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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

PROPAGAGAO E DIVERSIDADE GENETICA DE Cabralea canjerana
(VELL.) Mart.

AUTOR: ELISEO SALVATIERRA GIMENES
ORIENTADOR: DILSON ANTONIO BISOGNIN
Local e Data de Defesa: Santa Maria, 19 de dezembro de 2014.

A produgao seminal de mudas de canjerana tem sido limitada pela dificuldade de
germinagao, ocasionada pelo comportamento recalcitrante das sementes. O objetivo
deste trabalho foi desenvolver a micropropagacao para auxiliar a conservagao e
multiplicagdo de gendtipos superiores, estudar a microestaquia e miniestaquia para
a produgdo massal de mudas, e avaliar a diversidade genética da canjerana. Na
micropropagacao, sementes de canjerana foram desinfetadas com 0; 2,5; 5,0; 7,5 e
10,0% de hipoclorito de sddio para a producédo de plantas assépticas e cultivadas
em meios MS e WPM. Segmentos nodais das plantulas foram inoculados em meio
WPM acrescido de 0 ou 2,5 uM de BAP, KIN ou TDZ, bem como acrescido de 0; 1;
3; 6; 9 e 12 yM de BAP. Microestacas foram cultivados nos meios MS e WPM
acrescido de 0 ou 5,0 uM de AIB e ANA. As microestacas enraizadas foram
aclimatizadas em camara umida e em casa de vegetacdo. O maior percentual de
sementes descontaminadas foi produzido usando uma solucéo de 7,5% de NaOCI
por 10, 20 e 30 minutos. Tanto BAP, KIN e TDZ em iguais concentragées quanto o
aumento das concentragdes de BAP no meio WPM ndo aumentaram o numero e
nem comprimento das brotagbes. O meio de cultura e a auxina ndo afetaram a
sobrevivéncia de microestacas, mas a adicdo de 5,0 yM de ANA aumentou a
porcentagem de enraizamento e sobrevivéncia durante a aclimatizagdo. Segmentos
nodais e microcepas tiveram baixa taxa de multiplicacdo. Microestacas enraizaram
em meio WPM ou MS acrescido de 5,0 uM de ANA. As mudas produzidas podem
ser mantidas in vitro ou aclimatizadas para serem utilizadas como plantas matrizes
do microjardim clonal. Para a produgdo de mudas de canjerana por miniestaquia
foram avaliadas as concentragdes de AIB e diferentes substratos. Miniestacas foram
tratadas com 2000 mg L™ de AIB e plantadas em substrato comercial; areia grossa;
casca de arroz carbonizada; e a combinagdo em iguais proporgdes de substrado
comercial, areia grossa e casca de arroz carbonizada. Miniestacas apicais e nodais
foram tratados com 0; 1000; 2000 e 3000 mg L' de AIB e plantadas em uma
combinagdo de substrato comercial, areia grossa e casca de arroz carbonizada.
Além disso, a produtividade de minicepas e o enraizamento de miniestacas foram
avaliados em trés clones de canjerana. A combinacdo de substrato comercial, areia
grossa e casca de arroz carbonizada maximizaram o enraizamento das miniestacas.
Miniestacas nodais tiveram maior capacidade de enraizamento do que as apicais. A
aplicacdo de 3000 mg L™ de AIB aumentou o enraizamento e o crescimento de
miniestacas de canjerana. Clones de canjerana diferem na porcentagem de
enraizamento e na sobrevivéncia das miniestacas. A diversidade genética entre e
dentro de progénies de trés matrizes de canjerana foi avaliada por microsatélites. A



frequéncia alélica foi calculada para cada banda e a heterozigose e o conteudo de
informagéo polimorfica foram obtidos para cada par de primers, cada progénie e
para a combinagdo dos 32 gendtipos de canjerana. Os resultados indicam a
existéncia de alta variabilidade genética, tanto entre quanto dentro das progénies
avaliadas, possibilitando a formagdo de grupos com gendtipos oriundos de
diferentes progénies. Assim, alta variabilidade genética pode ser mantida a partir de
clones de progénies de matrizes selecionadas.

Palavras-chave: Canjerana. Micropropagagédo. Microestaquia. Miniestaquia.
Minijardim clonal. SSR.



ABSTRACT

Doctoral Thesis
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AUTHOR: ELISEO SALVATIERRA GIMENES
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Seedling production of canjerana has been limited by difficulty in germination, caused
by recalcitrant behavior of their seeds. The objective of this study was to develop
micropropagation to auxiliate preserving and multiplication of superior genotypes, to
study the plantlet production by micro-cutting and mini-cutting, and to evaluate the
genetic diversity of canjerana. In micropropagation, seeds of canjerana were
disinfected with 0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10% of NaOCI solution to produce aseptic
seedlings, which were cultivated on MS and WPM media. Nodal segments were
treated with 0 and 2.5 yM of BAP, KIN and TDZ and with 0, 1, 3, 6, 9 and 12 uM of
BAP, which were cultivated on WPM media. Micro-cuttings, were cultivated on MS
and WPM media with either 0 or 5.0 uM of IBA and NAA. The rooted micro-cuttings
were acclimatizated in a humid chamber in a greenhouse. The highest percentage of
decontaminated seeds was produced using a solution of 7.5% of NaOCI and
immersion times of 10, 20 and 30 minutes. The same concentrations of BAP, KIN
and TDZ and increasing concentrations of BAP in the WPM media did not increase
shoot number and length. Neither the base medium nor the auxin had a significant
effect on the survival of micro-cuttings after 60 days of cultivation, but the addition of
5.0 uM of NAA did increase the percentage of rooting and survival during the
acclimatization. Both nodal segments and microstumps of canjerana have a low rate
of multiplication. Shoots produced from microstumps may be rooted in WPM or MS
medium added with 5.0 yM of NAA. These complete plantlets can be mantained in
vitro or acclimatized as a source of stock plants for the microclonal hedge. For
production of canjerana plantlets by mini-cutting, different concentrations of
indolbutyric acid (IBA) and substrate combinations were evaluated. Mini-cuttings
were treated with 2000 mg L™ of IBA and planted in commercial substrate; coarse
sand; carbonized rice husks; and a combination of the three. Apical and nodal mini-
cuttings were treated with 0, 1000, 2000 and 3000 mg L™ of IBA and planted in a
combination of commercial substrate, coarse sand and carbonized rice husks. The
productivity of microstumps and mini-cutting rooting were evaluated in three clones of
canjerana. The combination of commercial substrate, coarse sand and carbonized
rice husks maximized mini-cuttings rooting. Nodal mini-cuttings had higher rooting
capability than apical ones. The application of 3000 mg L™ of IBA improved rooting
differentiation and growth of canjerana mini-cuttings. Canjerana clones differ in
rooting capability and survival rates. The genetic diversity of canjerana, within and
among progenies of three stock plants, was assessed with previously defined
species-specific SSR markers. The allele frequency was calculated for each band
and the heterozygosity and the polymorphic information content were calculated for



each SSR pair of primers, progeny and for the combination of the 32 canjerana
genotypes. The results showed high level of genetic diversity, both within and among
progenies, making possible that genotypes from different stock plants grouped
together. Based upon these results, high level of genetic diversity can be maintained
in clones from progenies of selected stock plants.

Key words: Canjerana. Micropropagation. Micro-cutting. Mini-cutting. Miniclonal
hedge. SSR.
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1 INTRODUGAO GERAL

No Brasil, a produgédo florestal estd concentrada no cultivo de espécies
exoticas dos géneros Eucalyptus e Pinus. Em 2013, a area ocupada por plantios
florestais dessas espécies totalizou 6.664.812 ha, sendo 71% correspondente a area
de plantios de eucalipto e 21,75% aos plantios de pinus (SFB, 2013). Com relagao
as pesquisas e ao desenvolvimento de tecnologias na silvicultura clonal, nota-se
que, atualmente, os estudos estdo direcionados quase que exclusivamente para a
eucaliptocultura, com resultados aplicados intensivamente em diversas regides do
mundo (WENDLING e PINTO JUNIOR, 2011).

No atual cenario florestal brasileiro, ha necessidade de propostas de
propagacédo massal de espécies arbdreas nativas, visto que o novo codigo florestal
estabelece a recuperacdo e a reposicao florestal em areas de preservacao
permanente, implicando na maior demanda de mudas para o plantio. Além disso, a
meta governamental prevé, nos proximos dez anos, o estabelecimento de 200 mil
hectares anuais com plantagdes de espécies nativas com fins comerciais (SFB,
2010). Nesse caso, a demanda anual de aproximadamente 400 milhdes de mudas
sO podera ser atendida com o uso da clonagem massal (HIGA, 2011).

Em espécies florestais nativas, o uso da propagacdo vegetativa se justifica
para espécies que possuem dificuldades na producdo de mudas via sementes e na
obtengdo das mesmas, de dificil armazenamento, com dorméncia ou baixo potencial
germinativo (FERRARI et al., 2004). No entanto, existem dificuldades na propagacgéo
vegetativa, em nivel de espécies e de gendtipos, basicamente no que envolve a
utilizagdo de material adulto com pouca aptidao na formacao de raizes. Em espécies
lenhosas de dificil enraizamento, a habilidade na formagao de raizes adventicias nos
propagulos diminui com a passagem da fase juvenil para a fase adulta (idade
ontogenética) da planta matriz. Em muitas destas espécies é a idade fisiologica ou
ontogenética e nao a idade cronoldgica do propagulo, que € o mais importante para
o sucesso do enraizamento (HARTMANN et al., 2011).

A escolha da técnica de propagacédo vegetativa (e.g. estaquia, enxertia,
microestaquia e miniestaquia) depende basicamente das caracteristicas de

reproducdo das espécies e do proposito de uso. A técnica de micropropagagao
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trouxe grande expectativa para a producdo de mudas de Eucalyptus spp., mas nao
se justificou técnica e economicamente, sendo mais recomendada com vistas ao
rejuvenescimento de material adulto, por meio da microestaquia. Apesar disto,
existem trabalhos de micropropagagcdo e microestaquia com espécies arbdreas
nativas, tais como abacateiro-do-mato (Persea willdenovii Kosterm) (FIOR et al.,
2007), mulungu (Erythrina velutina Willd.) (COSTA et al., 2010), erva-mate (/lex
paraguariensis Saint Hilaire) (HORBACH et al., 2011), louro-pardo (Cordia
trichotoma Vell. Arrabida ex Steudel) (FICK et al., 2007), ipé-amarelo (Handroanthus
chrysotrichus Mart. ex DC Mattos) (PAIM, 2011), ipé-roxo (Handroanthus
impetiginosus Mart. ex DC Mattos) (MARTINS et al., 2011), e canjerana (Cabralea
canjerana (VELL.) Mart.) (ROCHA et al., 2007).

No final da década de 90, a miniestaquia tornou-se uma técnica atraente na
clonagem do eucalipto, uma vez que ndo necessita de estruturas de laboratorios e
mao de obra especializada, reduzindo, portanto, o custo na produgdo das mudas
(XAVIER e WENDLING, 1998). Alguns trabalhos mostram que a miniestaquia tem
sido alternativa promissora para a propagacao de espécies arbdreas nativas, com
destaque para cedro-rosa (Cedrela fissilis Vell.) (XAVIER et al., 2003), erva-mate
(WENDLING et al.,, 2007), corticeira-do-banhado (Erythrina crista-galli L.)
(GRATIERI-SOSSELLA et al., 2008), corticeira-do-mato (Erythrina falcata Benth)
(CUNHA et al., 2008), espinheira-santa (Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek) (LIMA
et al., 2009), guanandi (Calophyllum brasiliense) (SILVA et al., 2010), leitero (Sapium
glandulatum (VELL.) Pax.) (FERREIRA et al.,, 2010), liquidambar (Liquidambar
styraciflua) (WENDLING et al, 2010) e angico-vermelho (Anadenanthera
macrocarpa (Benth) Brenan) (DIAS et al., 2012).

Para a canjerana, espécie arbdrea nativa pertencente a familia Meliaceae, a
producdo de mudas via seminal tem sido limitada pela dificuldade de germinagéo,
ocasionada pelo comportamento recalcitrante das sementes ao armazenamento
(CARVALHO, 2006), podendo a propagacédo vegetativa ser alternativa para a
produ¢do massal de mudas. Entretanto, o uso dessa técnica para a producgao de
mudas tem sido pouco estudado, o que tem limitado o avanco silvicultural. Em
trabalho utilizando rebrotas de segmentos nodais obtidas de plantas assépticas de
canjerana, foi observado 87% de enraizamento das microestacas inoculadas em
meio de cultura 2 MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de 5,0 uM de acido
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indolbutirico (AIB) (ROCHA et al., 2007), sendo esta a unica referéncia que aborda o
uso da propagacao vegetativa para a produgdo de mudas de canjerana.

As tendéncias de aumento das pressdes no sentido de buscar novas espécies
para a silvicultura brasileira e, assim, a disponibilizacdo de materiais genéticos
dessas espécies, associado a caréncia de estudos que abordem a micropropagagao
de canjerana e a inexisténcia de referéncias sobre a sua propagagao por

miniestaquia, justificam a realizag&o deste trabalho.

1.1 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver a micropropagagado para
fornecer subsidios para a conservagao e multiplicagdo de genodtipos superiores,
estudar a microestaquia e miniestaquia para a produ¢do massal de mudas e avaliar

a diversidade genética de canjerana.

Os objetivos especificos foram:

» Estabelecer in vitro plantas assépticas de canjerana;

* Avaliar a multiplicagdo e o enraizamento in vitro de canjerana;

* Avaliar o enraizamento de miniestacas provenientes de minijardim clonal,
estabelecido em sistema de cultivo sem solo;

* Avaliar a aclimatizacido das plantas obtidas da microestaquia;

* Avaliar a diversidade genética entre e dentro de progénies de matrizes
selecionadas de canjerana; e

* Iniciar e manter banco de germoplasma de plantas selecionadas para
capacidade de enraizamento para desenvolver a producdo massal de mudas

de canjerana por microestaquia e miniestaquia.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Descricao da espécie

C. canjerana (VELL.) Mart. é espécie arborea, perenifdlia a caducifdlia,
popularmente conhecida por canjerana (Figura 1A), cedro-canjerana, caiarana, pau-
de-santo, canharana, entre outros. Conforme o Sistema de Classificagao
Angiosperm Phylogeny Group (APG lll), a taxonomia da canjerana obedece a
seguinte hierarquia: grupo das Angiospermas, clado Malvideas, ordem Sapindales,
familia Meliaceae (BREMER et al., 2009).

Canjerana € uma arvore, com 5 a 20 m de altura e com 20 a 50 cm de DAP
(diametro a altura do peito), podendo alcangar até 35 m de altura e 230 cm de DAP
na idade adulta (CASTIGLIONI, 1975). O fuste atinge até 13 m de comprimento
(DURLO e DENARDI, 1998). Nos individuos maiores, adultos ou muito idosos,
ocorre a presenga de raizes tabulares proeminentes (CARVALHO, 2006). Esta
espécie ocupa posicao intermediaria na floresta, raramente é dominante ou
emergente. E arvore longeva, podendo ultrapassar 300 anos de idade (CARVALHO,
2006).

Figura 1 — Arvore de canjerana, Cabralea canjerana, subsp. canjerana. Silveira
Martins, 2012 (A) e madeira (B) UFSM, Santa Maria, RS.
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A espécie é pioneira (SOUSA-SILVA et al., 1999), secundaria tardia
(DURIGAN e NOGUEIRA, 1990; VACCARO et al., 1999) ou climax tolerante a
sombra (RONDON NETO et al., 1999), que pode ser encontrada na vegetagao
secundaria, especialmente em capoeirbes e na floresta secundaria (COSTA e
MANTOVANI, 1995). Sua faixa de ocorréncia natural abrange a Floresta Ombrdfila
Densa (Floresta Atlantica), a Floresta de Tabuleiro, no norte do Espirito Santo
(RIZZINI et al., 1997); a Floresta Ombrdfila Densa (Floresta Amazonica), a Floresta
Estacional Semidecidual, a Floresta Estacional Decidual (TABARELLI, 1992;
VACCARO et al., 1999), a Floresta Ombrofila Mista (Floresta com Araucaria) e os
Campos de Altitude (GALVAO et al., 1989; SILVA e MARCONI, 1990; CARVALHO,
2006). Caracteriza-se por ser uma espécie ombrofila na fase juvenil (GALVAO,
1986) ou escidfila (ORTEGA, 1995). Em mata ciliar, a espécie suporta inundagao
(DURIGAN e NOGUEIRA, 1990). Para Sousa-Silva et al. (1999), a canjerana
demonstra plasticidade suficiente para tolerar ambientes com variagdo de
luminosidade, mas néo tolera baixas temperaturas no estadio juvenil (CARVALHO,
2006).

A canjerana possui pronunciada agressividade sobre os capoeirbes e matas
secundarias no Sul do Brasil, demonstrando potencial de regeneracdo e de
dinamismo nas associagdes secundarias, fato importante na silvicultura com
espécies nativas (REITZ et al., 1988). Em pleno sol, a canjerana pode ser plantada
em povoamentos mistos, associada com espécies pioneiras, em vegetagcao matricial
arborea ou na vegetagao secundaria. Apos o corte, a espécie apresenta brotagao
vigorosa no colo, desenvolvendo troncos multiplos (CARVALHO, 2006). Canjerana
tem comportamento silvicultural superior ao do cedro, especialmente por apresentar
maior durabilidade e ser menos danificada pela broca-dos-ponteiros (Hypsipyla
grandella Zeller) (CARPANEZZ| et al., 1988).

A canjerana fornece uma das madeiras mais valiosas do Sul do Brasil (Figura
1B), sobretudo por sua durabilidade quando exposta a intempéries e pela boa
trabalhabilidade (REITZ et al., 1988; BACKES e IRGANG, 2002). A madeira € leve,
apresentando massa especifica aparente de, aproximadamente, 0,45 a 0,56 g cm®a
12% de umidade (PARANA, 1979) e moderadamente pesada (0,61 a 0,75 g cm™) a
15% de umidade. A massa especifica basica é de 0,55 g cm™ (JANKOWSKY et al.,
1990). A madeira é empregada em construgdes civis (indicada para obras internas e

externas), dormentes, mourdes, confecgdo de estruturas de moveis, marcenaria,
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carpintaria, confecgado de caixas, embalagens, esteios, cabos de vassoura e obras
de escultura. A lenha produzida com esta espécie é de qualidade razoavel (LONGHI,
1995; CARVALHO, 2006). A coloracdo da madeira varia de branca a vermelho-
escuro, com reflexos nas faces radiais, textura média e lisa ao tato (CARVALHO,
2006). A casca do caule e das raizes apresenta propriedades medicinais purgativas,
febrifugas, abortivas, antidispépticas, adstringentes e eméticas, sendo comumente
utilizados pela medicina popular na forma de infusdo (CARVALHO, 2006).

A canjerana também permite a obtengdo de outros produtos. O suco dos
frutos tem acdo inseticida. Da casca retira-se um corante vermelho utilizado em
industria de tinturaria (CARVALHO, 2006). Das flores & extraido perfume, matéria-
prima para a industria. Sakita e Vallilo (1990) detectaram a presenca de Oleos
essenciais, saponinas e substancias tanantes no seu lenho. Além disso, é
recomendada para uso paisagistico, em virtude do aspecto atraente de suas folhas e
frutos (SANCHOTENE, 1985). Entretanto, ndo deve ser usada em calgadas, por
apresentar grande porte e sistema radicular superficial (CARVALHO, 2006).

As folhas da canjerana sdo compostas, alternas e imparipenadas
(CARVALHO, 2006), com foliolos alternos, peciolulos de 3 mm de comprimento,
ldminas oblongas, bordo inteiro, um quase reto e outro curvo e base assimétrica
(REITZ et al., 1988). A floragéo (Figura 2) ocorre ao longo de todo ano, porém com
maior intensidade durante os meses de setembro e outubro, com o surgimento de

novas folhas.

Figura 2 — Inflorescéncias de canjerana, Cabralea canjerana. Frederico Westphalen,
RS. 2007. Foto por Marciele Felippi.
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Como consequéncia da floragdo, os frutos (capsula “carnosa”) (Figura 3)
também amadurecem em mais de uma época do ano, predominando no periodo de
agosto a novembro (LORENZI, 2002). No Rio Grande do Sul, apresenta flores de
fevereiro a marco, frutificando de julho a dezembro (CARVALHO, 2006). A
frutificacdo inicia-se aos trés anos de idade em arvores plantadas em solos férteis,
no Parana (CARVALHO, 2006).

Figura 3 — Frutos de canjerana, Cabralea canjerana. MPVP, UFSM, Santa Maria,
RS, 2012.

Uma caracteristica dessa espécie € presenca de flores e frutos maduros na
mesma época (PENNINGTON et al., 1981). Apresentam inflorescéncias de
tamanhos variados e flores com pedicelos curto bracteados, corolas e tubos
estaminais brancas e amarelos, respectivamente. As flores podem ser bissexuais ou
unissexuais (MOSCHETA et al., 2002). Carmo (2005) esclarece que o sistema
sexual de canjerana €& didico. Moscheta et al. (2002) discutem se €& possivel
identificar a diocia com base na morfologia floral, porém confirmam que em estudos
anatbmicos e principalmente sobre a fungcdo da flor, a diocia desta espécie é
confirmada.

A dispersdo dos frutos e sementes €& zoocédrica, sendo realizada,
especialmente por aves, atraidas pela cor alaranjada do arilo (FRASSETTO e
MENEZES, 1997). As sementes (Figura 4A) possuem um arilo suculento que as
envolve, o qual é consumido por varias espeécies de passaros e macacos (BACKES
e IRGANG, 2002), a exemplo do macaco-carvoeiro (Brachyteles arachnoides),
sendo uma espécie util e indispensavel nos reflorestamentos heterogéneos ou
restauracéo de areas de preservacédo permanente (LORENZI, 2002). Os frutos sao
considerados maduros quando passam para a coloragdo avermelhada e séo
procurados por aves. Aqueles que abrem naturalmente apresentam maior
germinacao inicial (FRASSETTO e MENEZES, 1997).
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Figura 4 — Sementes de canjerana, Cabralea canjerana; com arilo (A) e sem arilo
(B). MPVP, UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

A época de dispersdo de sementes da canjerana ocorre no periodo de
chuvas, que favorece a germinagao in natura, lembrando que as sementes desta
espécie possuem comportamento recalcitrante, suportando poucos dias em solo
seco (RIZZINI, 1977). Este processo € iniciado quando a semente & separada do
fruto, sendo o seu poder germinativo diminuido apos 10 dias (LONGHI et al., 1984).
Em canteiros, a germinagcdo de sementes desta espécie ocorre de 13 a 73 dias
(BACKES e IRGANG, 2002). Quando removida a polpa do fruto, a germinagéo ¢ de
78% e, quando mantida, observa-se a redugdo do poder germinativo (46%)
(MARCHETTI, 1984). Lorenzi (2002) considera que a germinagao € lenta e baixa,

sem indicar o poder germinativo.

2.2 Variabilidade genética

No Brasil, a canjerana esta representada por trés subespécies: sendo C.
canjerana subsp. canjerana (subespécie objeto deste estudo), C. canjerana subsp.
polytricha (Adr. Juss.) Penn. e C. canjerana subsp. selloi (C.D.C.) Barreiros. Essas
subespécies divergem ecologicamente quanto aos nichos que ocupam, pois sua
distribuicdo responde a tipologia de solos, formas de relevo, clima e proximidade de
redes hidrograficas (PENNINGTON et al., 1981; BARREIROS e SOUZA, 1986). As
subespécies polytricha e selloi apresentam porte arbustivo (de 3 a 6 m de altura),
estando restritas as regides continentais de climas quentes e secos. A subespécie
polytricha parece estar restrita as areas de cerrado e campo nos estados de Minas
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Gerais e Goias (PENNINGTON et al, 1981; BARREIROS e SOUZA, 1986).
Pennington et al. (1981) menciona existir diferencas morfolégicas entre a subsp.
canjerana e a subsp. polytricha. A subsp. canjerana apresenta foliolos glabros na
superficie inferior, com 10 a 15 cm de comprimento por 3 a 5 cm de largura e pétalas
com 7 a 10 mm de comprimento; ja a subsp. polytricha apresenta foliolos
pubescentes na superficie inferior, com cerca de 5,5 cm de comprimento por 1,6 cm
de largura e pétalas com 5 a 7 mm de comprimento (CARVALHO, 2006).

Na reserva ecologica do clube caga e pesca Itoror6 em Uberlandia (Minas
Gerais), C. canjerana subsp. polytricha apresentou grande variabilidade genética
para caracteres importantes na determinacédo do valor adaptativo, tais como altura
da planta, massa fresca de frutos e sementes, numero de sementes viaveis e
densidade de plantas. Os diferentes genoétipos modificam-se fenotipicamente de
acordo com a heterogeneidade ambiental, 0 que assegura seu desenvolvimento em
diferentes ambientes. Acredita-se que hajam ecotipos desta espécie, fato confirmado
pela diferenga significativa entre a altura das plantas e massa fresca dos frutos, em
virtude da ocorréncia de “trade-offs” (correlagdes genéticas negativas significativas)
apontados pelas normas de reacdo. Além disso, C. canjerana subsp. polytricha
apresenta consideravel potencial plastico entre individuos relativamente préximos
(FUZETO et al., 2001).

A plasticidade fenotipica trata da habilidade de um organismo alterar sua
morfologia e/ou fisiologia em fungdo de sua interagdo com o ambiente (SCHEINER,
1993). Quando uma espécie apresenta grande potencial de plasticidade em
caracteres ligados a sobrevivéncia, esta apresenta vantagens adaptativas em
ambientes instaveis, heterogéneos ou de transigdo, resultando em aumento da
tolerancia ambiental (VIA, 1993; VIA et al., 1995). Variagdes na forma e tamanho de
folhas em plantas terrestres sdo exemplos classicos de plasticidade fenotipica
(BRADSHAW, 1965). Possivelmente esta surgindo uma nova variedade ou
subespécie de C. canjerana em areas de vereda em Uberlandia, decorrente da
plasticidade fenotipica dessa espécie (FUZETO et al., 2001).

E possivel considerar a plasticidade fenotipica como um mecanismo gerador
de variabilidade genética, uma vez que a selecdo natural atua e modifica a
frequéncia genotipica. Quando as divergéncias fenotipicas geradas dentro de uma
populagdo forem mantidas por selegdo disruptiva, ha favorecimento para o
surgimento de subespécies, ragas ou ecotipos (THOMPSON, 1991). A determinagao
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dos ecotipos, ou de sua eminente formacdo, € ferramenta importante para a
preservagao da variabilidade genética (LORTIE e AARSSEN, 1996). Pode haver
perda de parte da variabilidade genética de uma populagdo caso areas de
preservagao permanente, conservagcdo e manejo da flora silvestre, determinadas
pela avaliagdo do potencial plastico (BLACK et al., 1995), forem estabelecidas em
areas inferiores ao minimo necessario para a manutengdo de ecotipos,
aparentemente nao detectaveis fenotipicamente (PRENTICE et al., 1995).

Alguns trabalhos de melhoramento genético demonstram comportamento
superior e variagdes acentuadas em crescimento entre as origens de C. canjerana
subsp. canjerana plantadas pela Embrapa Florestas, destacando-se as das cidades
de Cascavel e de Fénix, ambas no Estado do Parana. Em plantios realizados em
Santa Helena (Oeste do Parana), observou-se a superioridade de crescimento em
altura da cidade de Fénix (Norte do Parana) sobre a de Santa Helena (CARVALHO,
2006).

2.3 Melhoramento genético

Tratando-se do melhoramento genético de espécies arbdreas, visando o
estabelecimento de povoamentos com fins comerciais, a variabilidade genética
possibilita 0 aumento da produg&do de madeira e subprodutos (PENCHEL, 2009). Em
espécies arboreas, as estratégias de melhoramento sao, basicamente, a selegcdo na
variabilidade existente entre os individuos da populagdo. Para recombinacdo do
material genético selecionado, bem como para dar continuidade a selegao
recorrente, faz-se uso de areas de coleta; producdo de sementes ou pomares de
sementes por mudas clonais. Testes de progénie convencionais sao utilizados para
a selecdo dos individuos superiores. Ja por via assexuada, o melhoramento é
efetuado pelo enraizamento de estacas advindas de propagulos coletados de
arvores selecionadas, muitas vezes hibridas, para a implantacédo de testes clonais e
areas de multiplicacdo clonal, fundamentais para a silvicultura clonal intensiva
(FERREIRA, 1992).

A possibilidade de combinar sistemas de propagacédo sexual e assexual em
plantas propagadas vegetativamente € importante para ampliar a base genética e o
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desenvolvimento de novas cultivares. Diversas espécies sdo vegetativamente
propagadas para explorar as vantagens da alta uniformidade e do alto vigor hibrido
(BISOGNIN, 2011). A propagacédo vegetativa possibilita fixar caracteristicas
importantes, compostos quimicos e intera¢gdes de variancia genética superior, além
de manter altos niveis de heterozigose, caracteristica que € necessaria para o alto
vigor hibrido (GLEMIN et al., 2006). Entre as principais caracteristicas da silvicultura
clonal temos a uniformidade e maior qualidade dos plantios e de seus produtos; o
aproveitamento de combinagbes genéticas raras, propagando novos hibridos. A
maximizagdo do ganho em produtividade e qualidade da madeira em uma unica
geracdo de selegdo; a possibilidade de contornar problemas de doengas e
adaptacao fisioldgica a estresses ambientais; a possibilidade de maior numero de
rotacdes operacionais economicamente viaveis, com custo acessivel e competitivo
para as empresas (PENCHEL, 2009).

De forma a complementar programas de melhoramento convencionais de
espécies arboreas e a identificagcao e obtencao de gendtipos superiores, ferramentas
biotecnolégicas tais como o uso de marcadores moleculares, para avaliar o grau de
variabilidade entre populagbes, tem sido usado com sucesso em programas de
conservagao de diversas espécies vegetais (VARSHNEY e ANIS, 2014). Os
marcadores moleculares utilizados para estudos de diversidade genética sdo SSR
(simple sequence repeats), também chamado de microsatélites (LITT e LUDY,
1989), devido a sua hipervariabilidade, abundancia, e que junto com a reacdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR), sdo um procedimento de diagnostico relativamente
simples (POWELL et al., 1996). Este tipo de marcador de DNA detecta altos niveis
de variacéo alélica, € codominante, e é facilmente analisado via PCR (PEREIRA et
al., 2011). Estes mesmos autores descreveram e desenvolveram 32 pares de
microsatélites ja testados e avaliados em um grupo de gendtipos, os quais foram
considerados como uma ferramenta valiosa para o estudo de populagdes de
canjerana, incluindo estudos em diversidade genética, estrutura genética espacial e
fluxo génico. Estes dados poderdo ajudar na definicdo de estratégias de
conservagao e na elaboracdo de planos de manejo adequados em areas de estudo
como a Mata Atlantica (PEREIRA et al., 2011).
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2.4 Propagacao vegetativa

Propagacédo vegetativa ou reproducdo assexual € a formacédo de novos
individuos a partir de sucessivas mitoses em células ou tecidos vegetativos
especializados (como bulbos, rizomas, tubérculos, estacas, gemas e sementes
apomiticas) resultando em uma populagdo clonal. Clone é definido como um
material geneticamente uniforme proveniente de um unico individuo que é
propagado vegetativamente, tanto in vivo quanto in vitro (HARTMANN et al., 2011).
Em espécies que apresentam propagacgédo via seminal limitada pela baixa produgéo
de sementes ou pela dificuldade de germinagdo, a exemplo da canjerana, a
propagacéao vegetativa pode ser a alternativa para a produgédo de mudas.

Diversas sao as vantagens proporcionadas pelo uso da propagagéo
vegetativa, dentre elas estdo a fixagdo de gendtipos selecionados, uniformidade de
populagdes, facilidade de propagacgéo, antecipacdo do periodo de florescimento,
combinagao de mais de um gendtipo numa planta matriz e maior controle nas fases
de desenvolvimento (HARTMANN et al., 2011). Dentre as principais técnicas
comerciais usadas na propagacdo vegetativa em silvicultura a estaquia, a
micropropagac¢ao, a microestaquia e a miniestaquia vem sendo aprimoradas por
apresentar resultados importantes no melhoramento genético das espécies, além da
formacao de florestas comerciais mais homogéneas (XAVIER et al., 2009).

2.4.1 Estaquia

O principio da propagacgéao vegetativa por estaquia se baseia na possibilidade
de regenerar uma planta a partir de uma porgdo de ramo (regeneragdo de ramos),
ou de uma porcéo de raizes (regeneracao de raizes). Desse modo, a partir de um
segmento, & possivel formar uma nova planta (FACHINELLO et al.,, 2005). Os
segmentos utilizados sdo denominados estacas, podendo ser confeccionados a
partir de ramos caulinares, raizes e folhas (HARTMANN et al., 2011).

O éxito da propagacéo via estaquia, vai depender de diversos fatores que

estdo relacionados ao enraizamento, variando para cada espécie, como também de
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acordo com o tratamento subsequente. A facilidade ou ndo de enraizar é explicada
pelo conhecimento dos fatores internos, como estadio fisiologico da planta matriz,
balan¢co hormonal, juvenilidade e idade fisiolégica ou ontogenética da planta matriz,
e externos da estaca, como a época do ano, tipo de estaca, luz, temperatura e
umidade (FERRARI et al., 2004; FACHINELLO et al., 2005).

A técnica da estaquia, por sua praticidade operacional, € amplamente
empregada para a produgcdo de mudas de espécies arbdreas selecionadas
(FLORIANO, 2004). Também possibilita o resgate de plantas selecionadas visando a
sua multiplicacdo e conservacao. Porém, um dos maiores problemas relacionados a
estaquia consiste no baixo potencial de enraizamento de propagulos advindos de
plantas adultas e/ou a baixa qualidade do sistema radicular de alguns clones
(ALFENAS et al., 2009; HARTMANN et al., 2011).

2.4.2 Miniestaquia

Essa técnica consiste na utilizagdo de brotos emitidos de minicepas formadas
pela decepa de plantas propagadas por sementes ou pela estaquia convencional
(XAVIER e WENDLING, 1998; WENDLING et al., 2002). Na miniestaquia, faz-se a
poda do caule da muda formada via seminal ou clonal que, em intervalos variaveis,
em fungdo da época do ano, do clone/espécie, das condi¢des nutricionais, emitem
novas brotagdes, as quais sdo coletadas e colocadas para enraizar e formar as
futuras mudas clonais (WENDLING et al.,, 2002). A coleta de miniestacas nas
minicepas deve ser realizada de forma seletiva, em periodos a serem definidos
conforme o vigor dos brotos. Durante o preparo das miniestacas, estas devem ser
acondicionadas em recipientes com agua, para evitar estresse hidrico e a perda do
seu turgor (XAVIER et al., 2009).

A técnica de miniestaquia vem sendo utilizada com sucesso na maximizagao
do processo de propagacao clonal em Eucalyptus spp., € surgiu a partir do
aprimoramento da estaquia, visando contornar as dificuldades de enraizamento de
alguns clones e também a partir das limitagbes da microestaquia (XAVIER e
WENDLING, 1998). Segundo Wendling e Xavier (2003), existem trabalhos nos quais

a miniestaquia seriada é utilizada como método de rejuvenescimento em
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Eucalyptus spp. No rejuvenescimento de ramos, estacas oriundas de ramos com
juvenilidade tendem a apresentar um percentual maior de enraizamento
(FACHINELLO et al., 2005). Assim, o uso da miniestaquia seriada pela rapidez no
enraizamento e formacao de mudas podera ser um método alternativo promissor no
rejuvenescimento de clones de Eucalyptus sp. (WENDLING e XAVIER, 2003).

Entre as vantagens da miniestaquia em relagdo a estaquia podem-se citar a
reducdo da area necessaria para formagao do minijardim clonal, por localizar-se em
bandejas no proprio viveiro; redugdo dos custos com transporte e coleta das
brotagées; maior eficiéncia das atividades de manejo (irrigacdo, nutrigéo,
manutengdes e controle de pragas e doencas), além de proporcionar maior
qualidade, velocidade e percentual de enraizamento das miniestacas (HIGASHI et
al., 2000; WENDLING e SOUZA JUNIOR, 2003).

Minijardim clonal é o conjunto de minicepas estabelecidas no viveiro, sob
ambiente protegido, destinadas a produgéo de propagulos vegetativos (miniestacas)
para o enraizamento (XAVIER e WENDLING, 1998; FERRARI et al., 2004). O
minijardim pode ser implantado em sistema de recipientes, que variam desde vasos
de polipropileno de diferentes volumes, caixas de fibra de vidro com variadas formas
e dimensdes, ou em sistemas de “canaletbes” de fibro-cimento, contendo brita e
areia grossa como substrato e comumente utilizado pelas grandes empresas
florestais. Em se tratando dos canaletdes, a fertirrigagdo deste sistema de cultivo
sem solo é suprida por gotejamento e a solugdo excedente € drenada por orificios
no fundo do canaletdo, que pode ser descartada (sistema aberto) ou retornar ao
depdsito (sistema fechado) (HIGASHI et al., 2000).

Alguns trabalhos em espécies florestais indicam boa adaptagdo ao sistema
aberto de fertirrigacdo. Com erva-mate, Wendling et al. (2007) avaliaram a influéncia
de trés diferentes concentragdes de solugdo nutritiva no enraizamento de
miniestacas, sendo recomendada a solugdo mais diluida. O uso de fertirrigagdo em
sistema aberto em vasos ou tubetes de polietileno com substrato tem se mostrado
adequado para a formagao de minijardim clonal de cedro rosa e espinheira santa,
oriundas de minicepas de origem seminal (XAVIER et al., 2003; SOUZA JUNIOR et
al., 2008).

O sistema fechado em bandejas de polipropileno com areia grossa como
substrato e fertirrigagdo por inundagao tem sido utilizado na miniestaquia e produgao
de minitubérculos de batata (Solanum tuberosum L.) (BANDINELLI, 2009). Este
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mesmo sistema ja foi adaptado com sucesso para a produgédo de plantas matrizes
de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) (BISOGNIN, 2007) e para o
enraizamento de miniestacas de louro-pardo oriundas de minicepas de origem
assexuada, sem a necessidade de aplicagdo exdgena de auxinas (KIELSE, 2012).
Alguns trabalhos com miniestaquia em espécies florestais nativas mostram
resultados viaveis na sua producdo comercial. Em corticeira-do-mato, a técnica
permite a multiplicagdo de mudas a partir de material seminal e as mudas obtidas
podem ser levadas a campo a partir de 4 a 5 meses de idade (CUNHA et al., 2008).
Com cedro-rosa, € possivel o uso da miniestaquia para a producdo de mudas
durante todo o ano (XAVIER et al., 2003). Para a canjerana, ndo ha referéncias que
abordem o uso da miniestaquia para a produgdo de mudas, sendo necessario o
desenvolvimento de protocolos de condugdo e manejo de minijardim clonal, bem

como de enraizamento de miniestacas.

2.4.3 Micropropagacao

Na micropropagacéo, 6rgéos e tecidos de plantas s&o introduzidos in vitro,
estabelecidos e mantidos em culturas assépticas para regenerar novas plantas
(HARTMANN et al., 2011). A micropropagagéo possibilita a producdo massal de
mudas com alta qualidade genética e sanitaria, durante todo o ano, além de auxiliar
a multiplicacdo de plantas a partir de sementes que possuem baixo poder
germinativo (SINGH e SEHGAL, 1999; SERAFINI et al., 2001).

A micropropagacao € importante para a produgcdo de mudas de espécies de
ciclo longo em um menor tempo e espaco fisico (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998). No entanto, a utilizagdo dessa técnica envolve maiores investimentos quando
comparada a propagacgdo vegetativa convencional, pois é realizada em laboratorio,
necessitando de equipamentos, produtos e méao de obra especializada. Em clones
de Eucalyptus sp. com dificuldades de enraizamento, a utilizagdo da
micropropagacao para a obtengc&do de material rejuvenescido em laboratorio tem sido
limitada por aspectos técnicos, estruturais, operacionais e quanto ao custo da
produgado (XAVIER e WENDLING, 1998; ALFENAS et al., 2009).
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A micropropagacéo pode ser dividida em fases, como: o estabelecimento in
vitro, a multiplicagdo, o alongamento e enraizamento, e a transferéncia para casa de
vegetagdo ou aclimatizagdo (FACHINELLO, 2005; BARRUETO CID, 2010). No
estabelecimento in vitro, diversos fatores podem afetar o potencial germinativo das
sementes e promoverem a formacdo de plantas anormais, dentre os quais a
presenga de microorganismos, especialmente fungos e bactérias (MARTINS-
CORDER e BORGES JUNIOR, 1999). Para que a planta formada a partir da
germinagao in vitro possa ser fonte de explante confiavel, os métodos de
desinfestacdo devem ser eficazes, proporcionando total auséncia de agentes
patogénicos (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Entretanto, esta € uma etapa
problematica da micropropagacdo, pois o0 desinfestante deve eliminar os
microorganismos do tecido vegetal sem danifica-lo. Muitas vezes, a obteng&o de
tecidos vegetais livres de microorganismos é dificil, pois alguns patdégenos podem
ser endogenos ou estarem latentes, tanto nas sementes quanto nos explantes
vegetativos. A desinfestagdo e germinagao in vitro de sementes sao utilizados para a
obtengdo de grande numero de plantas. Apesar da infraestrutura adequada e mao
de obra especializada, se comparado a propagagdo seminal convencional, é
estratégia valiosa para garantir o aproveitamento de sementes disponiveis em
pequenas quantidades, além de prevenir perda de sementes de frutos colhidos
imaturos, como verificado em bapeba, Pouteria venosa (Mart.) Baehni quando 100%
das sementes de frutos colhidos maduros e 55% das sementes de frutos colhidos
imaturos germinaram in vitro (RODRIGUES et al., 1998).

A multiplicagdo consiste na indugdo de brotos nos explantes (segmentos
nodais ou microestacas) obtidos de plantas ou microcepas mantidas em condi¢des
axénicas. Apods a indugéo e elongacéo de brotos, estes sdo coletados e excisados
para a obtencdo dos explantes, os quais sdo subcultivados a cada duas a oito
semanas em meio de cultura apropriado para a multiplicaggdo (HARTMANN et al.,
2011). Ao aumentar a concentragdo das citocininas é estimulada a brotagdo nos
explantes, mas pode inibir a elongacgéo.

Apos a multiplicacdo, os explantes brotados sdo colocados para enraizar e
formar novas plantas. O enraizamento pode ser realizado in vitro ou ex vitro
(HARTMANN et al., 2011). No enraizamento in vitro, os explantes s&o transferidos
para meio de cultura acrescido de auxinas, para que ocorram 0S processos de

expansdo, alongamento e divisdo celular necessarios para a formacéo de raizes
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adventicias (TAIZ e ZEIGER, 2008). Ap6s o periodo de permanéncia em meio de
enraizamento, que é viavel especialmente em fungdo da espécie e do tipo de
segmento, os explantes sdo subcultivados em meio de cultura livre de auxina.

A micropropagacéo também pode ser utilizada para a recuperagao de plantas
isentas de virus (limpeza clonal), a conservagao in vitro de recursos genéticos de
plantas (conservagédo de germoplasma), a obten¢cao de mutantes in vitro, a produgao
de hapldides e duplos hapldides e a produgao de plantas transgénicas. Esta técnica
tem sido muito utilizada na limpeza viral e na multiplicacdo de espécies ornamentais,
horticolas e frutiferas. Em espécies lenhosas, ha destaque para a multiplicacdo de
porta-enxertos de fruteiras de clima temperado e arvores-elite de esséncias
florestais de rapido crescimento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Em
espécies florestais nativas, sdo escassas as divulgagdes cientificas quanto a
eficiéncia da técnica da micropropagacéo e alguns estudos mencionam o seu uso
como opgao para a producdo de mudas de abacateiro-do-mato (FIOR et al., 2007),
mulungu (COSTA et al., 2010), erva-mate (HORBACH et al., 2011), louro-pardo
(FICK et al., 2007), ipé-amarelo (PAIM, 2011) e ipé-roxo (MARTINS et al., 2011).
Para a canjerana, estudos conduzidos por Rocha et al. (2007) foram desenvolvidos
para o estabelecimento, multiplicagdo e enraizamento in vitro bem como a
aclimatizacdo das plantas formadas, sendo essa a primeira mengao que se tem

conhecimento sobre 0 uso da micropropagag&o nessa especie.

2.4.4 Microestaquia

A microestaquia € uma técnica de propagacado assexuada, desenvolvida
inicialmente em Eucalyptus sp. (ASSIS et al., 1992). Segundo Alfenas et al. (2009)
microestaca € o propagulo vegetativo coletado de microcepas, com tamanho em
torno de 7 a 8 cm e contendo de dois a trés pares de folhas (ASSIS et al., 2004).
S&o originados da poda drastica de plantas de origem assexuada, formada pela
brotacdo e enraizamento de explantes in vitro. Tais plantas sdo denominadas
microcepas, € seu conjunto denomina-se microjardim clonal. As microcepas

estabelecidas in vitro sado destinadas a producdo de explantes, com vistas a
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micropropagacao e/ou rejuvenescimento prévio do material vegetativo com intuito de
multiplicagdo em grande escala (ALFENAS et al., 2009).

A principal caracteristica desta técnica é o uso de plantas rejuvenescidas, ou
plantas rejuvenescidas in vitro, como fontes de propagulos vegetativos (ASSIS et al.,
2004). O processo inicial para a producdo de microestacas baseia-se no
rejuvenescimento do material propagativo durante a micropropagagao, para a
retomada da capacidade de enraizamento, (SCHUCH et al., 2007) e o posterior
enraizamento ex vitro com simultdnea aclimatizacdo (HARTMANN, et al., 2011). O
rejuvenescimento ou revigoramento de tecidos adultos pode ser obtido via
micropropagacao por sucessivos subcultivos in vitro GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998). De acordo com Alfenas et al. (2009), o rejuvenescimento ou pelo menos o
restabelecimento da competéncia ao enraizamento é obtido, geralmente, apos dez a
doze subcultivos.

Em plantas de eucalipto a técnica da microestaquia foi empregada para
explorar ao maximo a juvenilidade dos propagulos vegetativos e maximizar o
enraizamento das microestacas no processo in vitro de propagacgéo clonal (XAVIER
et al., 2001). Com o uso da microestaquia na propagacdo clonal de Eucalyptus
grandis, ha uma melhor performance da técnica quando comparada com a
miniestaquia, principalmente com clones de dificil enraizamento, obtendo-se maiores
valores de enraizamento, taxas de sobrevivéncia, altura, didametro do colo e peso da
massa seca de raizes (TITON et al., 2006). As microcepas, apos a coleta de
microestacas em eucalipto, brotam rapidamente, produzindo novos micro-
propagulos, os quais podem ser coletados em um periodo de quinze dias no veréo e
trinta dias no inverno em condi¢des (ASSIS et al., 2004).

Dentre as vantagens apresentadas pela microestaquia em relagdo a técnica
de estaquia convencional, podem-se destacar: maiores indices de enraizamento;
reducdo do tempo de formagdo da muda no viveiro e dos investimentos em casa de
vegetacdo, devido ao menor tempo de permanéncia para enraizamento; eliminagao
do jardim clonal de campo, disponibilizando a area para plantio comercial (IANELLI
et al., 1996); melhor qualidade do sistema radicular (ASSIS, 1997); maior taxa de
crescimento e sobrevivéncia das mudas no campo (XAVIER et al., 1997); e ndo-
necessidade da aplicagdo de reguladores vegetais para enraizamento (XAVIER e
COMERIO, 1996). No entanto, a microestaquia apresenta desvantagens e

limitagdes, como maior sensibilidade das microestacas as condi¢des ambientais e
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dependéncia de laboratorio de micropropagagéo para rejuvenescimento de material,
onerando, assim, a producao de mudas, além de limitar sua utilizacdo, em vista das
dificuldades de rejuvenescimento de algumas espécies e até clones (ASSIS, 1997).

Segundo Dutra et al. (2009) a técnica da microestaquia apresenta custo
elevado e a eliminagdo da etapa de enraizamento in vitro € desejavel do ponto de
vista econémico, além de melhorar a qualidade do sistema radicial formado, uma
vez que as raizes produzidas in vitro sao consideradas frageis e pouco funcionais,
devido a incompleta conexdo vascular entre a parte aérea e a raiz. O enraizamento
ex vitro possibilita a obtencdo de plantas com maior capacidade de emissédo de
raizes e maior velocidade de crescimento inicial, tendo em vista que as raizes
desenvolvidas in vitro podem nao ser funcionais e morrem apos a transferéncia para
aclimatizagdo, sendo necessario induzir novas raizes ap0s a passagem para as
condigbes ex vitro (HARTMANN e al., 2011) Esse resultado mostra a eficiéncia da
formacéo das raizes adventicias a partir de microestacas, em ambiente ex vitro, pois
a formacgédo de calo dificulta a conexdo do sistema vascular entre caule e raiz
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Embora, tanto o enraizamento in vitro como
ex vitro apresentaram perfeita conexao vascular entre as raizes adventicias e o
cambio vascular de Eucalyptus benthamii (BRONDANI et al., 2012).

Em estudo com Lavandula angustifolia, o enraizamento ex vifro com a
utilizacdo de microestacas de 4,0 cm de comprimento proporcionou maior
enraizamento e sobrevivéncia das microestacas e a concentracdo de 5,0 mM
(1016,5 mg L™ de AIB aplicada via solugdo na base das microestacas foi eficiente
para a indugdo de raizes adventicias em microestacas, de 2,0 cm e 4,0 cm de
comprimento, bem como favoreceu a sobrevivéncia das plantas (MACHADO et al.,
2013).

A microestaquia tém sido utilizada para a propagacéo de algumas espécies
florestais nativas. Segundo Ferrari et al. (2004) esta técnica utiliza propagulos
(microestacas) rejuvenescidas em laboratério para serem posteriormente
enraizados, visando a obtencdo de mudas. Apesar disso, sdo escassas as
divulgacdes cientificas quanto a eficiéncia da microestaquia para a propagagao
dessas espécies. Alguns estudos apontam a microestaquia como opg¢ao para a
produgédo de mudas de abacateiro-do-mato (FIOR et al., 2007), louro-pardo (FICK et
al., 2007) e mulungu (COSTA et al., 2010).
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2.5 Formacgao de jardim clonal

As cepas de arvore selecionada, banco clonal ou jardim clonal, € o local onde
é efetuada a propagacéo clonal por estaquia, a partir do enraizamento de estacas
caulinares (segmentos de 6 a 10 cm de tamanho com um par de folhas reduzidas
pela metade), confeccionadas a partir de brotagbes. Esta tem sido a forma mais
aplicada, pois permite um manejo intensivo e ajustado para obtencéo de brotacdes,
destinados ao enraizamento das miniestacas. A frequéncia das coletas no jardim
clonal varia, em média, de 15 a 45 dias, cujo periodo ira depender da espécie, do
clone, do ambiente e da metodologia de coleta (ALFENAS et al., 2009, XAVIER et
al., 2009). Dentre as desvantagens do jardim clonal estdo a maior suscetibilidade as
variagbes ambientais (SILVA, 2001); a necessidade de m&o de obra qualificada; o
maior controle sobre as atividades de manejo, planejamento e producdo das mudas
(XAVIER e WENDLING, 1998).

As técnicas da microestaquia e da miniestaquia tém possibilitado a
substituicdo dos jardins clonais de campo para viveiros. Dentre as principais
vantagens dessa tecnologia destacam-se o menor envolvimento de m&o de obra
(ASSIS, 1996); reducdo em investimentos em casa de vegetacdo, em razdo da
maior rapidez de enraizamento; eliminagcdo do jardim clonal de campo,
disponibilizando a area para plantios comerciais (XAVIER e COMERIO, 1996); e
controle mais efetivo de pragas, doencas, fertilizagdo e da irrigagao, resultando em
melhoria da qualidade das mudas (HIGASHI et al., 2000; SILVA, 2001).

No laboratério de cultura de tecidos, a micropropagacédo de espécies e
hibridos de eucalipto faz parte do processo de produgdo de mudas em algumas
empresas florestais. Normalmente, as mudas obtidas por micropropagagdo sao
mantidas em condi¢gdes in vitro por questdes estratégicas, no caso de material
vegetal superior, ou servem para abastecer o mini ou microjardim clonal (DUTRA et
al., 2009). Na micropropagagdo, os apices caulinares s&o usados como
microestacas, 0os quais sao colocados para enraizamento em casa de vegetacao de
vidro equipada com controle de temperatura e umidade (ASSIS et al., 2004).

Segundo Assis (1996) e Xavier e Comério (1996) o microjardim clonal, em
casa de vegetacédo, localiza-se em tubetes sobre mesas metalicas ou bandejas no

viveiro, o que permite o melhor manejo e controle. O microjardim clonal, constituido
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por microcepas, € o fornecedor de propagulos vegetativos (microestacas) para o
processo de producdo de mudas, que € dependente das estruturas da casa de
vegetacdo, casa de sombra e area de pleno sol, onde séo realizadas as fases de
enraizamento, aclimatacao e rustificagdo das mudas, respectivamente (CARVALHO
e SILVA, 2012).

2.6 Enraizamento

A propagacao por microestaquia e miniestaquia € influenciada por diversos
fatores intrinsecos a planta matriz e ao ambiente. Entre os fatores internos, citam-se
a espécie, as caracteristicas genéticas e a idade fisioldgica ou ontogenética da
planta matriz, o estadio fisioldgico dos propagulos, o teor de hidratos de carbono,
nitrogénio, fitoreguladores e agua disponivel nos tecidos. Entre os fatores ambientais
destacam-se a umidade relativa do ar, temperatura, luminosidade, composi¢céo do
substrato, concentracdo de CO; do ambiente de enraizamento e sanidade das
estacas (FERRARI et al., 2004; FLORIANO, 2004).

Quanto maior o grau de maturidade do material vegetativo, menor sera a
capacidade de enraizar, refletindo na formagédo de plantas com baixo vigor e com
menor desenvolvimento a campo (FERRARI et al., 2004). A maturidade do
propagulo esta diretamente relacionada, entre outros fatores, a origem genética da
planta matriz e a idade cronolégica (que se refere ao tempo decorrido desde a
germinagao da semente até a data da observagédo), fisioldgica (que se refere aos
aspectos negativos da idade, tais como a perda de vigor, o aumento da
susceptibilidade as condigbes adversas ou a deterioragdo em geral) e ontogenética
(passagem da planta por sucessivas fases de desenvolvimento desde a
embriogénese, germinagao, crescimento vegetativo e reprodutivo e senescéncia)
(WENDLING e XAVIER, 2001). Portanto, plantas matrizes jovens fornecem
propagulos mais responsivos ao enraizamento se comparados aqueles provenientes
de plantas adultas (idade cronoldgica). Isso se deve ao fato de que a maioria das
plantas arbdéreas sofrem mudangas morfologicas, fisiologicas e bioquimicas na
transicdo da fase juvenil para a adulta, as quais afetam a competéncia para o

enraizamento, o vigor de crescimento e a resisténcia as pragas e doengas,
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dificultando a propagacao vegetativa a medida que aumenta a idade da planta matriz
(WENDLING e XAVIER, 2001). A posigao de coleta dos propagulos na planta matriz
também influencia o enraizamento, de modo que a maior juvenilidade da regiao
basal das plantas (idade ontogenética) se deve ao fato de que os meristemas mais
préximos da base formaram-se em épocas mais préximas a germinagao que o das
regides terminais (HARTMANN et al., 2011).

Inumeras substancias naturais e sintéticas tém sido utilizadas para induzir o
enraizamento. Substancias promotoras do enraizamento podem ser adicionadas ao
meio de cultura ou aplicadas nas estacas por meio de contato ou imersdo em
solugdo. Diversas classes de fitoreguladores, tais como auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno e inibidores, como o acido abscisico e compostos fendlicos, na
iniciagao de raizes. Entre elas, a auxina € a que tem o maior efeito sobre a formacao
de raizes em estacas (TAIZ e ZEIGER, 2008; HARTMANN et al., 2011). As auxinas
sdo sintetizadas no meristema apical e nas folhas novas, fluindo para a base do
caule por transporte basipeto, ou sintetizadas no apice radicular, sendo translocadas
para a planta por transporte acrépeto (TAIZ e ZEIGER, 2008). Em algumas
especies, as estacas possuem substancias naturais em quantidades suficientes para
induzir o enraizamento. Além disso, a planta pode produzir substancias indutoras do
enraizamento quando submetidas a injuria mecanica, no momento do preparo das
estacas (SIMAO, 1998).

Na microestaquia e miniestaquia as raizes adventicias podem advir de
qualquer tipo de tecido. Algumas espécies ja possuem os primoérdios radiculares
antes do corte (HIGASHI et al., 2000). Assim, o enraizamento tem origem no grupo
de células proximas ao corte que retornam as suas fungcbes meristematicas,
convertendo-se em primordios radiciais (HARTMANN et al., 2011).

O enraizamento adventicio € influenciado pela nutricido mineral. O estado
nutricional da planta matriz que fornece os propagulos para a o enraizamento é fator
determinante do sucesso da propagagao vegetativa, pois determinara a quantidade
de carboidratos, auxinas, entre outros compostos metabdlicos, fundamentais a
inducdo e ao crescimento das raizes (CUNHA et al., 2009). Alguns trabalhos com
especies florestais nativas mostram que o enraizamento pode ocorrer sem o uso de
AIB. Em leitero, S. glandulatum (VELL.) Pax. foi observado que a miniestaquia
realizada nas quatro estacbes do ano é viavel para a formacado de raizes

adventicias, dispensando a utilizacdo de AIB e ANA, sendo a estacdo do inverno a
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mais favoravel para o enraizamento (FERREIRA et al., 2010). Em guanandi (C.
brasiliense) foram testados os niveis de 0, 2000, 4000 e 8000 mg L™ de AIB e todos
os tratamentos resultaram em enraizamento maior que 85%, indicando que nao ha
necessidade de tratamento auxinico (SILVA et al., 2010). Em estudo de miniestaquia
de angico-vermelho, A. macrocarpa (Benth) Brenan, o enraizamento das
miniestacas nao foi favorecido com o uso de 2000, 4000 e 6000 mg L™ de AIB (DIAS
et al.,, 2012). Entretanto, para outras espécies o uso de AIB €& necessario. Em
corticeira-do-banhado (E. crista-galli L.), as miniestacas coletadas de plantas jovens
com menos de um ano de idade, s&o as mais indicadas para a propagagao e o0 uso
de AIB a partr de 1000 mg L' pode reduzir a mortalidade e favorecer o
enraizamento (GRATIERI-SOSELLA et al., 2008).

Ja no enraizamento ex vitro, a base dos explantes é tratada com auxina, na
forma liquida ou em po, sendo os cultivos realizados em substrato esterilizado e
mantidos em camara umida (HARTMANN et al., 2011). O enraizamento ex vitro
apresenta algumas vantagens em relagdo ao enraizamento in vitro, destacando-se o
menor estresse das plantas ao serem transferidas para a fase de aclimatizacao e
reducdo da mao de obra, ja que ndo é necessario o subcultivo de explantes para
meio de cultura livre de auxina. Os protocolos incluem a rapida imersdo dos
explantes em auxina e, apos cultivados em substrato, os explantes permanecem sob
condicdo de alta umidade em camara umida. Outro tratamento consiste na imersao
da base dos explantes em meio de cultura composto apenas por agar e auxina por 5
a 15 dias. Apds, os explantes sao lavados em agua destilada para a retirada do agar
e cultivados em substrato (HARTMANN et al., 2011).

2.6.1 Principios anatémicos do enraizamento

Na propagacdo vegetativa, o sistema radicular formado é denominado
adventicio, pois a raiz se desenvolve através do tecido adulto, ndo do tecido
embrional ou meristematico (FERREIRA, 1992). Para que ocorra a formagao de
raizes adventicias, as células vegetais devem apresentar a capacidade de
desdiferenciagcao e totipoténcia. Desdiferenciacido € o processo no qual células de

um tecido ja diferenciado retornam a atividade meristematica e originam um novo
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ponto de crescimento, e totipoténcia, a capacidade de uma célula originar um novo
individuo, uma vez que contém toda a informagdo genética necessaria para
reconstituir todas as partes de uma planta e suas func¢des (TAIZ e ZEIGER, 2008).

A formacdo de raizes adventicias € geralmente uma resposta ao dano
causado com a preparagao do material propagativo. Quando as células vivas das
superficies cortadas sdo danificadas e os feixes do xilema expostos, inicia-se a
cicatrizagédo e regeneragao, conforme as seguintes fases: 1) apds morte das células
externas danificadas ocorre processo de suberificagdo e tamponamento do xilema, a
fim de evitar a dessecacgao e a entrada de patdgenos; 2) as células vivas localizadas
sob a placa suberificada iniciam processo de divisdo, formando uma camada de
células de parénquima conhecida como calo; e 3) a formagdo das novas raizes
adventicias em células proximas ao cambio vascular e floema (HARTMANN et al.,
2011).

As mudancas no desenvolvimento que ocorre na formacdo de raizes
adventicias podem, geralmente, ser divididas em quatro estadios: 1)
desdiferenciacdo de células especificamente diferenciadas (células adultas), 2)
formagdo de células iniciais de raizes proximas aos feixes vasculares ou tecido
vascular, que tornou-se meristematico pela desdiferenciagéo, 3) desenvolvimento de
células iniciais de raizes em primérdios radiciais organizados, e 4) crescimento e
emergéncia dos primordios radiciais através do cortex e epiderme da estaca,
acompanhando o sentido do sistema vascular da estaca (FERRI, 1985). Em estacas
herbaceas, que ndo possuem um cambio desenvolvido, os primordios podem surgir
entre os feixes vasculares ou paralelos a estes, emergindo em filas, acompanhando
os feixes vasculares. As raizes adventicias também podem ser formadas a partir da
epiderme e do periciclo (FACHINELLO et al., 2005).

As raizes adventicias podem originar-se de tecidos de gemas dormentes do
cambio, gemas proximas de ramos danificados ou mortos, regides cambiais e
liberinas dos tecidos do raio, parénquima de arranjo irregular, tecidos de ramos e
folhas, tecidos cicatricial e meristema primario. As plantas de dificil enraizamento,
geralmente, ndo possuem primérdios radiciais nos tecidos normais. Nestas, as
raizes se originam de tecidos cicatriciais que se desenvolvem por divisdo do cadmbio
e do parénquima liberiano, ou ainda, de qualquer célula viva que nao tenha

desenvolvido sua parede secundaria (ESAU, 1976).
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A iniciacdo de raizes laterais (ramificadas) e raizes adventicias € estimulada
por altos niveis de auxina. As raizes laterais sdo normalmente encontradas acima da
zona de alongamento e pilifera, originando-se pequenos grupos de células no
periciclo. A auxina estimula as células do periciclo a se dividirem. As células em
divisdo gradualmente formam o apice radicular e a raiz lateral cresce através do
cortex e da epiderme da raiz (TAIZ e ZEIGER, 2008).

2.6.2 Principios fisiologicos do enraizamento

As principais condi¢des fisiologicas da planta matriz sdo a presenga de
carboidratos, substancias nitrogenadas, aminoacidos, auxinas, compostos fenolicos
e outras substancias ndo identificadas, o periodo e posi¢cdo de coleta das estacas,
juvenilidade, estiolamento, presenca de folhas e gemas, idade da planta matriz e
fatores do ambiente, como disponibilidade de agua, luminosidade e substrato
(HARTMANN et al., 2011). A capacidade de enraizamento € em fung&o de fatores
endogenos a planta matriz e das condigdes ambientais proporcionadas durante o
enraizamento (FACHINELLO et al., 2005). Portanto, € necessario que um novo
sistema de raizes adventicias se desenvolva, ja que o explante normalmente possui
gemas com aptidao e potencial para desenvolver novos brotos (HARTMANN et al.,
2011).

A formagao de raizes adventicias deve-se a interagdo de fatores existentes
nos tecidos e a translocagdo de substancias localizadas nas folhas e gemas
(FACHINELLO et al., 2005). Esse efeito correlato € o controle de um 6rgao sobre o
desenvolvimento de outro, o qual € mediado por fitoreguladores (HARTMANN et al.,
2011). As folhas e gemas produzem auxina, sendo o efeito observado na base do
explante, o qual € importante na subsequente formagao radicular (FACHINELLO et
al., 2005), além de serem responsaveis pela sintese de cofatores e carboidratos
(FERRI, 1985), favorecendo a formagé&o de raizes adventicias.
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2.6.3 Fitoreguladores

Os fitoreguladores tem sido apontados como fatores determinantes ao
enraizamento adventicio (FACHINELLO et al., 2005). As auxinas, as citocininas, as
giberelinas, o etileno e o acido abscisico atuam de forma direta ou indireta na
formacao de raizes em estacas (TAIZ e ZEIGER, 2008). O fitoregulador com melhor
resultado na formagdo de novos brotos adventicios in vitro € a citocinina
(BARRUETO CID, 2010; HARTMANN et al., 2011). As citocininas s&o normalmente
sintetizadas no proprio sistema radicular e translocadas pelo xilema para outras
partes da planta (TAIZ e ZEIGER, 2008). Uma alta razdo auxina:citocinina no cultivo
in vitro estimula a formacéao de raizes enquanto uma baixa razao leva a formacao de
parte aérea (TAIZ e ZEIGER, 2008).

Na fase de multiplicacédo, a adicdo de citocininas ao meio de cultura in vitro
pode influenciar a taxa de multiplicagdo e a elongagao dos brotos. Ja na planta toda,
as citocininas atuam em diversos processos fisiologicos e de desenvolvimento
incluindo a divis&do celular, morfogénese da parte aérea e das r