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RESUMO

SCHNEIDER, Priscilla Félix. Relagdo da tolerancia ao frio de
espécies do género Eucalyptus e Pinus com a presenca de
carboidratos totais em sementes e mudas. 2014.119 f.
Dissertacdo (Mestrado em Producéo Vegetal) - Universidade do
Estado de Santa Catarina. Programa de Pds Graduagdo em
Ciéncias Agrarias, Lages, 2014.

Objetivou-se avaliar a concentracdo de carboidratos sollveis
totais em diferentes espécies de Eucalyptus e Pinus taeda Le
sua relacdo com a toleréncia ao frio, além de determinar o
melhor método de descongelamento em sementes de
Eucalyptus. Foram utilizadas sementes puras de trés clones das
espécies: Eucalyptus dunii Maiden, E. benthamii Maiden et
Cambage E. grandis Hill ex Maiden e E. saligna Smith. Utilizou-
semudas de E. benthamii e E. dunnii, de dois clones cada. As
sementes e as mudas, foram submetidas a rustificacdo em trés
periodos a temperaturas de 5 °C e de 1 °C. Ao final de cada
nivel de rustificacdo, as sementes foram submetidas a quatro
gradientes (-2, -4, -6 e -8 °C), com exposicao de trés horas. A
temperatura foi alterada para 15 °C e 9 °C. Determinou-se a
concentracdo de agUcares e a sobrevivéncia das apds a
rustificagcdo. As sementes foram submetidas a dois métodos de
descongelamento, banho maria e ambiente. O experimento foi
realizado com quatro repeticbes. Os dados obtidos foram
submetidos a analise da variancia e teste de comparacdo de
médias (Tukey a p<0,05). Os resultados indicaram que a
concentracdo de aclcares ndo influencia a tolerancia ao frio em -
8°C e, o melhor método de descongelamento é em temperatura
ambiente.

Palavras-chave: Aclcares, Descongelamento, Tolerancia ao frio.






ABSTRACT

SCHNEIDER, Priscilla Félix. Relationship of cold tolerance of
species of the genus Eucalyptus and Pinus in the presence
of total carbohydrates in seeds.2014. 119 p. Dissertation (MSc
in Plant Production) - Santa Catarina State University. Post
graduate Program in Agriculture Science, Lages, 2014.

Aimed to evaluate the concentration of soluble carbohydrates in
different species of Eucalyptus and Pinus taeda L and its
relationship with cold tolerance, and determine the best method
to defrost in seeds of Eucalyptus. Pure seeds from three clones
of the species were used: Eucalyptus dunnii Maiden, Maiden et
Cambage benthamii E. grandis Hill ex Maiden and E. saligna.
Was used seedlings E. benthamii and E. dunnii, two clones each.
Seeds and seedlings were subjected to hardening into three
periods at temperatures of 5 ° C and 1 ° C, photoperiod and
thermoperiod 12 hours. At the end of each level of hardening, the
seeds were subjected to four gradients (-2, -4 , -6 and -8 ° C) ,
with an exposure of three hours. Before hardening, and
photoperiod were maintained in controlled thermoperiod 20 © C
and 12 ° C and a treatment for three days and the other for six
days. The temperature was changed to 15° C and 9 ° C. Then
reduced to 10 °C and 5 © C. Determined the concentration of
sugars and survival after hardening. Seeds were subjected to two
methods of thawing water bath and environment. Data were
subjected to analysis of variance and mean comparison test
(Tukey p < 0.05). The results indicated that the sugar
concentration does not influence cold tolerance at - 8 ° C and the
best method is to thaw at room temperature.

Keywords: Defrost, sugars, tolerance to cold.
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1 INTRODUGCAO

O setor florestal tem uma significativa contribuicdo na
economia do Brasil, uma vez que representa aproximadamente
5% do PIB e 8% das exporta¢cdes nacionais. Além disso, geram
1,6 milhdes de empregos diretos, 5,6 milhdes de empregos
indiretos, uma receita anual de R$ 20 bilhdes e, ainda, paga
anualmente R$ 3 bilhdes de impostos. O pais apresenta 0 maior
programa de reflorestamento do mundo, com 5,98 milhGes de
hectares de florestas plantadas, cujas espécies de maior
destaque sdo dos géneros Eucalyptus, com 3,75 milhdes, e
Pinus, com 1,80 milhdes de hectares (BRACELPA, 2013).
Apesar da importancia econdbmica dos plantios com espécies
florestais, estima-se que 751 mil km? ou 8,8% da area total do
pais estejam sujeitas a ocorréncia de geadas (EMBRAPA, 1988),
fenbmeno natural que pode trazer perdas significativas na
producéo florestal, sendo necesséria a selecao de espécies e/ou
gendtipos que sejam adequadas a essas condicdes climaticas,
ou seja, que tenham tolerancia a geadas. No entanto, a selecéo
de espécies e/ou genétipos poder levar muito tempo, devido ao
fato de ser realizada, geralmente, em idade adulta da planta; o
que torna fundamental a utilizacdo de alternativas que visam uma
selecdo precoce de material.

A selecdo precoce identifica, por meio de caracteres das
arvores em idade juvenil ou até mesmo ainda nas sementes, 0
desempenho de um individuo adulto, diminuindo, assim, o tempo
para se completar um ciclo de selecdo. E preciso identificar,
ainda, caracteristicas desejaveis em clones para que se possam
selecionar os gendtipos mais adequados para cada condicdo
climatica.

Existem espécies de Eucalyptus que aparentemente se
comportam bem em toda extenséo territorial do Brasil, como E.
grandis, E. saligna e E. urophylla; porém sao sujeitas aos efeitos
da geada (GOLFARI, et al.,1978). J& o E. dunnii e E. benthamii
sdo indicados para plantios em regibes com temperaturas
minimas absolutas de até -5 °C, sob condicGes de aclimatacdo
prévia mediante gradual reducdo da temperatura na estacao fria
(FAO, 1981).Em relacdo ao Pinus, no Sul do Brasil, P. taeda é
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considerada uma das espécies mais plantadas por ser tolerante
ao frio.

Entretanto, algumas florestas implantadas com estas
espécies, identificadas como tolerantes ao frio, Vvém
apresentando problemas devido a danos por geadas, uma vez
gue a tolerancia ao frio € uma caracteristica relativa, determinada
por alteracdes fisiolégicas, as quais ocorrem no tecido vegetal
durante um periodo de preparagdo para suportar as
temperaturas baixas de inverno. Essa preparacdo € chamada de
periodo de rustificacdo ou aclimatacdo, onde as plantas
percebem reducBes na temperatura e no fotoperiodo que
antecedem o inverno (NILSEN e ORCUTT, 1996).

Segundo Larcher (2000), para as plantas que devem
atravessar com sucesso um periodo de congelamento severo, é
essencial que seu protoplasma seja tolerante ao congelamento.
Essa condicdo de tolerancia ao congelamento é alcancada pela
elevada incorporagdo de fosfolipideos estaveis nas
biomembranas, mesmo sob baixas temperaturas, e pela
acumulacdo de  carboidratos  sollveis  (agUcares e
oligossacarideos), polidis, substancias de baixo peso molecular
contendo nitrogénio (amino&cidos e poliaminas) e também, de
proteinas hidrossollveis (Palonen e Junttila, 1999). Contudo,
nem todas as plantas sdo capazes de sobreviver as baixas
temperaturas ou a formacédo de gelo nos tecidos, e nem todas as
espécies tolerantes ao congelamento tém a habilidade de passar
pela rustificacdo (LARCHER, 2000).

Ha uma caréncia de informacbes referentes ao
comportamento de espécies de Eucalyptus e Pinus frente a
condicbes de baixa temperatura, bem como da relacdo da
tolerancia ao frio com a concentracdo de acUcares no tecido. A
identificacdo de caracteristicas fisioldgicas, que representam a
tolerancia ao frio, como as concentracfes de aclcares no tecido
de partes da planta, pode servir como ferramentas para a
selecdo de espécies com potencial de cultivo em regides frias,
bem como para escolha de gendtipos a serem utilizados em
trabalhos de melhoramento, possibilitando a expansao da base
florestal, além de gerar emprego e renda.

O objetivo geral do trabalho foi relacionar os teores de
carboidratos, em sementes e mudas de diferentes espécies e
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gendtipos de Eucalyptus e em sementes de Pinus taeda, com a
tolerancia ao frio, além de comparar métodos de
descongelamento em sementes do género Eucalyptus.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO EUCALYPTUS

As espécies do género Eucalyptus tém sua origem na
Austrdlia, Tasméania e ilhas da Oceania. Pertencente & familia
Myrtaceae, sdo arvores de grande porte e rapido crescimento,
aptas ao manejo pelo sistema de talhardia, permitindo assim, a
conducdo das rebrotas por mais duas rotacdes (RODERJAN,
1999).

Segundo Rizzini (1988), nas florestas australianas os
eucaliptos sao indiferentes as qualidades quimicas do solo,
crescendo bem nos substratos profundos, permeéveis, e também
nos arenosos. No Brasil, os primeiros plantios comerciais de
eucalipto foram realizados em 1868, no estado do Rio Grande do
Sul, por Assis Brasil, o primeiro brasileiro a interessar-se pelo
género.

No periodo de 1905 a 1915, no estado de S&o Paulo,
Edmundo Navarro de Andrade implantou uma série de
experimentos com 144 espécies do género Eucalyptus, sob a
tutela da Companhia Paulista de Estradas de Ferro (FERREIRA
e SANTOS, 1997).

Existem plantios desde o Rio Grande do Sul até o
nordeste. As espécies que, aparentemente, comportam-se bem
em toda extensdo territorial do Brasil, como E. grandis, E. saligna
e E. urophylla, s@o cultivadas com grande éxito em todo o
territério nacional, porém sujeitas aos danos causados por geada
nas regides onde estas ocorrem (SILVA et. al, 2009).

Todas as espécies do género Eucalyptus séo sensiveis a
temperaturas extremamente baixas, sendo esse o maior
impedimento do seu uso em regifes de clima temperado.
Embora existam variacbes entre e dentro de espécies, 0s
eucaliptos ndo toleram temperaturas abaixo de -20 °C. A maioria
sofre danos abaixo de 0 °C e somente poucas sobrevivem com
temperaturas entre-15 °C e -18 °C (TURNBULL e ELDRIDGE,
1983).
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2.1.1 Eucalyptus dunnii Maiden

O Eucalyptus dunnii tem uma ocorréncia natural restrita
ao nordeste do estado de Nova Gales do Sul e sudeste do
estado de Queensland, Australia (MARCO e LOPEZ, 1995).

A semelhanca de latitudes tropicais e subtropicais do
Brasil e Australia tornou possivel a introducdo de espécies do
género Eucalyptus no Brasil, para fins comerciais (SILVA, 2001).

Estudos conduzidos na Australia indicaram que, para
crescimento, ndo ha diferenca entre essas duas procedéncias
(ARNOLD et al., 2004). O mesmo foi verificado na China (WANG
et al., 1999), na Argentina (MARCO e LOPEZ, 1995) e, no Brasil,
em Mogi Mirim, SP (PIRES e PARENTE, 1986) e em Colombo,
PR (PEREIRA et al., 1986).

Segundo Higa e Carvalho (1990), o E. dunnii tem uma
area de ocorréncia natural restrita e floresce mais tarde que a
maioria das espécies do género. A escassez de sementes esta
sendo solucionada parcialmente pela implantacdo de areas de
producédo e pomares de sementes e também com o emprego de
técnicas para acelerar o florescimento. Nesse sentido, o
conhecimento do efeito de geadas em E. dunnii é fundamental
para implantacdo de programas de producdo de sementes
melhoradas.

No sul do Brasil, o E. dunnii tem se destacado pelo rapido
crescimento, uniformidade dos talhdes, forma das arvores e
toler&ncia & geada ndo muito severas. A madeira possui cor clara
(ROCHA e TOMASELLI, 2002), indicada para fins estruturais,
assoalhos, parquetes, carrocerias, cabos de ferramentas, etc.
(CALORI e KIKUTI, 1997).

O plantio comercial com a espécie ¢é indicado para todo o
estado de Santa Catarina em altitudes inferiores a 1.000 m,
especialmente acima dos 500 m, onde o inverno é fator limitante
a muito outros eucaliptos (EMBRAPA, 1988).

Alguns testes nos Estados Unidos da América
demonstraram que E. dunnii é, dentro do género Eucalyptus,
uma das espécies mais tolerantes ao frio (FAO, 1981).

Nas regifes baixas e frias do centro-sul da China, Arnold
et al. (2004) testaram diversas espécies de eucaliptos, incluindo
E. dunnii, que apresentou boa adaptacdo, crescimento, forma e
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tolerancia ao frio, entrando na lista das espécies de maior
potencial.

2.1.2 Eucalyptus benthamii Maiden

O E. benthamii, cujo nome comum “Camden White Gum”
deriva da cidade de Camden, apresenta distribuicdo natural no
litoral oriental de New South Wales, Australia, com latitude
aproximada de 34°00° S e longitude de 150°30° E. (HALL e
BROOKER, 1973).

A altura da espécie varia de 30 m a 45 m, apresentando
rapido crescimento e excelente capacidade adaptativa em varios
sitios (KJAER et al., 2004).

Essa espécie foi introduzida no Brasil pela Embrapa
Florestas, onde, em plantios, a espécie tem mostrado rapido
crescimento, boa forma de fuste e alta homogeneidade do talhdo
(Graga et al.,1999). Essas caracteristicas tornam a espécie
promissora como op¢do para reflorestamento, e hid a
probabilidade da espécie ser utilizada para fins industriais.

Segundo Alves et al. (2011), a madeira do Eucalyptus
benthamii apresenta estrutura anatdmica bastante semelhante as
de outras espécies do género e densidade basica e dimensdes
das fibras dentro dos paréametros dos clones utilizados
atualmente pela industria nacional de celulose e papel.

Por ser uma espécie de clima subtropical, Assis e Mafia
(2007) sugerem que o Eucalyptus benthamii apresenta-se como
boa alternativa como componente de hibridos tolerantes ao frio.
Em plantio experimental realizado em Guarapuava - PR,
Paludzyszyn Filho e Ferreira (2006) constataram forte tolerancia
do E. benthamii a geada, sendo essa superior ao E. dunnii. Higa
e Carvalho (1990) observaram na regido de Dois Vizinhos, PR
sobrevivéncia de 70%, altura média de 16 m e DAP médio de 15
cm aos 45 meses de idade e concluiram que a espécie merece
atencédo especial dos melhoristas.

Essas caracteristicas tornaram o E. benthamii uma
excelente opgao para reflorestamentos em regides de clima frio,
principalmente em localidades onde ocorrem geadas frequentes
e severas, como no sul do Brasil (PALUDZYSZYN FILHO E
FERREIRA, 2006)
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2.1.3 Eucalyptus saligna Smith

O E. saligna apresenta sua area natural na Australia,
ocupando uma faixa costeira extensa, porém descontinua e
fragmentada, desde 36° S de latitude, ao sul de Sydney, NSN,
até 21° S, ao oeste de Mackay, Queensland. Apresenta rapido
crescimento, chegando até 55 metros de altura e 180 cm de
didmetro a altura do peito (DAP), prefere regides de clima
temperado a subtropical. Adaptou-se bem no Brasil e por essa
razao é muito utilizada em plantios comerciais (TONINI, 2003).

Amparado et al. (2008) relatam que a madeira de E.
saligna possui bom potencial para a obtencdo de pecas serradas
livres de defeitos, consumidas no mercado internacional para o
segmento moveleiro e como esquadrias em geral; segundo o
mesmo autor é necessario o desenvolvimento de materiais
genéticos de espécies de eucalipto, que sejam mais facilmente
processadas e secas na producdo de madeira serrada de
qualidade.

No Brasil, as regifes onde se desenvolvem melhor estdo
localizadas nos Estados do Rio Grande do Sul, Minas Gerais e
Sao Paulo (GONZAGA, 1983). Essa espécie apresenta a mesma
amplitude geografica que o E. grandis, porém sobrevive em
regides mais frias (SKOLMEN, 2006).

O E. saligna é indicado para locais com até oito geadas
anuais (FAO, 1981), sendo este parametro estendido até 50
geadas quando se utilizam fontes de sementes de procedéncias
da regido meridional de ocorréncia na Austrélia, como Yarboro
State Forest, NSW. A temperatura minima absoluta que E.
saligna suportou na China é de até -10 °C (ARNOLD et al.,
2004), exibindo boa tolerancia ao frio.

2.1.4 Eucalytus grandis Hill ex Maiden

O E. grandis é natural da Austrdlia, estendendo-se de
forma descontinua, desde Newcastle,New South Wales (32°35'
S), com clima temperado; até Atherton, Queensland (17°17' S),
com clima subtropical. Os povoamentos do sul estdo ao nivel do
mar, subindo gradualmente, até atingir 1.200 m de altitude, ao
Norte. A precipitacdo média anual varia de 1.000 a 1.800 mm
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(GONZAGA,1983). A espécie é plantada em alta escala na
regido Sudeste (ROCHA e TOMASELLI, 2002).

Segundo Silva (2001), a opcao pelo E. grandis no Brasil
esta relacionada a excelente resposta silvicultural da espécie,
boa forma e répido crescimento, além de propriedades
desejaveis para usos mdltiplos, como massa especifica média,
gra direita, facil usinagem, boa aceitacdo de acabamento e cor
levemente avermelhada.

E a espécie florestal mais plantada no Brasil, sendo sua
madeira utilizada para producéo de celulose e papel, painéis de
fiora e aglomerado, combustivel industrial e doméstico e
produtos de serraria (SOARES et al., 2003).

No entanto, apesar de todos 0s avancos, existem certas
limitacbes de sua expansdo na regido sul do Brasil,
principalmente devido a ocorréncia de temperaturas mais baixas
e geadas frequentes. Esse fato torna importante o
desenvolvimento de pesquisas direcionadas para hovas espécies
e variedades, buscando avaliar o potencial para os mais diversos
fins e introduzi-las de acordo com as caracteristicas de cada
ambiente (NISGOSKI et al., 1998).

2.2 O GENERO PINUS

Originario do sudeste dos Estados Unidos, Pinus spp. é
conhecido como “slash pine” ou “american pitch pine” e, segundo
Kronka et al. (2005), cresce em solos arenosos, com altitude
inferior a 990 m, caracterizando-se por apresentar um clima
guente, com verdo Umido e primavera de menor precipitacédo
pluviométrica.

Uma das razGes mais importantes para a introducdo do
género Pinus no Brasil foi a necessidade da producdo de
madeira em plantacdes florestais para abastecimento industrial,
visando o processamento mecénico para a producédo de madeira
serrada ou laminada, confeccdo de painéis e producdo de
celulose e papel (KRONKA et al., 2005), além da substituicdo da
madeira da Araucaria angustifolia, cujos povoamentos naturais
achavam-se em rpido processo de exaustdo na década de 60.

Segundo Marchiori (2005), é largamente cultivado no sul
do Brasil, onde encontra condi¢des ideais de crescimento, desde
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o Rio Grande do Sul até o centro do Parand e sul de Sdo Paulo.
Também pode ser cultivado em areas de maior altitude (Serra da
Mantiqueira, do Mar, Bocaina e dos Org&os) requerendo chuvas
uniformemente distribuidas durante o ano, invernos frios e sem
déficit hidrico (KRONKA et al., 2005).

A area total com florestas plantadas para as espécies de
Pinus é de cerca de 1,8 milhdes de ha, sendo que 1,4 milhdes de
hectares estdo localizados na Regido Sul (ABRAF, 2012).

Uma das espécies do género mais utilizadas em plantios
comerciais € o P. taeda. Schultz (1999) cita que é uma das
espécies mais versateis devido a facilidade de reproducédo e
rapido crescimento em diferentes locais, o que a faz ser a
principal espécie madeireira do sudeste dos EUA.

A capacidade de adaptacdo as condicdes edafoclimaticas
explica o rapido crescimento e produtividade, podendo atingir
aproximadamente 25 m3 ha* ano™, e ultrapassando em alguns
sitios 45 m3 ha™* ano™® (KRONKA et. al. 2005).

Os primeiros plantios com o P. taeda foram originarios de
sementes sem grau de melhoramento, mas que obtiveram alta
producdo de biomassa lenhosa e com grande quantidade de
ramos (MARCHIORI, 2005).

Segundo Shimizu (2005), somente apos diversos estudos
com 0s materiais genéticos introduzidos no Brasil, foi possivel
selecionar algumas procedéncias de acordo com as
caracteristicas de cada regido. Por exemplo, em locais onde as
geadas ndo sdo tdo severas, foi selecionado sementes da
planicie costeira da Carolina do Sul (EUA), enquanto que
procedéncias da Carolina do Norte (EUA) demonstraram maior
produtividade para regides mais frias, como nas serras gauchas
e no planalto catarinense.

O género Pinus é utilizado na regiao sul do Brasil onde é
cultivado principalmente em regides de clima frio por resistir ao
frio e por se adaptar aos solos hidromorficos e de altitudes
elevadas (KRONKA et. al, 2005). Pinus taeda é pouco afetado
por geadas; pode suportar periodos de alagamento do solo e
déficit hidrico (Booth e Jovanovic, 2000). A producéo de hibridos
do género Pinus interespecificos com caracteristicas de
resisténcia as geadas pode ser a alternativa mais adequada,
conforme recomendado por Klock et al.(2002).
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2.3 TOLERANCIA AO FRIO

Frio, sal ou tensdes de seca sdo alguns dos principais
fatores ambientais que afetam fortemente crescimento,
produtividade e desenvolvimento de plantas (NILSEN e
ORCUTT, 1996). Segundo Larcher (2000), a progressédo e a
extensdo da injuria provocada pelo frio dependem do grau de
resfriamento, sua duracdo e a velocidade que a temperatura
muda durante o resfriamento e durante o reaquecimento, sendo
gue uma mudanca brusca na temperatura é muito prejudicial.

O estresse a baixas temperaturas pode ser dividido em
resfriamento, no qual a temperatura é suficientemente fria para
causar injdria, mas nao fria o bastante para congelar a planta; e o
congelamento, que causa injurias na planta quando a
temperatura atinge o ponto de congelamento, ocorrendo a
formacéo de cristais de gelo (TAIZ e ZEIGER, 2006).

Os danos causados pelo congelamento podem ser
evitados por mecanismos de protecédo e evasdo, de forma que o
congelamento do tecido pode demorar mais ou até mesmo nao
ocorrer (NILSEN e ORCUTT 1996). Assim, o que define a
sobrevivéncia de uma planta sob um clima frio é a sua
capacidade de tolerancia ao congelamento (LARCHER, 2000).

Tolerancia € um termo que vem do latim "tolerare" que
significa "suportar”, "aceitar" (FERREIRA, 2013). Tolerancia ao
frio € a habilidade da planta em sobreviver a formacéo do gelo
extra-celular, sem sofrer danos (LARCHER, 1995). Tolerancia a
geadas envolve mecanismos de prevencdo e tolerancia. Em
condi¢cbes de temperaturas abaixo de 0 °C, o metabolismo das
células é afetado, reduzindo-se ao minimo as funcdes fisioldgicas
mais importantes (DURYEA e MCCLAIN, 1984). Tolerancia é o
Unico mecanismo eficiente de sobrevivéncia, onde as geadas sao
regulares e severas, tipicas de regides de grandes latitudes
(SAKAI e LARCHER, 1987).

Marshall (1982) comenta que a tolerancia ao frio é
controlada por relagdes fisiol6gicas complexas (combinacdes
complexas de genes), além do que, os melhoristas tém usado
testes de campo para selecédo de material para tolerancia ao frio.
No entanto, em funcdo da dificuldade de homogeneizar as
condigcbes ambientais, esses esforcos de sele¢cdo geralmente
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nao apresentam bons resultados. Assim, € preciso criar
alternativas que possibiltem a selecdo de espécies mais
tolerantes ao frio para plantios florestais.

Os fisiologistas tém demonstrado correlagdes gerais
entre estresses causados pela temperatura e vérias variaveis,
como por exemplo, concentracbes de carboidratos (Marshall,
1982).

A avaliacdo da sensibilidade das plantas através da sua
exposicdo a temperaturas inferiores a 2 °C, em ambiente
controlado, pode ser um procedimento bastante eficiente na
predicdo de resisténcia em funcdo de assegurar uma
homogeneidade dos niveis de frio. Em trevo branco, por
exemplo, a selecao de gendtipos tolerantes nos experimentos em
ambientes controlados é bastante eficiente (ANNICCHIARICO et
al., 2001).

Na literatura podem ser encontrados trabalhos com
objetivo de relacionar a sintese de solutos, como acglcares, com
a tolerancia de plantas a fatores adversos.

Travert et al. (1997), trabalhando com o hibrido
Eucalyptus gunni x Eucalyptus globulus, apontam que células de
gendtipo resistente contem mais hidratos de carbono, sem
aclimatacéo ao frio; e a incubacéo de células com determinados
acUcares resultou num aumento na tolerancia ao congelamento,
e, este fato s6 ocorreu quando a acumulo de acUcar dentro das
células foi observado.

Almeida et al. (1994) avaliaram a resisténcia ao frio e a
capacidade de aclimatacdo de diferentes gendtipos de
Eucalyptus em mudas em Portugal. Os resultados indicaram
aumento na concentracdo de acUcares soliveis e que a
aclimatagcdo aumentou a capacidade do eucalipto “suportar’ a
formacéo de gelo extracelular. Moraga et al. (2006), trabalhando
com espécies do género Eucalyptus no Chile, chegaram a
conclusdo que a concentracdo de acucares sollveis total € um
bom indicador da resisténcia a baixas temperaturas. Tinus et al.
(2000) relataram uma relagdo préxima entre resisténcia ao frio e
a concentracdo absoluta de acUcares soluveis em folhas e raizes
de trés espécies de coniferas de diferentes condi¢des climaticas.

Segundo Larcher (2000), para as plantas que devem
atravessar com sucesso um periodo de congelamento severo, é
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essencial que seu protoplasma seja tolerante ao congelamento.
Essa condicdo de rustificacdo ou tolerancia ao congelamento é
alcancada pela elevada incorporacdo de fosfolipideos estaveis
nas biomembranas, mesmo sob baixas temperaturas, e pela
acumulacdo de carboidratos  sollveis  (acUcares e
oligossacarideos), polidis, substancias de baixo peso molecular
contendo nitrogénio (aminoacidos e poliaminas) e também, de
proteinas hidrossollveis (Palonen e Junttila, 1999). Contudo,
nem todas as plantas sdo capazes de sobreviver as baixas
temperaturas ou a formacéo de gelo nos tecidos, e nem todas as
espécies tolerantes ao congelamento tém a habilidade de passar
pela rustificagdo (LARCHER, 2000).

Os carboidratos formam um dos maiores grupos de
compostos organicos encontrados na natureza e juntamente com
as proteinas formam os constituintes principais do organismo
vivo (BOBBIO e BOBBIO, 2003).

Nas plantas, os carboidratos séo encontrados como
constituintes estruturais (celulose e outros polissacarideos de
parede); reserva de energia, na forma de polimeros (como o
amido); constituintes de vérios metabdlitos (como &cidos
nucléicos e coenzimas) e numerosos glicosideos; e como
precursores requeridos para a sintese de outros metabdlitos
(formados a partir de diéxido de carbono e agua), sendo o ponto
de partida para a formacao de todos os componentes organicos
na natureza (BRUNETON, 1999).

As baixas temperaturas atuam na estabilidade e na
atividade enziméatica, favorecendo o0 metabolismo de
carboidratos, em especial da sacarose e de outros
oligossacarideos supostamente envolvidos na manutencdo da
integridade das membranas celulares, como os acuUcares da
série da rafinose e os ciclitdis (PETERBAUER e RICHTER 2001).

Esses compostos podem preservar a viabilidade da
semente em situacdes de estresse, como ultra-secagem e
congelamento, impedindo a cristalizagdo da sacarose, 0 que
resultaria na desestruturacdo das membranas e consequente
inviabilidade (CAFREY et al., 1988). Além de atuar na protegéo
das membranas, esses carboidratos contribuem para a formacgéo
do estado vitreo das sementes durante a desidratacdo. Nesse
estado de alta viscosidade, ha reducdo acentuada, até quase
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paralisacdo das reacgdes quimicas, conservando assim intactas
as estruturas celulares.

Segundo Koster et al. (1988), a presenca de
oligossacarideos em uma solucdo de sacarose intensifica a
formagcdo do estado vitreo e previne a cristalizagdo. Segundo
Filho (2005), o estado vitrificado oferece, portanto, sérias
restricbes a ocorréncia de reagbes quimicas e de alteracdes
fisicas, como por exemplo, a cristalizagdo de solutos, que
danifica as células.

Moraga et al. (2006) afirmam que os teores de
carboidrato solivel total € um bom indicador da tolerancia a
baixas temperaturas; pois o aumento no conteddo de
oligossacarideos em condicdes de estresse por temperaturas
baixas contribui para o0 aumento da tolerancia ao congelamento
no inverno, o que esta diretamente relacionado ao efeito desses
acUcares sobre a estabilizacdo das membranas celulares
(HINCHA et al., 2002).

Wanner e Junttila (1999) observaram que alteracdes nas
concentracfes de aclcares sollveis foram como uma resposta a
temperatura baixa em Arabidopsis thaliana, ocorrendo apés duas
horas de exposicdo das plantas a 1 °C .

Klotke et al. (2004) relatam que essas mudancas
precedem algumas alteracdes de tolerancia ao congelamento, e,
nao esta claro se os agUcares estdo relacionados a aclimatacao
ao frio ou se agem como fonte de energia para mudancas
metabdlicas futuras que levam a tolerancia ao congelamento.

Segundo resultados obtidos por Floriani et al. (2011), a
determinacdo da concentracdo foliar de carboidratos solUveis
totais em mudas de Eucalyptus pode ser uma caracteristica
guantitativa a ser considerada na sele¢do de espécies tolerantes
ao frio em programas de melhoramento.

Assim, a relacéo entre tolerancia ao frio e concentragdo
de carboidratos pode auxiliar na identificagdo de gendtipos que
possam ser cultivados em condigbes de baixas temperaturas, o
gue seria mais uma opc¢ao para a exploracdo florestal na regiao,
bem como aumentaria a economia da regido gerando novos
postos de trabalho. O uso de carboidratos como indicadores de
tolerancia ao frio espécies mais adequadas para as condicfes
climaticas de regides frias.
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2.4 DESCONGELAMENTO

Criopreservacéo é definida como a conservacdo de material
bioldgico em nitrogénio liquido a -196 °C, ou em sua fase de
vapor a -150°C (KARTHA, 1985).

A capacidade de tecidos vegetais sobreviverem a
criopreservacdo depende da sua tolerancia a desidratacdo e a
temperatura do nitrogénio liquido (-196 °C). Por isto, o
desenvolvimento de um protocolo de criopreservacdo requer
conhecimento de mecanismos bioquimicos e biofisicos
associados com a resposta dos tecidos a desidratacdo e ao
congelamento (STUSHNOFF e SEUFFERHELDL, 1995).

Conforme relata Santos (2001), o ponto mais critico é o teor
de 4gua na matéria a ser criopreservada. Teores muito baixos
levam a desidratagcdo excessiva e morte das células, e elevados
levam a formacao de cristais de gelo no interior das células;
esses, por sua vez, levam a ruptura do sistema de membranas
celulares e a morte celular.

Almeida et al. (2000) observam que a perda de viabilidade
em espécies expostas a criopreservagao, pode ser resultante de
danos fisicos sofridos pelas sementes durante o processo,
sugerindo utilizar diferentes velocidades de congelamento e
descongelamento.

Para evitar danos nos tecidos ap6s a criopresevacao, o
descongelamento deve ser feito de maneira cuidadosa. Assim, o0
descongelamento pode ser feito de modo lento a temperatura
ambiente ou rapidamente utilizando-se um banho-maria a 37 a
40 °C (BAJAJ, 1995).

O método de descongelamento utilizado depende do tipo de
material que esta sendo preservado. Sementes ortodoxas podem
ser descongeladas lentamente a temperatura ambiente e,
aparentemente, sem nenhum efeito prejudicial as mesmas
(TOWILL, 2002).

Ha controvérsias quanto a velocidade de descongelamento
adequada para garantir a integridade do material quando exposto
ao nitrogénio liquido.

Segundo Wang (1999), o descongelamento lento € menos
deletério para células vegetais do que o rapido. Para as células
vegetais, a desplasmolise rapida pode levar a morte da célula. J&
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Villamil (1997) relata que quanto mais rapido ocorrer o
descongelamento das sementes, melhor a preservagédo de suas
caracteristicas fisioldgicas.

Desta forma, € necessério o estabelecimento de padrées e
especificacbes para a crioconservacdo de sementes de cada
espécie em particular; e este protocolo estd condicionado a
determinacdo do conteudo de 4gua ideal, bem como das taxas
apropriadas de congelamento e descongelamento (SALOMAO et
al. 2002).
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3 CONCENTRAGAO DE AGUCARES SOLUVEIS E
TOLERANCIA AO FRIO EM SEMENTES DE ESPECIES
DO GENERO Eucalyptus

3.1 RESUMO

Objetivou-se avaliar a concentracdo de acUcares sollveis
totais em sementes de diferentes espécies de Eucalyptus e sua
relacdo com a tolerdncia ao frio. Foram utilizadas sementes
puras de trés clones das espécies: Eucalyptus dunii Maiden
(tolerante), E. benthamii Maiden et Cambage (tolerante), E.
grandis Hill ex Maiden (intolerante)e E. saligna Smith
(intermediéria). Inicialmente, as sementes foram beneficiadas, e
foram determinadas caracteristicas fisicas (umidade) e
fisioldgicas das sementes (testes de germinacdo, primeira
contagem, indice de velocidade de germinacdo, frio e
envelhecimento acelerado). Em seguida, as sementes foram
submetidas a rustificacdo em trés periodos a temperaturas de 5
°C e de 1 °C, sob fotoperiodo e termoperiodode 12 horas. Ao
final de cada nivel de rustificacdo, as sementes foram
submetidas a quatro gradientes de temperatura abaixo de zero (-
2, -4, -6 e -8 °C), sendo utilizado um periodo de exposicao de
trés horas em cada. Antes das sementes serem submetidas a
rustificacdo, elas foram mantidas em fotoperiodo e
termoperiodode 12 horas, com temperaturas de 20 °C e de 12 °C
sendo um tratamento durante trés dias e em outro durante seis
dias. Em seguida, as temperaturas foram alteradas para
temperatura de 15 °C e de9 °C. A temperatura foi reduzida para
10 °C e para 5 °C. Determinou-se a concentracdo de acucares
solluveis e a germinacdo apos a rustificacdo. O experimento foi
realizado conforme o delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticbes para cada tratamento de
rustificacdo/espécie/clone. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise da variancia e teste de comparacdo de médias (Tukey a
p<0,05). Os resultados obtidos indicaram que a concentracao de
acucares em -8 ° C nédo influencia a tolerancia ao frio.

Palavras-chave: Eucalipto, carboidrato, selecao precoce.
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3.2 ABSTRACT

Aimed to evaluate the concentration of total soluble sugars
in seeds of different species of Eucalyptus and its relation to cold
resistance. Pure seeds from three clones of the species were
used: Eucalyptus dunii Maiden (tolerant) ,E. benthamii Maiden et
Cambage (tolerant) , E. grandis Hill ex Maiden ( intolerant ) and
E. saligna Smith (middle) . Initially, seeds were treated, and were
given physical (moisture) and physiological characteristics of
seeds (germination, first count, index of germination speed, cold
and accelerated aging). Then the seeds were subjected to
hardening into three periods at temperatures of 5¢Cand 1°C
under controlled photoperiod and thermoperiod 12 hours. At the
end of each level of hardening , the seeds were subjected to four
temperature gradients below freezing (-2 ,-4,-6and -8 ° C) , an
exposure period of three hours each gradient being used . Before
the seeds are subjected to hardening , they were kept at a
photoperiod and thermoperiod controlled to 12 hours at
temperatures of 20 ° C and 12 ° C is a treatment for three days (
treatment 1 ) and another six days at these temperatures
(treatment 2 ) . Then the temperature was changed to 15 ° C and
9 °C, maintaining the controlled thermoperiod photoperiod and 12
hours. Subsequently, the temperature was reduced to 10 ° C and
5 ° C. determined the concentration of soluble sugars and
germination after hardening. The experiment was conducted as a
completely randomized design with four replications for each
treatment rustification / species / clone. Data were subjected to
analysis of variance and mean comparison test (Tukey p < 0.05).
The results indicated that the concentration of sugars should not
be influencing separately for cold tolerance.

Keywords: Eucalyptus, carbohydrate, early selection.
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3.3 INTRODUCAO

Em 2011, a area ocupada por plantios florestais de
Eucalyptus e Pinus no Brasil totalizou 6.515.844 ha, sendo
74,8% correspondente a area de plantios de Eucalyptus e 25,2%
aos plantios de Pinus (ABRAF, 2012). Trata-se de uma atividade
importante para a economia do Pais, que gerou um valor bruto
de producéo de R$ 56,3 bilhGes em 2012, o que corresponde a
57% do PIB industrial brasileiro. Além do conhecido valor
econdmico, as plantacdes florestais, como as de eucalipto e
Pinus, por exemplo, também provém significativo valor social em
regides distantes dos grandes centros urbanos, sobretudo na
geracado de postos de trabalho (BRACELPA, 2013).

A exploracao do eucalipto no Brasil ocorre devido a sua
gualidade mecéanica e bom desenvolvimento. Os povoamentos
clonais apresentam homogeneidade de plantio, uniformidade da
matéria-prima e qualidade da madeira, elevada produgcdo de
sementes, além de adequacdo aos mais diferentes usos e ampla
aceitacdo no mercado (ALFENAS et al., 2004).

Algumas espécies, como o E. dunnii Maiden e o E.
benthamii Maiden et Cambage, tém se destacado pelo rapido
crescimento, uniformidade dos talhdes, forma das &rvores e
tolerancia a geada ndo muito severa (EMBRAPA, 1988). Apesar
de essas espécies serem consideradas tolerantes ao frio, pode
haver variacdo entre genétipos da mesma espécie, o que torna
fundamental a selecdo de gendtipos antes do plantio (VIANA,
2003).

Nesse sentido, experimentos em ambiente controlados
visando a selecdo precoce em programas de melhoramento de
espécies perenes tornariam esses programas mais eficientes em
termos de tempo e custos necessarios para conducdo e
manutencao dos testes genéticos (MASSARO et al., 2010).

Segundo Annicchiarico et al. (2001), a avaliagdo da
sensibilidade ao frio das plantas por meio da sua exposi¢cédo a
temperaturas inferiores a 2 °C, em ambiente controlado, pode ser
um procedimento bastante eficiente na predicdo de sua
resisténcia.

Na literatura podem ser encontrados trabalhos com
objetivo de relacionar a sintese de solutos, como agucares, com
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a tolerancia de plantas a fatores adversos. Travert et al. (1997),
trabalhando com o hibrido Eucalyptus gunni X Eucalyptus
globulus, apontam que a estreita relacao entre o teor de agUcar e
a tolerancia ao congelamento das células é demonstrada pelas
seguintes observacgfes: células de gendtipo resistente contem
mais hidratos de carbono, sem aclimatagéo ao frio; a incubacao
de células com determinados agUcares resultou num aumento na
tolerancia ao congelamento, e, este fato s6 ocorreu quando a
acumulo de acgucar dentro das células foi observado.

Almeida et al. (1994) avaliaram a resisténcia ao frio e a
capacidade de aclimatacdo de diferentes genoétipos de
Eucalyptus em mudas. Os resultados indicaram aumento na
concentracdo de acucares sollveis e a aclimatacdo aumentou a
capacidade do eucalipto “suportar” a formagdo de gelo
extracelular. Moraga et al. (2006), trabalhando com espécies do
género Eucalyptus no Chile, concluiram que a concentracdo de
acuUcares sollveis total € um bom indicador da resisténcia a
baixas temperaturas. O nivel elevado de acgUcares sollveis na
célula auxilia na capacidade de resistir a temperaturas mais
baixas, suportando a teoria de que acucares sollveis funcionam
como agentes crioprotectores em tecidos vegetais,
especialmente ao nivel da membrana. Tinus et al. (2000)
observaram uma relacdo préxima entre resisténcia ao frio e a
concentragdo absoluta de aglcares soluveis em folhas e raizes
de trés espécies de coniferas de diferentes condi¢gbes climéticas.
Em trabalho realizado por Floriani et al. (2011), foi observado
aumento na tolerancia ao frio com o aumento dos teores de
acucares soluveis no periodo de aclimatacdo de até 28 dias, em
mudas de E. dunnii.

Apesar disso, faltam estudos referentes a relacdo da
tolerancia ao frio com a concentragcdo de aclUcares em sementes
de espécies de eucaliptos. A identificacdo de caracteristicas
bioquimicas, que representam a tolerancia ao frio, como as
concentracfbes de agUcares, pode servir como ferramentas para
a selecdo precoce de espécies com potencial de cultivo em
regides frias.

Assim, o objetivo desse trabalho foi relacionar os teores
de acUcares soliveis em sementes de diferentes espécies e
gendtipos de Eucalyptus, com a tolerancia ao frio
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3.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de trés clones das espécies
Eucalyptus dunii (tolerante ao frio), E. benthamii (tolerante), E.
grandis Hill ex Maiden (intolerante)e E. saligna Smith
(intermediaria), procedentes de pomar clonal localizado em
Telémaco Borba, PR. Apos a colheita, as sementes foram
beneficiadas com o auxilio de peneira e lupa, sendo utilizadas
somente sementes puras nos experimentos.

Para caracterizagcdo inicial, as sementes foram
submetidas a testes fisicos e fisioldgicos, como grau de umidade,
germinacdo, indice de velocidade de germinacéo,
envelhecimento acelerado e frio.

A determinacdo do grau de umidade das sementes foi
realizada em estufa com circulagdo de ar a 105+3 °C por
24 horas, usando-se trés subamostras de 5 g de sementes por
repeticdo, conforme metodologia descrita nas Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para o teste de germinagdo foram utilizadas quatro
subamostras de 0,10 g de sementes puras, semeadas em caixas
tipo gerbox, com uma folha de papel de filtro previamente
umedecida com 6 ml de agua destilada. Foi utilizada temperatura
de 25 °C, com a primeira contagem aos cinco dias e a contagem
final aos 14 dias ap6s a montagem do teste (BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi
determinado pela contagem do nimero de plantulas emergidas a
cada dia, a partir da semeadura até o décimo quarto dias, sendo
calculado de acordo com Maguire (1962).

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado a 42°C
por 24 horas a 100% de umidade relativa. Esse teste foi
conduzido pelo método do gerbox, segundo metodologia
proposta por Marcos Filho (1999).

Para o teste de frio foram utilizadas quatro repeticdes
0,10g de sementes, que foram colocadas em um solo do tipo
Cambissolo. A temperatura utilizada foi de 10 °C e o periodo de
exposicdo ao frio de 7 dias. ApOs esse periodo as sementes
foram colocadas para germinar, segundo descri¢éo citada acima
(teste de germinacao).
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ApGs as analises inicias, as sementes foram submetidas
a rustificagéo em trés periodos (0,7 e 21) a temperaturas de 5 °C
e de 1 °C, sob fotoperiodo e termoperiodo controlado de 12
horas. Ao final de cada nivel de rustificacdo, as sementes foram
submetidas a quatro gradientes de temperatura abaixo de zero (-
2, -4, -6 e -8 °C), sendo utilizado um periodo de exposicdo de
trés horas cada gradiente.

Antes das sementes serem submetidas a rustificagdo,
elas foram mantidas em fotoperiodo e termoperiodo controlado
de 12 horas, com temperaturas de 20 °C e 12 °C sendo um
tratamento durante trés dias (tratamento 1) e em outro durante
seis dias nessas temperaturas (tratamento 2).

Em seguida, as temperaturas foram alteradas para
temperatura de 15 °C e de 9 °C, mantendo-se o fotoperiodo e
termoperiodo controlado de 12 horas. Posteriormente, a
temperatura foi reduzida para 10 °C e 5 °C. Apos esse periodo
estabelece-se 0 Ponto Zero, onde as sementes passaram pelo
processo de rustificagdo, conforme descrito acima (ver quadro 1)
(FLORIANI et al., 2011).

ApOGs a rustificacdo as sementes foram descongeladas
em temperatura ambiente e, foi realizada a analise bioquimica e
fisiologica das sementes. A extracdo e a analise dos teores de
acUcares sollveis totais foram realizadas conforme metodologia
descrita por Moraga et al. (2006), utilizando-se o método
fenolsulfurico.

ApoOs a centrifugacéo, 1 mL da fase liquida foi transferida
para outro tubo de ensaio, adicionando-se a este 1 mL de
cloroférmio e 1 mL de &gua deionizada, deixando a mistura em
repouso durante 45 a 60 minutos, obtendo-se a separacdo de
fases, compostas por pigmentos no fundo do tubo e acglcares
dissolvidos em meio aquoso na parte superior.

Em outro tubo de ensaio pipetou-se 200 pyL da fase
aquosa obtida e adicionado 1,8 mL de agua deionizada (solugcéo
1). Desta primeira solugdo, retirou-se 500 pL que foram
transferidos para outro tubo de ensaio, onde adicionou-se 500 pL
de fenol (5%) e 2,5 mL de acido sulfdrico concentrado. Apds isso,
agitou-se em vortex e, em seguida, realizou-se a medicdo da
absorbancia da solucdo em espectrofotdbmetro, utilizando-se um
comprimento de onda de 490 nm.
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Quadro 1 Tratamentos utilizados para o processo de rustificacdo
de sementes de Eucalyptus spp.

PASSO 2

TRAT. PASSO 1 RUSTIFICACAQ | PASSO3
T ] Sementes }
recém colhidas
TRATAMENTO 1 raggﬁg@ de
20 °C (12h) e 12°C(12H) gtemperatura
trés dias '
Sem abaixo de
0 |15°C(12Me9°C(12H) | | hicacso zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
Dez dias horas cada-
TRATAMENTO 1 gra(?,;ﬁ:g; de
20°C (1t2t1) % 12°C(12H) | 5oc (12h) e | temperatura
rés dias '
1°C(12H abaixo de
7 | 15°C(12h) e 9 °C (12H) sete( diag zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
dez dias. horas cada
TRATAMENTO 1 graggﬁ; de
20 °C (1t2[1) % 12°C(A2H) | 5oc (12h) e |temperatura
rés dias 0 i
sete dias (-2,-4,-6e-
10°C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
dez dias horas cada
TRATAMENTO 2 Quatro
20 °C (12h) %;‘-zoc(le) gradientes de
seis dias
Sem temperatura
0 | 15°C(12h) e 9 °C (12H) rustificacdo | (-2 E)4 -6e-
sete dias 8f;C) | or3
10 °C (12h) e 5 °C (12H) horaspcada
dez dias

Continua
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TRATAMENTO 2

Quatro
20 °C (12h) e .
129C(12H) 59C (12h) e gtrean(::c?grt;ti rdae
7 seis dias 1°C(12H) abaixo de zero
15°C(12h) e 9°C (12H)  sete dias (-2, -4, 6 e -
sete dias 85C) ’ or 3
10 °C (12h) e 5°C oo oada

(12H) - dez dias

TRATAMENTO 2 Quatro
20°C (12h) e gradientes de

(o]
12°C(12H) seis dias 515):C((1122hk)|)e temperatura
21  |15°C(12h) e 9 °C (12H) 21 dias abaixo de zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10°C (12h) e 5°C 8°C) por 3
(12H) dez dias. horas cada

Trat.= Tratamento; T = Testemunha
Fonte: produc&o do préprio autor.

Para obtencao dos valores de concentracao de agucares
soluveis totais utilizou-se a curva de calibracdo y= 0,0096x +
0,0536 (onde: y = absorbancia; x= concentracdo de agucares;
R2=0,991).

Para avaliar a qualidade fisioldgica apos a rustificacdo, foi
realizado o teste de germinacado. Para esse teste foram utilizadas
0,10 g de sementes rustificadas de todas as espécies/clones
submetidas a temperatura de 25 °C durante 14 dias.

Foi obtida, ainda, a curva de embebicdo das sementes
em temperatura de aclimatacdo. Para isso, as sementes nao
rustificadas foram pesadas em 0,2 g e colocadas sobre papel a
temperatura de 20 °C e de 12 °C com fotoperiodo e termoperiodo
controlado de 12 horas. A cada 12 horas as sementes foram
retiradas da camara B.O.D, pesadas e colocadas novamente
para embeber. As avaliagcdes foram feitas em 0, 12, 24, 36, 48,
72, 96, 120 e 144 horas.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a andlise da
variancia, e teste de comparacdo de médias de Tukey (p<0,05)
para niveis de rustificacdo e espécies de eucaliptos.
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que a qualidade das
espécies/clones dependeu do teste utilizado. No entanto, de
forma geral, sementes de E. dunni apresentaram o0s piores
resultados e de E. grandis e E. benthammii, os melhores (ver

tabela 1).

Tabela 1 Caracterizacdo fisica e fisiologica de clones de
diferentes espécies de eucaliptos

Espécies G(%) IVG PC((%) U%) TF%) EA (%)
E.benthamii

Clone 1 770b 28,3a 13,0b 6,85c 33,0a 45,0a
Clone 2 770b 21,2b 100c 8,38b 21,0c 32,0c
Clone 3 59,0 c 191c 70c 6,96c 32,0a 40,0a
E. dunnii

Clone 1 59,0c 19,0c 8,0c 8,68a 26,0b 24,0d
Clone 2 60,0c 13,2d 50d 7,24c 250b 24,0d
Clone 3 570c 151d 50d 8,75a 19,0c 22,0d

E. grandis

Clone 1 61,0b 239b 140a 8,79a 20,0c 43,0a
Clone 2 440d 14,4d 5,0d 8,32b 17,0d 24,0d
Clone 3 89,0a 29,1a 16,0a 791b 21,0c 33,0c
E. saligna

Clone 1 84,0a 20,5b 8,0c 837b 230b 360D
Clone 2 710b 206b 582c 839b 21,0c 19,0d
Clone 3 86,0a 23,0b 10,0b 9,19a 26,0b 46,0a
CV % 6,7 7,1 91 8,52 9,9 10,3

G = teste de germinacdo, IVG = Indice de velocidade de germinacéo, PC =
primeira contagem, U = umidade, TF = teste de frio, EA = envelhecimento
acelerado. Letras desiguais na coluna diferem estatisticamente pelo Teste
Tukey a 5% de significancia (P<0.05). Fonte: produgé&o do préprio autor.
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Os testes de germinacéo, IVG e primeira contagem em E.
dunnii apresentaram os mais baixos valores quando comparados
as demais espécies, com resultados semelhantes entre os
clones.

Esses resultados podem ser devido aos fatores
ambientais durante a maturacdo das sementes ou a qualidade
genética dessas sementes (FRANCA NETO et al., 1993).
Lazarotto et al. (2013) ressaltam que o vigor, ou a viabilidade,
das sementes pode ser influenciado pelas condicées ambientais
do local de coleta..

Segundo Tonin et al. (2000), os cultivares/lotes que
apresentam sementes de maior qualidade fisioldgica,
geralmente, sdo também as mais tolerantes as condicfes de
estresse no campo.

Em relacdo aos resultados do teste de germinacdo apoés
a rustificacdo, foi verificado declinio ao longo do processo, para
ambos os periodos (3 e 6 dias) e para todos os clones/espécies
(ver figuras 1 e 2). Avila et al. (2007) destacam que o estresse
pode reduzir tanto a germinagcdo quanto a velocidade de
germinacdo, com uma grande variacdo de respostas entre as
espécies, desde aquelas muito sensiveis até as mais resistentes.

Para o tratamento 1 de rustificagdo, em E. grandis foram
verificadas diferengas entre os clones testados. Os clones 1 e 3
apresentaram menor queda na germinagdo quando comparado
ao clone 2.0 clones 1 e 2 de E. benthammii, por exemplo,
apresentaram comportamento distinto ao clone 3. Inicialmente
(testemunha) estavam com 77% de sementes germinadas, caiu
para 33% de sementes germinadas (ver figura 1). O clone 3 teve
a menor queda em germinacdo. Nota-se ainda que os clones de
E. grandis tiveram a maior diferenga, entre si,nos resultados de
germinagao.

J& para E. dunnii foi observado que além de néo ter
diferenca entre os clones, a reducéo na germinacdo foi menos
acentuada em relagdo a testemunha (sem rustificacdo) (ver
figura 1).

A maior queda nos resultados de germinacéo, para todas
as espécies/clones, ocorreu em relacdo a testemunha e os 7 dias
de rustificacdo. Isso ocorre, provavelmente, devido as sementes
estarem no inicio da germinacdo visivel (ver figura 3). Esses
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resultados estdo de acordo com os obtidos em Brassicanapus L.
(canola), em que a aclimatacao torna a espécie mais tolerante a
geada e possibilita a minimiza¢do dos danos causados pelo frio
(DALMAGO, 2010).

Figura 1 Germinacdo em espécies/progénies de eucalipto apds o
processo de rustificacdo (tratamentol).
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Para imitar as condigbes ambientais do campo, durante o

rustificacdo, as sementes foram umedecidas
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regularmente, o que pode ter prejudicado a germinacdo das
sementes.

Santos (2000) cita que a partir da agua livre presente no
interior das células pode ocorrer a formacéo de cristais de gelo,
gerando danos e perda da capacidade germinativa.

Em relagdo ao tratamento 2, foi verificada queda
acentuada na germinacao das sementes, sendo observado 100%
de sementes mortas aos 21 dias de rustificacdo, para todas as
espécies/clones (ver figura 2).

Esses resultados sé&o verificados em sementes de outras
espécies apls estresse. Perez et al. (2005) observaram
diminuicdo da viabilidade e do vigor das sementes com o
aumento da intensidade dos estresses salino e térmico,
ressaltando que o estresse térmico pode levar a perda de
habilidade de germinar em temperaturas 6timas.

A perda do poder germinativo das sementes, no
tratamento 2, pode ser devido ao fato dessas sementes estarem
na fase 3 da germinacdo/embebicdo quando foram expostas a
baixas temperaturas, como observado na curva de embebicdo
das sementes (ver figura 3).

A curva de embebi¢cdo em agua (ver figura 3) demonstrou
0 padrao trifasico proposto por Bewley e Black (1994). Observou-
se gque a fase I, ocorreu nos primeiros 3 dias de embebi¢do. O
periodo de duracdo da fase Il (LAG) foi de aproximadamente 1
dia. J4 o inicio da fase lll (germinacéo visivel) ocorreu em 100
horas de embebicdo, ou seja, entre 4 e 5 dias, sendo que no
sexto dia de embebicdo/germinacdo, as sementes foram
expostas a baixas temperaturas.

Conforme Beckert et al. (2000), durante a fase Ill as
sementes sdo mais sensiveis a fatores de estresse. O estresse
térmico pode prejudicar a embebicdo das sementes, gerando
danos ao sistema de membranas (POSMYK e JANAS, 2007), os
quais prejudicam a germinacdo das sementes. O estresse em
niveis moderados pode permitir aclimatacdo, adaptacdo e
tolerancia, mas em niveis mais severos pode levar até a morte
celular (KRANNER et al., 2010), principalmente se 0 estresse
ocorre durante a fase Ill de embebicéo.
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Figura 2 Germinacdo em espécies/progénies de eucalipto apds o

processo de rustificagdo (tratamento 2).
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Fonte: produgdo do proprio autor.

Apesar de ter sido observada reducéo na germinacao das
sementes apdés o periodo de baixas temperaturas, os dados
obtidos na andlise da concentracdo de agUcares sollveis totais
demonstraram aumento ao longo do periodo de rustificagédo,
independente da espécie, do clone e do periodo de rustificacao
(3 e 6 dias). Foi verificado maior acumulo de aguUcares em
Eucalyptus benthammii e E. dunnii (ver figura 6), sendo que para
E. dunnii maiores valores foram observados no clone 1 (ver
figuras 4 e 5).
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Figura 3 Curva de embebicdo de sementes do género
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Fonte: producéo do préprio autor.

Segundo Snyder et al. (2005), algumas plantas
desenvolvem mecanismos para resistirem e/ou tolerarem o
congelamento.

Por isto, existe muita variabilidade entre
espécies/variedades vegetais no que se refere a resisténcia as
geadas. A mesma planta/tecido tem resisténcia diferenciada de
acordo com o0 seu estado de desenvolvimento e grau de
aclimatagéo.

O acumulo de acUcares observados nas espécies/clones
(ver figuras 4 e 5) também foi encontrado em mudas de
Eucalyptus spp por Floriani et al. (2011), s6 que nesse caso
houve relagdo entre a toler&ncia ao frio e a concentragdo de
carboidratos sollveis totais, o0 que pode possibiltar a
identificac@o de gendtipos resistentes ao frio.
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Borges et al. (2006) afirmam que a tolerancia ao
congelamento em Caesalpinia echinata (pau-brasil) também
pode estar relacionada as altas concentracdes de acglcares.

Figura 4. Concentracdo de acUcares sollveis em
espécies/progénies de eucalipto ap6és a rustificacdo (T1).
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Fonte: producao do préprio autor.

Segundo Sun (1997), os acgUcares podem promover a
formacéo de um estado de gel ou vitreo em tecidos secos, o qual
se caracteriza por ser um estado amorfo continuo que tem
viscosidade muito elevada. A presenca do estado vitreo retarda
as reacdes que podem conduzir a degradacdo de componentes
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celulares da semente, impedindo a fusdo de membranas e o
rompimento dos compartimentos celulares (Hoekstra et al.,

2002).

Figura 5 Concentragdo

de

acUcares soluveis em

espécies/progénies de eucalipto apds a rustificacéo (T2).
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Foi observado que a espécie Eucalyptus benthammii teve
a maior producdo de acUcares em relacdo as demais espécies
(ver figura 6). Essa espécie obteve destaque na resisténcia a
neve que ocorreu no inverno de 2013. Ressalta-se, porém, que
Eucalyptus dunnii mesmo apresentando uma baixa qualidade
fisiolégica inicial de suas sementes, ndo teve uma queda de
germinacdo tdo acentuada. Mostrou-se uma espécie promissora
a tolerancia ao frio mesmo quando possui baixa qualidade.

Villela e Peres (2004) citam que a qualidade de sementes
é bastante influenciada pelo seu teor de agua e pela temperatura
do ambiente.

Assim, mesmo com os elevados teores de agUcares
observados nas sementes das diferentes espécies/clones (ver
figuras 4 e 5), a qualidade foi reduzida durante a rustificacao,
provavelmente pela juncao dos fatores baixa temperatura e alto
teor de agua.

E importante observar que a concentracdo de aglicares
inicial é variavel entre espécies (ver figura 6). Apesar de E.
benthamii e E. dunnii produzirem mais aglcares ao longo da
rustificacdo, sdo também as espécies quem possuem mais
carboidrato em sua constituicdo natural.

Segundo Larcher (2000), a tolerancia ao frio pode ser
uma caracteristica genética. E essa caracteristica de tolerancia
ao frio pode ser favorecida em espécies que ja possuem maior
concentracao de carboidrato.

Nilsen e Orcutt (1996) afirmam que o mecanismo de
tolerancia ao frio inclui processos que permitem a exposi¢do ao
frio sem consequéncias letais para a planta.

Porém, esse estudo demonstrou que as espécies com
maior carboidrato inicial, sintetizaram mais ao longo da
rustificacdo, mas isso ndo foi o suficiente para manter a
sobrevivéncia das espécies testadas.

De acordo com os resultados obtidos a rustificagdo nao é
recomendada. As sementes que passaram somente por
aclimatacao (ver figura 6) tiveram um indice maior ou igual de
germinacao que as espécies rustificadas.
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Figura 6 Concentracdo média de agUcares e germinacao média
em espécies do género Eucalyptus, (tratamento 1 e 2).
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Observa-se que as sementes morrem quando foram
expostas a temperaturas negativas (ver quadro 1), pois com a
elevada umidade ocorreu a formacdo de cristais de gelo que
danificaram a membrana e levaram a morte das sementes. A
sintese de aclcares durante a rustificacdo nao foi suficiente para
manter a viabilidade das sementes nas espécies estudadas
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3.6 CONCLUSAO

A concentragdo de aglcares em -8 ° C ndo influencia a tolerancia
ao frio.
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4 COMPARAQAO DE METODOS DE DESCONGELAMENTO
EM ESPECIES DO GENERO EUCALYPTUS

41 RESUMO

Objetivou-se comparar dois métodos de descongelamento de
sementes de diferentes espécies de Eucalyptus apés a
criopreservacdo. Foram utilizadas sementes puras de trés clones
das espécies: Eucalyptus dunii Maiden, E. benthamii Maiden et
Cambage, E. grandis Hill ex Maiden e E. saligna Smith.
Inicialmente, as sementes foram beneficiadas e foram
determinadas caracteristicas fisicas e fisiolégicas. Em seguida,
as sementes foram submetidas foram congeladas em nitrogénio
liquido (-196 °C) e armazenadas em ultra freezer a temperatura
de — 80°C. Para o método por banho maria, as sementes foram
descongeladas a uma temperatura de 40 °C controlada por um
banho termostatizado. J& 0 método por temperatura ambiente
consistiu no descongelamento a temperatura de 25+3 °C durante
tempo 60 minutos. O experimento foi realizado conforme o
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes.
Os dados obtidos foram submetidos & analise da variancia e
teste de comparacéo de médias (Tukey a p<0,05). Os resultados
obtidos indicaram que o método de descongelamento a
temperatura ambiente € o mais indicado para as espécies
estudadas.

Palavras-chave: Eucalyptus, descongelamento, qualidade
fisiol6gica.
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4.2 ABSTRACT

This study aimed to compare two methods of thawing of seeds of
different species of Eucalyptus after cryopreservation . Pure
seeds from three clones of the species were used: Eucalyptus
dunii Maiden, E. benthamii Maiden et Cambage , E. grandis Hill
ex Maiden and E. saligna . Initially, seeds were processed and
were given physical and physiological characteristics. Then the
seeds were submitted were frozen in liquid nitrogen (-196 ° C)
and stored in ultra-freezer at a temperature of - 80 ° C. For a
water bath method, the seeds were thawed at a temperature of
40 ° C controlled by a thermostatic bath. Have the method for
room temperature consisted of thawing temperature of 25 +3° C
for 60 minutes time. The experiment was conducted as a
completely randomized design with four replications. Data were
subjected to analysis of variance and mean comparison test
(Tukey p < 0.05). The results indicated that the method of
defrosting at room temperature is the most suitable for the
species studied.

Keywords: Eucalyptus, defrost, physiological quality.
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4.3 INTRODUCAO

O eucalipto é uma espécie florestal nativa da Australia e
ilhas circunvizinhas, que em funcdo de caracteristicas como
crescimento rapido, adaptacdo e produtividade, tem sido
explorado em diversos paises como o Brasil (ALMEIDA, 2004).

Para ampliar o conhecimento de uma espécie € preciso
estudar os métodos de armazenamento do seu material genético
(FONSECA et al., 2012), o que permite saber qual é a melhor
forma de se estocar sementes por um longo periodo de tempo
sem perder sua qualidade fisioldgica. (TRESENA et al., 2009).

A criopreservacao é a conservacado de material bioldgico a
temperaturas baixas, interrompendo o metabolismo celular e
sendo considerada uma técnica promissora de preservacdo em
longo prazo do germoplasma de espécies vegetais (CARVALHO
e VIDAL, 2003). Contudo, durante a exposi¢cdo ao nitrogénio
liquido sementes de algumas espécies podem ter consideravel
reducao da sua viabilidade (BARBOUR e PARRESOL, 2003).

A utilizagdo do nitrogénio liquido como um meio de
armazenamento pressupde que as sementes sobrevivam a
exposicdo sem sofrer danos maiores a sua viabilidade, e para
isso, o teor de agua da semente €, provavelmente, o mais critico
fator para o sucesso da crioconservacdo, pois se o conteddo de
agua da semente for muito alto, observa-se a sua morte
instantdnea durante o processo de congelamento e/ou
descongelamento (OSPINA et al., 2000).

Guy (2003) afirma que durante o congelamento ocorre
formacédo de gelo extracelular, enquanto o meio intracelular
permanece descongelado, devido a presenca de barreiras
celulares prevenindo a formagdo de cristais de gelo no
citoplasma.

Quando a reducdo da temperatura € lenta ocorre perda
de agua do interior da célula para a solugdo extracelular, sendo
entdo convertida em gelo na superficie das células ou entre o
protoplasto e a parede celular. Com isso, a célula desidrata-se,
reduzindo a um minimo ou removendo completamente a agua
livre, evitando assim a formacdo de gelo em seu interior. Se a
temperatura for mantida constante ocorre equilibrio e ndo havera
desidratacéo adicional (SANTOS, 2001).
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Ainda ndo existe uma rotina de laboratério que possa
garantir a conservacao do germoplasma vegetal. Para o sucesso
da crioconservacdo é preciso observar o grau de umidade da
semente, a velocidade de congelamento e descongelamento e
danos fisicos & semente (ALMEIDA, 2000).

Assim, o objetivo desse trabalho foi comparar métodos de
descongelamento em sementes de diferentes espécies e
genotipos de Eucalyptus.
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4.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de trés clones das espécies
Eucalyptus dunii (tolerante), E. benthamii (tolerante), E. grandis
Hill ex Maiden (intolerante)e E. saligna Smith (intermediéaria),
procedentes de pomar clonal. Apds a colheita, as sementes
foram beneficiadas com o auxilio de peneira e lupa, sendo
utilizadas somente sementes puras nos experimentos.

Para caracterizagao inicial, as sementes foram submetidas
a testes fisicos e fisiologicos, como grau de umidade,
germinacdo, indice de velocidade de germinacéo,
envelhecimento acelerado e frio.

A determinagcdo do grau de umidade das sementes foi
realizada em estufa com circulagdo de ar a 105+3 °C por
24 horas, usando-se trés subamostras de 5 g de sementes por
repeticdo, conforme metodologia descrita nas Regras para
Andlise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para o teste de germinagdo foram utilizadas quatro
subamostras de 0,10 g de sementes puras, semeadas em caixas
tipo gerbox, com uma folha de papel de filtro previamente
umedecida com 6 ml de agua destilada. Foi utilizada temperatura
de 25 °C, com a primeira contagem aos cinco dias e a contagem
final aos 14 dias ap6s a montagem do teste (BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi
determinado pela contagem do nimero de plantulas emergidas a
cada dia, a partir da semeadura até o décimo quarto dias, sendo
calculado de acordo com Maguire (1962).

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado a 42 °C
por 24 horas a 100% de umidade relativa. Esse teste foi
conduzido pelo método do gerbox, segundo metodologia
proposta por Marcos Filho (2005). Foram utilizadas caixas
transparentes de plastico (gerbox), com tampa, adaptadas como
mini-camaras, dentro das quais foram adicionados 40 mL de
agua destilada. Foram usadas quatro subamostras de 0,10 g
para cada clone/espécie.

Para o teste de frio foram utilizadas quatro repeticdes
0,10g de sementes, que foram colocadas em um solo do tipo
Cambissolo. A temperatura utilizada foi de 10 °C e o periodo de
exposicado ao frio de 7 dias. Ap6s esse periodo as sementes
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foram colocadas para germinar, segundo descri¢géo citada acima
(teste de germinacéo).

Apo6s as andlises inicias, as sementes foram submetidas a
rustificacdo a temperaturas de 5 °C e de 1 °C, sob fotoperiodo e
termoperiodo controlado de 12 horas. Ao final da rustifica¢éo, as
sementes foram submetidas a quatro gradientes de temperatura
abaixo de zero (-2, -4, -6 e -8 °C), sendo utilizado um periodo de
exposicao de trés horas cada gradiente.

Antes das sementes serem submetidas a rustificagcao, elas
foram mantidas em fotoperiodo e termoperiodo controlado de 12
horas, com temperaturasde 20 °C e de 12 °C sendo um
tratamento durante trés dias.

Em seguida, as temperaturas foram alteradas para
temperatura de 15 °C e de 9 °C, mantendo-se o fotoperiodo e
termoperiodo controlado de 12 horas. Posteriormente, a
temperatura foi reduzida para 10 °C e para 5 °C . Apds esse
periodo estabelece-se o Ponto Zero, onde as sementes
passaram pelo processo de rustificagdo, conforme descrito acima
(FLORIANI et al., 2011).

AplGs a rustificacdo as sementes foram congeladas em
nitrogénio liquido (-196 °C) e armazenadas em ultra freezer a
temperatura de -80°C, por 60 dias.

O método para descongelamento por banho maria
consistiu no uso de temperatura de 40 °C controlada por um
banho termostatizado durante 3 minutos. JA o método por
temperatura ambiente consistiu no descongelamento a
temperatura de 25+3 °C durante 60 minutos.

Ap6s o descongelamento, foram feitas analises da
gualidade fisioldgica por meio do teste de germinacdo, seguindo
as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 1992).

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a analise da
variancia e teste de comparacdo de médias de Tukey (p<0,05)
para os métodos de descongelamento e espécies/clones de
eucaliptos.
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que a qualidade das
espécies/clones dependeu do teste utilizado. No entanto, de
forma geral, sementes de E. dunni apresentaram o0s piores
resultados (ver tabela 2).

Os testes de germinacdo, IVG e primeira contagem em
E. dunnii apresentaram o0s mais baixos valores quando
comparados as demais espécies, com resultados semelhantes
entre os clones.

Esses resultados podem ser devido aos fatores
ambientais durante a maturacdo das sementes ou a qualidade
genética dessas sementes (FRANCA NETO et al.,, 1993).
Lazarotto et al. (2013) ressaltam que o vigor, ou a viabilidade,
das sementes pode ser influenciado pelas condigcbes ambientais
do local de coleta.

Segundo Tonin et al. (2000), os cultivares/lotes que
apresentam sementes de maior qualidade fisiologica,
geralmente, sdo também as mais tolerantes as condicdes de
estresse no campo.

J& Fonseca (2012) nado encontrou diferencas entre os
métodos de descongelamento banho maria e ambiente para
sementes de Pinus elliotti, observando também perda da
gualidade fisiolégica das sementes.

Diniz (1999) ndo encontrou em seu trabalho diferencas
no descongelamento utilizando micro-ondas, banho maria e
temperatura ambiente.

Em relagdo aos resultados dos métodos de
descongelamento, foi observado que, de forma geral, sementes
submetidas ao método a temperatura ambiente foram as com
maior germinacgdo (ver tabela 2).

. Cavalcanti Mata (2001) indica que a qualidade das
sementes, juntamente com sua capacidade de armazenamento
em  temperaturas  criogénicas, permite  viabilizar a
criocpreservacéo, porém é preciso determinar a umidade limite,
pois em excesso de agua pode ocorrer morte instantdnea
durante o processo de descongelamento (GONZAGA et al.
(2008),
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Tabela 2 Caracterizacao fisica e fisiolégica de sementes de
diferentes clones de espécies de Eucalyptus.

Espécies G(%) IVG PC (%) U(%) TF%) EA (%)
E. benthamii
Clone 1 770b 28,3a 13,0b 6,85c 33,0a 450a
Clone 2 770b 21,2b 10,0c 8,38b 21,0c 32,0c
Clone 3 59,0c 19,1¢ 7,0c 6,96c 32,0a 40,0a
E. dunnii
Clone 1 59,0c 19,0c 8,0c 8,68a 260b 24,0d
Clone 2 60,0c 13,2d 50d 7,24c 250b 24,0d
Clone 3 57,0c 151d 5,0d 8,75a 19,0c 22,0d
E. grandis
Clone 1 61,0b 239b 14,0a 8,79a 20,0c 430a
Clone 2 440d 14,4d 5,0d 8,32b 17,0d 24,0d
Clone 3 89,0a 29,1a 16,0a 791b 21,0c 330c
E. saligna
Clone 1 84,0a 20,5b 8,0c 8,37b 23,0b 36,0b
Clone 2 710b 20,6b 5,82c 8,39b 21,0c 19,0d
Clone 3 86,0a 23,0b 10,0b 9,19a 26,0b 46,0a
CV % 6,7 7,1 9,1 8,52 9,9 10,3
G = teste de germinacdo, IVG = Indice de velocidade de germinac&o, PC =
primeira contagem, U = umidade, TF = teste de frio, EA = envelhecimento
acelerado. Letras desiguais na coluna diferem estatisticamente pelo Teste

Tukey a 5% de significancia (P<0.05).
Fonte: producéo do préprio autor.

Ressalta-se que todas as espécies apés o
descongelamento reduziram a germinacdo (ver tabela 3);
Provavelmente devido a danos causados pelo contetdo de agua
das sementes durante o congelamento e/ou descongelamento, ja
gue durante o processo de rustificacdo as sementes foram
molhadas regularmente.

Por outro lado, segundo Goldfarb (2003) se o conteldo
de &gua nas sementes for muito baixo estas poderdo perder a
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plasticidade, e gerar rompimento das estruturas celulares durante
0 processo.

Tabela 3 Germinacédo (%) de sementes de diferentes clones de
Eucalyptus submetidas ao descongelamento em
temperatura ambiente e em banho maria, além da
testemunha (ndo submetida ao congelamento).

Espécies Testemunha Banho Maria Ambiente CV%

E. benthamii
Clone 1 77,0 a 38,0b 51,0a 15,9
Clone 2 77,0 a 54,0 a 59,0 a 16,5
Clone 3 59,0 a 430b 51,0 a 9,1
E. dunnii
Clone 1 59,0 a 440hb 52,0 a 9,0
Clone 2 60,0 a 450hb 54,0 a 9,2
Clone 3 57,0 a 40,0b 50,0 a 8,7
E.grandis
Clone 1 61,0 a 390b 49,0 a 10,3
Clone 2 44,0 a 24,0 a 29,0a 15,2
Clone 3 89,0 a 53,0b 72,0a 11,7
E. saligha
Clone 1 84,0 a 51,0b 68,0 a 13,1
Clone 2 710 a 40,0b 54,0 a 13,6
Clone 3 86,0 a 52,0b 69,0 a 12,8

Letras desiguais na linha diferem estatisticamente pelo Teste Tukey a 5 %
de significancia (P< 0,05).
Fonte: producao do préprio autor.

Ressalta-se que antes das sementes serem congeladas,
elas passaram por um processo de rustificagdo, em que foram
umedecidas para que fosse simulado as condi¢cdes encontradas
em campo. Nao foi avaliado qual era esse indice apds a
rustificacdo. O teor de dgua nas sementes no momento em que
foram colocadas para rustificar variou de 6% a 9%, (ver tabela 2)
variando conforme espécie/clone analisado.

Towill (2002) considera que o ponto mais critico na
criopreservagdo de sementes ortodoxas é definir o teor de 4gua
ideal antes da imerséo em nitrogénio liquido.
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Assim, apesar dos resultados observados indicarem que
0 descongelamento por meio de temperatura ambiente € o mais
indicado para espécies do género Eucalyptus, é fundamental
estudos que visem definir o teor maximo de 4gua que essas
sementes devem conter para evitar danos durante 0s processos
de congelamento/descongelamento.
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4.6 CONCLUSAO

O método de descongelamento por temperatura
ambiente € 0 mais indicado para as espécies de Eucalyptus
estudadas.
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5 CONCENTRACAO DE ACUCARES SOLUVEIS E
TOLERANCIA AO FRIO EM SEMENTES DE Pinus
taeda L.

5.1 RESUMO

Objetivou-se avaliar a concentracdo de acUcares sollveis totais
em diferentes clones de Pinus taeda L. e sua relacdo com a
tolerancia ao frio em sementes. Foram utilizadas sementes puras
de trés clones.Inicialmente, as sementes foram beneficiadas, e
foram determinadas caracteristicas fisicas (umidade) e
fisioldgicas das sementes (testes de germinacdo, primeira
contagem, indice de velocidade de germinacdo, frio e
envelhecimento acelerado). Em seguida, as sementes foram
submetidas a rustificacdo em trés periodos a temperaturas de5
°C e de 1 °C, sob fotoperiodo e termoperiodo de 12 horas. Ao
final de cada nivel de rustificacdo, as sementes foram
submetidas a quatro gradientes de temperatura (-2, -4, -6 e -
8°C), sendo utilizado um periodo de exposi¢cdo de trés horas
cada. Antes das sementes serem submetidas a rustificacéo, elas
foram mantidas em fotoperiodo e termoperiodode 12 horas, com
temperaturas de 20 °C e de 12 °C sendo um tratamento durante
trés dias (tratamento 1) e em outro durante seis dias nessas
temperaturas (tratamento 2). Em seguida, as temperaturas foram
alteradas para temperatura de 15 °C e de 9 °C, mantendo-se o
fotoperiodo e termoperiodode 12 horas. Posteriormente, a
temperatura foi reduzida para 10 °C e para 5 °C. Determinou-se a
concentracdo de acUcares sollveis e a germinacdo apos a
rustificacdo. O experimento foi realizado conforme o
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes
para cada tratamento de rustificacdo/espécie/clone. Os dados
obtidos foram submetidos & andlise da varidncia e teste de
comparacdo de médias (Tukey a p<0,05). Os resultados obtidos
indicaram que a concentracdo de acUcares ndo deve estar
influenciando isoladamente para a tolerancia ao frio. Os
resultados obtidos indicaram que a concentracdo de acUcares
ndo influencia isoladamente para a tolerAncia ao frio de
sementes de P. taeda.

Palavras-chave: Pinus, carboidrato, selegao precoce.
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5.2 ABSTRACT

Aimed to evaluate the concentration of total soluble sugars in
different clones of Pinus taeda L. and its relationship to seed
resistance to frio. Foram used pure seed three clones. Initially,
seeds were treated, and were given physical (moisture) and
physiological characteristics of seeds (germination, first count,
index of germination speed, cold and accelerated aging). Then
the seeds were subjected to hardening into three periods at
temperatures of 5° C and 1 ° C under controlled photoperiod and
thermoperiod 12 hours. At the end of each level of hardening , the
seeds were subjected to four temperature gradients below
freezing (-2, -4, -6 and -8 ° C) , an exposure period of three
hours each gradient being used. Before the seeds are subjected
to hardening, they were kept at a photoperiod and thermoperiod
controlled to 12 hours at temperatures of 20 ° C and 12 ° Cis a
treatment for three days (treatment 1) and another six days at
these temperatures (treatment 2). Then the temperature was
changed to 15 °© C and 9 ° C, maintaining the controlled
thermoperiod photoperiod and 12 hours. Subsequently, the
temperature was reduced to 10 ° C and 5 ° C. Determined the
concentration of soluble sugars and germination after hardening.
The experiment was conducted as a completely randomized
design with four replications for each treatment rustification /
species / clone. Data were subjected to analysis of variance and
mean comparison test (Tukey p < 0.05). The results indicated that
the concentration of sugars should not be influencing separately
for cold tolerance. The results indicated that the sugar
concentration does not influence alone for the cold tolerance of
seeds of P. taeda.

Keywords: Pinus, carbohydrate, early selection.
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5.3 INTRODUCAO

De acordo com a ABRAF (2012), a area ocupada por
plantios florestais de Pinus e Eucalyptus no Brasil totaliza
6.510.693 ha, sendo 73% correspondente a area de plantios de
Eucalyptus e 27% a plantios de Pinus.

A maior concentracdo de plantios florestais destes dois
géneros ocorre nas regides Sul e Sudeste do pais (ZENID,
2009), com aproximadamente 75,2%, onde também estédo
localizadas as principais unidades industriais dos segmentos de
celulose, papel, painéis de madeira, madeira serrada e siderurgia
a carvao vegetal (ABRAF, 2012).

Em relacdo as florestas de Pinus, as espécies que mais
se destacam sdo o P. elliottii e o P. taeda, devido a facilidade de
tratos silviculturais, rdpido crescimento e reproducdo intensa
(SHIMIZU, 2005).

O Pinus taeda L, também conhecido como Loblolly pine,
€ natural dos Estados Unidos, e sua faixa de dispersédo vai desde
o nivel do mar até 2.500 m de altitude, ocasionalmente até 4.500
m, com ampla variacédo do tipo de solo (KRONKA et al., 2005). A
espécie costuma ser propagada por meio de sementes, ja que
estas sdo produzidas em grande escala (GOLLE, 2010).

Nos estados do Sul do Brasil, o plantio com eucalipto se
resume em apenas 11 % da area plantada, isso € muito pouco
comparado aos 80% de plantios com Pinus (ABRAF, 2012). P.
taeda € uma das espécies do género de maior desenvolvimento
na Regido Sul do Brasil, alcancando incrementos médios anuais
(IMA) superiores a 40 m%ha/ano aos 18 anos e niveis de
produtividade entre os maiores do mundo para a espécie
(FERREIRA, 2005).

Apesar da importéncia da espécie em regides frias do
pais, faltam estudos referentes a selecao de material (clones)
tolerantes ao frio, visto que, segundo Larcher (2000) a tolerancia
ao frio pode variar de acordo com o genétipo de uma mesma
espécie.

A relacdo da tolerancia ao frio com a concentragdo de
acucares, método que pode viabilizar a selecdo precoce de
clones, foi utilizada em trabalhos realizados por Pereira et al.
(1997), Xiang et al. (2002), e Tolfo (2003).Esses autores
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ressaltam que a identificacdo de caracteristicas bioquimicas, que
representam a tolerdncia ao frio, como as concentragbes de
acucares, pode servir como ferramentas para a selegéo precoce
de espécies com potencial de cultivo em regides frias.

Objetivou-se com o trabalho relacionar os teores de
acucares sollveis em sementes de diferentes genoétipos de Pinus
taeda L., com a tolerancia ao frio.
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5.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de trés clones da espécie Pinus
taeda L. procedentes de pomar clonal, localizado em Telémaco
Borba PR. A determinacdo do grau de umidade das sementes foi
realizada em estufa com circulagcdo de ar a 105+3 °C por 24
horas, usando-se duas subamostras de 25 unidades de
sementes por repeticdo, conforme metodologia descrita nas
Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Para o teste de germinacdo, foram utlizadas quatro
subamostras de 25 de sementes puras, semeadas em caixas tipo
gerbox, com uma folha de papel de filtro previamente umedecida
com 6 ml de agua destilada. Foi utilizada temperatura de 22 °C,
com a primeira contagem aos sete dias e a contagem final aos
28 dias apd6s a montagem do teste, segundo as Regras para
Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi
determinado pela contagem do nimero de plantulas emergidas a
cada dia, a partir da semeadura até o 28° dias, sendo calculado
de acordo com Maguire (1962).

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado a 42 °C
por 24 horas a 100% de umidade relativa. Esse teste foi
conduzido pelo método do gerbox, segundo metodologia
proposta por Marcos Filho (2005). Ap6s as andlises inicias, as
sementes foram submetidas a rustificacdo em trés periodos (0,7
e 21) a temperaturas de 5 °C e de 1 °C, sob fotoperiodo e
termoperiodo controlado de 12 horas. Ao final de cada nivel de
rustificacdo, as sementes foram submetidas a quatro gradientes
de temperatura abaixo de zero (-2, -4, -6 e -8 °C), sendo utilizado
um periodo de exposicdo de trés horas cada gradiente.

Antes das sementes serem submetidas a rustificacdo, elas
foram mantidas em fotoperiodo e termoperiodo controlado de 12
horas, com temperaturas de 20 °C e 12 °C sendo um tratamento
durante trés dias (tratamento 1) e em outro durante seis dias
nessas temperaturas (tratamento 2).

Posteriormente, a temperatura foi reduzida para 10 °C e
para 5 °C. Apés esse periodo estabelece-se o Ponto Zero, onde
as sementes passaram pelo processo de rustificagdo, conforme
descrito acima (ver quadro 2) (FLORIANI et al., 2011).
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Quadro 2 Tratamentos utilizados para o processo de rustificagdo
de sementes de Pinus taeda L.

PASSO 2

TRAT. PASSO 1 RUSTIFICACAO PASSO 3
T i Sementes recém i
' colhidas
TRATAMENTO 1 Quatro
20°C (12[1) e 12°C(12H) gradientes de
o tres d'af .~ | temperatura
0 |15°C(12h) e 9°C (12H) |Sem rustificacdo (-2, -4, -6 € -8
o sete d'af °C) por 3 horas
10 °C (12h) e 5 °C (12H) cada-
dez dias
TRATAMENTO 1 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
trés dias 5°C (12h) e temperatura
7 |15°C(12h) e 9 °C (12H) 1°C(12H) abaixo de zero
sete dias sete dias (-2,-4,-6e-8
10 °C (12h) e 5 °C (12H) °C) por 3 horas
dez dias. cada
TRATAMENTO 1 5°C (12h) e ragigﬁgez de
20 °C (12h) e 12°C(12H) o 9
g 1°C(12H) temperatura
21 seis dias 21 dias abaixo de zero
15 °C(12h) e 9 °C (12H) (-2, -4, -6 ¢ -8
sete dias o~y
10 °C (12h) e 5 °C (12H) C) por @ horas
TRATAMENTO 2
20 °C (12h) e 12°C(12H)
seis dias Sem rustificagdo
0 |15°C(12h) e 9 °C (12H) &
sete dias

10 °C (12h) e 5 °C (12H)

Continua
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TRATAMENTO 2 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
= 5°C (12h) e
seis dias o temperatura
7 |15°C(12h) ed9 °C (12H) s%e?e(:tjzigg azbaixo de zero
sete dias -2,-4,-6e -8
10 °C (12h) e 5 °C (12H) °C) por 3 horas
dez dias. cada
TRATAMENTO 2 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
= 5°C (12h) e
seis dias o temperatura
21 |150c(12me9°c (12H) | HIUZD labaixo de zero
sete dias (-2,-4,-6e-8
10 °C (12h) e 5 °C (12H) °C) por 3 horas
dez dias. cada

Trat.= Tratamento; T = Testemunha
Fonte: producao do préprio autor.

As sementes foram descongeladas em temperatura
ambiente por 60 minutos. A extracdo e a analise dos teores de
acucares sollveis totais foram realizadas conforme metodologia
descrita por Moraga et al. (2006), utilizando-se o método
fenolsulfdrico.

As sementes foram maceradas com aproximadamente 25
mL de nitrogénio liquido em almofariz e pistilo de porcelana.
ApG6s maceradas, foram retiradas 0,3 g de massa seca e
colocadas em tubo de ensaio, logo apds adicionou-se 3 mL de
etanol a 80%, agitando e colocou-se a mistura por 30 minutos em
banho-maria a uma temperatura de 60 °C. Posteriormente, a
amostra foi agitada manualmente por 30 segundos e
centrifugada numa temperatura de 4 °C a 4000 rpm, por 30
minutos.

Apo6s a centrifugacéo, 1 mL da fase liquida foi transferida
para outro tubo de ensaio, adicionando-se a este 1 mL de
cloroférmio e 1 mL de 4gua deionizada, deixando a mistura em
repouso durante 45 a 60 minutos, obtendo-se a separacdo de
fases, compostas por pigmentos no fundo do tubo e acgUcares
dissolvidos em meio aquoso na parte superior.
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Em outro tubo de ensaio pipetou-se 200 uL da fase
aquosa obtida e adicionado 1,8 mL de &gua deionizada
(solucéo 1).

Desta primeira solucdo, retirou-se 500 pL que foram
transferidos para outro tubo de ensaio, onde adicionou-se 500 pL
de fenol (5%) e 2,5 mL de &cido sulfarico concentrado.

Apos isso, agitou-se em vortex e, em seguida, realizou-se
a medicdo da absorbancia da solucdo em espectrofotémetro,
utilizando-se um comprimento de onda de 490 nm. Para
obtencdo dos valores de concentracdo de aclcares sollveis
totais utilizou-se a curva de calibragcdo y= 0,0096x + 0,0536
(onde: y = absorbancia; x= concentragcdo de agUcares; R2=0,991).

Para avaliar a qualidade das sementes apés a
rustificacéo, foi realizado o teste de germinacdo em 25 sementes
por repeticdo, submetidas a temperatura de 22 °C durante
28 dias.

As sementes ndo germinadas foram submetidas ao teste
de tetrazdlio, conforme Ferreira e Borghetti (2004), por meio da
imersdo a 0,5% da solugdo durante 2 horas e avaliada sua
viabilidade por meio da coloracéo e localizacdo de danos.

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise da variancia, analise de regresséo linear, e teste de
comparagdo de médias de Tukey (p<0,05) para niveis de
rustificacao.
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5.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os testes fisiol6gicos realizados o clone 1 de
Pinus mostrou-se superior aos demais (ver tabela 4).

Os testes de germinacgdo, IVG, primeira contagem e 0s
testes de frio e envelhecimento acelerado no clone 1
apresentaram 0s mais altos valores quando comparados as
demais clones. Segundo Tonin et al. (2000), as cultivares que
apresentam sementes de maior qualidade fisiolégica,
geralmente, sdo também as que se apresentam mais tolerantes
as condicbes de estresse no campo.

Outro ponto relevante observado por Avila et al. (2007) é
que o0 estresse pode reduzir tanto a germinacdo quanto a
velocidade de germinacdo. Hellmann (2006) notou que em
sementes de pau-brasil ap6s periodo de exposicdo ao frio
resultou em reducgdo da capacidade germinativa culminando com
a perda total da germinacdo. Nos tratamentos 1 e 2, foi
observado 100% de sementes mortas ap0s a rustificacdo, para
todos os clones (ver figura 7).

Tabela 4 Caracterizagéo Fisica e fisioldgica de clones de Pinus

taeda
Tratamentos Clonel Clone2 Clone3 CV%
Germinacéo % 82 a 64 b 52b 8,91
IVG 11,717a 8,30b 7,40Db 10,94
Primeira Contagem % 21 a 12b 10b 9,04
Umidade % 7,79a 8,42a 8,12a 8,21
Teste de Frio % 52 a 25b 27b 8,38

Envelhecimento
Acelerado % 66 a 39Db 30b 10,03

Letras desiguais na linha diferem estatisticamente pelo Teste Tukey a 5%
de significancia (P<0,05).
Fonte: produc¢édo do proprio autor.
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Figura 7 Germinagdo em clones de Pinus ap0s o processo de
rustificacdo (Tratamentos 1 e 2).

Germinagao em Progénies de Pinus taeda L. 1004  Germinagdo em Progénies de Pinus taeda L.

Progénie 1
— — —  Progénie 2
———— Progénie 3

Progénie 1
— — —  Progénie 2
———— Progenie3

Germinacso %

Germin

Dias Dias

Fonte: producéo do préprio autor.

Foi realizado o teste de tetrazdlio, conforme Ferreira e
Borghetti (2004) imersdo a 0,5% durante 2 horas, em todas as
sementes constatou-se que realmente tinham perdido a
viabilidade.

As possiveis causas podem estar relacionadas a fatores
como envelhecimento natural (FERREIRA et al., 2004); variacfes
na temperatura e umidade, (DEGAN et al., 2001); sementes ricas
em Oleo e a presenca de alguns fungos em sementes, que
causam patogenicidade (SANTOS, 2001).

A temperatura exerce um papel crucial na manutencéo da
integridade da semente, porque afeta diretamente a velocidade
dos processos bioquimicos (BEWLEY et al, 2013). As
temperaturas baixas podem contribuir em menor estabelecimento
de plantulas e em reducdo da biomassa, sendo que a extensao
do dano depende da espécie, do contetdo inicial de agua da
semente, da temperatura e duracdo da exposicdo a este fator
(OLIVEIRA et al., 2005).

O mecanismo fisiolégico envolvido na tolerancia ao frio é
a conservacao da atividade e funcionamento da membrana
celular a baixas temperaturas. O prejuizo dessa atividade em
funcdo do frio tem uma implicacdo em varios processos
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fisioldgicos vegetais, dentre eles o funcionamento celular, as
relac@es hidricas e o crescimento (CRUZ e MILACHI, 2000).

Durante o processo de rustificacdo, as sementes foram
molhadas regularmente, e a disponibilidade de agua em baixas
temperaturas pode ter prejudicado a germinacdo das sementes
(ver figura 7). Bewley et al. (2013) citam que os danos na
embebicdo podem ser agravados pelas baixas temperaturas na
absorcdo de agua inicial. Nesse experimento as sementes
ficaram expostas a agua desde a temperatura inicial de 20/12 °C
até a temperatura de -8 °C, no final da rustificacao.

Fonseca et al. (2012), trabalhando com Pinus elliotti
Engelm, observaram perda da qualidade fisiolégica das
sementes em tratamentos com exposicao ao frio. As espécies do
género Pinus possuem aproximadamente metade (48%) de suas
reservas constituida por lipideos (KRONKA et al., 2005). Esse
elevado teor de 6leos na composicdo quimica resulta em uma
menor estabilidade das moléculas, as quais se degradam com
maior velocidade, culminando em uma perda de viabilidade
(BEWLEY; BLACK, 1994).

Em sementes de Pinus thunbergii, submetidas ao
estresse térmico, foram observados altos contetidos de lipidios,
os quais foram associados a queda na viabilidade das sementes
(KIM et al,. 2010).

Os dados obtidos na analise da concentracdo de
aclcares sollveis totais demonstraram aumento ao longo do
periodo de rustificacdo, independente do clone e do periodo de
rustificacdo (3 e 6 dias). Foi verificado maior acumulo de
acucares ap6s 21 dias de rustificacdo (ver figura 8).

Algumas plantas desenvolveram mecanismos que
resistem e/ou toleram o congelamento. A mesma planta/tecido
tem resisténcia diferenciada de acordo com o seu estado de
desenvolvimento, grau de aclimatacdo (SNYDER et al., 2005).

Segundo Sun (1997), os agUcares podem promover a
formacéo de um estado de gel ou vitreo em tecidos secos, o qual
se caracteriza por ser um estado amorfo continuo que tem
viscosidade muito elevada.

A presenca do estado vitreo retarda as reacdes que
conduzem a degradacdo de componentes celulares da semente,
impedindo a fusdo de membranas e o rompimento de
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compartimentos celulares (HOEKSTRA et al,. 2001). O estado
vitreo contribui provavelmente para a longevidade de sementes
secas (BUITINK et al,. 2000).

Figura 8 Concentracdo de Acucares sollveis em clones de Pinus
apos a rustificacdo (tratamentos 1 e 2)

ASConcentragao de Aglicares em Progénies de Pinus taeda L. 45 Goncentragédo de Aglicares em Progénies de Pinus taeda L

—— Progénie 1
¥ «- Progénie 2
» ——— Progénie 3

Progénie 1
- Progénie 2
30 ——— Progénie 3

niracao de Acucares (mg.g )
R

Concentracéo de Acucares (mg.g )
iC

Tor

Dias Dias

Fonte: producéo do préprio autor.

O acumulo de aguUcares observados nos clones (ver
figuras 8 e 9) também foi encontrado em mudas de Eucalyptus
por Floriani et al. (2011) os resultados obtidos naquele trabalho
mostram que a relacdo entre a tolerdncia ao frio e a
concentracdo de carboidratos sollveis totais pode possibilitar a
identificacdo de gendtipos resistentes. Borges et al. (2006)
afirma que a tolerancia a dessecacdo e ao congelamento em
sementes de Caesalpinia echinatapode estar relacionada as
altas

A diminuicdo da temperatura durante o armazenamento
estabilizaria a atividade enzimatica, o que favoreceria o
metabolismo de carboidratos envolvidos na manutencdo da
integridade das membranas celulares, como a sacarose, 0S
oligossacarideos da série da rafinose e o0s ciclitois
(PETERBAUER e RICHTER, 2001).

Os resultados obtidos (ver figuras 8 e 9) discordam de
Bernal-Lugo e Leopold (1998) que relacionaram a perda da
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germinabilidade de sementes de milho a uma drastica diminuicéo
nos teores de carboidratos.

Foi observado no tratamento 2 maior concentracdo de
aclcares em relacdo ao tratamento 1 (ver figura 8), sendo
possivel constatar que um maior tempo de aclimatacao (6 dias),
favoreca a sintese desse polissacarideo.

Apesar dos teores de acUcares terem sido associados a
tolerédncia ao estresse, como frio e dessecacdo, para outras
espécies (ALMEIDA et al., 1993; TRAVERT et al., 1997; TINUS
et al., 2000; MORAGA et al., 2006 ; FLORIANI et al., 2011), esse
comportamento ndo é uma regra. Black et al. (1999) néo
encontraram correlacdo entre a tolerancia a dessecacdo e a
presenca de oligossacarideos da série da rafinose em embrides
imaturos de trigo, indicando que outros mecanismos seriam 0s
responsaveis pela tolerdncia a dessecagdo nessas sementes.
Esse mesmo fato pode ocorrer quando se trata do frio, outra
condi¢cdo de estresse para a planta.

Além disso, em sementes de Caesalpinia echinata,
considerada ortodoxa e tolerante ao armazenamento em baixa
temperatura, foram encontrados teores minimos de
oligossacarideos da série da rafinose (LEDUC, 2007), indicando
gue para essa espécie esse aclcar ndo é o principal fator na
aquisicao da tolerancia a dessecacao e talvez ao frio.

Os resultados obtidos nesse trabalho concordam
Peterbauer e Richter (2001) que citam que alguns estudos
mostraram que nem 0 acumulo dos aclicares e nem a presencga
das proteinas LEA sao, sozinhos, suficientes para conferir
toler&ncia ao estresse ou para manter a viabilidade de sementes.

Embora a deterioracdo das sementes possa estar
associada ao armazenamento, 0 processo inicia-se logo apés as
sementes atingirem a maturidade fisiolégica. Apesar de ser um
processo irreversivel e de ndo poder ser evitado, a deterioracao
pode ser retardada (MARCOS FILHO, 2005). E preciso identificar
maneiras de se fazer isso em sementes de Pinus.

Villela e Peres (2004) citam que a longevidade de
sementes € bastante influenciada, tanto pelo seu teor de agua,
guanto pela temperatura do ambiente. Mesmo com os elevados
teores de acgUcares obtidos pelos clones (ver figura 8) as
sementes perderam a qualidade (ver figura 7), provavelmente
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pela juncédo dos fatores adversos baixa temperatura e alto teor de
agua acumulado durante o processo de rustificagao.

Outro fator que pode ter influenciado na reducdo da
gualidade das sementes foi o fato de que, apds a rustificacao as
sementes foram imersas em nitrogénio para que pudessem ser
armazenadas rustificadas. Esse contato somado ao elevado teor
de &gua pode ter contribuido para a deterioracao das sementes.

Segundo Towill (2002), o ponto mais critico na
criopreservacdo (conservagdo em nitrogenio liquido) de
sementes ortodoxas é definir o teor de agua ideal antes da
imersdo em nitrogénio liquido. Caso os teores sejam muito
baixos, podem levar & desidratagcdo excessiva e a morte das
células. Elevados, levariam a formacdo de cristais de gelo no
interior das células, resultando na ruptura do sistema de
membranas celulares, e culminando no colapso e morte.

Observa-se que a rustificacdo com presenca de agua em
Pinus ndo é recomendada. As sementes que foram aclimatadas
e rustificadas morreram em contato com nitrogénio liquido.
Somente ndo morreram as testemunhas (ver figura 7) as quais
nao tiveram contato com o0 nitrogénio. Para sementes com
elevado teor de lipidios, como as de Pinus, juntamente com a
elevada umidade, pode ocorrer morte quando € criopreservada.
Mesmo a sintese de agUcares crescente (ver figura 8) durante a
rustificagcdo, néo foi suficiente para manter a germinacgao.

E preciso definir o teor de dgua maximo admitido pela
espécie para ser criopreservada. Pois como relata Santos (2001),
a elevada umidade leva a formagao de cristais de gelo no interior
das células e a morte celular.
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5.6 CONCLUSAO

A concentracdo de aclUcares ndo € um indicador de
tolerancia ao frio em Pinus taeda.
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6 CONCENTRACAO DE ACUCARES SOLUVEIS E
TOLERANCIA AO FRIO EM MUDAS DE ESPECIES DO
GENERO Eucalyptus

6.1 RESUMO

Objetivou-se avaliar a concentracdo de acglcares sollveis totais
em diferentes espécies de Eucalyptus e sua relacdo com a
resisténcia das mudas ao frio. Foram utilizadas mudas puras de
trés clones das espécies: Eucalyptus dunii Maiden (tolerante), E.
benthamii Maiden et Cambage (tolerante), E. grandis Hill ex
Maiden (intolerante)e E. saligna Smith (intermediaria).Em
seguida, as mudas foram submetidas a rustificacdo em trés
periodos a temperaturas de 5 °C e de 1 °C, sob fotoperiodo e
termoperiodo controlado de 12 horas. Ao final de cada nivel de
rustificacdo, as mudas foram submetidas a quatro gradientes de
temperatura abaixo de zero (-2, -4, -6 e -8 °C), sendo utilizado
um periodo de exposi¢do de trés horas cada gradiente. Antes
das mudas serem submetidas a rustificacdo, elas foram mantidas
em fotoperiodo e termoperiodo controlado de 12 horas, com
temperaturas de 20 °C e de 12 °C sendo um tratamento durante
trés dias (tratamento 1) e em outro durante seis dias nessas
temperaturas (tratamento 2).Em seguida, as temperaturas foram
alteradas para temperatura de 15 °C e de 9 °C, mantendo-se o
fotoperiodo e o termoperiodo controlado de 12 horas.
Posteriormente, a temperatura foi reduzida para 10 °C e para
5°C. Determinou-se a concentracdo de acUcares sollveis e a
sobrevivéncia apés a rustificacdo. O experimento foi realizado
conforme o delineamento blocos ao acaso, com quatro
repeticbes para cada tratamento de rustificacao/espécie/clone.
Os dados obtidos foram submetidos a andlise da variancia e
teste de comparacéo de médias (Tukey a p<0,05). Os resultados
obtidos indicaram que a concentracdo de aclUcares nao deve
estar influenciando isoladamente para a tolerancia ao frio.

Palavras-chave: Mudas, acgUcares, clones, selecéo precoce.
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6.2 ABSTRACT

Aimed to evaluate the concentration of total soluble sugars
in different Eucalyptus species and its relationship with seedling
resistance to cold. Pure seedlings from three clones of the
species were used: Eucalyptus dunii Maiden (tolerant), E.
benthamii Maiden et Cambage (tolerant), E. grandis Hill ex
Maiden (intolerant) and E. saligna Smith (middle). Then the
seedlings were subjected to hardening into three periods at
temperatures of 5 ° C and 1 ° C under controlled photoperiod and
thermoperiod 12 hours. At the end of each level hardening,
seedlings were subjected to four temperature gradients below
freezing (-2, -4, -6 and -8 °C), an exposure period of three hours
each gradient being used. Before the seedlings are subjected to
hardening, they were maintained in photoperiod and
thermoperiod controlled 12 hours, with temperatures of 20 ° C
and 12 ° C and a treatment for three days (treatment 1) and the
other for six days at these temperatures (treatment 2). Then the
temperature was changed to 15 ° C and 9 ° C, maintaining the
controlled thermoperiod photoperiod and 12 hours. Subsequently,
the temperature was reduced to 10 ° C and 5 ° C. Determined the
concentration of soluble sugars and survival after hardening. The
experiment was conducted as a randomized block design with
four replications for each treatment rustification / species / clone.
Data were subjected to analysis of variance and mean
comparison test (Tukey p < 0.05). The results indicated that the
concentration of sugars should not be influencing separately for
cold tolerance.

Keywords: Eucalyptus, seedlings, carbohydrate, early selection.
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6.3 INTRODUCAO

A exploragdo do eucalipto no Brasil ocorre devido a sua
gualidade mecanica e bom desenvolvimento, além de adequacéo
aos mais diferentes usos e ampla aceitagdo no mercado
(ALFENAS et al., 2004). Além disso, o setor florestal tem uma
significativa contribuicdo na economia do Pais.

Representa cerca de 5% do PIB e 8% das exportacdes
nacionais. Gera 1,6 milhdo de empregos diretos, 5,6 milhdes de
empregos indiretos, uma receita anual de R$ 20 bilhdes e, ainda,
paga anualmente R$ 3 bilhdes de impostos (BRACELPA, 2013).

No sul do Brasil, o E. dunnii e o E. benthamii tém se
destacado pelo rapido crescimento, uniformidade dos talhdes,
forma das arvores e tolerancia a neve como observado pela
Embrapa (2013).

Apesar de essas espécies serem consideradas tolerantes
ao frio, pode haver variagdo entre gendétipos da mesma espécie,
0 que torna fundamental a sele¢cdo de gendtipos antes do plantio
(VIANA, 2003).

Na literatura podem ser encontrados trabalhos com
objetivo de relacionar a sintese de solutos, como agucares, com
a tolerancia de plantas a fatores adversos.

Travert et al, (1997), trabalhando com o hibrido
Eucalyptus gunni x Eucalyptus globulus, apontam que células de
gendtipo resistente contem mais hidratos de carbono, sem
aclimatacdo ao frio; a incubacdo de células com determinados
acucares resultou num aumento na tolerancia ao congelamento,
e, este fato so ocorreu quando a acumulo de aclcar dentro das
células foi observado.

Almeida et al. (1994) avaliaram a resisténcia ao frio e a
capacidade de aclimatacdo de diferentes genétipos de
Eucalyptus em mudas em Portugal. Os resultados indicaram
aumento na concentracdo de acUcares soliveis e que a
aclimatacdo aumentou a capacidade do eucalipto “suportar’ a
formacéo de gelo extracelular.

Moraga et al. (2006), trabalhando com espécies do
género Eucalyptus no Chile, chegaram a concluséo que a
concentracdo de acUcares sollveis total € um bom indicador da
resisténcia a baixas temperaturas.



107

Tinus et al. (2000) descobriram uma relacdo préxima
entre resisténcia ao frio e a concentracao absoluta de aglcares
soluveis em folhas e raizes de trés espécies de coniferas de
diferentes condigbes climaticas.

Segundo Larcher (2000), para as plantas que devem
atravessar com sucesso um periodo de congelamento severo, é
essencial que seu protoplasma seja tolerante ao congelamento.
Essa condicdo de rustificagdo ou tolerancia ao congelamento é
alcancada pela elevada incorporacéo de fosfolipideos estaveis
nas biomembranas, mesmo sob-baixas temperaturas, e pela
acumulacdo de carboidratos  sollveis (agcUcares e
oligossacarideos), polidis, substancias de baixo peso molecular
contendo nitrogénio (aminoacidos e poliaminas) e também, de
proteinas hidrossolluveis. De acordo com Palonen e Junttila
(1999), a intensa tolerAncia ao frio é acompanhada por
acumulacao de aclcares sollveis e aminoacidos.

Contudo, nem todas as plantas sdo capazes de
sobreviver as baixas temperaturas ou a formacéo de gelo nos
tecidos, e nem todas as espécies tolerantes ao congelamento
tém a habilidade de passar pela rustificacdo (LARCHER, 2000).

A identificacdo de caracteristicas bioquimicas, que
representam a tolerdncia ao frio, como as concentracfes de
acucares, pode servir como ferramentas para a selecéo precoce
de espécies com potencial de cultivo em regides frias.

Assim, o objetivo desse trabalho foi relacionar os teores de
acucares solluveis em mudas de diferentes espécies e gendtipos
de Eucalyptus, com a tolerancia ao frio.
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6.4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas mudas de Eucalyptus dunnii Maiden
(clonesl e 2) e Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage
(clones 1 e 2) com sete meses de idade, procedentes do viveiro
florestal da Empresa Klabin,sendo utilizadas trés plantas por
repeticao.

As mudas foram submetidas a rustificacdo em trés
periodos a temperaturas de 5 °C e de 1 °C, sob fotoperiodo e
termoperiodo controlado de 12 horas.

Ao final de cada nivel de rustificacdo, as mudas foram
submetidas a quatro gradientes de temperatura abaixo de zero (-
2, -4, -6 e -8 °C), sendo utilizado um periodo de exposicao de
trés horas cada gradiente.

Antes das mudas serem submetidas a rustificacéo, elas
foram mantidas em fotoperiodo e termoperiodo controlado de 12
horas, com temperaturas de 20 °C e de 12 °C sendo um
tratamento durante trés dias (tratamento 1) e em outro durante
seis dias nessas temperaturas (tratamento 2).

Em seguida, as temperaturas foram alteradas para
temperatura de 15 °C e de 9°C, mantendo-se o fotoperiodo e o
termoperiodo controlado de 12 horas.

Posteriormente, a temperatura foi reduzida para 10°C e 5
°C . ApOs esse periodo estabelece-se o Ponto Zero, onde as
mudas passaram pelo processo de rustificacdo, conforme
descrito (ver quadro 3) . (FLORIANI et al., 2011

Apbs a rustificacao foi realizada a analise bioquimica e a
sobrevivéncia das mudas
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Quadro 3 Tratamentos utilizados para o processo de rustificagdo
de mudas de Eucalyptus spp.

PASSO 2

TRAT. PASSO 1 RUSTIFICACAO PASSO 3
T Sementes recém i
colhidas
TRATAMENTO 1 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
trés dias temperatura
0 [15°C(12h) e 9°C (12H) |Sem rustificacdo |abaixo de zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
dez dias horas cada-
TRATAMENTO 1 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
trés dias 5°C (12h) e temperatura
7 |15°C(12h) e 9 °C (12H) 1°C(12H) abaixo de zero
sete dias sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
dez dias. horas cada
TRATAMENTO 1 Quatro
20 °C (12?1) e _12°C(12H) 59C (12h) gradientes de
trés dias 10C(12H) temperatura
21 |15°C(12h) e 9 °C (12H) 21 dias abaixo de zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
dez dias. horas cada
TRATAMENTO 2 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
seis dias temperatura
0 [15°C(12h) e 9°C (12H) |Sem rustificacdo |abaixo de zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
dez dias horas cada

Continua
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TRATAMENTO 2 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
= 5°C (12h) e
seis dias o temperatura
7 | 15°C(12h) e 9 °C (12H) s%e?e(:tjzigg abaixo de zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5°C (12H) 8°C) por 3
dez dias horas cada
TRATAMENTO 2 Quatro
20 °C (12h) e 12°C(12H) gradientes de
e 5°C (12h) e
seis dias o temperatura
21| 15°c(12h) e 9°C (12H) | SCUEH labaixo de zero
sete dias (-2,-4,-6e-
10 °C (12h) e 5 °C (12H) 8°C) por 3
dez dias. horas cada

Trat.= Tratamento; T = Testemunha
Fonte: producao do préprio autor.

. A extracdo e a andlise dos teores de agucares sollveis
totais foram realizadas conforme metodologia descrita por
Moraga et al. (2006), utilizando-se o método fenolsulfarico.

As folhas foram maceradas com aproximadamente 25 mL
de nitrogénio liquido em almofariz e pistilo de porcelana. Apo6s
maceradas, foram retiradas 0,3 g de massa seca e colocadas em
tubo de ensaio, logo apds adicionou-se 3 mL de etanol a 80%,
agitando e colocou-se a mistura por 30 minutos em banho-maria
a uma temperatura de 60 °C. Posteriormente, a amostra foi
agitada manualmente por 30 segundos e centrifugada numa
temperatura de 4 °C a 4000 rpm, por 30 minutos.

Apobs a centrifugacdo, 1 mL da fase liquida foi transferida
para outro tubo de ensaio, adicionando-se a este 1 mL de
cloroférmio e 1 mL de agua deionizada, deixando a mistura em
repouso durante 45 a 60 minutos, obtendo-se a separacdo de
fases, compostas por pigmentos no fundo do tubo e aglcares
dissolvidos em meio aquoso na parte superior.

Em outro tubo de ensaio pipetou-se 200 uL da fase
aguosa obtida e adicionado 1,8 mL de agua deionizada
(solucéo 1).

Desta primeira solucdo, retirou-se 500 pyL que foram
transferidos para outro tubo de ensaio, onde adicionou-se 500 pL
de fenol (5%) e 2,5 mL de &cido sulfarico concentrado. Apés isso,
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agitou-se em vortex e, em seguida, realizou-se a medi¢do da
absorbancia da solugdo em espectrofotdbmetro, utilizando-se um
comprimento de onda de 490 nm. Para obtenc&o dos valores de
concentragdo de acgUcares sollveis totais utilizou-se a curva de
calibracdo y= 0,0096x + 0,0536 (onde: y = absorbéancia; x=
concentragcao de agUcares; R2=0,991).

Além da andlise bioquimica, as mudas foram plantadas
em espagcamento 1 x 1 m onde se observou a sobrevivéncia das
mudas apos 90 dias do processo de rustificacao.

Segundo o sistema de Kdppen (1948) o clima da regido
de Lages é classificado como Cfb, temperado umido, com verdes
amenos, temperatura média de 14,3° C, a frequéncia média de
geadas de 10 a 25 dias/ano, umidade relativa do ar em média de
79,3% e indice pluviométrico anual de 120,00 mm (Lages 2009).

O experimento foi realizado em blocos ao caso. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise da variancia e teste de
comparacdo de médias de Tukey (p<0,05) para niveis de
rustificacéo e espécies de eucaliptos
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6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que houve mortalidade
de mudas apés a rustificagdo em todos os clones testados. No
entanto, de forma geral, mudas de E. dunnii (clone 1)
apresentaram os maiores indices de sobrevivéncia (ver figura 9)

Para o tratamento 1 de rustificacdo, foram verificadas
diferencas entre os clones de E.dunnii testados. No E. dunnii 1
observa-se mortalidade somente quando se compara o valor de
testemunha com a rustificacdo. Durante os dias de rustificacdo
(0,7 e 21) as mudas se mantiveram com a mesma qualidade em
campo, ndo sendo observada reducdo na sobrevivéncia (ver
figura 10).

Segundo Dalmago (2010), apds o processo inicial de
aclimatacao, as espécies se tornam mais tolerantes ao frio. Isso
pode explicar o porqué da queda na sobrevivéncia ocorrer
geralmente no inicio da rustificagdo das mudas. Isso concorda
com o que é descrito por Larcher (2000), onde plantas
resistentes ou tolerantes ao frio podem ter sua tolerancia
aumentada através da indugdo ambiental.

Segundo Annicchiarico et al. (2001), a sensibilidade ao
frio das plantas por meio da sua exposicdo a baixas
temperaturas pode auxiliar na deteccdo de quais plantas séo
mais resistentes ao estresse em campo.

Pode-se observar que no tratamento 1 ndo foi observada
a morte de todas as mudas apés o final da rustificacdo. Mesmo
tendo sido acentuada em E. benthamiil e 2, em E. dunnii 2,
aproximadamente 30% das mudas se mantiveram vivas em
campo.No tratamento 2, foi verificada queda acentuada na
sobrevivéncia das mudas, sendo observado 100% de mudas
mortas aos 21 dias de rustificacdo, para E. benthamii 2, em E.
dunnii 2 (ver figura 9).

O tempo maior de aclimatacdo utilizado no tratamento 2
causou a diminuicao do vigor das mudas e a letalidade ap6s 21
dias de rustificacdo. O estresse em niveis moderados pode
permitir aclimatagéo, adaptagéo e tolerancia, mas em niveis mais
severos pode levar a morte celular (KRANNER et al., 2010).
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A intensidade de estresses ambientais, como a seca e o
frio podem gerar danos (Renaut et al. 2005), sendo preciso dosar
a intensidade e o tempo de exposicao de frio para cada espécie.
Os dados obtidos na analise da concentracdo de acgucares
sollveis totais demonstraram aumento ao longo do periodo de
rustificacdo, independente da espécie, do clone e do periodo de
rustificacdo (3 e 6 dias)( ver figura 9). Foi verificado maior
acumulo de agucares em E. dunnii no clone 2.

O acumulo de agucares observado nas espécies/clones
(ver figuras 12 e 13) também foi encontrado em mudas de
Eucalyptus por Floriani et al. (2011). Esses autores ressaltam
gue a relacdo entre a toler&ncia ao frio e a concentracdo de
carboidratos sollveis totais pode possibilitar a identificacdo de
gendtipos resistentes.

Figura 9 Concentracdo de acUcares e Sobrevivéncia em mudas
de clones de Eucalyptus dunnii e E. benthamii apds a
rustificacdo (tratamento 1 e 2).

Sobrevivéncia em espécies do Género Eucalyptus o L N
Sobrevivéncia em espécies do Género Eucalyptus

— Edunii 1
€. benthami 1 — Edumnii 1
dunni 2 E. benthamii 1
=+ Ebenthamii 2 a ==+ E.dunnii 2
— -~ E.benthamii 2

Sobrevivéncia %
’
Sobrevivéncia %
g

— Edunnii1 40
E. benthamii 1 H

== € dumi2

— -+ E.benthami 2

—— Edumil
. benthami 1

——= Edumi2

==+ E benthami 2

Concentragéo de Agucares (mg.g™)

Dias

Fonte: producdo do préprio autor.
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Hincha et al. (2002) observaram que plantas perenes
podem acumular carboidratos durante o frio e sob estresse
hidrico. Ja segundo Sun (1997), os acUcares podem promover a
formacao de um estado de gel ou vitreo em tecidos secos, o qual
se caracteriza por ser um estado amorfo continuo que tem
viscosidade muito elevada. A presenca do estado vitreo retarda
as reacdes que podem conduzir a degradacdo de componentes
celulares da semente, impedindo a fusdo de membranas e o
rompimento dos compartimentos celulares (HOEKSTRA et al.,
2002).

Stushnoff et al. (1998) notaram um acumulo de rafinose
em plantas de Viola wittrockiana durante aclimatacdo ao frio,
esse mesmo acumulo ndo foi observado em plantas nao
submetidas a exposicao ao frio.Esse mesmo autor indica que
uma das fungcbes dos aclcares é a sintese de compostos
crioprotetores.

Talvez os agUcares ndo sejam 0s Unicos componentes
que auxiliem as plantas em condicdes de estresse térmico.
Muitas proteinas LEA (Late Embriogenesis Abundant) s&o
também induzidas pelo frio; essas proteinas sdo capazes de
estabilizar estruturas intracelulares sob condicbes de estresse
(HINCHA et al., 2002).E possivel observar que no tratamento 2
(ver figura 9) a espécie E. benthammiil teve a maior producéo de
acucares chegando a cerca de 80mg/g ap6s 2ldias de
rustificacao.

Outro ponto relevante foi o desempenho de E. dunnii 1
que ndo teve letalidade acentuada de suas mudas quando
exposto ao tratamento 1 de rustificacdo (ver figura 9). Mesmo
com os elevados teores aclcares obtidos pelas espécies/clones
as mudas morreram. Isso significa que a rustificacdo e a inducéo
ambiental de sintese de componentes crioprotetores ndo é
suficiente para a manutencdo das mudas com qualidade em
campo.

Sao0 necessarias mais pesquisas para verificar quais os
niveis de rustificacdo maximos toleraveis por espécie. Nao pode
ser descartada a participagcdo de outros compostos como
proteinas e substancias antioxidantes e também a interacao
destes compostos com os carboidratos no comportamento das
mudas das espécies estudadas e no seu desempenho no campo.
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Segundo Massaro et al. (2010), experimentos visando a selecéo
precoce sdo necessdrios para reducdo de tempo e custos além
de possibilitar maior produtividade de florestas.

Conforme o experimento realizado a rustificacdo ndo é
recomendada. As mudas que passaram somente por
aclimatacéo (ver figura 9) tiveram um indice maior ou igual de
sobrevivéncia que as espécies rustificadas. Observa-se que as
temperaturas negativas foram letais para as mudas (ver
guadro 3). A atuacdo dos aclcares ndo é o componente Unico
que evita formacdo de cristais de gelo os quais danificaram a
membrana e levaram a letalidade das mudas.
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6.6 CONCLUSAO

A concentracdo de carboidratos solluveis ndo é a Unica
substéncia atuante na tolerancia ao frio.
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