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RESUMO

SILVA, Maria Kalyane Farias da. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Marco de 2021. Propagacéo e Resgate Vegetativo de Cordia trichotoma
(Vell.) Arrab. Ex Steud. Orientadora: Deborah Guerra Barroso.

A espécie C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud, da familia Boraginaceae, é
empregada tanto para fins madeireiros como ambientais. A producédo de mudas da
espécie ocorre, comercialmente, de forma seminifera. Entretanto, pode apresentar
porcentagem de germinacéo baixa, lenta e irregular. A retirada do perianto pode
favorecer o percentual e a velocidade de germinacgéo, assim como a pré-embebicao
das sementes pode levar a aceleracdo e homogeneizacdo da germinacdo. Em
relacdo a sua propagacdo vegetativa sabe-se que encontra como barreira a
dificuldade de enraizamento de propagulos. Diante do cenario, este trabalho teve
como objetivos: realizar o resgate de matrizes adultas com caracteristicas
silviculturais desejaveis; aumentar e homogeneizar o percentual de germinacao de
sementes; e aumentar a capacidade de enraizamento adventicio de C. trichotoma.
O trabalho foi realizado em trés etapas: 1. Resgate de matrizes por indugéo de
brotacbes em galhos das arvores, em teste de progénie com sete anos; 2.
Avaliacao do efeito da retirada do perianto e de pré-embebicdo de sementes sobre
0 comportamento germinativo, onde o delineamento utilizado foi o DIC e os dados
obtidos submetidos a teste de média; 3. Aplicacdo exdgena de diferentes
concentragées de AlIB (0, 100, 200, 300 e 400 mg L), associada ou ndo com

vii



peréxido de hidrogénio (50mM) em miniestacas de C. trichotoma, este experimento
foi realizado em DIC, com fatorial 2x5 e os dados submetidos ao ajuste de
regressao ou teste de média. A espécie apresentou boa capacidade de inducdo de
brotagces em ramos adultos, no entanto, foi possivel obter pequeno nimero de
mudas de apenas oito das 17 matrizes adultas acessadas. A retirada do perianto
aumentou a velocidade e o percentual de germinacao (35,5%) e emergéncia
(77,5%) das sementes, enquanto a pré-embebicdo ndo foi vantajosa. O
enraizamento da espécie foi positivamente influenciado pelo peréxido de hidrogénio
associado a 300 mg L de AIB, alcancando 90% de enraizamento. A utilizacéo de
AIB favoreceu a qualidade do sistema radicular e reduziu a emissdo de parte aérea.
Recomenda-se a imersao das miniestacas em 50 mM de H20: por 8h, seguida de
12h em 300 mg L* de AIB.

Palavras-chave: producdo de mudas, sementes, enraizamento, louro-pardo,

peroxido de hidrogénio.
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ABSTRACT

SILVA, Maria Kalyane Farias da. Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. March, 2021. Propagation and Vegetative Rescue of Cordia trichotoma
(Vell.) Arrab. Ex Steud. Advisor: Deborah Guerra Barroso.

Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud belongs to the Boraginaceae family and is
a species being used for both timber and environmental purposes. The production
of seedlings of the species mainly occurs by seeds. However, it can show
percentage of germination, low, slow, and irregular. The removal of perianth can
favor increase the percentage and speed of germination. Likewise, pre-soaking the
seeds can lead to acceleration and homogenization of germination. Regarding its
vegetative propagation, it is known that their vegetative propagation shows difficulty
for rooting propagules which becomes a bottleneck. Having said that, this work
aimed: to rescue mature matrices with desirable silvicultural characteristics;
enhance and homogenize the percentage of seed germination; and increase the
adventitious rooting capability of Cordia trichotoma. The work was carried out in
three steps: 1. Rescue of matrices by promoting detached sprouts from tree
branches in a 7-year-old progeny test; 2. Evaluation of the effect of removing
perianth and pre-soaking seeds on germination, where the design used was the DIC
and the data obtained subjected to the mean test; 3. Exogenous application of
different concentrations of IBA (0, 100, 200, 300, and 400 mg L™1), jointly or not with
hydrogen peroxide (50mM) in Cordia trichotoma mini-cuttings, this experiment was

carried out in DIC, with a 2x5 factorial and the data submitted to regression
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adjustment or average test. The species showed good budding induction capacity
in adult branches, however, it was possible to obtain a small number of seedlings
from eight out of the 17 mature mother plants. The removal of perianth increasedthe
speed and the percentage of germination (35,5%) and emergence (77,5%) of the
seeds, while pre-soaking was not advantageous. The rooting of the species was
positively influenced by the hydrogen peroxide associated with 300 mg L of IBA,
reaching 90% of rooting. The use of AIB favored the quality of the root system and
reduced the emission of aerial parts. It is recommended to immerse the mini-cuttings
in 50 mM H20:2 for 8 hours, followed by 12h in 300 mg L* of IBA.

Keywords: seedling production, perianth, vegetative propagation, rooting, louro
pardo, hydrogen peroxide.



1. INTRODUCAO

A procura por mudas de espécies florestais nativas vem aumentando em
funcdo da necessidade de recuperacao de areas degradadas, associada ou ndo a
producdo comercial madeireira e ndo madeireira. A busca por materiais genéticos
com caracteristicas silviculturais desejaveis, como boa condi¢cdo fitossanitéria,
elevado vigor, boa producédo de sementes, fuste reto, e homogeneidade, é um dos
desafios da silvicultura. O aperfeicoamento de métodos de propagacdo, que
permitam expandir a oferta de mudas, é requisito importante para viabilizar a
producdo de mudas com qualidade para atender as demandas dos projetos
ambientais e, principalmente, econémicos.

A espécie arborea Louro-pardo (Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud),
pertencente a familia Boraginaceae, é caducifélia, de ocorréncia natural na América
Latina, nas areas tropicais e subtropicais do Brasil, Argentina e Paraguai. No Brasil,
sua area de ocorréncia vai do Ceara ao Rio Grande do Sul. A espécie é considerada
de grande potencial para reflorestamentos, sendo empregada tanto para fins
madeireiros como ambientais (Carvalho, 2003 a). Na regido Sul, Centro-Oeste e
Sudeste do Brasil € uma das espécies florestais nativas promissoras para plantio
comercial (Santos, 2018). Apresenta caracteristicas favoraveis como rapido
crescimento, boa forma, madeira de excelente qualidade, apreciada nos mercados
interno e externo e pode ser usada também no paisagismo (Carvalho, 2003 a;
Kielse et al., 2013).



A producdo de mudas de C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud ocorre,
comercialmente, de forma seminifera. Suas sementes sdo ortodoxas e néo
apresentam dorméncia, sendo comercializadas com perianto e estilete
persistentes. Alguns autores atribuem a estas baixas porcentagens de germinacao,
que se apresenta lenta e irregular (Felippi et al., 2012; Mafra, 2019). A retirada do
perianto € um processo trabalhoso, mas que pode favorecer sua qualidade
fitossanitéria (Fick et al., 2007) e elevar o percentual e a velocidade de germinagéo
(Berghetti et al., 2015).

A pré-embebicdo das sementes, também pode levar a aceleracdo e
homogeneizacdo da germinacdo de sementes de algumas espécies como de
Bowdichia virgilioides (Gongalves et al., 2008) e Moringa oleifera (Rabbani et al.,
2013). O uso de tratamentos pré-germinativos da inicio aos processos, como
mobilizacdo das reservas, ativacdo de macromoléculas e reajuste da membrana
celular (Rabbani et al., 2013). Para que ocorra a germinacdo da semente é
necessaria sua reidratacdo, para retomada do crescimento do embrido na semente
madura (Taiz et al., 2017). Gongalves et al. (2008) observaram aumento dos
processos germinativos com aumento no tempo de embebicdo (48h) em sementes
de Bowdichia virgilioides, verificando que menores tempos nao permitiram a
ativacdo do metabolismo das sementes.

Sendo uma espécie alégama, o louro-pardo apresenta grande variabilidade
em diferentes caracteristicas fenotipicas, entre e dentro de populacdes (Freitas et
al., 2006; Radomski et al., 2012; Santos, 2018; Barroso et al., 2018) e a propagacao
por sementes confere ao lote de mudas a variabilidade importante nos processos
de restauracdo e a base para trabalhos de melhoramento. Por outro lado, a
propagacdo assexuada permite a producdo de mudas com caracteristicas
desejadas, a partir da selecéo de individuos superiores, conferindo homogeneidade
aos plantios comerciais.

Na propagacao vegetativa comercial de espécies florestais destacam-se a
estaquia e a miniestaquia (Ferrari et al., 2004; Dias et al., 2012a). A utilizacéo
dessas técnicas tem apresentado sucesso para Cordia alliodora (Mesén, 1997),
Salix humboldtiana, Cestrum laevigatum (Santos, 2011), Anadenanthera
macrocarpa (Dias et al., 2012b), Cariniana estrellensis (Hernandez et al., 2013),
Handroanthus impetiginosus (Oliveira, 2015), Guazuma ulmifolia (Fonseca, 2016),

em mudas de Enterolobium Contortisiliquum (Freitas et al., 2017).



A multiplicac&o clonal por estaquia de individuos adultos selecionados tem
como fator limitante a reducéo da juvenilidade, que tende a reduzir a capacidade
de enraizamento adventicio (Xavier et al., 2009). Para auxiliar neste processo,
algumas técnicas de resgate associadas a multiplicacao por estaquia e enxertia séo
utilizadas, como a inducéo de brotacfes basais pelo corte da matriz, anelamento
ou aquecimento na regido basal de arvores adultas, e o0 uso de brotacOes
epicérmicas (brotacdes induzidas a partir de gemas dormentes) induzidas em
ramos adultos coletados de arvores selecionadas (Xavier et al., 2009; Stuepp et al.,
2016). As brotacbes emitidas podem entdo ser multiplicadas a partir de estaquia,
miniestaquia e enxertia. Entretanto, nem todas as espécies apresentam capacidade
de responder a essas técnicas, por nao emitirem brotagdes ou emitirem, mas essas
nao apresentaram capacidade de enraizamento (Baccarin, et al., 2015; Teleginski
et al., 2018).

Estacas e miniestacas de C. trichotoma apresentam baixo percentual de
enraizamento, mesmo quando provenientes de material juvenil (Faganello et al.,
2015; Kielse et al., 2015; Somawvilla, 2018). Ainda que o percentual de enraizamento
de miniestacas semilenhosas tenha sido crescente com o0 aumento da
concentracdo de AIB a que foram submetidas antes do estaqueamento, o
percentual maximo atingido é inferior a 30%, com concentragdes variando de 1000
a 8000 mg L de auxina exdgena (Faganello et al., 2015). O mesmo ocorreu para
estacas de raizes obtidas em matrizes de C. trichotoma com trés anos de idade,
gue apresentaram aumento do enraizamento com uso de AlB, até concentracdo de
6000 mg L (maior concentragéo avaliada pelos autores), com o mesmo tempo de
imerséao (Kielse et al., 2013), atingindo aproximadamente 50% aos 60 dias.

O peréxido de hidrogénio (H202) € um importante mediador do crescimento
radicular adventicio, pois estd envolvido tanto na sinalizacdo de processos
fisioldgicos, quanto na morte celular programada (Steffens e Rasmussen, 2016;
Steffens et al., 2012). O uso do H202, em associacao com AlB, pode contribuir para
0 aumento do percentual de enraizamento de miniestacas de C. trichotoma, pois
pode potencializar o efeito da auxina sobre o0 enraizamento adventicio. A aplicacao
de H20:2 resultou em aumento do percentual de enraizamento em feijao mungo (Li
et al., 2009) e associado a aplicacdo de AIB, em Olea europaea L. (Sebastiani e
Tognetti, 2004).



Os métodos de propagacéao vegetativa permitem o resgate e a conservagao
genética de materiais selecionados para utilizacdo em programas de melhoramento
genético (Fonseca et al.,, 2021). Esse método de propagacdo permite superar
obstaculos como a variabilidade existente em popula¢ées de C. trichotoma (Freitas
et al., 2006; Radomski et al., 2012; Barroso et al., 2018; Santos, 2018), levando a
homogeneidade de plantios e conservacéo de caracteres de interesse, ou quando
destinadas a conservagdo, manter a variabilidade para preservagéo da espécie.

Neste contexto, foram realizados trés experimentos relacionados a
propagacédo de louro-pardo, com as seguintes hipoteses: a retirada do perianto,
associada a embebicdo poderd aumentar, acelerar e homogeneizar a germinacéo
das sementes; é possivel realizar o resgate vegetativo por inducédo de brotacdes
epicormicas em galhos de matrizes adultas; e é possivel aumentar o percentual de

enraizamento de miniestacas pela associacdo de AIB com peroxido de hidrogénio.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver protocolos para melhoria da propagagdo seminifera e

vegetativa de C. trichotoma.

2.2. Objetivos especificos

— Desenvolver metodologia para o aumento do percentual e velocidade de
germinacao de sementes de louro pardo;

— Resgatar matrizes de C. trichotoma pela inducéo de brota¢ces epicérmicas
em ramos adultos;

— Determinar concentracdo de 4cido indolbutirico e de peréxido de hidrogénio

para aumentar o percentual de enraizamento de miniestacas de louro-pardo.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud

C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud, € uma espécie popularmente
conhecida como louro-pardo, ipé-louro, louro-amargoso, frei-jorge, entre outros
nomes comuns em cada regido do Brasil. Pertence a familia Boraginaceae, que
compreende mais de duas mil espécies, dispostas em cerca de 100 géneros,
abrangendo, principalmente, plantas arboéreas, arbustivas e herbaceas. O género
C. é um dos mais importantes, contendo cerca de 250 espécies. E uma arvore
caducifélia, que pode atingir de 8 a 35 m de altura e 40 a 100 cm de DAP, na idade
adulta. Seu tronco é reto, de secdo ovalada, com fuste bem definido (Carvalho,
2003a). Possui inflorescéncia cimoso-paniculada, terminal, constituida por
pequenas flores de coloracdo branca e célice gamossépalo de coloragédo verde,
assimétrico, perfumadas, com floracdo vistosa, ocorrendo de janeiro a julho
(Carvalho, 2003a; Felippi et al., 2012).

Suas folhas sdo simples, alternas, espiraladas, subcoriaceas, com apice
acuminado, asperas e pilosas. De formato cilindrico, seu peciolo é delgado, piloso
e esbranquicado (Lopes, 2020). As folhas apresentam variagcdo quanto a
pilosidade, podendo ser glabras e pilosas (Freitas et al., 2006). Possuem diferengas
também quanto ao tamanho e tonalidade.

A espécie possui Incremento Médio Anual (IMA) de 5a 23 m3ha! ano! em

solos de média a alta fertilidade (Carvalho, 2003b), podendo ser efetuado o primeiro



corte aos 15 anos, o que faz dela uma espécie promissora para o plantio comercial,
possui boa forma do fuste e madeira de 6tima qualidade, apreciada nos mercados
interno e externo. Possui potencial de utilizagdo para o0 paisagismo,
reflorestamento, principalmente em reserva legal, na recuperacdo de areas
degradadas e sistemas agroflorestais (Carvalho, 2003a; Faganello et al., 2015).

Por suas caracteristicas ecologicas, é descrita como espécie secundaria
tendendo a pioneira (Carvalho, 2003a). No estagio sucessional é comum na
vegetacao secundaria, no estagio de capoeira e capoeirdes (Scheeren et al., 2002;
Carvalho, 2003a).

O louro-pardo tem ocorréncia na Argentina, Paraguai e Brasil, nos estados
da Bahia, Ceara, Paraiba, Espirito Santo, Goids, Minas Gerais, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso, Pernambuco, Piaui, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, Sergipe, Sado Paulo e no Distrito Federal, nas regiées Sul, Centro-
Oeste e Sudeste do Brasil (Scheeren et al., 2002; Carvalho, 2003b).

A existéncia de plantios de C. trichotoma mostra o potencial da espécie
para plantios comerciais produtivos. No plantio de louro pardo em linha, sob sistema
silvipastoril, Radomski et al. (2012) obtiveram, aos 10 anos apdés o plantio, arvores
com altura média de 9,6 m e diametro médio de 18,2 cm, com incremento médio
anual de 1,82 cm. Aos 17 anos ap6s o plantio em sistema puro e consorciado,
Santos et al. (2017) obtiveram média de didmetro de 12,8 cm para a espécie, no
entanto, houve variacdo de 4 a 26 cm, o que indica grande heterogeneidade dos
plantios, destacando a necessidade de selecdo de materiais para a implantacao de
povoamentos produtivos.

Radomski et al. (2012) ressaltam que a espécie apresenta capacidade de
rebrotar vigorosamente da cepa e formar brotacGes de raizes superficiais. Essas
informacBes indicam a possibilidade de obter brotacdes epicormicas para a
propagacao vegetativa da espécie, bem como a importancia de avaliar a conducéo
de plantios por talhadia.

A madeira de louro pardo apresenta o cerne pardo-claro-amarelado, facil
de trabalhar, podendo ser empregada na confeccdo de modveis de luxo,
revestimentos decorativos, persianas e construgcao de pequenas embarcagdes. No
processo de laminacdo, apresenta boas caracteristicas fisico-mecanicas e
qualidade de colagem, para a confeccado de painéis compensados (Trianoski e

Iwakiri, 2018). Na madeira de C. tricotoma sdo encontrados compostos como a-



cadinol, com atividades antifungicas e antideterioracdo (Wille et al., 2017).
Apresenta elevada resisténcia natural ao cupim subterraneo (Nasutitermes corniger
Motsch.), assemelhando-se a madeira de jurema-preta (Mimosa tenuiflora) e sabia
(Mimosa caesalpiniifolia), em qualquer posicdo da madeira no eixo casca-medula
(Paes et al., 2007).

Wille et al. (2017) estudaram a composicdo quimica da madeira de C.
Trichotoma e encontraram teor médio de solubilidade em hidréxido de sédio
(NaOH) a 1%, de 35,85%. A solubilidade em NaOH é utilizada como forma de
avaliar o grau de degradacdo da madeira por fungos, calor, luz, entre outros
agentes de deterioracéo, tendo em vista que a solucdo de NaOH a 1% dissolve
carboidratos de baixo peso molecular, compostos principalmente por hemicelulose
e celulose degradada, assim, quanto maior a solubilidade em NaOH maior o grau
de degradacéo da madeira.

Bonnet e Curcio (2015) avaliaram o uso de espécies arboreas nativas para
a propriedade rural e mercado regional na regido de Sooretama, ES e obtiveram, a
partir de entrevistas com produtores rurais e comerciantes da regido, informagdes
relacionadas ao uso da madeira de C. trichotoma na confeccdo de moveis e
esquadrias, especialmente para uso interno e obras protegidas. Segundo este
levantamento, sdo indicadas para o mercado de méveis de luxo, assim como a
Paratecoma peroba, atingindo valor comercial semelhante ao do ipé-roxo.

A propagacéao de C. trichotoma ocorre por sementes. Felippi et al. (2012),
por meio da analise de sementes de C. trichotoma, encontraram elevado teor de
agua (51,16%), caracteristica de sementes com comportamento recalcitrantes, o
que pode comprometer 0 armazenamento, além de uma baixa porcentagem de
germinacao e emergéncia de 40% e 29%, respectivamente. No entanto, foram
classificadas como ortodoxas, em funcao da tolerancia ao dessecamento (Galindez
et al., 2019).

Berghetti et al. (2015) estudaram a morfologia de plantulas e o controle de
patogenos da semente de louro-pardo, e também verificaram alto teor de umidade
na semente (63,4%), além de encontrar elevada ocorréncia de Fusarium spp. Estes
sao fatores que comprometem a manutencdo da viabilidade das sementes, assim
como o vigor das plantulas, limitando a producdo de mudas desta espécie por

sementes.



As sementes de C. trichotoma ndo apresentam dorméncia fisica nem
fisiologica (Vaz et al., 2015; Galindez et al.,, 2019), tendo seu percentual de
germinacao favorecido pela retirada do perianto (Berghetti et al., 2015) alcancando
mais de 70% de germinacédo (Berghetti et al., 2015; Machado et al., 2015; Galindez
et al., 2019).

3.2. Resgate de Matrizes

O Resgate vegetativo consiste em iniciar a multiplicacdo de uma planta
adulta selecionada por meio de uma de suas estruturas naturais ou induzida. O
objetivo do resgate é a obtencdo de pelo menos um individuo geneticamente
idéntico a planta selecionada, para posteriormente, utilizar outras técnicas de
propagacéo vegetativa a fim de produzir mudas em escala comercial.

A silvicultura clonal permite a propagacdo de espécies florestais,
contornando problemas relacionados a doencas, heterogeneidade e produtividade
dos plantios florestais por meio da selecdo de genétipos superiores (Xavier et al.,
2009). A selecado pode ser feita em plantios seminais heterogéneos ou em testes
de procedéncias ou progénies.

O ciclo de vida de espécies florestais é baseado nas fases juvenil e adulta,
gue possuem caracteristicas distintas quanto a sua capacidade de propagacao
(Gepstein e Glick, 2013; Thomas 2013; Baccarin et al., 2015). E ideal que a selecdo
ocorra na fase adulta, quando as arvores expressam as caracteristicas de interesse
para selecdo, entretanto, este fato pode causar limitacdbes na propagacao
vegetativa deste material, pois os propagulos obtidos de espécies lenhosas adultas,
na maioria das vezes, apresentam envelhecimento ontogenético e fisioldgico e,
consequentemente, menor vigor (Xavier et al., 2009; Wendling et al., 2014;
Baccarin et al., 2015; Shanthi et al., 2015).

As espécies lenhosas tendem a possuir um gradiente de juvenilidade da
copa para a base da arvore, de forma que quanto mais proximo da base, maior o
grau de juvenilidade e quanto mais proximo ao meristema apical, maior grau de
maturacdo. Isso se deve ao fato de que os meristemas da parte basal foram
formados na fase juvenil e estdo sob dominéancia do meristema apical, desta forma,

o desenvolvimento e diferenciacdo destes € impedido e pode ser retomado com a
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quebra da dominancia apical por meio de técnicas como 0 resgate vegetativo
(Xavier et al., 2009).

Na fase adulta, ocorre uma série de alteracbes nas caracteristicas de
crescimento, além de alteracBes fisiologicas e bioquimicas que interferem na
capacidade de enraizamento adventicio em espécies florestais (Wendling et al.,
2014). O rejuvenescimento € definido como a reversdo completa da maturacao
(reducao da idade ontogenética) por meio de meiose, gametogénese e formacao
de embrides zigéticos (Hand et al., 1996), enquanto o revigoramento é a reducéo
da idade fisiolégica, ou seja, reducao do declinio do vigor, sem a reducéo da idade
ontogenética. No entanto, a inducdo de juvenilidade é também chamada de
rejuvenescimento (Wendling et al., 2014). Metodologias artificiais induzem pelo
menos rejuvenescimento parcial das plantas, assim, € sugerido o uso do termo
rejuvenescimento/revigoramento.

Algumas técnicas foram desenvolvidas para o0 resgate de matrizes
selecionadas com a inducéo da juvenilidade dos propagulos. Dentre as principais
técnicas de resgate estao o corte raso, o anelamento, a brotacado de ramos adultos
e a enxertia, sendo as trés primeiras baseadas na inducdo de brotacdes
epicormicas. No corte raso, as arvores selecionadas sao decepadas com intencao
de induzir brotacdes na base da cepa para posterior enraizamento, fundamentado
no gradiente de maturacdo que existe nas espécies lenhosas, onde brotacdes com
maior grau de juvenilidade se encontram na regido basal (Xavier et al., 2009). Isto
acontece porque a citocinina que € sintetizada na raiz se move até a parte aérea,
porém, com a decepa ocorre a quebra da dominancia apical e a quebra das gemas
dormentes pela citocinina que se acumula, formando brotacdes epicérmicas (Taiz
et al., 2017). Este método é restrito as espécies com capacidade para rebrota e é
limitado em espécies que possuem impedimento de corte por motivos legais,
operacionais, ou mesmo pela intencdo de se manter a matriz viva.

O anelamento na base do tronco também objetiva a inducdo de brotactes
abaixo da regido do anelamento (Xavier et al., 2009). O anelamento consiste na
remocao de um anel integral da casca sem danificar o lenho. Apresenta-se como
uma metodologia alternativa de resgate quando ndo se pretende cortar a matriz
(Stuepp et al., 2017). O anelamento estimula a emissdo de brotacdes epicormicas
pela interrupgdo no fluxo de auxina enddgena via floema (Alfenas et al., 2004), o

que reduz a relagdo auxina/citocinina na parte inferior ao corte.
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Stuepp et al. (2017) constataram que estacas provenientes de anelamento
de arvores mais jovens apresentaram resultados superiores para enraizamento,
quando comparadas com plantas mais velhas, concluindo que a maturacéo
relacionada as plantas mais velhas provoca o declinio da capacidade de
enraizamento dos propagulos. Para decepa, Stuepp et al. (2016) verificaram que
as matrizes mais jovens também foram superiores as mais velhas em porcentagem
de brotacdo, associando o decréscimo nas plantas mais velhas ao processo de
maturidade das mesmas, tendo em vista que diversos processos estéo ligados a
maturidade das espécies, entre eles, a perda do vigor vegetativo, levando a
diminuicdo da capacidade de emitir brotacbes novas e de enraizamento dessas
brotacdes.

O resgate por meio da enxertia € um dos métodos que pode evitar o corte
da planta matriz. Neste processo, galhos ou gemas da copa ou de brotacdes
epicormicas induzidas em arvores selecionadas sdo enxertados sobre porta-
enxertos, produzidos por sementes (Alfenas et al., 2004; Xavier et al., 2009).

A inducdo de brotacdes epicérmicas em ramos e galhos coletados de
arvores, assim como a enxertia, sdo métodos de resgate que permitem a
manutencdo da matriz, inclusive evitando ferimentos. Neste processo sao
coletados ramos, e, ou galhos de arvores adultas e estes sdo postos em condi¢des
de temperatura e umidade adequadas para a inducéo de brotacdes epicormicas
gue, ao atingirem tamanho ideal, sdo utilizadas para a producdo de mudas clonais
(Xavier et al., 2009; Souza, 2017; Steupp et al., 2018). Ramos destacados das
regides mais baixas da planta favorecem a emissao de brota¢cdes mais juvenis com
maior vigor (Alfenas et al., 2004; Lakehal e Bellini, 2019).

Algumas pesquisas indicam a eficiéncia deste método para inducéo de
brotacdes epicormicas em espécies lenhosas, como Eucalyptus cloeziana (Almeida
et al., 2007), Eucalyptus benthamii (Baccarin et al., 2015), llex paraguariensis
(Nascimento et al., 2018), Araucaria angustifolia (Wendling et al., 2009),
apresentando-se viavel para a obtencado de propagulos para silvicultura clonal.
Wendling et al. (2013) obtiveram aproximadamente 60% de estacas de llex
paguariensis, provenientes de brotacdes epicormicas de ramos, enraizadas aos 90
dias com aplicagdo de 400 mg L't de AIB. Esses resultados sugerem que é possivel
0 enraizamento das brotacfes provenientes deste método de resgate. No entanto,

Bertholletia excelsa (Conceicao, 2019) e Lecythis pisonis (Bernardes et al., 2020),
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apesar de apresentarem quantidade de brotacfes significativa, obtiveram baixa
sobrevivéncia dos propagulos, consequéncia da baixa capacidade de
enraizamento.

Foram feitos testes preliminares para inducao de brota¢des epicormicas em
ramos adultos de C. trichotoma, mostrando que a espécie tem boa capacidade de
brotacdo, o que indica a importancia de se testar essa técnica para o resgate de

matrizes e posterior multiplicagéo (Silva et al., 2019).

3.3. Propagacao vegetativa

A propagacéo vegetativa apresenta-se como um metodo alternativo diante
de dificuldades encontradas na propagacao sexuada, garantindo a reproducéo de
genaotipos superiores a partir da selecdo, com qualidade genética e fitossanitaria,
proporcionando numerosos beneficios ao setor florestal, sobretudo na formacéo de
plantios clonais produtivos, além da melhoria na qualidade da madeira e derivados
(Betanin e Nienow, 2010; Dias et al., 2012a). Também permite a propagacao de
espécies com limitacbes na propagacdo sexuada, como espécies com baixa
disponibilidade de sementes, baixa porcentagem de germinagdo, germinacao
irregular, alto custo e um longo periodo para producdo de mudas (Stuepp et al.,
2018).

Dentre as técnicas que mais se destacam na propagacao vegetativa de
espécies florestais estdo a estaquia e suas variagbes, como a miniestaquia e a

microestaquia, e a enxertia (Ferrari et al., 2004; Melo et al., 2011).

3.3.1. Estaquia

A estaquia € largamente utilizada na propagacéo vegetativa de espécies
lenhosas de valor comercial e ornamental. A viabilidade do emprego da técnica de
estaquia na propagacao comercial depende do potencial de enraizamento da
espécie, qualidade do sistema radicular e seu posterior desenvolvimento. Estes
podem ser influenciados por fatores ligados a planta e a fatores externos, ligados

as condicbes ambientais. (Neves et al., 2006; Dias et al.,, 2012a). As estacas
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possuem variadas quantidades endbégenas de hormdnios vegetais, cujo
balanceamento adequado entre promotores e inibidores € essencial para que
ocorra 0 enraizamento das estacas. O equilibrio da quantidade enddégena dos
hormonios vai depender da espécie e do estadio de desenvolvimento da planta
(Hartmann et al., 2011; Dias et al., 2012a).

Nesta técnica sado usados seguimentos caulinares, foliares ou radiculares,
que passam por diferentes fases até a formacdo de raizes adventicias. Na
desdiferenciacdo, as células j& diferenciadas para determinada fung¢do voltam a
condicdo meristematica para que possam formar raizes adventicias (Xavier et al.,
2009; Bellini et al., 2014; Taiz et al., 2017; Lakehal e Bellini, 2019).

Em qualquer que seja o tecido ou 6rgdo, as raizes adventicias séo
formadas a partir de células com associacBes vasculares. Estudos histologicos
indicam que a primeira divisao celular que leva a formacgéo de primérdio ocorre nos
tecidos cambiais (Rigal et al., 2012; Lakehal e Bellini, 2019). A inducéo das raizes
adventicias é guiada pelos fitorménios, que interagem entre si, em associa¢gdo com
os estimulos ambientais. A auxina é o principal modulador do enraizamento
adventicio, além dela, o etileno (Negi et al., 2010) e os brassinosteroides (Maharjan,
2014) promovem a inducdo de raizes, enquanto citocinina, acido jasmonico,
giberelina, estrigolactonas e acido abscisico podem ser reguladores negativos
deste processo. (Bellini et al., 2014; Lakehal e Bellini, 2019).

As citocininas modificam a expressdo dos genes de transporte polar da
auxina, impedindo a formacdo do gradiente de auxina necessario nas células
formadoras e inibindo o inicio dos primordios radiculares (Bellini et al., 2014). A
formacdo de raizes adventicias induzidas pela inundacdo é mediada pela
biossintese de etileno, assim como o surgimento de raizes induzidas pela
escuridao, confirmando o papel positivo deste fitohormonio na formacéo de raizes
adventicias. (Vidoz et al., 2010; Lin e Sauter, 2018).

As auxinas naturais mais estudadas sdo o acido indol-3-acetico (AIA) e
acido indol-3-butirico (AIB). Apesar de o AlA ser a auxina natural mais abundante
0 AIB é o mais utilizado nos programas de propagacao vegetativa por sua eficacia
e estabilidade. Ao ser adicionado exogenamente, o AIB € um promotor eficiente de
raizes adventicias em muitas espécies e, provavelmente, atua ap0s sua conversao
em AIA. O AIB possui maior resisténcia a degradacéo pela luz quando comparado

ao AlA, e é capaz de mover-se a longas distancias, além de nao ser degradado ou
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convertido em AIA durante o transporte. Assim, € sugerido que os sistemas de
transporte podem fornecer um mecanismo para mover especificamente o precursor
inativo (AIB) para um local de acdo especifico, evitando respostas de auxinas
durante o transporte (Bellini et al., 2014; Lakehal e Bellini, 2019). O sucesso do
enraizamento em algumas espécies esta relacionado a capacidade de conversao
de AIB em AIA (Kreiser et al., 2016; Lakehal e Bellini, 2019).

Estudos de propagacdo vegetativa por miniestaquia de C. trichotoma
mostraram obstaculos no enraizamento de miniestacas, tendo em vista que a
utilizacdo de auxina exdgena proporciona incrementos no enraizamento da
espécie, no entanto, a porcentagem maxima de enraizamento ainda € considerada
baixa. Faganello et al. (2015) verificaram, em C. trichotoma, que a utilizacéo de AIB
nas concentracées de 2000 a 8000 mg L' aumentou linearmente a porcentagem
de miniestacas enraizadas, no entanto, o maior indice de enraizamento com a dose
maxima (8000 mg L) foi de apenas 28,9%, enquanto para miniestacas que ndo
tiveram a base imersa no fitorregulador obteve-se apenas 2,5%. Kielse et al. (2013),
utilizando doses crescentes de AIB para o enraizamento de estacas radiculares de
em C. trichotoma, também observaram acréscimo na porcentagem de
enraizamento adventicio com o aumento linear da dose de auxina (2000 a 6000 mg
L1), apresentando maior porcentagem de enraizamento com a concentracao
maxima utilizada, 6000 mg L.

Estudos com microestaquia de louro-pardo resultaram em 73% de
enraizamento in vitro com a combinacdo de AIB e carvao ativado no meio de
cultura, indicando o cultivo in vitro como alternativa de sucesso para sua
multiplicagdo, em meio de cultura WPM, utilizado com frequéncia no cultivo de
espécies lenhosas (Mantovani et al., 2001).

O louro-pardo, apesar de apresentar boa capacidade de brotacao, ainda
apresenta baixa porcentagem de enraizamento mesmo com aplicacdo de auxina
exdgena. Pode-se inferir que a espécie possui algum inibidor de auxina ou alta
concentracdo de algum fitohorménio com efeito negativo sobre o enraizamento
adventicio como citocininas, giberelinas, acido jasmoénico, estrigolactonas e acido
abscisico (Bellini et al., 2014).

As citocininas séo classificadas como reguladores de crescimento
responsaveis pela diviséo celular e desenvolvimento da parte aérea (Bellini et al.,

2014). Desta forma, a boa capacidade de brotacdo da espécie pode estar
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relacionada a altas concentracfes de citocinina. As citocininas atuam modificando
a expressao dos genes de transporte polar da auxina, obstruindo a formacgéao do
gradiente de auxina necessério para as células formarem o inicio dos primérdios
radiculares, parecem promover o primeiro passo, que seria a proliferacéo celular,
mas inibem o passo seguinte, a reprogramacao celular (Bellini et al., 2014; Lakehal
e Bellini, 2019).

O papel das giberelinas no desenvolvimento de raizes € pouco claro, mas
existem indicios de que tenham influéncia neste processo (Lakehal e Bellini, 2019).
O &cido giberélico quando aplicado de forma exdégena em plantas de arroz inibe a
formacdo de raizes, enquanto mutantes com deficiéncia na biossintese deste
fitorregulador desenvolveram mais raizes (Lo et al., 2008).

O &cido jasmonico atua inibindo a formacéo radicular, provavelmente por
inibir fortemente a divisdo e o alongamento celular. As estrigolactonas sdo um
grupo com funcdo fitormonal, descritos como reguladores negativos do
enraizamento adventicio, o transporte e o acumulo de auxina na zona de
enraizamento podem ser regulados negativamente pelas estrigolactonas
(Rasmussen et al., 2012; Bellini et al., 2014; Lakehal e Bellini, 2019).

Dentre as substancias que atuam como reguladoras de auxina nas plantas,
o peréxido de hidrogénio funciona como uma molécula sinalizadora que media
respostas a varios estimulos nas células vegetais e animais, podendo atuar na
formacéo de raizes adventicias (Neill et al., 2002; Li et al., 2009). E uma forma de
oxigénio reativo com grande efeito em sistemas biolégicos. A acumulacdo de
peréxido de hidrogénio (H202) em raizes tem efeito positivo no crescimento e
diferenciagéo destas (Dunand et al., 2007; Li et al., 2007). Sebastiani e Tognetti
(2004) avaliaram os efeitos do peréxido de hidrogénio na inducdo e
desenvolvimento das raizes em estacas de Olea europaea L. de duas cultivares,
com alta e baixa capacidade de enraizamento, e encontraram efeitos positivos do
peréxido em associacdo com AIB, alcancando 77% de enraizamento em estacas
tratadas com 4000 mg L* de AIB com 3,5% (p/v) de H202, e 56% nas estacas
tratadas apenas com AIB. Li et al. (2009) avaliaram H202 na formacdo e
desenvolvimento de raizes adventicias no feijdo mungo e verificaram que a imerséo
de estacas em 50 a 100 mM de H202 por 8h aumentou o namero de raizes
adventicias, e estas foram as concentracdes mais altas utilizadas pelos autores. O

uso de H202 em associa¢cdo com AIB pode contribuir para o0 aumento do percentual
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de enraizamento de C. trichotoma, pois quando submetidas a condicbes de
estresse, as plantas produzem espécies reativas de oxigénio, como o peréxido de
hidrogénio que pode ser utilizado para potencializar o efeito da auxina sobre o
enraizamento adventicio. O H202 é um importante mediador do crescimento
radicular adventicio, e isso se deve também ao fato de que esta envolvido tanto na
sinalizacao de processos fisioldgicos quanto na morte celular programada. A morte
celular programada epidérmica acima dos primérdios da raiz garante que a ponta
da raiz em crescimento ndo seja danificada durante a emergéncia (Steffens e
Rasmussen, 2016; Steffens et al., 2012).
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4. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido na Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) do
Centro de Ciéncia e Tecnologia Agropecuaria (CCTA) da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), localizada no municipio de Campos dos
Goytacazes-Rj. Durante a conducédo do experimento, foram monitoradas a
temperatura e umidade relativa do ar por meio de datalogger modelo AK 174 (Akso)
(Figura 1).
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Figura 1. Dados de Temperatura (°C) e Umidade Relativa do ar (%), na casa de
vegetacao e camara de nebulizacdo, durante o periodo do experimento nos anos
de 2019 e 2020.

4.1. Germinacado e emergéncia de sementes de C. trichotoma com diferentes

formas de beneficiamento e embebicao.

Os diasporos (Figura 2) foram coletados em julho de 2019 a partir de
arvores presentes no municipio de Magé, RJ. Apdés a coleta, até o inicio dos testes
(nove meses), as sementes foram armazenadas em sacos plasticos, sem controle
de temperatura e umidade. Os testes de emergéncia e germinacdo das sementes,
em funcdo da forma de beneficiamento e tempo de pré-embebicdo, foram
realizados na Unidade de Apoio a Pesquisa (UAP) e no Laboratério de Fitotecnia

(LFIT), respectivamente.
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Figura 2. Diasporos (A) e sementes sem perianto (B) de C. trichotoma.

Para os testes de emergéncia sob condi¢cdes de casa de vegetacao, parte
das sementes foram beneficiadas com a retirada manual do perianto aderente,
enguanto as demais permaneceram com o mesmo. Posteriormente, metade das
sementes com e sem perianto aderente foram colocadas em agua deionizada para
embebic&o por 24 horas antes da semeadura. As sementes foram semeadas em
bandejas plasticas contendo substrato comercial Basaplant® sob condi¢des de
casa de vegetacao (Figura 3).

O experimento foi disposto em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2 constituido por duas formas de beneficiamento, com e sem
perianto, e dois tempos de embebigcédo (Oh e 24h) totalizando quatro tratamentos
com oito repeticbes de 25 sementes, conforme parametros do Manual de

Procedimentos Para Andlise de Sementes Florestais (LIMA JR., 2010).
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Figura 3. Teste de emergéncia de C. Trichotoma.

No segundo experimento, sob condi¢bes controladas, foi utilizado um
tempo a mais de pré-embebicdo. As sementes foram avaliadas quanto a
germinacdo, sendo dispostas sobre duas folhas de papel toalha “germitest’,
umedecidas com agua deionizada, na proporcéao de 2,5 vezes o peso do papel seco
formando rolos de papel. Na conducédo do teste, os conjuntos de rolos de papel
foram envolvidos com sacos plasticos de polietileno transparente a fim de reduzir a
perda de umidade. O germinador utilizado foi uma camara fria, tipo B.O.D., com
controle de temperatura e fotoperiodo, a temperatura de 25°C (LIMA Jr., 2010), e
fotoperiodo com 16 horas de luz e oito horas de escuro, simulando as condi¢des
naturais.

Os sacos plasticos foram dispostos nas prateleiras na posicao vertical, em
anel de PVC, contendo oito rolos de papel cada, sendo usado um saco plastico
para cada tratamento (Figura 4). O experimento foi disposto em delineamento
experimental inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x3, constituido por
dois tipos de beneficiamento, com e sem perianto aderente, e trés tempos de
embebicédo, Oh, 12h e 24h. Totalizando seis tratamentos, com oito repeticdes de 25
sementes conforme parametros do Manual de Procedimentos Para Analise de
Sementes Florestais (LIMA JR., 2010).
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Figura 4. Rolos de papel contendo sementes de C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex
Steud em BOD, para teste de germinacdo, em funcdo do beneficiamento e tempos
de embebicéo.

AvaliacOes

Em relacdo ao experimento sob condigcbes de casa de vegetacdo as
avaliacbes foram efetuadas a cada dois dias, até o término do periodo de
emergéncia, sendo consideradas emergidas aquelas sementes que expunham o0s
cotilédones acima do nivel do substrato. Foram selecionadas trés plantas de cada
repeticAo para serem avaliadas quanto a qualidade das mudas, a partir dos
seguintes caracteres: a altura da parte aérea, mensurada com uso de régua, e 0
diametro do coleto, com paquimetro digital. Em seguida, as mudas foram cortadas
a altura do coleto e suas folhas foram destacadas para mensuracao da area foliar
por meio de medidor eletrénico de area foliar de bancada (LI-3000, LI-COR Inc.) e
as raizes e parte aérea foram colocadas em sacos de papel identificados e secas
em estufa de circulacao for¢cada de ar, a 65°C + 2, por 72 horas, para determinacéo
da massa seca do sistema radicular e parte aérea, por meio da pesagem do

material em balanca analitica.
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Para a avaliacdo da germinacdo em condi¢des controladas, as contagens
foram feitas diariamente, sendo consideradas germinadas sementes que
apresentaram a emissao de radicula de até 2mm. Foi contabilizada a porcentagem
de plantulas normais, sendo consideradas normais plantulas contendo raiz e parte
aérea formadas.

As sementes foram avaliadas quanto a porcentagem de emergéncia e
germinacdo, contabilizadas no Udltimo dia de germinacdo (30 dias apos a
semeadura), determinado através do célculo regra de trés (BRASIL, 2009). O vigor
foi determinado pelo indice de velocidade de emergéncia (IVE) e indice de
velocidade de germinacao (IVG), calculados através da formula apresentada por
Maguire (1962).

(1)

VG G1,G2 G3_ Gn
" N1 N2 N3 “'Nn

(2)

veo E1,E2 B3 En
~ N1 N2 N3 ""Nn

Onde:

G1/El, G2/E2, G3/E3 e Gn/EN = numero de sementes
germinadas/emergidas computadas na primeira, na segunda, na terceira, até a
dltima contagem;

N1, N2 e Nn = nimero de dias apds a semeadura na primeira, segunda até
a Ultima contagem.

Os dados de porcentagem de germinacao, emergéncia e plantulas normais
foram transformados em arco seno e, posteriormente, submetidos a Andlise de
Variancia por meio do software estatistico sisvar e as comparacfes de médias
efetuadas por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.2. Resgate de matrizes

Em 2012 foi instalado um teste de progénie da espécie em duas areas, no

municipio de Linhares-ES (Projeto Biomas), sendo utilizadas sementes de 30
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arvores matrizes (progénies) de C. trichotoma, de polinizacéo aberta, coletadas na
reserva da Empresa Vale e em pequenos fragmentos florestais localizados entre
0S municipios de Sooretama-ES (19°11'22,91" S, 40° 5'50,48" W) e Linhares-ES
(19°23'40,71" S, 40° 3'51,40" W). As progénies foram dispostas em blocos
completos ao acaso, com 40 e 34 blocos para as areas 1 e 2, respectivamente, e
uma planta por parcela (Santos, 2018). Aos sete anos apos o plantio, foram
iniciados estudos para a multiplicacdo vegetativa das arvores com melhores
caracteristicas silviculturais.

Para isso foram acessadas 17 arvores matrizes selecionadas com base nos
valores genéticos de caracteres de crescimento e forma do fuste. Seus galhos
foram podados, em dois dias de coleta, identificados e dispostos em camara de
nebulizacdo um e dois dias apods a coleta, sobre leito de areia, com selamento da
extremidade superior com parafina, para reduzir a perda de umidade. Foram
utilizados de 10 a 15 galhos de 35 cm em média por arvore matriz, os galhos tiveram
10 cm de sua base enterrada em vasos contendo areia (Figura 5).

A emisséao e crescimento das brota¢cdes dos diferentes materiais genéticos
e dos dois dias de coleta foram monitorados semanalmente, sendo realizada a
contagem do numero de brotacbes por matriz e realizada a medicdo do
comprimento quando alcancaram, visualmente, grande quantidade de brotacbes
com mais de 6 cm de comprimento. Desta forma, foram coletadas brotagcdes em
trés épocas diferentes, nos meses de agosto, setembro e dezembro, conforme

atingiram mais de 6 cm.



Figura 5. Ramos dispostos em vasos contendo areia, 15 dias apos o
estaqueamento (A). Ramos com emissdo de brotacdes epicormicas, 30 dias apds
o estaqueamento (B).

Aquelas brota¢des que atingiram mais de 6 cm passaram por desinfestacao
com a imersao em hipoclorito de sodio a 0,5% por 5 min, seguida de lavagem em
agua deionizada e posterior imersdo em solucdo de AIB de 1500 mg L com a
finalidade de estimular o enraizamento, uma vez que concentracdes maiores
resultam em alta taxa de mortalidade de miniestacas (Faganelo et al., 2015). O
material propagativo recebeu corte em bisel na base, mantendo-se um a dois pares
de folhas que tiveram sua area foliar reduzida, de 50 a 70%, conforme o tamanho
da folha (Figura 6).
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Figura 6. Estacas de C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud com 6 cm de
comprimento imersas em solugéo de AIB (1500 mg L™1).

O estaqueamento foi realizado em tubetes de 180 cm?3, preenchidos com
substrato comercial e adubo de liberacao lenta (N, P, K) na formulacdo 15-9-12 e
na concentracdo de 8 g. Kg* de substrato. As bandejas foram dispostas em camara
de nebulizagdo por aproximadamente 60 dias (Figura 7).

Foi realizada a avaliacdo da sobrevivéncia dos propagulos de cada matriz,
sendo consideradas estacas vivas as que apresentaram coloracdo ainda verde,
essas foram contabilizadas para a obtencdo da porcentagem de sobrevivéncia de

cada matriz.
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Figura 7. Estacas de C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud dispostas em camara de
nebulizacao.

Os dados de capacidade de brotagcéo e sobrevivéncia das matrizes foram
apresentados por estatistica descritiva e novos testes para aumentar o
enraizamento adventicio da espécie foram conduzidos a partir de miniestacas de

brota¢des de minijardim multiclonal.

4.3. Enraizamento de miniestacas de C. trichotoma em funcéo da imersdo em

H20: e diferentes concentracdes de AIB

Foi utilizada, neste experimento, a associacéo de diferentes concentracdes
de AIB com o peroxido de hidrogénio (H202), visando aumentar a porcentagem de
enraizamento adventicio e sua qualidade.

Mudas propagadas por sementes, coletadas em julho de 2019 a partir de
arvores presentes no municipio de Magé, RJ, foram utilizadas na formacédo de um
minijardim multiclonal para producdo de miniestacas a serem submetidas aos
tratamentos propostos.

Para producdo das minicepas, a semeadura foi realizada em bandejas,
contendo substrato comercial Basaplant®. Aos 45 dias, quando apresentaram o
primeiro par de folhas definitivas, as plantulas foram transplantadas para tubetes

preenchidos com substrato comercial Basaplant® e adubo de liberagdo lenta na
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formulacédo 15-9-12 e na concentragdo de 8 g. Kg* de substrato. Apds 30 dias nos
tubetes, foi realizado o transplantio das mudas para vasos de 3,8 L de polietileno
(diametro superior: 17 cm; didmetro da base: 11 cm; altura: 25 cm) preenchidos
com substrato comercial, areia e composto GRagréria, na propor¢do 2:1:1, para
melhor desenvolvimento do sistema radicular e consequente crescimento das
mudas. As mudas foram submetidas a poda apical a 10 cm de sua base, para

formacao das minicepas apoés terem permanecido 60 dias nos vasos (Figura 8 e 9).

Figura 8. Muda de C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud, submetida a poda apical a
10 cm de sua base, para formacgéo da minicepa, 135 dias apés a semeadura.
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Figura 9. Jardim multiclonal de C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud com brotacdes,
30 dias ap6s a poda apical.

A partir das brotagbes das minicepas do jardim multiclonal, foram
produzidas miniestacas de 6 a 7cm, que tiveram suas bases imersas em hipoclorito
de sédio a 0,5% por 5 min, para desinfestacdo, seguida de lavagem em agua
deionizada (Figura 10A). O material propagativo recebeu corte em bisel na base,
e foi mantido com um a dois pares de folhas com reducéo de 50 a 70% de sua area
foliar, de acordo com o tamanho das folhas do propégulo (Figura 10B).

Figura 10: Desinfestagdo de miniestacas de C. trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud,
em solucéo de 0,5% de hipoclorito de sodio (A). Detalhe da miniestaca.

Foram coletadas 200 miniestacas de C. trichotoma que tiveram a base

imersa em H202, por 8h na concentracdao de 50 mM (Figura 11A) conforme Neill et
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al. (2002). Posteriormente, e juntamente com novas miniestacas coletadas, foram
transferidas para solucfes de AIB, diluido previamente em alcool etilico absoluto
PA, seguido da adicdo de &gua deionizada, formando solucao hidroalcéolica a 5%,
nas concentracdes de 0, 100, 200, 300 e 400 mg L, onde permaneceram por 12
horas (Valeri et al., 2012), conforme figura 11B. Outras 200 miniestacas foram
coletadas e submetidas a imersdo nas mesmas concentracfes de AIB, sem
imersdo em perdxido de hidrogénio. Durante a imersdo em AIB por 12 horas, a

solucado recebeu oxigenacdo com o uso de compressor utilizado em aquarios.

Figura 11. Miniestacas de C. trichotoma com sua base imersa em solucéo de H202
na concentracdo de 50 mM (A) e, posteriormente, em solugbes com diferentes
concentracOes de AIB.

O estagueamento foi realizado em tubetes de 180 cm?, preenchidos com

substrato comercial e adubo de liberacao lenta (N, P, K) na formulagéo 15-9-12 e
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na concentracédo de 8 g.Kg* de substrato, dispostos em bandejas com 54 células,

e transferidos para camara de nebulizacéo intermitente (30 segundos a cada 20

minutos). (Figura 12).

Figura 12. Estaqueamento de miniestacas de C. Trichotoma (A). Bandejas
dispostas em camara de nebulizagao (B).

As parcelas foram dispostas em delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2x5, constituido pela imerséo ou ndo das miniestacas em peroxido
de hidrogénio por oito horas, e imerséo por 12 horas, em cinco concentragdes de
AIB, totalizando 10 tratamentos, com quatro repeticdes, compostas por 10

miniestacas.
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Miniestacas
coletadas

Imerséo por 8 h

T - 0, 100, 200, 300 e 400
Imersdo por 12 h mg L1

Figura 13. Esquema representativo dos tratamentos com H202 e AIB a que foram
submetidas as miniestacas de Cordia trichotoma.

Aos 60 dias, as plantulas foram retiradas da camara de nebulizacdo e
avaliadas quanto ao enraizamento e a sobrevivéncia. Posteriormente, as mudas
foram avaliadas quanto ao enraizamento. Todo o substrato foi retirado por meio da
lavagem em agua corrente sobre peneiras, para a mensuracdo do numero de
raizes, presenca de calos e comprimento de raizes de primeira ordem. Foi
determinada a porcentagem de estacas que emitiram brotacbes no setor de
enraizamento.

Em seguida, as raizes e parte aérea foram separadas, colocadas em sacos
de papel, identificadas e secas em estufa de circulacéo for¢cada de ar, a 65°C + 2,
por 72 horas, para determinacédo da massa seca do sistema radicular e parte aérea,
por meio da pesagem do material em balanca analitica.

Os dados de porcentagem de brotacbes e massa seca de raiz foram
transformados por raiz quadrada, por ndo atenderem as pressuposicdes
estatisticas. Todos os dados foram submetidos a Analise de Variancia por meio do
software estatistico R e as diferencas em funcéo das concentragcfes submetidas a

ajustes de regressao ou testes de média.



32

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Beneficiamento e periodos de embebicédo de sementes de C. trichotoma

Nos testes realizados em casa de vegetacdo, os tratamentos de pré-
embebicdo em agua ndo causaram efeitos na emergéncia de sementes de C.
trichotoma, ndo havendo diferenca no percentual e velocidade de emergéncia
(Tabela 1), nem nas variaveis de qualidade das mudas obtidas (Tabela 2),
demonstrando que nao h& necessidade destes tratamentos para que seu
metabolismo seja ativado.

A emergéncia das sementes que tiveram o perianto removido iniciou-se aos
11 dias apds a semeadura, enquanto para as sementes com perianto aderido nao
houve emergéncia durante o periodo de avaliacdo (30 dias). As sementes sem
perianto aderido alcancaram 81% de emergéncia e indice de velocidade
emergéncia de 1,26 (Tabela 1).

Foi observado, neste experimento, efeito da retirada do perianto na
emergéncia e indice de velocidade emergéncia das sementes de C. trichotoma
submetidas a dois tempos de pré-embebicdo em agua e duas formas de

beneficiamento.



33

Tabela 1. Valores médios de IVE e %E de sementes de C. trichotoma, 30 dias ap0s
a semeadura

Pré-
Beneficiamento  embebic&o IVE % E
(Horas)
Sem perianto 24 1,12 a 77,50 a
Sem perianto 0 1,26 a 81,00 a
Com perianto 24 0,00 0,00
Com perianto 0 0,00 0,00

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste F a 5% de probabilidade
Indice de Velocidade de germinacéo (IVE) e Porcentagem de emergéncia (%E)

Tabela 2. Valores médios de H, DAC, AF, MSPA e MSR de mudas de C. trichotoma,
60 dias ap6s a semeadura obtida a partir de sementes com perianto removido

Pré- embebicéo H DAC AF MSPA MSR
(Horas) (cm) (mm) (cm?) (9) (9)

24 4199a 528a 44208a 3,26a 201a

0 4539a 550a 518,50a 3,97a 2.25a

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, nédo diferem pelo teste de F 5% de probabilidade.
Altura da parte aérea (H), diametro do coleto (DAC), Area foliar (AF), Massa seca da parte aérea
(MSPA) e Massa seca do sistema radicular (MSR)

No segundo experimento, realizado sob condi¢cbes controladas, observou-
se, em sementes do mesmo lote, que a germinacao foi iniciada aos cinco dias em
sementes sem perianto e aos oito dias em sementes com perianto, mais rapido que
os dados observados na literatura. Foi observado o inicio da germinacdo de
sementes de louro-pardo, com perianto aderido aos 18 dias, em temperatura de
25°C e na presenca de luz constante (Felippi et al., 2012), enquanto o inicio da
germinacao com a retirada do perianto ocorreu aos sete dias, sob condi¢cbes de
temperatura de 25°C (escuriddo continua) e 30/20°C (8 h de luz / 16 h de
escuriddo), utilizando como substrato agar (Galindez et al., 2019) e variou de 10 a
11 dias em temperaturas de 20 a 25 °C, tanto na presenca quanto na auséncia de
luz (Machado et al., 2015).

A retirada do perianto foi benéfica para as variaveis analisadas, e nao
houve vantagens da pré-embebicdo das sementes, havendo inclusive reducéo do
percentual de germinacdo e do numero de plantulas normais (Figura 14) em

sementes mantidas por 12 horas em pré-embebicéo (Tabela 3).



34

Tratamentos pré-germinativos, como embebicdo, podem favorecer e

acelerar o processo germinativo, tendo em vista que proporciona a reidratacao dos

tecidos, intensificando a respiragéo e, consequentemente, a producao de energia

para que ocorra a germinacgdo. Além disso, o aumento de volume da semente por

absorcao de agua leva a ruptura da casca, facilitando a protuséo do eixo hipocétilo-

radicular ainda muito fragil para rompé-la (Goncalves et al., 2008; Carvalho e
Nakagawa, 2012; Rabbani et al., 2013).

Tabela 3. Valores médios de IVG, %G e %N de sementes de C. trichotoma 30 dias

apos a semeadura

VG
Oh 12 h 24 h
Com P 0,12 bA 0,04 bA 0,05 bA
Sem P 0,80 aA 0,40 aB 0,63 aA
CV % 46,78
%G
Oh 12 h 24 h
Com P 7,0 bA 3,0 bA 3,5 bA
Sem P 35,5aA 23,5aB 32,0 aAB
CV % 33,64
%N
Oh 12 h 24 h
Com P 4,5 bA 2,0 bA 2,5 bA
Sem P 27,5 aA 19,0 aA 26,5 aA
CV % 39,5

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na coluna, ou mesmas letras mailsculas, na linha nédo
diferem pelo teste de tukey a 5% de probabilidade
Indice de velocidade de germinacéo (IVG), Porcentagem de germinacgéo (%G) e Porcentagem de

Plantulas normais (%N).
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Figura 14. Plantulas normais (formacéo de raiz e parte aérea) de C. trichotoma
(Vell.) Arrab. Ex Steud, aos 30 dias ap6s a semeadura.

Entretanto, para C. trichotoma, os periodos de pré-embebicdo nao
beneficiaram a emergéncia e o IVE da espécie (Tabela 1). J& em relacdo a
germinacao, o tratamento sem pré-embebicao foi superior ao de 12h, ndo diferindo
do tratamento de 24h (Tabela 3), diferente de sementes de Bowdichia virgilioides
(Gongalves et al., 2008) e Moringa oleifera (Rabbani et al., 2013), para as quais 0s
autores obtiveram aumento dos percentuais de germinagdo, (62 e 25%,
respectivamente) e do indice de velocidade de germinacdo em tratamentos com
maior periodo de pré-embebicdo, favorecendo a ativacdo do metabolismo das
sementes.

A remocdo do perianto reduz a presenca de patdgenos no teste de
germinacdo capazes de prejudicar o processo germinativo (Berghetti et al., 2015).
A retirada do perianto influenciou o processo germinativo de C. trichotoma neste
estudo, corroborando os resultados obtidos por Berghetti et al. (2015) e Galindez
et al. (2019) trabalhando com a mesma espécie. Felippi et al. (2012) encontraram
germinacdo e emergéncia lenta e irregular para a espécie, utilizando sementes com
perianto aderido. Além de promover a proliferacdo de patdgenos, o perianto pode
conter compostos inibidores da germinagdo. Foram encontradas substancias
inibitérias no perianto de algumas espécies que o possuem aderido a semente,
como Salsola komarovil, que contém &acido abscisico, inibidor da germinacdo
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(Takeno e Yamaguchi, 1991). Podem conter também grande quantidade de sal e
outros fatores que atrasam a germinacéao (Wei et al., 2008; Aiazzi e Arguello, 1992).

Foi observada baixa porcentagem de germinagcdo em condi¢cdes
controladas, mesmo com a retirada do perianto, em relagdo ao percentual
encontrado na avaliacdo da emergéncia, em condi¢cdes de casa de vegetacado, sem
controle de temperatura e umidade. Embora as sementes sejam do mesmo lote, o
teste de germinagdo em BOD foi realizado dois meses apds o de emergéncia, 0
gue pode ter influenciado negativamente no vigor das sementes, armazenadas em
sacos plasticos, sem controle de temperatura e umidade. Segundo Maffra (2019),
sementes de C. trichotoma armazenada nessas condicbes por 120 dias
apresentam drastica reducdo de sua viabilidade, entretanto, mesmo nessas
condicdes, os percentuais de germinacgdo atingidos neste estudo apés 330 dias de
armazenamento com sementes sem perianto, sdo superiores aos do autor, que
realizou os testes sem a retirada do perianto. Gusatto (2015) conseguiu preservar
0 vigor e a viabilidade das sementes de C. trichotoma por apenas seis meses, em
recipientes de vidro, mantidos em camara seca, sob temperatura variando de 13 a
17 °C.

Embora a temperatura da BOD tenha sido adotada a partir de Lima et al.
(2010), os autores também indicam temperatura alternada de 20:30°C para a
espécie, que talvez permitisse melhor expressdo da qualidade do lote. Gusatto
(2015) também obteve baixo percentual de germinacao sob condi¢cfes controladas,
utilizando 25°C, com luz branca continua. Entretanto, o autor nao retirou o perianto
das sementes. Novos testes para definir a temperatura e fotoperiodo adequados

nas analises laboratoriais da espécie devem ser realizados.

5.2. Resgate de matrizes

Nos ramos utilizados para o resgate de matrizes de C. trichotoma, apoés a
coleta e disposicao de galhos sob nebulizacdo, observou-se grande variagédo para
a densidade de brotacfes entre as progénies. Observou-se que a espécie possuli
boa capacidade de emitir brotacdes epicormicas, havendo variacdo, de 1,18 a 5,49
brotagGes por dm? de ramos (Figuras 15 e 16). Os resultados para capacidade de

brotacdo dos ramos alcancados para C. trichotoma foram superiores aos



37

encontrados por Conceigéo (2019) para ramos de Bertholletia excelsa e Bernardes
et al. (2020) para Lecythis pisonis, onde a inducéo de brotacfes entre as matrizes
de B. excelsa variou de 0,4 a 5,2 brotagbes por galhos (40 cm), comprimento
proximo aos utilizados para C. trichotoma neste estudo (35 cm) e para as diferentes
matrizes de L. pisonis, foi de 0,2 a 7,4 brotacdes por galhos de 60 cm de
comprimento.

O resgate por inducéo de brotagdo em ramos é uma técnica alternativa de
revigoramento/rejuvenescimento que objetiva promover a emissdo de brotos a
partir de gemas dormentes quando em condicbes adequadas para seu
desenvolvimento, formando propagulos com maior vigor (Wendling et al., 2014;
Conceicdo, 2019) e capacidade de enraizamento. A utilizacdo desta técnica
apresentou sucesso também para a inducdo de brotacbes epicormicas em ramos
de algumas espécies como Eucalyptus cloeziana (Almeida et al., 2007), Araucaria
angustifolia (Wendling et al., 2009), Eucalyptus benthamii (Baccarin et al., 2015) e
llex paraguariensis que apresentou maior capacidade de brotac&o para o resgate
por ramos em relacao a outras técnicas (Nascimento et al., 2018).

Neste estudo foram utilizados galhos de duas plantas das progénies 25, 28
e 30. As duas plantas de cada progénie possuem capacidade de brotacdo
semelhante. A progénie 25 esta entre as que apresentam maior numero de
brotacdes, enquanto a 28 e 30 estdo entre os menores valores. Santos (2018),
estudando as progénies presentes neste trabalho, verificou que essas progénies
estdo entre as nove melhores progénies no ranqueamento para maior

produtividade, comportamento mais estavel e melhor adaptabilidade.
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Figura 15. Capacidade de brotacdo de ramos coletados no terco inferior de
matrizes de C. trichotoma aos sete anos apos o plantio. Avaliacdo realizada 30 dias
apos a coleta e disposicéo dos galhos sob nebulizacdo intermitente.

BLO9PL21 '“\h_,—/

BL13PL25

Figura 16. Galhos de matrizes de C. trichotoma, aos 30 dias apds a coleta e
disposicéo sob nebulizacdo com menos (A) e mais (B) brotacdes por dm? de ramos.

A inducdo de brotac6es epicérmicas, de acordo com o periodo de espera
entre a coleta e a disposicdo dos galhos na nebulizacdo intermitente foi mais
intensa em galhos com dois dias apds a coleta, para a maior parte das matrizes,
ndo havendo problemas com relacdo ao periodo de transporte. Para periodo de
dois dias, a densidade de brota¢cfes dos ramos entre matrizes variou de 0,65 a 8,97
brotacdes por dm?, enquanto os ramos dispostos um dia ap6s a coleta essa
variacdo foi de 1,17 a 7,26 brotacdes por dm? (Figura 17). Ap6s a coleta no campo,

o material pode esperar até 48 horas para ser processado.
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Figura 17. Capacidade de brota¢do de ramos coletados no tergo inferior de matrizes
de C. trichotoma aos sete anos apos o plantio e em 24h e 48 h apds a coleta.
Avaliacao realizada 30 dias apés a coleta e disposicdo dos galhos sob nebulizagéo
intermitente.

A sobrevivéncia das miniestacas, obtidas a partir do resgate de matrizes
por brotacdo de ramos adultos, variou de 25,45 a 100 % aos 60 dias apos o
estaqueamento no més de agosto (Figura 18a). Resultados semelhantes foram
observados para setembro onde a variacao foi de 25 a 100% (Figura 18b), ja para
o0 més de dezembro, a sobrevivéncia foi inferior em relacdo aos demais, de 0 a
72,92% (Figura 18c). Entretanto, ao final de 210 dias, a sobrevivéncia foi baixa,
sendo obtidas apenas mudas de oito matrizes das 17 acessadas para a realizagcao
do experimento. Das mudas das oito progénies sobreviventes, trés (25, 28 e 19)
estdo entre as nove melhores progénies do ranqueamento proposto por Santos
(2018) para produtividade, estabilidade e adaptabilidade de progénies de C.
trichotoma (Figuras 19 e 20).
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Figura 18. Sobrevivéncia de plantulas de C. trichotoma obtidas a partir das
brotacBes de galhos coletados em matrizes com sete anos apdés o plantio, aos 60
dias ap0s o estaqueamento. Estaqueamento realizado no més de agosto (A),

setembro (B) e dezembro (C).



41

100
80
60
40

20

Sobrevivéncia (%)

Matrizes

Figura 19. Sobrevivéncia de mudas resgatadas de C. trichotoma, obtidas a partir
das brotacBes de galhos, coletados em matrizes com sete anos apoés o plantio, aos
210 dias ap0s o estaqueamento.

Figura 20. Muda obtida a partir do resgate de matrizes de C. trichotoma, aos 210
dias ap0s o estaqueamento.

A menor porcentagem de sobrevivéncia observada nas miniestacas
estaqueadas no més de dezembro pode estar relacionada as altas temperaturas
na regido nessa época do ano (31°C), em comparacdo com as dos meses de

agosto (24°C) e setembro (29°C), causando estresse nas miniestacas pela perda
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de umidade para o ambiente. A sobrevivéncia apresentada na expedi¢cdo do setor
de enraizamento foi reduzida durante o ciclo no viveiro, resultante da baixa
capacidade de enraizamento dos propagulos. Esse € um fator limitante para a
técnica de resgate por brotacdo de ramos, o que pode estar relacionado a idade
ontogenética (Almeida et al., 2007; Bernardes et al., 2020; Concei¢édo, 2019),
embora estudos com miniestacas juvenis também apontem para baixa capacidade
de enraizamento da espécie (Faganello et al., 2015; Kielse et al., 2015).

As mudas produzidas seriam submetidas a poda apical e avaliadas quanto
a sua capacidade de brotacéo, sendo as brotacdes provenientes deste processo
utilizadas na confeccdo de miniestacas, que posteriormente iriam ser avaliadas
quanto a capacidade de enraizamento e qualidade final das mudas. No entanto,
ndo foi possivel obter mudas enraizadas o suficiente a partir do resgate,
impossibilitando a continuidade dos experimentos com miniestacas oriundas do

resgate das matrizes.

5.3. Enraizamento de miniestacas de C. trichotoma em fung¢&o da imersdo em

H20:2 e diferentes concentracdes de AIB

As miniestacas apresentaram reducdo da porcentagem de sobrevivéncia
em funcéo do aumento nas concentracdes de AIB nos tratamentos sem a utilizacéo
de H20:2. Sugere-se que a reduc¢éo da sobrevivéncia indica toxidez por AIB. Quando
as concentracdes de AIB foram associadas ao tratamento com 50 mM de peroéxido
de hidrogénio, ndo houve variacdo no percentual de sobrevivéncia. Foram
observados efeitos positivos para esta variavel com a utilizacdo de H20: a partir da
concentragdo de 200 mg L* de AIB, chegando a 100 % de sobrevivéncia na
concentracdo de 300 mg L, e com diferenca minima significativa (DMS) de 9,18
(Figura 21a).

A reducdo da sobrevivéncia com o aumento das concentragdes de AIB
também foi observada por Faganello et al. (2015), avaliando o efeito do
fitorregulador no enraizamento de miniestacas de C. tricotoma, em concentracoes
mais elevadas (0, 2000, 4000, 6000 e 8000 mg L) e imerséo rapida. O mesmo
comportamento foi observado para Varronia curassavica (Pereira et al., 2016) e
hibridos de Eucalyptus viminalis x saligna e Eucalyptus dunnii x grandis (Souza,
2017).
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N&o houve efeito do AIB na porcentagem de estacas que apresentaram
formacéo de calos (figuras 21b, 22a e 22b). Em miniestacas cuja base foi imersa
em solucéo de perdxido de hidrogénio (50 mM), houve 86% de miniestacas com
presenca de calos, 17% a mais que as estacas que nao receberam o tratamento.

O enraizamento ocorre predominantemente de forma indireta nas
miniestacas de C. trichotoma, havendo previamente a formacdo de calos para
posterior protusdo radicular, fato favorecido pela aplicacdo de peroxido de
hidrogénio, que estimulou a formagao de calos (Figuras 22c).
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Figura 21. Sobrevivéncia (A), formacdo de calos (B), de miniestacas de C.
trichotoma, aos 60 dias apos o0 estaqueamento, em funcéo da imersao da base em
peréxido de hidrogénio (H20x).
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0 mM de H202

Figura 22. Miniestacas de C. trichotoma sem H202 sem formacdo de calos (A),
submetidas a 50 mM de H202, com formagdo de calos (B) e miniestaca
apresentando enraizamento indireto com formacéo de raizes a partir de calos (C).

Observou-se comportamento quadratico no percentual de enraizamento
das miniestacas em funcdo das concentracdes de AIB, sendo o aumento deste
percentual potencializado pela aplicacdo de H202. O maior percentual foi obtido
com 308 mg L* de AIB associados a 50 mM de H20: (Figura 23). A potencializacdo
do enraizamento pela associagdo de H202 ao AIB também foi observada por
Sebastiani e Tognetti (2004), em miniestacas de Olea europaea. Também em
Linum usitatissimum, a aplicacdo de peréxido de hidrogénio exdgeno foi
positivamente correlacionada com a formagao de raizes (Takac et al., 2016) e
promoveu o enraizamento de miniestacas de Mucuna pruriens (Li et al., 2009). O
tratamento com peroxido de hidrogénio proporcionou a obtencdo de resultados

superiores aos de Kielse et al. (2013) e Faganello et al. (2015) com a aplicacéo
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apenas de AIB, em concentracdes elevadas e imersdo rapida, em miniestacas

caulinares e radiculares, respectivamente, de C. trichotoma.

100 4

401 y =-0,0004%% + 0,2471x + 46,143

2
R =0,8400

Enraizamento (%)

e 50MMH,0,
20 i (0] 0mM H202

y = -0,0004x? + 0,1521x + 50,643
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0 100 200 300 400
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Figura 23. Enraizamento de miniestacas de C. trichotoma, aos 60 dias apés o
estaqueamento, tratadas com diferentes concentracées de AIB associado ou nao
a 50 mM de peroxido de hidrogénio (H202).

A influéncia positiva do peroxido de hidrogénio no enraizamento adventicio
parece estar relacionada ao fato de que essa espécie reativa de oxigénio reduz a
degradacéo da auxina. Desta forma a auxina se acumula na base da estaca para
promover a iniciacado radicular adventicia (Steffens e Rasmussen, 2016). Além
disso, existe um feedback entre peréxido de hidrogénio e auxina, onde a sinalizacdo
de auxina pode ser recuperada pelo perdxido de hidrogénio, e o acido indol-3-
butirico aumenta a producéo de perdxido de hidrogénio (Li et al., 2009; Kang et al.,
2018), estimulando a sua geragédo para mediar o gravitropismo da raiz, tendo em
vista que a aplicacdo de perdxido de hidrogénio na raiz estimula a curvatura
gravitrépica (Joo et al., 2001).

O peroéxido de hidrogénio € gerado no metabolismo normal da célula e é
balanceado pela acdo das enzimas antioxidantes, para que sua quantidade
endogena esteja em equilibrio, evitando danos oxidativos e intermediando varios

processos fisiolégicos quando em equilibrio (Neil et al., 2002). A auxina pode
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prevenir danos oxidativos por meio da regulacdo das atividades de enzimas
antioxidantes e dos seus niveis (Li et al., 2019). A realizacdo de experimentos
futuros que possam avaliar o sistema antioxidante na espécie pode explicar melhor
a influéncia destas substéancias.

Quando o propagulo recebe o corte para formacao de miniestacas, tém seu
nivel de auxina elevado e posterior reducéo com o passar do tempo, e os niveis de
citocinina diminuem rapidamente. O enraizamento adventicio é promovido por altos
niveis de auxina e baixos niveis de citocinina (Ahkami et al., 2013; Rasmussen et
al., 2015). A posterior reducéo de auxina algum tempo apos o corte € causada pela
sua degradacao ou por inibidores de transporte de auxina, essa inibicdo da acao
da auxina pode ser minimizada pela utilizacao do peroxido de hidrogénio, mantendo
0s niveis de auxina enddgenos (Steffens e Rasmussen, 2016). Essas informacdes
podem explicar a menor porcentagem de sobrevivéncia de miniestacas C.
trichotoma nao tratadas com peréxido de hidrogénio, que esta relacionada as
menores porcentagens de enraizamento observadas nestes tratamentos,
reduzindo a sobrevivéncia.

Para os caracteres relacionados a qualidade do sistema radicular, como
namero de raizes, comprimento de raizes de primeira ordem e matéria seca da raiz,
nao houve efeito do H202. As variacdes foram observadas em funcao das diferentes
concentragdes de AIB, que elevaram os valores desses caracteres (Figuras 24 e
25). Diferente deste trabalho, a aplicacdo de peréxido de hidrogénio afetou o
crescimento e a diferenciacdo de raizes de Arabidopsis (Dunand et al., 2007) e
Olea europaea (Sebastiani e Tognetti, 2004).

O numero de raizes atingiu os maiores valores a partir da concentracédo de
200 mg L1 de AIB (Figura 24a), enquanto o efeito do regulador sobre o comprimento
e a massa seca de raizes néo variou entre as concentracdes de 100 a 400 mg L™
de AIB, sendo todas superiores a testemunha (Figuras 24b e 24c). A aplicacédo de
AIB em miniestacas de C. trichotoma por Faganello et al. (2015), e em outras
espécies como Handroanthus heptaphyllus (Oliveira et al., 2015) e Erythrina falcata
(Betanin e Nienow, 2010) também proporcionou maior namero, comprimento e

massa seca de raizes.
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Figura 24. Namero de raizes (A), comprimento de raizes de primeira ordem (B),
massa seca de raizes (C) de miniestacas de C. trichotoma, aos 60 dias ap0s o
estaqueamento, em funcao de diferentes concentragdes de AIB.
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Figura 25. Miniestacas enraizadas de C. trichotoma, aos 60 dias apés o
estaqueamento, submetidas as diferentes concentracfes de AIB, representando as
variaveis de crescimento de raizes.

A qualidade estrutural do sistema radicular € um fator de grande
importancia para a qualidade final de mudas sendo fundamental para o sucesso do
estabelecimento da muda no campo.

O percentual de miniestacas que emitiram brotagcbes no setor de
enraizamento variou em funcéo do peroxido de hidrogénio e das concentracfes de
AIB (ANOVA p < 0,05). Também foi observado efeito do AIB sobre massa seca da
parte aérea (Figura 26).

O aumento da concentracéo de AIB reduziu a porcentagem de estacas que
apresentaram brotacdo no setor de enraizamento, sendo essa reducdo mais
acentuada na auséncia de peréxido de hidrogénio (Figura 26a). O mesmo
comportamento foi observado nos valores de matéria seca da parte aérea, ndo
havendo efeito do peréxido de hidrogénio (Figura 26b).

Faganello et al. (2015) também observaram que as variaveis de parte aérea
foram influenciadas negativamente pelo aumento das concentracdes de AIB em C.
trichotoma, e os resultados mostraram haver reducédo linear na porcentagem de
estacas brotadas, niumero de brotos e numero de folhas.

Pode ser observada uma relagdo inversa entre as variaveis de parte aérea
e raiz, comportamento relacionado a ag¢do dos dois principais hormonios vegetais
ligados a formacgéo desses 6rgéos. A inducdo da raiz adventicia € promovida por
altos niveis de auxina e baixos niveis de citocinina (Ahkami et al., 2013; Rasmussen

et al., 2015). J&a para brotacdes na parte aérea, 0s niveis de citocininas devem ser
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mais elevados (Bellini et al., 2014). Portanto, ha maior formacao de raiz sob niveis
mais elevados de auxina em relagéo a citocinina.

Quando ha formacao de raizes induzidas pela auxina, essas se tornam os
principais drenos direcionando as reservas para 0 seu desenvolvimento, ja nos
tratamentos onde ndo houve a inducdo do enraizamento, o surgimento de
estruturas de parte aérea antes da emisséo de raizes se torna um forte dreno de

reservas prejudicando o enraizamento (Lima et al., 2006).
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Figura 26. Porcentagem de plantulas que emitiram brotacdes (A), matéria seca da
parte aérea - MSPA (B) de miniestacas de C. trichotoma, aos 60 dias apds o
estaqueamento, tratadas com diferentes concentracdes de AIB associado ou nao
a 50 mM de peroxido de hidrogénio (H20x2).
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De maneira geral, a aplicacdo de AIB associada ao peroxido de hidrogénio,
potencializou o enraizamento de miniestacas de C. trichotoma, caracteristica muito
importante para produtividade de mudas em um viveiro. Além disso, a utilizagéo de
AIB, independente do uso de perdxido de hidrogénio, favoreceu a qualidade do
sistema radicular, caracteristica de grande importancia para obtencédo de mudas de
qualidade e, consequentemente, com melhor capacidade de se estabelecer no
campo. Diante disso, a imersdo da base das miniestacas de C. trichotoma em
perdxido de hidrogénio (50mM) por oito horas e por mais 12 horas em solucéo de
300 mg L de AIB, apresenta-se promissora tanto para a produtividade como para

a qualidade de mudas obtidas.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

C. trichotoma, conhecido popularmente como louro-pardo, é uma das
espécies florestais nativas com potencial tanto para fins madeireiros como
ambientais. Este trabalho teve como objetivos: desenvolver metodologia para o
aumento do percentual e velocidade de germinagcéo de sementes de louro pardo;
resgatar matrizes de C. trichotoma pela inducdo de brotacdes epicérmicas em
ramos adultos; determinar concentracdo de acido indolbutirico e de peréxido de
hidrogénio para aumentar o percentual de enraizamento de miniestacas de louro-
pardo. Para isso o trabalho foi realizado em trés etapas.

A primeira etapa refere-se ao resgate de matrizes por inducdo de brotacdes
em galhos de arvores, em teste de progénie com sete anos, localizado em Linhares-
ES. Para isso foram acessadas 17 matrizes, selecionadas com base nos valores
genéticos de caracteres de crescimento e forma do fuste. Os galhos dessas
matrizes foram podados, identificados e dispostos em camara de nebulizacao,
sobre leito de areia, para inducdo de brotacdes epicormicas. A emissdo e
crescimento das brotagdes foram monitorados semanalmente, sendo realizada a
contagem do numero de brota¢des por matriz aos 30 dias, quando apresentaram
grande quantidade de brotacbes com mais de 6 cm de comprimento. Foram
coletadas as brotacdes em trés épocas diferentes (conforme o crescimento das
mesmas), nos meses de agosto, setembro e dezembro, e confeccionadas

miniestacas que foram estagueadas e avaliadas quanto a sobrevivéncia.
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A espécie apresenta boa capacidade de brotacdo a partir de galhos da
copa, entretanto, com grande variacao entre as matrizes (1,18 a 5,49 brotacfes por
dm? de ramos). Embora essa seja uma caracteristica favoravel para este método
de resgate, as brotacdes apresentam baixa capacidade de enraizamento, e a
producdo de mudas por matriz variou de 0 a 10,5%. Estudos que aumentem a
capacidade de enraizamento de propagulos obtidos a partir de arvores adultas
devem ser priorizados em pesquisas futuras com a espécie.

A segunda etapa, referente a avaliacao do efeito da retirada do perianto e
de pré-embebicdo de sementes sobre o comportamento germinativo foi conduzida
em duas fases: teste de emergéncia em casa de vegetacéao e teste de germinacao
em condic¢des controladas (BOD). Os diasporos foram coletados no municipio de
Magé, RJ e armazenados por nove meses em sacos plasticos sem controle de
umidade e temperatura. O teste de emergéncia foi conduzido em fatorial 2x2 (com
e sem perianto; com e sem pré-embebicdo em agua por 24 horas). Foi realizada
semeadura em bandejas plasticas contendo substrato comercial sob condi¢fes de
casa de vegetacao. O teste de germinacdo em BOD foi conduzido dois meses
depois, em esquema fatorial 2x3 (com e sem perianto; sem pré-embebicao, pré-
embebicdo de 12 e 24 horas). Apoés os tratamentos, as sementes foram dispostas
sobre duas folhas de papel toalha “germitest”, umedecidas com agua deionizada
na proporcao de 2,5 vezes o peso do papel seco formando rolos de papel.

N&o houve efeito da pré-embebicdo das sementes em agua por até 24
horas, sobre a capacidade germinativa e a qualidade das mudas de louro pardo. A
remocao do perianto aumentou a velocidade, o percentual de germinacdo e o
ndmero de plantulas normais. Recomenda-se a retirada do perianto das sementes.

Na terceira etapa, miniestacas de C. trichotoma provenientes de minijardim
multiclonal tiveram a base imersa em diferentes concentracdes de AIB (0, 100, 200,
300 e 400 mg L), por 12 horas, associado ou ndo com perdxido de hidrogénio
(50mM).

O peroxido de hidrogénio em associacdo com AIB aumentou o percentual
de enraizamento, das miniestacas de C. trichotoma. A espécie apresenta
enraizamento indireto com a prévia formacdo de calos seguido da protuséo
radicular. O AIB aumentou a qualidade do sistema radicular, e 0 aumento das
concentracdes reduziu a porcentagem de estacas que apresentaram brotacéo no

setor de enraizamento, sendo essa redugdo mais acentuada na auséncia de
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peréxido de hidrogénio. Recomenda-se a imerséao da base de miniestacas de louro-

pardo em 300 mg L de AIB por 12 horas, apés oito horas em 50 mM de H20:.
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Tabela 1A: Analise de variancia do IVE, %E, H, DAC, AF, MSPA e MSR de sementes e mudas de C. trichotoma

GL QM
FV IVE % E H DAC AF MSPA MSR
Embebicao 1 0,08 ns 0,14 ns 46,12 ns 0,18 ns 23356,47 ns 2,01 ns 0,24 ns
Erro 14 0,02 0,02 38,53 0,41 8114,15 0,77 0,73
Total 15 0,41 0,25 585,54 5,95 136954,55 12,76 10,42
CV% 12,84 11,63 14,21 11,90 18,76 24,24 40,01

ns: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
Indice de velocidade de emergéncia (IVE), porcentagem de emergéncia (%E), altura da planta (H), didmetro a altura do coleto (DAC), area foliar (AF),

matéria seca da parte aérea (MSPA) e matéria seca da raiz (MSR)

Tabela 2A: Andlise de variancia do IVG, %G e %N de sementes de C. trichotoma

GL QM
FV VG Porcentagem% %Normal
Beneficiamento 1 3,44~ 2,03~ 1,80 *
Embebicéo 2 0,23 * 0,06 * 0,03 ns
Beneficiamento*embebicao 2 0,11* 0,01 ns 0,01 ns
Erro 42 0,03 0,02 0,02
Total 47 5,17 2,82 2,50
CV% 46,78 33,64 39,5

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
ns: ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
Indice de velocidade de germinacao (IVG), porcentagem de germinacgéo (%G) e porcentagem de plantulas normais (%N)
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Tabela 3A: Analise de variancia de %Sob, %calos, %enr, NR, CRPO, MSR, %brot e MSPA de miniestacas de C. trichotoma

FV GL QM

% Sob % Calos % Enr NR CRPO MSR % Brot MSPA
H202 1 1690,0000* 2890,0000* 2102,5000* 1,0690ns 0,2970ns 0,2435ns  16,3328* 0,0096 ns
AlIB 4 533,7500* 362,5000 ns 952,5000* 37,3227* 16,9011* 11,5078 *  43,4396* 0,0309*
H202*AlB 4 671,2500* 252,5000 ns 465,0000 ns 0,2276 ns 2,1636 ns  2,4978 ns 6,1208* 0,0082 ns
Erro 30 201,6700 206,6700 327,5000 3,0400 4,4700 2,0300 2,1620 0,0100
Total 39 12560,0000 11550,0000 17597,5000 242,5200 210,6800 117,2100 279,3952 0,3400
CV% 16,91 18,55 27,95 32,53 26,38 19,49 23,2400 21,94

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

ns: ndo significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

sobrevivéncia (%Sob), formagéo de calos (%calos), enraizamento (%enr), nimero de raizes (NR), comprimento de raizes de primeira ordem (CRPO),
matéria seca da raiz (MSR), brotacao (%brot) e matéria seca da parte aérea (MSPA)



