrigacio didria até saturagio antes e durante o
ensaio. As sementes foram adquiridas junto ao Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais (IPEF),
provenientes de uma drea de produgdo de sementes, com geragdo F1 de melhoramento.

As flexdes caulinares foram efetuadas diariamente ao final do periodo vespertino, por trinta
dias, em mudas que apresentaram em média 25,0 cm de altura e 3,0 mm de didmetro do coleto,
por meio da passagem em sentido tnico de uma estrutura composta por uma barra de cano tipo
PVC com 25 mm de didmetro, disposta horizontalmente e fixada em uma estrutura metélica com
rolamentos, que possibilitou o deslocamento da barra sobre a bancada (VOLKWEIS et al.,2014).

As mudas foram flexionadas verticalmente nio mais do que 45°, mediante a passagem da
barra no terco superior, colidindo nas mudas a 5,0 cm da gema apical para cada espécie, com
movimentos realizados a uma velocidade média de 0,10 m.seg™.

Ao final do periodo de imposi¢do dos tratamentos, os incrementos na altura, no didmetro
do coleto, bem como a massa seca aérea e radicular pelo método de secagem em estufa a 65 °C
até massa constante foram quantificados.

As varidveis retro descritas foram posteriormente utilizadas para o cdlculo da taxa de
crescimento absoluto (mg.dia™) e da taxa de crescimento absoluto do sistema radicular (mg.dia™)
em seis mudas por repeti¢do de ambas as espécies. Adicionalmente, quantificou-se a integridade
de membranas de tecidos radiculares em quatro repeti¢oes de seis mudas por tratamento.

O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso em arranjo fatorial formado por
mudas de duas espécies (Eucalyptus pellita e Eucalyptus grandis) e cinco frequéncias de flexdes
caulinares (0, 5, 10, 20 e 40) em quatro repeti¢des de dez mudas.

Os dados foram averiguados quanto & normalidade da distribui¢ao dos residuos pelo teste
de Lilliefors, de homogeneidade das variancias pelo teste de Cochran e submetidos 4 andlise de
variancia com o Soffware SAEG ver. 9.1. Quando da existéncia de diferencas significativas, as

médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 95% de probabilidade.
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Resultados e Discussao

A imposigio de todas as frequéncias de flexdes caulinares em mudas de E. pe//ita e E. grandis
reduziram a taxa de crescimento em altura (Figura 1a). Em mudas de E. pe//ita a taxa de redugio
no incremento nio diferiu entre as diferentes frequéncias de flexdes caulinares, com redugio
média de 55% em relagio ao tratamento controle, ao passo em mudas de E. grandis a redugio foi
gradual com o aumento da frequéncia de flexdes, com uma redugio de 44%.

A taxa de incremento no didmetro no coleto aumentou com as diferentes frequéncias
de flexdes caulinares em mudas de E. pe/lita (Figura 1b). A méxima resposta foi alcangada com
a frequéncia de 10 flexdes didrias, resultando em um aumento de 100% sobre o tratamento
controle. Em mudas de E. grandis, o aumento no didmetro respondeu com a imposi¢do de até

20 flexdes didrias, cuja taxa de incremento sobre o controle foi de 67%.

As alteracbes na membrana celular vegetal em resposta a estimulos mecénicos resultam
de sinais emitidos por proteinas receptoras que induzem o influxo de Ca?* apoplastico, a
produgio de formas reativas de oxigénio (ROS) e a expressio génica para sintese de mensageiros
secundarios como a Ca-calmudolina, induzindo a sintese de enzimas-chave para hormoénios e
outros mensageiros secundarios que promoverao alteragdes bioquimicas e morfofisiolgicas em
resposta a perturba¢io mecanica (COUTAND; MITCHELL, 2016; KURUSU et al., 2013).

Perturbagdes mecénicas no caule podem estimular a produgio de etileno e alterar o crescimento
e o desenvolvimento das plantas, modificando sua estatura e forma. A regulacio transcrigdo génica
do 4cido 1 — aminociclopropano 1 — carboxilico sintase (ACC sintase) é regulada por estimulos
mecinicos. Essa enzima é responsivel pela conversio do S — adenosil — metionina (AdoMet)
resultante do ciclo de Yang em 4dcido 1 —aminociclopropano 1 —carboxilico (COLLI; PURGATTO,
2013). Os mesmos autores acrescentaram que a inibi¢do do crescimento resultante da divisio e do
alongamento celular ¢ um efeito marcante do etileno em caules e raizes, porém, reversivel.

A perturbagio mecinica provoca altera¢des de membrana que induzem a sintese de etileno, o
qual bloqueia o transporte de auxina, fazendo com que os niveis endégenos elevados levem a produgio
de mais etileno resultando na redugio do alongamento das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2017), visto
que o etileno promove pressio de turgor na dire¢io longitudinal, resultando no crescimento radial
a0 invés do alongamento, pois altera a orientagdo transversal para longitudinal dos microtibulos e
microfibrilas de celulose da parede celular primdria e do citoplasma (LOPEZ et al., 2014).

A flexdo caulinar em mudas reduz significativamente a altura e aumenta o didmetro do
caule quando comparado com o controle conforme reportado em mudas de Cordia trichotoma
por Cadorin et al. (2015) e por Volkweis et al. (2014) em mudas de Mayzenus ilicifolia (Schrad.)
Planch. As referéncias acima constataram uma redugio na taxa de crescimento em altura e aumento
na taxa de incremento no didmetro do coleto em mudas submetidas com 20 flex6es didrias por
8 e 4 semanas, respectivamente.

O didmetro do coleto é uma varidvel facilmente mensurivel, sendo considerado um
importante pardmetro para prever a sobrevivéncia de mudas de espécies lenhosas apés plantio a
campo sob condi¢des de déficit hidrico (GOMES; PAIVA, 2011). Adicionalmente, o didmetro
do coleto isolado ou combinado com a altura ¢ uma das melhores caracteristicas morfolégicas
para predizer a qualidade das mudas de espécies florestais (DELARMELINA et al.,2013) e que

apresentam maior sobrevivéncia.
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Figura 1- (a) Incremento na altura, (b) no diametro do coleto, e taxas
de crescimento absoluto (c) e do sistema radicular (d) em
mudas de E. pellita e E. grandis em funcao das frequéncias
de flexdes caulinares por 30 dias.
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Fonte: dados da autora Barras de erros representam a diferenga minima significativa pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade de erro. TCA = taxa de crescimento absoluto]; TCAraiz = taxa de crescimento radicular

A taxa de crescimento absoluto (TCA), que representa a velocidade no acimulo de biomassa
em fungdo do tempo indicou que o aumento da frequéncia de flexdes caulinares, resultou na
menor velocidade de acimulo de biomassa em mudas de E. pe//ita (Figura 1c) cuja redugio na
velocidade no actimulo de biomassa foi de até 61% quando da aplicagio de 40 flexdes caulinares.
Em mudas de E.grandis, a redugio na TCA foi significativamente inferior ao tratamento controle,
indiferente da frequéncia dos estimulos impostos, com uma redugio média 32%.

Com relagio a taxa de crescimento radicular (TCA_ ), mudas de E. grandis externaram
um aumento significativo com aumento da frequéncia dos estimulos caulinares (Figura
1d). A taxa de crescimento radicular refere-se a contribui¢do desse 6rgio sobre a taxa de
crescimento absoluto. Nessa espécie, ndo houve evidéncias de diferencas significativas entre
as frequéncias de flexdes caulinares sobre a TCA, porém, isso se deve a contribui¢do na
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velocidade de crescimento do sistema radicular, que contribuiu de 6 a 32% sobre a TCA com
as frequéncias de 5 a 40 flexoes didrias.

Logo, mudas submetidas a maiores frequéncias alocaram maiores quantidades de carbono
para sustentar o crescimento radicular em detrimento aos érgios aéreos. Para mudas de E.
pellita, o comportamento foi o oposto, visto que externaram uma redugio proporcional na
TCA_, ao aumento da frequéncia das flexes caulinares (em média 30%, independentemente
da frequéncia aplicada).

A parti¢io da matéria seca de plantas submetidas a perturbagdes mecinicas levam ao
menor acimulo de massa seca na parte aérea, favorecendo a redistribui¢do de assimilados para o
sistema radicular, uma vez que o efeito da tigmomorfogénese resultou em menor produtividade
dos organismos vegetais, pela redugio da drea foliar (WANG et al., 2010; MOREL et al., 2012)
e a proporgdo de carbono assimilado pelas folhas é direcionado para regides de crescimento como
na divisdo de células xilemdticas, na formagao da parede celular secundaria e no crescimento do
sistema radicular (EPRON et al., 2012; TRUPIANO et al., 2012; WU et al., 2016).

A imposicio de frequéncias acima de 10 flexdes didrias reduziu significativamente a drea
foliar em mudas de E. pe//ita (Figura 2a) sem, contudo, ocorrer proporcional ao nimero de folhas
(Figura 2b), visto que a frequéncia de 5 flexdes resultou na abscisio de 20% do nimero de folhas.

Em mudas de E. grandis a drea foliar foi reduzida, porém o nimero de folhas permaneceu
estatisticamente inalterado com até 20 flexdes caulinares. Logo, frequéncias com menor intensidade
em mudas de E. pellita e independente da intensidade em mudas de E. grandis, resultaram em
uma redugdo nos limbos foliares, como uma estratégia compensatéria ao estimulo mecanico,
visando a manutengio do fluxo positivo de carbono.

Mudas de E. pellita teriam externado maior sensibilidade ao etileno endégeno resultante
dos estimulos mecénicos impostos os quais seriam responsdveis por sensibilizar a camada de
abscisdo em peciolos de folhas dos vegetais, além de ser um sinalizador para a sintese de enzimas
hidroliticas como as celulases que degradam os polissacarideos de parede celular naquela regiao
(TAIZ; ZEIGER, 2017).

Portanto,a diminui¢ao da drea foliar, em resposta ao aumento da frequéncia das perturbagdes
caulinares, pode resultar em menor disponibilidade de fotoassimilados resultando em uma planta
de menor estatura em relagio as expostas a menor carga mecinica (NZUNDA etal.,2014) como
o observado nas Figuras 1c e 1d.

Mudas de E. pellita e E. grandis apresentaram redugdo no extravasamento de eletrdlitos
de tecidos radiculares com o aumento do nimero de flexdes caulinares acima de 10 e 20 flexdes
didrias, respectivamente (Figura 2¢), indicando alta integridade celular acima daquelas frequéncias.

A redugio no extravasamento de eletrélitos decorrente de perturbagdes mecénicas estd
associada ao aumento de formas reativas de oxigénio (DEMIDCHIK et al., 2014) e menor
atividade de ATPases de membranas plasmaticas que reduzem o efluxo de K* (SHABALA et
al., 2016) resultando, portanto, na menor condutividade elétrica da solugio.

O teste da integridade celular avalia indiretamente a qualidade fisiolégica das mudas.
Mensuragoes do teste da integridade celular tem mostrado boa correlagdo com diversos pardmetros
fisiolégicos e bioquimicos condicionados por respostas a estresses ambientais tais como refletincia
espectral, sintese de enzimas anti-oxidativas, concentra¢cées membraniceas de acil-lipidios,
eficiéncia do uso da dgua, tempo de relaxamento da dgua na folha, resisténcia estomatal, potencial

osmético e indice de enrolamento da folha (KOCHEVA et al., 2014).
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Figura 2- (a) Area foliar, (b) nimero de folhas, (c) perda de eletrélitos de
raizes (PER) e (d) indice de qualidade de Dickson (IQD) em
mudas de E. pellita e E. grandis em funcao das frequéncias
de flexdes caulinares por 30 dias.
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Fonte: dados da autora Barras de erros representam a diferenca minima significativa pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade de erro. PER = perda de eletrélitos de raizes; IQD = indice de qualidade de Dickson

O indice de qualidade de Dickson (IQD) indicou que até 10 flexdes didrias ndo alteram
a qualidade em mudas de E. pe//ita (Figura 2d), enquanto 20 flexdes didrias geram mudas com
maior qualidade de E. grandis. Frequéncias maiores que as retro mencionadas comprometeram
a qualidade em mudas de ambas as espécies.

A altera¢do do IQD pode estar relacionada com a taxa de crescimento (T'CA). Mudas
de E. pellita com maior taxa de crescimento responderam com redugio no IQD em resposta
ao aumento na frequéncia de flexdes, enquanto em mudas de E. grandis (menor TCA
comparativamente as mudas de E. pe//ita), a imposi¢do dos tratamentos (20 e 40 flexdes) de
maior frequéncia, ou seja, maiores estresses resultaram em valores diferentes daqueles calculados
para o IQD das mudas controle.

VOLKWEIS, C. R. ET AL 943



O 1IQD ¢ um dos mais completos pardmetros para avaliagdo da qualidade de mudas florestais,
pois em seu cilculo sio considerados a robustez (relagdo entre altura e didmetro do coleto) e o
equilibrio da distribui¢io da biomassa na muda (biomassa total e parti¢io da biomassa dos tecidos
aéreos e radiculares), ponderando os resultados de virios parimetros importantes empregados

para avaliagio da qualidade (GROSSNICKLE, 2012).

Conclusoes

Mudas de E. pellita nao toleram perturbagdes mecinicas, visto que houve redugio no
crescimento primdrio, comprometendo a velocidade de crescimento aéreo e radicular como
resultado da redugio de drea fotossinteticamente ativa, gerando mudas com qualidade inferior,
apesar de haver menor taxa de extravasamento de eletrélitos. Mudas de E. grandis tiveram sua
qualidade aumentada com a frequéncia de 20 flexdes didrias, que refletiu na redistribui¢io de
carbono entre tecidos aéreos e radiculares, menor taxa de abscisio foliar e promogio do crescimento
secundario em relagdo ao primario, indicando maior robustez do caule.
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