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RESUMO

Uma maneira de relacionar as respostas fisiologicas das plantas aos estresses
térmicos € pela quantificacdo das células com amido remanescente, decorrente
da sua despolimerizagdo em agucares simples que serdo utilizados para reparar
danos aos vasos embolizados do xilema. A compreensdo da dinidmica dessa
deple¢do podera ser feita, por meio do uso de modelos estatisticos, que
estabelecem curvas de performance térmica ou normas de reagdo térmica. O
presente estudo objetivou quantificar as células do parénquima radial que
possuiam reservas de amido remanescentes, para avaliar as mudangas nas curvas
das normas de reag¢do térmica (NRT), em resposta a aumentos de temperatura,
induzidos no caule de mudas de Toona ciliata, sob diferentes escalas de tempo,
além de avaliar as variagdes nas curvas da NRT de diferentes clones de Toona
ciliata, bem como se essas variagdes sdo, predominantemente, genéticas e
herdaveis. Foi utilizado um protocolo de indugdo de calor, no caule das mudas,
cortes anatdomicos e coloragdo com vermelho neutro, para o clone BV1120, que
foi utilizado como modelo para ajustes polinomiais de terceiro grau das curvas
de NRT. Apos esses ajustes e validagdo dos modelos com lignotubers da espécie
Eucalyptus urophylla, foi definido o tempo para deplecdo de 50% (tdsp) dos
estoques de amido por tratamento térmico pela derivada de cada modelo
ajustado, podendo, assim, comparar o comportamento para 0s outros cinco
clones, o BV1110, BV1121, BV1151, BV1210 e BV1321. Os ajustes tiveram
valores de R”acima de 85% e os resultados indicaram que o clone BV1110
apresentou maior estoque remanescente de amido, em todos os tratamentos
térmicos, enquanto o clone BV1210 apresentou o menor estoque. Essa variagdo
nos conteudos remanescentes de amido € altamente hereditaria, acima de 97% e
indica que os genes que controlam essa caracteristica estdo fixados na populaggo
e que selegdes podem aumentar a tolerdncia as alteragdes da temperatura do
ambiente.

Palavras-chave: Corante vermelho neutro. Estresse térmico. Embolismo.
Cavitagdo.



ABSTRACT

A simple method to conduce a relationship between physiological responses of
plants and thermal stresses is by quantifying the number of parenchyma cells
with remaining starch, which are depolymerized and transformed in simple
sugars and move towards embolized vessels in order to refill them. The
knowledge from the dynamic of this depletion can be achieved by using
statistical models such as thermal performance curves (TPC). The aim of this
study was to quantify radial parenchyma cells with residual starch storages in
order to evaluate changes in TPC in response to increases in temperature in
seedlings of Toona ciliata, in different treatments of combining time and
temperature, therefore to evaluate variations in the TPC and to understand
whether these changes are over genetic and inherit control. We used a protocol
of heat induced in the stems of the seedlings, anatomical cuts and staining with
neutral red for the clone BV1120, which was used as model to fit polynomial
curves of TPC. After these mathematical fits and validation of these models with
lignotubers from the specie Eucalyptus urophylla, we defined a depletion time of
50% (tdsp) from the starch storage for each thermal treatment, so we could
compare the performance for the others five clones: BV1110, BV1121, BV1151,
BV1210 and BV1321. The R* values were all above 85%. Results indicated that
clone BV1110 had the biggest starch storage in all thermal treatments, in
contrast to the clone BV1210 that had the lowest values for starch storage. The
variation of the starch content is highly heritable and it shows that genes, which
have the control of this feature, are already fixed in the population. Thus,
selections can improve the tolerance of theses clones to temperature alterations
on the environment.

Keywords: Neutral red stain. Thermal stress. Embolism. Cavitation.
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1 INTRODUCAO

O recente relatorio sobre mudangas climaticas globais, publicado pelo
Intergovernmental Panel on Climate Change (IPCC, 2014), apresenta
informacgdes cientificas suficientes para indicar que a temperatura da superficie
terrestre podera aumentar, significativamente, durante o século 21.

Nesse relatorio, ha relatos de cientistas responsaveis por simulagdes de
aquecimento global, em diferentes cenarios de emissdes de poluentes
atmosféricos e projeta-se um aumento da temperatura superficial terrestre entre
0,3 ¢ 0,7°C, para o periodo compreendido entre 2016 e 2035, que, de certa
forma, influenciard, fortemente, a frequéncia e a duragdo das ondas de calor,
com importantes reflexos nos regimes de precipitacdo hidrica em diferentes
regides do planeta.

Previsdes sdo de que essas mudangas climaticas afetardo, diretamente, a
dindmica dos ecossistemas terrestres, aumentando os riscos para a seguranga
alimentar, geragdo de produtos florestais e para a manutencdo dos servigos
ambientais. Os principais estudos revisados por Allen et al. (2010) enfatizam os
efeitos dessas mudangas, causando estresses fisiologicos, que podem
desencadear uma série de eventos que elevam a mortalidade de arvores.

Os aumentos continuos na temperatura, acima do grau 6timo, poderdo
colocar as plantas sob condigdes de estresses térmicos que alteram a homeostase
celular normal, constituindo-se numa significativa ameaga para a produtividade
primaria nos ecossistemas. As plantas sob essas condigdes de estresse poderdo
ter alteragdes nos seus metabolismos, modificando, principalmente, as atividades
enzimaticas envolvidas na sintese de carbono e acumulacdo de amido
(MATHUR; AGRAWAL; JAJOO, 2014).

Uma maneira de relacionar as respostas fisiologicas das plantas aos
estresses térmicos ¢ pela quantificagdo das células do parénquima radial com

amido remanescente, na qual a deplegdo do amido ¢é resultante de sua
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despolimerizagdo em agucares simples que serfio utilizadas para reparar danos
aos vasos embolizados do xilema. A compreensdo da dindmica dessa deplecao
pode ser realizada por meio do uso de modelos estatisticos que estabelecem
curvas de performance térmica.

Essas curvas, também, denominadas de normas de reacédo térmica (NRT)
sdo ajustadas para descrever os efeitos da temperatura sobre um determinado
processo bioldgico que se deseja quantificar. O conhecimento das NRT esta
sendo amplamente utilizado para predizer as respostas dos organismos as
recentes mudangas climaticas.

Os estudos que geram esse conhecimento, normalmente, sdo conduzidos
em condicdes de laboratério, onde as temperaturas sdo aumentadas em
diferentes niveis (KNIES et al., 2006). Schulte, Healy e Fangue (2011) sugerem
que, nos estudos das NRT, mesmo que em condigdes laboratoriais, também,
sejam consideradas as escalas de tempo de exposigdo ao calor induzido e, assim,
simular as condi¢des de mudangas climaticas mais proximas as que ocorrem na
natureza.

Complementarmente, esses autores, ainda, afirmam que os atuais
processos envolvidos nos mecanismos de respostas dos organismos as mudangas
de temperatura ndo sdo completamente compreendidos, principalmente, pelas
complexas relagdes entre a temperatura e a outros fatores bidticos e abidticos
associados.

Sears e Angilletta Junior (2011) sugerem que as pesquisas cientificas,
relacionadas as mudangas climaticas, devem identificar as caracteristicas
peculiares dos individuos que estdo sobre selecdo, além de documentar as
variagdes genéticas e da plasticidade fenotipica e, ainda, considerar como essas
caracteristicas influenciam desde os processos dentro de suas populagdes até ao

nivel de ecossistemas.
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Em uma vis@o mais holistica das NRT, quando se considera o fendmeno
da cavitagdo/embolismo dos vasos do xilema, pode-se conjecturar que o amido
armazenado nas células do parénquima radial é o precursor dos reparos dos
vasos colapsados e que a deplecdo de suas reservas nesse tecido pode tornar as
mudangas nas NRT mais compreensiveis.

O presente estudo objetivou, portanto quantificar, em termos
percentuais, as células do parénquima radial com reservas de amido
remanescentes, para avaliar as mudangas nas curvas das NRT, em resposta a
aumentos de temperatura, induzidos no caule de mudas de Toona ciliata, sob
diferentes escalas de tempo. Esse estudo, também, objetivou avaliar as varia¢des
nas curvas da NRT de diferentes clones de Toona ciliata, bem como se essas

variagdes sdo, predominantemente, genéticas ¢ herdaveis.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Toona ciliata

A espécie Toona ciliata (M. ROEMER) var. australis, popularmente
conhecida como cedro australiano, pertence a familia Meliaceae, uma
angiosperma natural da regido sudeste asiatica, sendo a variedade australis
encontrada na Austrdlia, em uma regido de clima tropical que ¢ distribuida de
norte ao sul de toda a extensdo da costa leste do pais (LAMPRECHT, 1990).

Por possuir um rapido crescimento e incremento de biomassa, além de
apresentar um fuste retilineo, a destinagdo principal dessa madeira ¢ para fins
nobres como o uso para madeira serrada. E uma arvore decidua e pode atingir
altura de 40 m e, aproximadamente, 1,5 m de DAP (SOUZA; BARROSO;
CARNEIRO, 2010).

Ela foi introduzida, no Brasil, pela sua facil adaptagdo edafoclimética,
como uma espécie potencial para substituir o mogno (Swietenia macrophylla) e
os cedros brasileiros (Cedrela fissilis e Cedrela odorata), ja que esses sdo
suscetiveis ao ataque da praga Hypsipyla grandella Zeller, popularmente
conhecida como praga dos ponteiros, que prejudica a producdo no territorio
nacional (MANGIALAVORI et al., 2003).

A espécie necessita de uma precipitagdo média anual superior a 1000
mm, pois precisa de grande disponibilidade de 4gua devido ao seu rapido
crescimento. As temperaturas ideais de crescimento estdo em torno de 20 a
26°C, tolerando baixas temperaturas. O plantio em solos acidos requer corre¢do
do pH e boa disponibilidade de calcio, além de outros nutrientes essenciais para

o desenvolvimento da espécie (SOUZA; BARROSO; CARNEIRO, 2010).
2.2 Lignotuber

Kerr (1925) foi o primeiro autor que procedeu a um estudo mais

detalhado a respeito dos lignotubers em espécies do género Eucalyptus. A
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maioria das espécies deste género apresenta tal estrutura, a qual confere uma
elevada importancia, para suas espécies, por servir como um 6rgdo de reserva de
nutrientes e de alta capacidade regenerativa apds certos tipos de disturbios
ambientais, que ocorrem, principalmente, nos estagios iniciais de
desenvolvimento das plantas (KERR, 1925; MIBUS; SEDGLEY, 2000).

Morfologicamente, os lignotubers se assemelham a pequenas estruturas
lenhosas laterais ao caule das mudas, apresentando-se de forma arredondada,
logo acima da regido do coleto. O termo lignotuber provém da sua caracteristica
morfologica e estrutural; o prefixo “ligno” € por sua estrutura lignoceluldsica, ou
seja, por sua natureza lenhosa e o sufixo “tuber” ¢é caracteristico da sua
semelhanga com pequenos tubos (KERR, 1925).

Anatomicamente, o tecido do lignotuber ¢ constituido de células muito
semelhantes com as encontradas no caule e apresenta um grande ntimero de
gemas dormentes de origem cambial, porém Bamber e Mullette (1977) relataram
a presenca do dobro da quantidade de células de parénquima axial e cerca de
metade a mais de fibras e fibrotraqueides, quando comparadas ao tecido do
caule, em um estudo anatémico de lignotubers da espécie E. gummifera. O
conjunto desses elementos anatdmicos se apresenta de maneira contorcida, como

se pode observar na Figura 1.
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Figura 1 - A) corte anatdmico (8um) da segdo transversal apresentando a
conexdo entre a estrutura do caule e o lignotuber (Lig); B) corte
anatomico (8pum) da secdo transversal do lignotuber evidenciando as
gemas (setas) e a natureza contorcida dos elementos anatomicos.
Barra: 10pm.

Fonte: Do autor (2016).

Os graos de amido sdo muito abundantes nos tecidos dos lignotubers e
estdo, geralmente, armazenados nas células parenquimaticas do <xilema
contorcido, podendo, também, ser encontrados no cortex ou na medula do
tronco, variando entre espécies (BAMBER; MULLETTE, 1977). A
concentra¢do de amido nos amiloplastos nos lignotubers diminui a medida que a
planta estd exposta ao estresse térmico, por exemplo. Provavelmente, essa
reserva ¢ convertida em acgucar livre para manutengdo ¢ controle do vegetal
sobre uma situagdo adversa. Apds a retirada do fator estressante a planta, seu
metabolismo retorna ao normal, convertendo agticar livre em amido e estocando
nos seus orgaos de reserva (KERR, 1925).

Os lignotubers possuem uma caracteristica ontogenética, ou seja, estdo
presentes desde os estagios inicias de desenvolvimento da planta até suas fases
fenoldgicas mais avangadas, ao contrario do que se acreditava que essa indugdo

da formacdo dos lignotubers devia-se ao fato de repetidos distirbios ou
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infecgdes nas plantas (KERR, 1925). Essa caracteristica genética foi confirmada
em um experimento, realizado por Shepherd et al. (2008), com hibridos da
familia Myrtacea, no qual os autores relataram uma grande herdabilidade
(aproximadamente, 90% das mudas hibridas do género Corymbia, em sua
segunda geragdo, apresentavam lignotubers) e o multicontrole génico, na
expressao dessa caracteristica, nos seus descendentes.

Evidéncias arqueoldgicas em fosseis de plantas do periodo Mesozoico
levam a crer que as caracteristicas ligadas as adaptagdes ao fogo como, por
exemplo, a caracteristica regenerativa de rebrota dos lignotubers possam ser
originarias de processos evolutivos em plantas tipicas de regides aridas com
regimes de incéndios e, em algumas linhagens, essas caracteristicas persistem
até o presente. Entretanto a distingdo entre adapta¢des necessariamente ligadas a
frequéncia do fogo ou excegdes origindrias em resposta a outros fatores, ainda, ¢

dificil de ser determinada (KEELEY et al., 2011).
2.3 Estresse térmico e fisiologia do estresse

O estresse térmico pelo calor ocorre, quando a temperatura das plantas
alcancam valores acima da temperatura considerada otima, levando a um
desequilibrio da homeostase e diminuindo o crescimento e desenvolvimento
vegetativo (MATHUR; AGRAWAL; JAJOO, 2014).

Para evitar que o estresse térmico, associado ao consequente estresse
hidrico, intensifique-se, para causar danos irreversiveis, as plantas podem
responder, fisiologicamente, de duas maneiras: evitando os efeitos desses
estresses pelo fechamento dos estdmatos até um limite que minimize a
transpiracdo, ou tolerando a deficiéncia hidrica do solo, pelo fechamento menos
severo dos estdmatos, mas que, ainda, permita o prosseguimento do processo de

transpiracio (MCDOWELL et al., 2008).
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A primeira estratégia protege o xilema da cavitagdo por evitar baixos
potenciais hidricos, mas pode causar um déficit de carbono pela respiragdo
excessiva das plantas que continua reduzindo das reservas de carbono, mesmo
com a fotossintese estagnada pelo fechamento dos estdomatos. Enquanto a
segunda estratégia mantém o ganho de carbono, porém aumenta muito o risco de
cavitagdo, que pode matar as arvores diretamente ou aumentar as chances futuras
de déficits de carbono (ALLEN et al., 2010).

McDowell et al. (2008) postularam trés mecanismos mutuais nao
exclusivos pelos quais o estresse hidrico, ocasionado pela seca, pode levar a uma
larga escala de mortalidade florestal: (1) eventos extremos de seca e calor matam
arvores por cavitagdo de 4gua dentro dos vasos do xilema; (2) eventos
prolongados de estresse hidrico elevam o déficit de carbono e limitagdes do
metabolismo, reduzindo a habilidade da planta em se defender contra ataques
dos agentes biologicos; (3) longos periodos de calor, durante a seca, podem
aumentar a abundancia populacional desses agentes bioldgicos, tornando-os
dominantes sobre as plantas estressadas. Dessa forma, os autores ressaltam que
compreender o grau com o qual as arvores regulam a perda hidrica, durante
eventos de seca, pode explicar os padroes de produgdo de carboidratos e
subsequente suscetibilidade a seca ou ataques biologicos.

Um dos fatores importantes, para essa resposta fisiologica, ¢ o estagio de
maturidade da planta, pois ela varia conforme as caracteristicas pertinentes a
cada estagio fenologico do vegetal. Esses efeitos dependem, ainda, dos
genotipos de cada espécie devido as wvariagdes intra e interespecificas
(SAKATA; HIGASHITANI, 2008).

Quando a necrose ocorre, ao longo de toda circunferéncia da planta no
caule (anelamento), ela impede o fluxo descendente de seiva elaborada,
ocasionando a morte do caule pela subnutricdio das raizes (KRAMER;

KOZLOWSKI, 1960; NOBEL, 2009).
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Ducrey et al. (1996), estudando as respostas ecofisiologicas e de
crescimento de Pinus halepensis, durante 7 meses ap6s indug@o de calor na base
dos troncos, notaram queda na taxa de fotossintese liquida e condutancia
estomatica, no primeiro més, apos o tratamento térmico. O aquecimento do caule
pode causar a mortalidade dentro de semanas, porém as arvores totalmente
necrosadas, nessa regido vascularizada, podem sobreviver por determinado
periodo até que suas reservas de carbono, localizadas nas raizes, sejam
estagnadas.

Em incéndios florestais, o fogo pode causar mortalidade das plantas pela
reducdo da condutividade de seiva pelo xilema, porém os mecanismos de como
esse processo ocorre, ainda, ¢ pouco conhecido (DUCREY et al., 1996).
Michaletz, Johnson e Tyree (2012) assumiram duas hipdteses para a ocorréncia
da mortalidade das arvores pela necrose no cambio: a cavitagdo e deformacao
dos vasos condutores de seiva bruta, assumindo que esses dois mecanismos
reduzem a condutividade do xilema pelo aumento demasiado da temperatura.

A deformagdo da estrutura dos vasos condutores ocorre quando a
temperatura atinge certo limite de viscoelasticidade dos componentes da parede
celular (WOLCOTT; KAMKE; DILLARD, 1990). A lignina, por exemplo,
apresenta o comeco de sua transi¢do vitrea entre 60 a 90°C, permitindo o
movimento das microfibrilas celuldsicas, para o interior dos vasos condutores,
dificultando o fluxo hidraulico (HILLIS; ROZSA, 1985). Essa deformagao passa
a ser permanente, ap6s o resfriamento da célula aquecida, diminuindo a
condutividade do xilema.

O problema da cavitagdo ocorre quando as forcas de tensdo e coesdo da
agua no interior dos vasos sdo quebradas e o ar entra e preenche os espagos
ocupados anteriormente pela agua, ocorrendo, entdo, o seu embolismo,
impedindo o fluxo hidraulico ascendente. Para compensar esse problema,

momentaneamente, as plantas podem utilizar os vasos ndo obstruidos (TRIFILO
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et al., 2008), porém o acimulo de varios embolismos, durante periodos
prolongados de seca, levam a falha da condutividade hidraulica do xilema e a
morte da planta (BRODRIBB; COCHARD, 2009).

Para a prevencdo do embolismo dos vasos e garantir a sobrevivéncia, as
plantas adotam uma ou mais das seguintes estratégias: o controle da abertura dos
estomatos e a produgdo de novo vaso do xilema e/ou a reversdo do embolismo
pelo preenchimento do espaco ocupado pelos gases com agua (NARDINI; LO
GULLO; SALLEQ, 2011).

Os mecanismos pelos quais a reversdo do embolismo ocorre, ainda, ndo
sdo totalmente compreendidos, porém Nardini, Lo Gullo e Salleo (2011)
sugerem uma forte teoria em que o acimulo de amido que, aparentemente, ¢
uma consequéncia da fotossintese diurna, torna-se um pré-requisito para o
preenchimento do xilema comprometido pelo embolismo em plantas estressadas
pela seca.

Os autores, ainda, evidenciam que a teoria pode ser confirmada pelo
seguinte processo: o embolismo/cavitagdo gera vibragdes, na parede celular do
vaso, que sdo transmitidas para as células adjacentes e estimulam a liberagdo e
concentragdo de Ca*" no citoplasma. Como consequéncia desse sinal metabélico,
ocorre uma despolimerizagdo do amido em agucares simples que sao
direcionados para reparar os danos nos vasos cavitados, gerando, assim, uma
pressdo osmotica que forga o reabastecimento dos vasos cavitados com agua, ou
seja, ha uma deple¢do das reservas de amido presentes nas células do
parénquima radial, as quais funcionam como um dreno de agucar e agua
provenientes do floema que serdo direcionados para os vasos cavitados até seu

total repreenchimento com agua e sua completa desobstrugao.
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2.4 Escaldadura solar

A escaldadura solar aparece como um termo bastante diverso entre os
pesquisadores. Segundo Barber e Sharpe (1971), ha trés tipos de escaldadura
solar: as causadas por danos térmicos, as causadas por radia¢do ultravioleta e
aquela causada por fotodinamica de tecidos aquecidos.

Para Ropollo Junior e Miller (2001), a escaldadura solar ¢ definida como
a morte do cadmbio e da casca, nas faces sul e sudoeste das arvores, que estdo no
hemisfério norte pelas rapidas flutuagcdes de temperatura durante o final da
estacdo do inverno. Essa ocorréncia se da pelo descongelamento dos tecidos das
arvores, nessas respectivas faces, pelo aquecimento fornecido pela luz solar
durante o dia e depois pelo rdpido congelamento apés a queda de temperatura
brusca pelo por do sol (MANION, 1991; SINCLAIR; LYON; JOHNSON 1987;
TATTAR, 1989).

Alguns pesquisadores, ainda, dividem a termologia entre “queimadura
solar” e “escaldadura solar” como, por exemplo, a Sociedade Americana de
Fitopatologia (ASP), que define “queimadura solar” como o dano causado pela
radicao solar a fruta, enquanto o termo “escaldadura solar” ¢ definido como a
les@o da casca e dos tecidos subsuperficiais causada por radiag@o solar, seguida
por congelamento, durante o inverno (JONES; ALDWINCKLE, 1990). Para o
presente trabalho, serd considerada escaldadura solar as lesdes ocasionadas na
casca e tecidos subsuperficiais da casca, apds exposicdo a radiacdo solar, em
temperaturas consideradas letais ao tecido cambial.

Muitas pesquisas relacionam a morte do cambio vascular, por meio de
elevadas temperaturas alcangadas em incéndios florestais, como o estudo de
Dickinson e Johnson (2004), que simularam incéndios superficiais no tronco de
arvores ¢ determinaram que a morte do tecido vascular ocorria em torno dos
60°C. Porém poucas sfo as pesquisas que foram dedicadas, exclusivamente, aos

efeitos da escaldadura solar, como Levitt (1956), afirmando que as temperaturas
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limites, para causarem danos as plantas, variam de 45 a 55°C, enquanto
Kozlowski (1979) ressalta que esse limite pode se extender até os 60°C.

Uma das caracteristicas determinantes, para que ocorra a escaldadura, é
a espessura da casca, pois ela pode agir como um material isolante ou até mesmo
como um armazenador de energia que conduz o calor apos a diminui¢do da
temperatura. Os caules de arvores mais finas, ou seja, as arvores mais jovens
tendem a sofrer mais com os efeitos da escaldadura solar, assim como as arvores
que se encontram nas bordas, apos rapida exposicdo a radiacdo solar (SAVAGE,
1970).

As lesdes causadas por escaldadura solar afetam o transporte de seiva
elaborada, visto que o floema, em grande parte das espécies vegetais, estd
disposto sob a casca, influenciando, assim, na condugdo da seiva para as raizes
logo abaixo da regido lesionada, o que pode causar um desequilibrio, na
produgdo de biomassa, além de queda na qualidade da madeira formada nesta
regido. Além disso, outro fator preocupante é a entrada de pragas e patdgenos
florestais nas areas lesionadas pela facilidade de acesso aos recursos bioldgicos
das plantas (SHIGO, 1979), que podem intensificar os efeitos do apodrecimento

e, consequentemente, acentuar a queda da produgdo de madeira.
2.5 Vermelho neutro

O vermelho neutro ¢ um corante de féormula quimica conhecida (3-
amino-7-dimetilamino-2-metilfenazina), amplamente utilizado em estudos
bioldgicos por, aproximadamente, um século e pela sua baixa toxidez tem sido
muito utilizado em estudos fisiolégicos de crescimento de raizes
(DUBROVSKY et al., 2006).

Por ser um corante vital, com alta capacidade de atravessar a membrana
celular, acumula-se, em células vidveis, principalmente, nos vactiolos, os quais

possuem grandes depositos de amido (TIMMERS; TIRLAPUR; SCHEL, 1995).
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O acumulo nos vacuolos pode, também, ocorrer por interagdes do corante com
substincias fenodlicas presentes e células do floema, as quais aparentam
coloragdo em suas estruturas globulares ou dendriticas internas
(STADELMANN; KINZEL, 1972).

Didden-Zopfy e Nobel (1982) estudaram a tolerancia a altas
temperaturas e aclimatagdo ao calor para uma espécie de Cactacea, variando os
tratamentos térmicos (diferentes temperaturas e tempos) e analisaram a
viabilidade de células do clorénquima, por meio da avaliagdo de injurias,
decorridas pelo calor com o corante vermelho neutro, por sua propriedade em
corar apenas células vivas, enquanto células mortas ndo acumularam esse
corante ou foram plasmolisadas. Os autores observaram que, com o aumento de
temperatura e tempo, a percentagem de células coradas com vermelho neutro
comegou a diminuir aos 45°C e, praticamente, inexistiu aos 60°C.

Dickinson e Johnson (2004), também, utilizaram o corante vermelho
neutro, para avaliar a mortalidade de células cambiais, apds ensaios laboratoriais
a elevadas temperaturas, assim, puderam ajustar modelos néo lineares de quatro
espécies florestais de coniferas. Mesmo utilizando poucas espécies, os autores
constataram diferencas significativas entre as taxas de sobrevivéncia de células
cambiais entre as espécies analisadas apds os tratamentos térmicos que variaram

entre 43°C e 60°C.
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3 MATERIAL E METODOS

As mudas clonais de Toona ciliata (M. ROEMER) var. australis foram
cultivadas, durante um ano, compreendendo o periodo de novembro de 2014 a
outubro de 2015, no viveiro da empresa Bela Vista Gestdo Florestal Ltda.,
localizado no municipio de Campo Belo, Minas Gerais, latitude 20° 53° S,
longitude 45° 16> W e altitude média de 945 m. Segundo a classificagdo
climatica de Koppen, o clima da regido ¢ classificado como Cwa: subtropical,
umido e mesotérmico. A regido apresenta uma temperatura média anual de
20,5°C e precipitagdo média anual de 1406 mm.

Os clones utilizados no experimento: BV1110, BV1120, BV1121,
BV1151, BV1210 e BV1321 possuem registro no Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), sob os numeros 31617, 31618, 31616,
31615, 31614 e 31613, respectivamente. Essas cultivares t€m como mantenedor
a empresa Bela Vista Gestdo Florestal Ltda.

As mudas dos seis clones de Toona ciliata (M. ROEMER) var. australis
foram produzidas em tubetes de polietileno de 55 cm® preenchidos com
substrato composto por vermiculita e casca de arroz carbonizada na proporcao
de 3:1 (v:v). As mudas experimentais de cada clone foram separadas, por meio
de padronizagdo por tamanho, com os valores médios de altura de 25 cm e
didmetro do coleto de 1 cm.

Os tratos culturais foram realizados, durante os 12 primeiros meses, em
que foram procedidos: a elimina¢do manual de ervas daninhas e fertirriga¢do por
microaspersio por bicos com vazdo de 300 L.hora”, espacados de 4 x 4 m.
Foram utilizadas sete turnos de irrigagdes diarias, sendo cada turno de 6 minutos
de microaspersao.

Foi ajustada, para a fertirrigagdo, uma solugdo nutritiva que continha
(mg.dm'3): 80 de N, 200 de P, 150 de K, 50 de S, 75 de Ca, 15 de Mg, 0,5 de B,

1,5 de Cu e 5,0 de Zn. As fontes dos nutrientes foram os seguintes sais:
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Ca(H,P0O,4).2H,0, KH,PO4, MgS0,.7H,0, K,SO4, NHsH2PO,, KNO;, H3PO,,
Ca(NO;)2.4H,0, Mg(NOs)2.6H,0, (NH4)SO4, CaS0,4.2H,0, H;BO;, CuCl,,
ZnCl,, NH4NO;, conforme adaptagao realizada por Moretti et al. (2011).

Apbs esse periodo de 12 meses, as mudas foram levadas ao campus da
Universidade Federal de Lavras — UFLA, localizado no Municipio de Lavras,
Minas Gerais e acondicionadas, no viveiro florestal do campus, em pleno sol e
com irrigagdes diarias uniformes, até comegarem as pesquisas laboratoriais que
foram conduzidas, no periodo de novembro de 2015 a janeiro de 2016, para
quantificar as células do parénquima radial, quanto aos niveis de deplecdo nos
seus estoques de amido, em fungdo do tratamento de indugdo de aquecimento do
caule dos clones estudados. O estudo foi dividido em trés etapas, que serdo

discutidas a seguir.

3.1 Primeira Etapa — Estimativa do tempo para 50% de deplecao dos

estoques de amido (tdso)

Na primeira etapa, dos seis clones de Toona ciliata (M. ROEMER) var.
australis foi escolhido, aleatoriamente, o clone BV1120, para determinar a
estimativa do tempo para 50% de deplecdo dos estoques de amido (tdso),
avaliados pela quantificacdo das células do parénquima radial com estoque de
amido remanescente, como descrito a seguir.

No laboratorio, as mudas foram separadas de acordo com o tratamento
de indugdo de calor. Os tratamentos térmicos escolhidos foram 55°C, 52,5°C,
50°C e 47,5°C. O tratamento térmico de 55°C serviu de limite, para comparagio
com estudos de incéndios florestais, os quais definem essa temperatura como um
valor inicial para a necrose no tecido cambial (BROWN; DEBYLE, 1987;
GUTSELL; JOHNSON, 1996). Para cada um dos quatro tratamentos térmicos,
foram designados diferentes tempos, sendo eles: 0, 10, 20, 30, 40 e 50 min, para

a temperatura de 55 °C; 0, 20, 40, 60 ¢ 80 min, para a temperatura de 52,5°C; 0,
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40, 60, 80, 100, 120 e 140 min para a temperatura de 50°C; e 0, 30, 60, 90, 120 ¢
150 min para a temperatura de 47,5°C. O tempo zero representou o controle de
cada tratamento.

A variagdo dos tempos, em funcdo de cada temperatura escolhida, foi
pelos pré-testes realizados no laboratério, pois se verificou que, para cada
temperatura, a deplecdo de amido se comportava diferentemente, ou seja, para
maiores temperaturas, os intervalos de tempos, para resposta da deplegdo do
amido, foram mais rapidos do que para os tratamentos realizados com menores
temperaturas, em que foram utilizados maiores intervalos de tempo.

No total, foram utilizadas 6x3=18, 5x3=15, 7x3=21 e 6x3=18 mudas,
para os tratamentos térmicos de 55°C, 52,5°C, 50°C e 47,5°C, respectivamente,
para que houvesse trés repetigdes, para cada um dos tempos, utilizados em cada
tratamento térmico.

Estando as mudas separadas no laboratério, foram cortadas a 1 cm
abaixo e 3 cm acima do coleto e, imediatamente, as extremidades desses caules
cortados foram seladas com um gel de silicone acético, de rapida cura, para
evitar a perda de dgua durante o tratamento térmico. Essa vedagdo dos caules
serviu para simular uma condi¢cdo de fechamento dos estomatos quando em
situacoes reais de elevado estresse térmico.

Os tratamentos térmicos foram induzidos, em uma estufa com ventilagio
mecénica (Famem® modelo 320E), a qual facilitava a manutencio da
temperatura, durante os tempos de tratamento, evitando oscilagdes maiores que
0,5°C para manter a uniformidade dos tratamentos. Os caules vedados foram
acondicionados em orificios de um suporte de poliestireno expandido (isopor),
escolhido para n@o conduzir calor aos caules por contato e garantir a
uniformidade do tratamento térmico (conveccdo) sobre toda a regido do coleto.
Esse suporte era carregado com as trés repeticdes das mudas para cada um dos

tempos pré-estabelecidos de tratamento térmico.
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Ao final de cada tratamento térmico em estufa, os caules foram,
imediatamente, levados ao laboratéorio de Anatomia da Madeira da UFLA e
cortados no micrétomo de deslize (Leica® Modelo Jung SM 2000), sendo os
cortes realizados com espessura aproximada de 8pum. Os melhores cortes foram
separados e corados por 8 min, em uma solugdo de vermelho neutro a 0,3 mM
(0,01% por peso), dissolvida em 7 mM KH,PO/Na;PO, a pH 7,4, conforme
padronizado por Stadelmann e Kinzel (1972) e, apos serem corados, os cortes
foram lavados em agua corrente para se retirar o excesso de solugdo. Assim, as
laminas foram preparadas e, rapidamente, analisadas para se evitar a perda do
material in vivo.

As laminas foram analisadas pelo software WinCELL (Regent
Instruments Inc., versdo Pro 2001a), apos serem microfotografadas por uma
camera (PixeLINK"® modelo PL-A662), acoplada ao microscopio (OLYMPUS®
modelo BX41) na objetiva de 10x de aumento. Foram capturadas pelo menos 10
fotos de cada repeticdo, a fim de se ter uma média representativa das regides dos
parénquimas radiais externas ao xilema, os quais continham as células coradas.
Para contagem das células coradas pelo vermelho neutro, foram estabelecidos
campos visuais (I mm?) aleatorios, para as tomadas das referidas fotos,
estabelecendo, assim, um padrdo na contagem das células coradas.

Para cada tratamento térmico, o tempo zero minuto (sem tratamento) foi
tomado como um controle, contabilizado como 100%, para comparacdo dos
dados obtidos, em cada tratamento térmico e tempo, a fim de se contabilizar as
células do parénquima radial com estoque de amido remanescente (células
coradas) em relagdo a testemunha, sendo expresso em percentagem (%) e
servindo, portanto como indicativo da deplecao do amido presente nessas células
em fungdo do tempo em cada tratamento térmico.

Para validag@o do uso do vermelho neutro, para contagens das células do

parénquima radial com depoésitos de amido remanescentes, bem como dos
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ajustes das curvas de deple¢do de amido, para o clone modelo BV1120, foram
utilizadas 15 mudas (3 repetigdes e 5 tempos) de Eucalyptus urophylla que
continham lignotuber, com mesma idade e tratos silviculturais das mudas de
cedro australiano e realizado um tratamento térmico de 55°C, nos tempos 0, 20,
40, 60 ¢ 80 min, na regido dos lignotubers, visto que essas estruturas vegetais
apresentam elevado contetido de amido e sdo reservas de protecdo das plantas
contra estresses abioticos, principalmente, decorrentes de temperaturas elevadas
como, por exemplo, em incéndios florestais (KERR, 1925; MIBUS; SEDGLEY,
2000).

Apbs a coleta dos dados de porcentagem de células com depdsitos
remanescentes de amido, em cada tratamento térmico, foram ajustados os
modelos polinomiais, utilizando o software GENES (CRUZ, 2013). Em seguida,
estimaram-se, por tratamento térmico, o tempo para deplecdo de 50% (tdso) das
reservas de amido, nas células do parénquima radial, a partir da derivada dos

modelos polinomiais.
3.2 Segunda etapa — Teste com glicosimetro

Para validacdo da hipotese de que a amido era convertido em agucares
simples (glicose), apds os devidos tratamentos térmicos nos tempos pré-
estabelecidos, foi repetido o mesmo procedimento utilizado na primeira etapa
com o uso de outras 15 mudas (3 repeticdes e 5 tempos) de Eucalyptus
urophylla, que continham lignotuber, com mesma idade e tratos silviculturais
das mudas de cedro australiano, no tratamento térmico de 55°C, nos tempos 0,
20, 40, 60 e 80 min, na regido dos lignotubers.

Apos cada tempo no respectivo tratamento térmico escolhido, os caules
eram, imediatamente, retirados da estufa, cortados ao meio e extraia-se a seiva
remanescente com auxilio de um alicate comum, por meio da pressdo gerada no

caule. Apenas uma gota de seiva foi necessaria para aferir os niveis de glicose



32

(mg/dL) em um glicosimetro (Accu-Chek Performa®), comunmente utilizado
para verificacdo dos niveis de glicose em humanos.

Ap0s a coleta dos dados, foi realizado um ajuste de modelo exponencial,
utilizando o software GENES (CRUZ, 2013), que serviu como comparagao ao
modelo polinomial utilizado, para avaliar os estoques de amidos remanescentes,
também, nos lignotubers, para o tratamento térmico de 55°C, realizado na
primeira etapa do experimento, com a finalidade de analisar o comportamento da
amido e da glicose e verificar se o amido estocado (inicial) era convertido em

acucar simples (glicose) apos os referidos tempos do tratamento térmico.

3.3 Terceira etapa — Avaliacdo do comportamento dos clones em suas

respectivas tds

Os tdsy obtidos para cada tratamento de inducdo de calor na base do
caule das mudas serviram de base para os tratamentos térmicos ¢ comparagio
entre os seis clones de T. ciliata com relagdo a manutengdo dos estoques de
amido. Assim, foram realizados mais quatro tratamentos térmicos, cada um em
seu tdsp, aplicados nos cinco clones restantes (BV1110, BV1121, BV1151,
BV1210 e BV1321), para saber o comportamento de cada um e compara-los
entre si e com o clone utilizado como modelo, 0o BV1120.

Foram selecionadas 15 mudas por tratamento térmico em sua tdso,
composto de 3 repeticdes para cada um dos 5 clones. Os procedimentos de
aquisi¢do e condicionamento das mudas, cortes dos caules, tratamentos térmicos,
cortes no micrdétomo, contagem das células coradas com estoque de amido
remanescente (percentagem) seguiram os mesmos protocolos que foram
descritos na primeira etapa do experimento.

ApoOs a obtencdo de todos os dados, processaram-se andlises de
variancia conjunta e individuais, para cada tratamento térmico, estimativas dos

parametros fenotipicos, genotipicos e ambientais, bem como teste de
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comparacdo de médias de gendtipos (clone), em cada tratamento térmico,
segundo a metodologia de Scott e Knott (1974).

Na analise conjunta, os dados de porcentagem de células com estoque
remanescente de amido, apds tratamentos de tempo para uma tdsy,, foram
submetidos a analise de varidncia, disposta em arranjo fatorial em um
delineamento de blocos casualizado, com trés repeticdes de uma planta (ramete)
por parcela. Nesse fatorial, o primeiro fator foi constituido de seis genotipos (C):
clones BV1110, BV1120, BV1121, BV1151, BV1210 e BV1321 e o segundo de
quatro tratamentos térmicos (T): 47,5°C, 50°C, 52,5°C e 55°C, cada um dos T
foram conduzidos em tempos de indugdo de calor especificos para um tdso,
definido para o clone modelo BV1120.

Nessa analise conjunta, utilizou-se o modelo estatistico:

Yije=p + Tit G+ TCqj) B/Taay + Ei

- ésimo

Em que: Yix ¢ o valor observado na i tratamento térmico (T),
aplicado no j*™ clone (C) do k™ bloco (B).

p € a média geral observada.

:ésimo

T; é o efeito da i tratamento térmico (efeito fixo); i=1, 2,..t.
- ésimo

Cj € o efeito do ] clone (efeito fixo); j=1,2, ...,c.

ésimo ésimo

TCij € o efeito da interacdo entre a i tratamento térmico € o
clone (efeito aleatorio);

B/Tg é o efeito do k®™ bloco dentro do i ®™ tratamento térmico
(efeito aleatorio) e

Eij € o erro aleatorio e independente associado as observagdes Y.
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As analises individuais, conduzidas para avaliar os efeitos de clones em
cada tratamento térmico, foram conduzidas para um delineamento experimental
de blocos ao acaso, com trés repetigdes e uma planta (ramete) por parcela.

Nessas analises utilizou-se o modelo estatistico:

ijz i + Cj + Bk"r Ejk

Em que: Y é o valor observado no j*™ clone (C) do k*™ bloco.
p € a média geral observada.

C; ¢ o efeito do jime clone (efeito fixo); j=1,2, ....c.

B¢ o efeito do k™ bloco (efeito aleatério), k=1,2..b e

Eijx € o erro aleatdrio e independente associado as observagdes Y

A andlise de variancia conjunta e individuais e as comparagdes entre
médias foram feitas pelo software GENES (CRUZ, 2013). As estimativas dos
parametros genéticos e fenotipicos como: ganho genético — ganho esperado com
a selecao (intensidade de sele¢do 1 em 6 clones); CVe — coeficiente de variagdo
experimental; ¢r — componente quadratico fenotipico, o’ — variancia ambiental;
d. - componente quadratico genotipico; h® — coeficiente de determinagio
genotipico; CVc — coeficiente de variacdo genética e, CVc¢/CVe — indice de
variagdo foram realizadas, por meio das esperancas dos quadrados médios,

conforme Cruz (2013).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Varios processos quimicos para extragdo e quantificagdo do contetido
total de amido em tecidos de plantas lenhosas sdo, amplamente, divulgados na
literatura. Muitos desses processos sdo mencionados por Chow e Landhéusser
(2004). Entretanto, quando se tem por objetivo a quantificagdo de células do
parénquima radial do caule de plantas lenhosas com estoques de amido
remanescente ¢ que sofrem despolimerizagdo, para formar agucares simples
soluveis, para reparo de vasos embolizados do xilema, como sugerem Bucci et
al. (2003), Nardini, Lo Gullo e Salleo (2011) e Salleo et al. (2004), varios dos
métodos propostos se baseiam em caracterizagdes anatOmicas microscopicas
feitas em cortes transversais coradas com corantes especificos que permitem a
contagem de depositos de amido, como, por exemplo, o iodo e a safranina
(BELL; OJEDA, 1999; ISLAM; BEGUM, 2011, 2012; ORIBE; FUNADA;
KUBO, 2003; VERDAGUER; OJEDA, 2002).

O corante vermelho neutro, de uso amplo na constatagdo de células
vivas ou mortas, tem potencial para se estudar o conteudo de vacuolos, tal como
o amido, que ¢ o principal componente de reserva de energia nas células do
parénquima radial e fonte de carbono nao estrutural (CHANTUMA et al., 2007;
DIETZE et al., 2014). Por essa razdo, ele pode ser, facilmente, utilizado para
caracterizar necroses de tecidos de cambiais, quando as plantas se deparam com
situacdes de incéndios florestais (DICKINSON; JOHNSON, 2004), ou de
estresses de aquecimento causados por escaldaduras solares ou por frio intenso
(MANION, 1991; SINCLAIR; LYON; JOHNSON, 1987; TATTAR, 1989).

Em estudo preliminar, o vermelho neutro mostrou-se adequado para
evidenciar a deplecao de estoques de amido presentes nas células do parénquima
radial de 7. ciliata (FIGURA 2-C a 2-F). Essa constatacdo preliminar foi

validada, por meio dos cortes anatomicos de lignotuber de E. wurophylla
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(FIGURA 2-A e 2-B), que possuem, reconhecidamente, grandes fontes e reserva
de amido (BAMBER; MULLETTE, 1977).

Os resultados, apresentados na Figura 2, mostram a qualidade das
imagens, para a caracterizacdo anatomica e contagem de células com amido
remanescente, permitindo uma precisa e rapida contagem dessas células. Esses
fatos possibilitaram a avaliagcdo de grande niimero de amostras para, assim, obter
um bom ajuste das curvas de normas de reacdo térmica, bem como para
selecionar clones de 7. ciliata com baixa deplecdo dos estoques de amido,

quando submetidos a estresses térmicos.

Figura 2 - Reservas de amido nas células do parénquima radial coradas em
vermelho pelo corante vermelho neutro (setas). A e B) Cortes
transversais (8um) do lignotuber e detec¢do de grande quandidade
de depdsitos de amido nas células do parénquima radial; C a F)
deteccdo de amido nas células do parénquima radial (células
coradas em vermelho) do clone BV1120 com aplicagdo dos
tratamentos térmicos varidveis em intensidade e exposicdo:
47,5°C/150min  (C), 50°C/120min (D), 52,5°C/72min (E),
55°C/30min (F).

Legenda: xil.: xilem; fl.: floema. Barra: 10um.
Fonte: Do autor (2016).
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Na Figura 2, também, sdo evidenciados os resultados positivos do
processo de coloracdo de amostras obtidas em caules submetidos as diferentes
temperaturas. Nota-se, na Figura 2-E, o esmaecimento da cor vermelha no
interior de algumas células do parénquima radial bisseriado, sugerindo que tais
células, possivelmente, estdo em processo de despolimerizagdo de seus estoques
de amido. Dessa forma, elas ndo foram levadas em consideracdo na contagem
como células coradas pelo vermelho neutro para evitar erros e padronizar a
quantificacdo.

Os resultados deste estudo e ajustes das curvas de normas de reagao
térmica, como apresentados a seguir, foram validados pelos dados obtidos dos
cortes transversais (testemunha), em lignotubers de FEucalyptus urophylla
(FIGURA 2-A e 2-B), que exibiram a esperada grande quantidade de depdsitos
de amido que, reconhecidamente, traz beneficios as plantas, detentoras dessa
estrutura, quando se deparam com fortes estresses ambientais (KERR, 1925;

MIBUS; SEDGLEY, 2000).
4.1 Estimativa do tempo para 50% de deplecio dos estoques de amido (tds)

Na primeira etapa do presente estudo, apds serem realizados os
tratamentos térmicos, em diferentes condigdes temporais, para o clone BV1120,
utilizado como um modelo, para estimar a cada temperatura aplicada o tempo,
para provocar 50% de deplegdo (tdso), nos estoques de amido nas células do
parénquima radial, foi possivel obter a quantificacdo das células com amido
remanescente pelo processo de coloragdo dessas células com o corante vermelho
neutro.

As curvas apresentadas, na Figura 3, apresentam as formas com que os
estoques de amido se modificam com o aumento da temperatura. Essas
diferentes formas, quando o clone BV1120 foi submetido as diferentes

temperaturas, foram ajustadas por polindomios de terceiro grau (TABELA 1). Os
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modelos de todos os ajustes foram altamente significativos pelo teste F de
Fischer e permitiram ajustes (Rz) de 99,4; 85,6; 949 e 97,6% para os
tratamentos de indugdo de calor de 47,5; 50,0; 52;5 e 55°C, respectivamente.

Esses ajustes com polinomiais do terceiro grau sdo considerados uma
forma comum para as normas de reagdo térmica (KNIES et al., 2006), os quais
propiciaram a constituicdo de bases fisioldgicas para interpretagdo do processo
de evolugdo biologica. Nessas bases, as variagdes, nas normas de reacdo
térmicas, se hereditarias, evidenciam mudangas evolucionarias que possibilitam
a condugdo de selecdes genéticas que visam ao melhoramento da tolerancia as
alteragdes da temperatura do ambiente (HUEY; KINGSOLVER, 1989).

O polindémio de terceiro grau, também, foi ajustado para o estoque de
amido remanescente, em lignotubers de E. urophylla, utilizados como uma
testemunha, para efeitos de comparagdes entre os tds, alcangados, nos diferentes
tratamentos de indugdo ao calor. O ajuste do referido modelo, também, foi

altamente significativo e apresentou um valor R* de 87,8%.
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Figura 3 - Curvas de deplecdo de amido nas células do parénquima radial da
regido do floema, ajustadas para o clone BV1120, utilizado como
modelo para avaliacdo dos tempos de exposi¢do que causam 50% de
deplecdo do amido (tdsp). Os tdsy para as temperaturas de 47,5; 50,0;
52,5 € 55,0°C foram, respectivamente, de 150; 120, 72 ¢ 30 minutos.
O tdsy para o estoque de amido nas células do parénquima radial de
lignotubers de Eucalyptus urophylla nao foi alcangado no tempo de
estudo.
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Fonte: Do autor (2016).

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia para regressdo polinomial de terceiro
grau em diferentes tratamentos térmicos (T) aplicados ao clone
BV1120 e Lignotuber (Ligno.).

Quadrado médio
Residuo  Regressdo R’ (%)

BV1120

47,500 100.45+0,19x-0,009x4+0,00004x° 9,68  2256,71** 994
B;’Ololczo 98,00+1,025x-0,020x°+0,00006x° 534,51  4732,13** 856
BS\Z’}S%O 98,87+4,863x-0,135x°+0,00082x’ 105,15  6967,64%* 949
BZ.’SIOICZO 101,31+0,030x-0,08 1x°+0,00086x 190,18  6991,92%* 97,6
Lsisgilg' 99,271+1,613x-0,050x>+0,00032x’ 111,47 1181,64%% 878

**significativo ao nivel de probabilidade pelo teste F de Fischer (p<0,01).
Fonte: Do autor (2016).
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As derivagdes dos modelos polinomiais de terceiro grau, apresentados
na Tabela 1, permitiram estimar os respectivos tempos, para alcancar a tdso, 0s
quais assumiram valores de 30, 72, 120 e 150 min, para as temperaturas
induzidas de 55,0; 52,5; 50,0 e 47,5°C, respectivamente. No caso do ajuste para
o estoque de amido remanescente nos lignotubers, o tdsp, na temperatura 55,0°C,
ndo foi alcancado até o limite testado de 80 min. Nessa temperatura,
comparando-se as curvas ajustadas para o lignotuber e para o clone BV1120,
percebe-se o quanto essa estrutura de reserva ¢ tolerante a deple¢do de amido
quando comparada com o clone modelo BV1120.

Os picos de acréscimo de células com amido (ambiente 6timo) somente
foram observados, nas temperaturas de 50,0 € 52,5°C, para o clone BV1120 ¢ de
55°C do lignotuber. Esses valores de acréscimo, no estoque de amido, indicam
que os picos de maxima concentracdo de amido ocorrem dentro de uma faixa de
tempo de exposi¢do que varia entre 20 ¢ 30 minutos.

Para Toona ciliata, esses aumentos de estoque de amido apontam a
existéncia de estratégias das plantas para aumentar as suas tolerancias aos
estresses térmicos. Contudo deve-se salientar que, na temperatura de 55°C, essa
estratégia pode ocorrer, mas ndo pode ser detectada no ajuste da curva, visto
que, nessa temperatura, o tempo minimo de estudo foi de 10 minutos. Na
temperatura de 47,5°C, o pico de expressio de resposta a indugdo de

aquecimento nio ocorreu, apesar do ajuste do polinémio ter um R de 99%.
4.2 Teste com glicosimetro

Os picos iniciais de aumento de células do parénquima radial com amido
ocorrem antes do inicio da deplecdo de amido e sdo controlados por sinais
especificos. Nardini, Lo Gullo e Salleo (2011) sugerem que o aumento da [Ca']

intracelular, apds o embolismo dos vasos e vibracdo das paredes celulares, ativa
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uma cascata de tradug@o de sinais que conduzem as alteragcdes no metabolismo
do amido em agticares simples.

Essas altera¢des sdo sugeridas pelo resultado apresentado, na Figura 4,
na qual se podem observar as mudancas no estoque remanescente de amido (%
de células coradas) e nas concentragdes de glicose (mg/dL) com o aumento do
tempo de aplicacdo do tratamento térmico. Nessa figura, nota-se que o amido
estocado (inicial) foi convertido em agucar simples (glicose), ap6s os referidos
tempos do tratamento térmico, nos lignotubers de E. urophylla. Percebe-se que,
ap6s o pico inicial no aumento do estoque de amido, iniciou-se um acréscimo
exponencial, nos teores de glicose, que pode ser explicado pelo modelo com R?

de 96%.

Figura 4 — Comportamento das células do parénquima radial com amido
remanescente ¢ da glicose nos lignotubers de E. urophylla para o
tratamento térmico de 55°C.
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Fonte: Do autor (2016).
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4.3 Avaliacio do comportamento dos clones em suas respectivas tds,

A andlise de varidncia conjunta de um experimento em fatorial
evidenciou que o estoque de amido remanescente sofre efeitos altamente
significativos de clones e de tratamentos térmicos, constituidos pela magnitude
da temperatura e pelo tempo de sua exposi¢do. As interagdes entre esses dois
fatores, também, foram significativas, indicando a existéncia de plasticidade
fenotipica, para deplecdo de amido, em fung@o de aquecimento induzido.

A existéncia dessa plasticidade revela a importancia deste estudo, visto
que ela mostra a possibilidade de se construir, via melhoramento genético,
adaptacdes as condigdes de ambientes em que os estresses por temperatura sao
bastante pronunciados.

Apobs a constatagdo dessas interagdes, procederam-se as analises de
variancia, para avaliar a significancia dos efeitos de clones, dentro de cada
tratamento térmico. A Tabela 2 apresenta essas analises evidenciando que os
coeficientes de variagdo experimental CVe (%) foram de 6,43 a 9,57%,
indicando que o delineamento e a técnica de avaliagdo do estoque de amido
remanescente pelo vermelho neutro apresentam erros experimentais de baixa

magnitude, possibilitando confiabilidade no processo de coleta de dados.
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Tabela 2 - Resumo das andlises de variancia conjunta para os clones 1 ao 6 e
estimativas dos parametros genéticos e fenotipicos para os
tratamentos térmicos: 47,5°C/150min (T1), 50°C/120min (T2),
52,5°C/72min (A3), 55°C/30min (T4).

Quadrados médios

Fonte de Variagao GL
Tl T2 T3 T4

Blocos 2 14,39 3,50 4,06 6,06
Tratamentos Térmicos 5 586,22* 410,37* 1846,59* 1171,42*
Residuo 10 14,86 10,57 22,52 15,46
Média 40,56 36,50 49,61 61,11
CVe (%) 9,50 8,91 9,57 6,43
OF 195,41 136,79 615,53 390,47
o’ 4,95 3,52 7,51 5,15
Oc 190.46 133,27 608,02 385,32
h? (%) 97,47 97,43 98,78 98,68
CVc (%) 34,03 31,63 49,70 32,12
CVc/CVe 3,58 3,55 5,20 4,99
Ganho (%) 50,49%* 46,92%* 74,24** 47,95%*

*significativo a 5% de probabilidade pelo teste F, **ganho genético esperado com a
selegdo (intensidade de selegdo 1 em 6).

Legenda: CVe : coeficiente de variacdo experimental, ¢r: componente quadréatico
fenotipico, o’ varidncia ambiental, ¢.: componente quadratico genotipico, h? :
coeficiente de determinacdo genotipico, CVc: coeficiente de variacdo genética,
CV¢/CVe : indice de variagao.

Fonte: Do autor (2016).

Na Tabela 2, também, observa-se que o efeito de clones foi altamente
significativo em todos os tratamentos de indugdo térmica. Isso indica a
existéncia de altos niveis de variagdo genética, independente da condigdo
térmica avaliada. Os altos valores de coeficiente de variagdo genotipico, em
relagdo ao experimental (CVc/CVe), indicam a possibilidade de se alcangar
pronunciados ganhos genéticos pela selegdo. As estimativas desses ganhos, na

manuten¢do do estoque de amido, superaram os niveis de 46,9%, podendo se
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estender aos 74,2%, quando a temperatura foi induzida a 52,5°C, por um tempo
de 72 minutos, sendo este o maior valor estimado de ganho.

Outro fato interessante foram os altos valores dos coeficientes de
determinacdo genotipicos, todos acima de 97%. Isso revela que os genes de
resisténcia ao aumento de temperatura, como as induzidas neste estudo, ja estdo
fixados na populacdo de clones estudada. Esse fato indica que a deplecao de
amido, para gerar os agucares simples e posterior reparo do embolismo do
xilema, esta sob forte controle genético.

Os altos valores de plasticidade fenotipica exibidos pelos clones
estudados, a alta variabilidade genética e os extremamente altos valores
estimados dos coeficientes de determinacdo genotipicos sdo fortes indicios de
que, na historia de vida da Toona ciliata, o processo evolutivo, para
armazenamento e deplecdo do amido para proteger o xilema da cavitagdo e
reparagao do embolismo, j& ocorreu em eras passadas.

A plasticidade fenotipica ¢ um fator muito importante, que designa as
mudangas fenotipicas, nos ambientes naturais e deve ser implementada nos
modelos de persisténcia de populacdes (CHEVIN; LAND; MACE, 2010). Esses
autores, ainda, afirmam que, nos estudos que envolvem as mudangas nas NRT
dos individuos, devem ter foco na importancia ecoldgica dos aspectos
fenotipicos como, por exemplo, a morfologia, fisiologia, comportamento ou
fenologia, que afetam o crescimento populacional por sua influéncia no seu ciclo
historico de vida.

Além disso, neste referido estudo, ha a sugestdo de que os modelos das
NRT permitem fazer predigdes a respeito da dindmica evolutiva das curvas de
tolerancia para as espécies analisadas. Com a variacdo genética comprovada pela
diferenga de comportamentos nas NRT, a amplitude da tolerancia, nos diferentes
ambientes, pode evoluir como consequéncia da plasticidade fenotipica da

caracteristica analisada. Dessa forma, essa abordagem pode ser utilizada, para
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testar predigdes em casos especificos, os quais sdo baseados nas estimativas de
variabilidade, herdabilidade e plasticidade fenotipica da caracteristica em
questdo (CHEVIN; LAND; MACE, 2010).

A Tabela 3 mostra as médias dos clones em todos os tratamentos de
indugdo térmica. Observa-se que o melhor desempenho foi do clone BV1110,
visto que o estoque de amido remanescente foi maior que os demais clones nas
condigdes de aquecimento de 47,5; 50,0; 52,0 € 55°C. Nessa temperatura mais
extrema ¢ com exposi¢do de 30 min, esse clone manteve o estoque de amido
bem superior aos demais clones avaliados e os niveis desse estoque foram
proximos aos verificados nas células do parénquima radial do lignotuber de
Eucalyptus urophylla (FIGURA 5-D), apesar do numero dessas células com

estoques de amido ser bem superior, como apresentado na Figura 2-A e 2-B.

Tabela 3 - Resumo do teste de médias para os seis clones nos ambientes:
47,5°C/150min (T1), 50°C/120min (T2), 52,5°C/72min (T3),

55°C/30min (T4).

Clone T1 T2 T3 T4

1110 62,7 a 47,7 a 76,3 883 a
1120 51,0b 447 56,0 b 47,7b
1121 333¢ 363a 51,7b 61,0 b
1151 393 ¢ 45,0 a 423b 81,0a
1210 243 ¢ 18,3 b 217 ¢ 383 b
1321 32,7 ¢ 27,0b 327¢ 50,3 b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si a 1% de probabilidade
pelo teste Scott Knott.
Fonte: Do autor (2016).

A Figura 5 apresenta os resultados de média dos clones nos diferentes
tratamentos térmicos e respectivos tdsy junto aos modelos polinomiais de

terceiro grau ajustados para o clone BV1120 e lignotuber de E. urophylla.
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A Figura 6 apresenta o comportamento individual e conjunto de cinco
clones para os diferentes tratamentos térmicos avaliados no experimento. O
comportamento do clone BV1120 ndo esta representado, na Figura 6, uma vez
que o seu comportamento foi, previamente, definido ao ser, aleatoriamente,
escolhido para estabelecer os tempos das tdsoem todos os tratamentos térmicos
simulados. Assim, nesses tratamentos, o seu comportamento nao varia, tendo em
todos eles 50% de depleg@o ou manutencdo no estoque de amido.

Na Figura 6, observa-se que o clone BV1110 apresentou maior
percentagem de células com estoque remanescente de amido e sempre
apresentou resultados superiores aos demais clones avaliados, enquanto o clone

BV1210 apresentou os valores mais baixos em todos tratamentos térmicos.

Figura 6 - Representagdo grafica conjunta do comportamento de clones de
Toona ciliata sob o efeito de indugdo de aquecimento para um tdso
avaliado para o clone modelo BV1120, nos respectivos tratamentos
térmicos: 47,5°C/tdsy=150min, 50,0°C/tdsp=120min,
52,5°C/tdsy=72min e 55,0°C/tds;=30min.
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Desses seis clones avaliados com relagdo ao estoque de amido
remanescente, quatro foram estudados por Rodrigues et al. (2013) quanto as suas
caracteristicas fisiologicas. Os autores afirmaram que o clone BV1110, o qual
apresentou os maiores estoques remanescentes, apds os tratamentos térmicos,
também, evidenciou maior taxa fotossintética, enquanto o clone BV1321, que
apresentou um dos menores estoques remanescentes de amido, teve a mais baixa
taxa fotossintética. Essas relagdes, para esses dois clones, permitem conjecturar
que os maiores estoques de amido remanescente estdo relacionados com o
estoque inicial, ou seja, antes da decepa da muda, quando esta estava, ainda, em
atividade fotossintética.

Na Figura 6, nota-se que o comportamento dos clones BV1121 e
BV1321, nos diferentes tratamentos térmicos, apresentam niveis intermedidrios
de manutencdo de estoque de amido.

Os comportamentos dos clones BV1121, BV1210 e BVI1321 sdo
semelhantes entre si e divergentes quando comparados com o clone BV1110 e
BV1151. O comportamento do clone BV1110, que teve forte queda no deposito
de amido, no tratamento térmico de 50°C/tds;=120min, modificou a sua
tendéncia de comportamento com relagdo aos trés clones anteriormente
mencionados, mas ndo ao nivel de promover alteragdo no ranking, indicando
que, para esses quatro clones, a interagdo ¢ do tipo simples. Por outro lado, o
comportamento do clone BV1151, no tratamento térmico de 52,5°C/tds;=72min,
apresentou forte queda no estoque de amido, fato que provocou uma alteragio
no ranking dos cinco clones nessa temperatura e tempo de exposicdo, revelando
uma possivel interacdo do tipo complexa. Provavelmente, foram os
comportamentos dos clones BVI1110 e BVI1151 a causa da interagdo
significativa entre clones e tratamentos térmicos, conforme apresentado na

Tabela 2.
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Esses fatos revelam uma grande influéncia da temperatura e do tempo de
exposicdo nos niveis de amido remanescente nas células do parénquima radial.
Para a maior temperatura simulada ¢ em um tempo menor de exposi¢do, como
visto no tratamento térmico 55°C/tdsp=30min, os clones apresentaram os maiores
valores de estoque de amido remanescente, enquanto para a temperatura menor €
tempo de maior exposi¢do, como no caso do tratamento térmico de
50°C/td5p=120min, os clones apresentaram menores valores de estoque
remanescente de amido, ou seja, nessa condi¢do, a deplecdo de amido foi mais
pronunciada.

Nessas condigdes combinadas de temperatura e tempo e, considerando a
teoria de Nardini, Lo Gullo e Salleo (2011), na qual o amido ¢ despolimerizado
em agucares simples e soliiveis que migram via parénquima radial, para os vasos
cavitados do xilema para, assim, proceder aos seus reparos, pode-se supor que,
na condi¢do de menores temperaturas estressantes em tempos de exposi¢do mais
longos, ocorrerd maior deplecdo do amido estocado, para reparar o embolismo
no xilema, enquanto, nas temperaturas mais altas, mas com menor tempo de
exposi¢do, a necessidade de despolimerizagdo do amido pode ser imperceptivel,
fazendo com que, nessa ultima condigdo, o estoque de amido remanescente
permaneca em maiores niveis. Conforme a Figura 6 e Tabela 3, isso pode ser
observado, para o caso dos clones BV1110 e BV1151, que mantiveram estoques
de amido em 88,3 e 81%, respectivamente, ou seja, nessa condi¢do de estresse
térmico e tempo de exposicdo, a deplegdo de amido foi de apenas 11,7 ¢ 19%.

Essas consideragdes, nas variacdes de temperatura e tempo de estresse,
estdo de acordo com Schulte, Healy e Fangue (2011) que mencionam que, para
os estudos laboratoriais de normas de reagdo térmica, ndo se pode considerar
somente a temperatura como fator de estresse, mas também o tempo com que as
altas temperaturas permanecem para provocar estresse nas plantas. Dessa forma,

pode-se interpretar que a interagdo entre essas duas condi¢des ambientais se
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constituem em fortes estresses abidticos que restringem 0S processos

ontogénicos em plantas.
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5 CONCLUSAO

O corante vermelho neutro mostrou ser adequado para a colora¢do das
células do parénquima radial com depositos de amido, facilitando a sua
contagem.

Os tratamentos térmicos, em que se combinaram elevagdo de
temperatura e tempo de exposi¢do, reduziram os depositos de amido e
possibilitaram o ajuste de curvas de reagdo térmica com alto grau de precisdo.
Esses ajustes foram feitos por um modelo polinomial de terceiro grau, com
valores de R* acima de 85%.

Existe significativa variagdo entre clones de Toona ciliata quanto ao
conteudo remanescente de amido avaliado apos os tratamentos térmicos. Essa
variagdo indicou que as mudancas, nas curvas de normas de reagdo térmica com
relagdo a deple¢do de amido, nas células do parénquima radial, seguem os
principios da teoria da evolugdo biologica.

Essa variacdo, nos conteidos remanescentes de amido, ¢ altamente
hereditaria, acima de 97% e indica que os genes que controlam essa
caracteristica estdo fixados na populacdo e que selecdes podem aumentar a

tolerancia da espécie as alteragdes da temperatura ambiental.
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