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RESUMO

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma espécie que possui grande potencial
socioeconémico e conservacionista, em funcdo dos seus diversos produtos
madeireiros e nado madeireiros. Dada a sua importancia, € fundamental o
desenvolvimento de pesquisa na area da silvicultura para o resgate dos materiais
genéticos ameagados de extingdo e com grande potencial socioeconémico, bem
como o estabelecimento de protocolos de multiplicagdo, cultivo e manejo desta
espécie. O presente estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade técnica, a
influéncia da idade do porta-enxerto e do habito de crescimento na enxertia de copa
em araucaria; assim como, avaliar a viabilidade de predicdo dos habitos de
crescimento dos ramos primarios e troncos ortotrépicos em araucaria de diferentes
idades e épocas do ano com o uso da espectroscopia no infravermelho proximo
(NIR), bem como a sua correlagcdo com a concentracao enddgena de auxina (I1AA).
Para a enxertia de copa da araucaria foram utilizados porta-enxertos de duas idades
(8 e 35 anos), com enxertos originarios de dois habitos de crescimento (ramos
primarios e troncos ortotrépicos). Nesta avaliagéo, constatou-se que o uso de porta-
enxertos mais jovem (8 anos) foi favoravel a sobrevivéncia dos enxertos,
especialmente quando utilizado os propagulos de ramos primarios e quando a
enxertia foi realizada durante o outono (71,87%). Para avaliar a eficiéncia da
predicao dos habitos de crescimento dos ramos primarios e tronco ortotrépico em
araucaria de diferentes idades com o uso da NIR, bem como a correlagcdo dos
habitos com a concentragcdo endogena de IAA, utilizou-se aciculas de ramos
primarios e tronco ortotropico de plantas com 3, 8 e 35 anos de idade. Foram
realizados dois experimentos: 1) andlise das aciculas de ramos primarios e tronco
ortotrépico de materiais provenientes de diferentes gendtipos de araucaria por meio
de NIR em conjunto com a regressao por minimos quadrados parciais (PLS), com o
uso do NIR portatil e de bancada; 2) analise hormonal (IAA) das aciculas de ramos
primarios e tronco ortotropico de materiais provenientes de diferentes gendtipos de
araucaria. A calibracdo do NIR mostrou-se eficiente para uso na predicédo dos
habitos de crescimento dos ramos primarios e do tronco ortotrépico de araucaria. A
concentragao endogena de |AA teve boa correlagdo com os habitos de crescimento,
demonstrando ser uma ferramenta potencial para sua predigao.

Palavras-chave: Araucaria. Propagacgao vegetativa. Topgrafting. Espectroscopia no
infravermelho proximo. Auxina.



ABSTRACT

Araucaria angustifolia is a species with great socio-economic and conservation
potential due to its various timber and non-timber resources. Given this species
socioeconomic importance, it is essential that research focuses on forestry to save
endangered genetic material, and establish protocol for multiplication, cultivation, and
management of this species. The objectives of this study were to assess the
technical feasibility and influence of graft age and growth habit on top grafting in
Araucaria, and to evaluate the feasibility of predicting growth habits of primary
branches and orthotropic trunk of different ages using near-infrared spectroscopy
(NIR), as well as their endogenous concentration of IAA. Top grafting of Araucaria
was performed using rootstock of two ages (8 and 35 years), with grafts originating
from two growth habits (primary branches and orthotropic trunk). We found that
younger rootstocks (8 years) favored graft survival, especially with primary branch
propagating material and grafting in Autumn (71.87%). We used needles from
primary branches and orthotropic trunk of 3, 8, and 35-year-old plants to evaluate the
prediction efficiency of growth habits of the primary branches and orthotropic trunk in
Araucaria with the Near Infrared Spectroscopy (NIR) and calculated the correlation of
habits with the endogenous concentration of IAA. Two experiments were carried out:
1- Analysis of the needles from primary branches and orthotropic trunk using different
Araucaria genotypes by means of near-infrared spectroscopy (NIR) along with the
regression of minimal Partial squares (PLS), using the portable and benchtop NIR; 2-
Hormonal analysis (IAA) of needles from primary branches and orthotropic trunk from
different Araucaria genotypes. The calibration of the NIR proved to be efficient to
predict of growth habits of primary branches and orthotropic trunk of Araucaria. The
endogenous concentration of IAA presented a good correlation with the growth
habits, proving to be a potential prediction tool.

Key words: Araucaria. Vegetative propagation. Top grafting. Near-infrared
spectroscopy. Auxin.
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1 PREAMBULO

A produgao comercial de mudas seminais de araucaria, Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze, apresenta heterogeneidade nos materiais, o que dificulta a selegao
das caracteristicas desejaveis. Uma alternativa para redugdo da heterogeneidade
genética, selegao e multiplicacdo de plantas superiores € o emprego da propagagao
vegetativa. Embora ja existam trabalhos preliminares utilizando a técnica da enxertia
de mudas de araucaria desde o final da década de 60, somente agora esta
tecnologia estd sendo validada em pesquisas de campo para que sejam
recomendados plantios em escalas maiores objetivando a sua produgao comercial.

A propagacao vegetativa, através da enxertia de copa sobre porta-enxerto
adulto, € muito utilizada em trabalhos de melhoramento de Pinus sp., resultando em
precocidade e redugado do tempo de producdo das sementes. O uso desta técnica,
em plantas adultas de araucaria, pode trazer novas perspectivas aos programas de
melhoramento genético e conservagao da espécie.

Plantas que tém crescimento dimorfico, como a araucaria, necessitam de
atencao na coleta de propagulos para a realizagao da propagacéao vegetativa, pois o
resultado sera em fungéo da origem do habito de crescimento. Avaliar o pegamento,
a eficiéncia e a viabilidade de enxertos de origem de ramos primarios e de tronco
ortotrépico em ramos primarios de porta-enxerto maduros pode trazer resultados
promissores no uso da técnica de enxertia de copa para esta espécie.

Para a araucaria, no quesito trabalhos de resgate vegetativo ou propragacao
vegetativa, a forma mais eficiente para se conseguir uma arvore normal (tronco
ortotropico) € podando o ponteiro e induzindo sua brotacdo. Com a coleta da
brotacao ortotrépica, pode-se utilizar este material para constituicdo de jardim clonal
com o objetivo de formagdo de mudas enxertadas para produgéo de pinh&o. Ja na
técnica de resgate de material, com interesse voltado para a produgdo de madeira,
¢ feito o corte da arvore e utilizadas as brotagdes originarias da cepa.

Para esta espécie ainda existem muitos individuos de interesse para os quais
ainda nao foi realizado nenhum programa de resgate vegetativo, voltado as
carateristicas desejaveis para a produgdo de pinhdo e madeira. Sdo0 muitas as
caracteristicas encontradas em individuos de araucaria, as quais possuem grande
interesse na produgdo comercial do pinhdo. Dentre elas, se destacam o maior

tamanho da semente (com pouca ou sem casca em um dos lados) e producgao fora
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do periodo habitual, ja para a produgdo da madeira, se destacam caracteristicas
como entre-nés mais distantes, precocidade de crescimento, entre outros.

Um dos entraves ao se planejar o resgate vegetativo destes individuos é a
idade avancada, visto que, a maioria destas arvores tem mais que 60 anos e no
momento em que se faz a poda de ponteiro ndo ha mais a emissdo de brotacdes
em funcdo da perda da capacidade fisiolégica de rebrota. Nestes casos, a unica
opgao pode ser o resgate da matriz por meio de ramos plagiotropicos da copa, os
quais resultardo em arvores com este mesmo habito de crescimento. Excegéo se faz
quando no tronco houver brotagdes ortotropicas com morfologia de tronco, sendo
necessarios o desenvolvimento de métodos que possam predizer este tipo de habito
de crescimento.

A validacdo do uso de uma ferramenta que consiga predizer o habito de
crescimento pode ser uma alternativa viavel e mais segura no trabalho de resgate e
multiplicagdo de materiais de interesse comercial e conservagao.

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR) é utilizada como ferramenta
para predicdo em muitas areas. Na area florestal € aplicada principalmente na
tecnologia madeireira e pode ser uma alternativa eficaz na predigdo de habito de
crescimento em araucaria. A técnica pode, inclusive, representar um ganho de
tempo e economia quando existir um grande volume de amostras. As auxinas, do
mesmo modo, exercem influéncia no habito de crescimento das plantas. Os estudos
de suas concentracbes e a busca de uma correlacdo podem auxiliar na sua
predicao.

A predicao de habito de crescimento em plantas com padrdes de crescimento
com ramos dimorficos, como a araucaria, é fundamental para ter seguranga no
resgate de material superior ou ameagado de extingdo, formando individuos com
desenvolvimento de tronco e nao de galho. Plantas que possuem ramos dimorficos
dificultam este tipo de trabalho, pois, em um dado momento, o desenvolvimento
pode se dar no tronco com crescimento ortotropico e depois de alguns anos nos
ramos primarios.

Quando se realiza a enxertia em plantas de araucaria utilizando porta-
enxertos com troncos com habito de crescimento ortotropico e enxertia de
crescimento nos ramos primarios, ocorre uma limitagdo morfologica deste ultimo no

desenvolvimento de altura e didametro. Estas limitagbes resultam em um
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desenvolvimento vegetativo anormal, com o enxerto formando uma calosidade
excessiva e um crescimento em diametro limitado.

Atualmente, o grande desafio cientifico € conseguir fazer a predicédo correta e
precoce do habito de crescimento das brotagcdes de araucaria, evitando dispéndio de
investimento e tempo, os quais sao de fundamental importdncia para o

desenvolvimento de pomar clonal e produgcao de mudas clonais.
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APRESENTAGAO DA TESE

O presente trabalho de doutorado foi elaborado de acordo com as normas da
Universidade Federal do Parana — UFPR, e esta estruturado com uma introducao
geral e dois capitulos, escritos em formato de artigo cientifico, e uma consideragao
geral. A opgao por essa estrutura tem como objetivo possibilitar a banca avaliar,
criticar e dar sugestbes tendo como base a concepgdo dos artigos, para sua
posterior submissao as revistas apds correcoes.

Na introducdo geral, faz-se uma sintese e revisdo bibliografica dos temas
abordados nos capitulos um e dois.

O primeiro capitulo avalia a eficiéncia da enxertia de copa em Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze, o efeito da idade do porta-enxerto e do tipo de enxerto
no seu pegamento, através das variaveis sobrevivéncia, numero de brotacdes e
tamanho das brotacdes.

O segundo capitulo avalia o uso da espectroscopia de infravermelho proximo
(NIR) para separar os dois habitos de crescimento e sua correlagdo com a
concentragdo endogena de IAA da araucaria em diferentes idades nos dois habitos
de crescimento.

Apods, sdo finalizadas as consideragbes gerais sobre os temas abordados

nesta tese.



17

3 INTRODUGAO GERAL

A silvicultura brasileira tem seu principal enfoque nos reflorestamentos com
espécies de Eucalyptus e Pinus que representaram 72,3% e 20,19%,
respectivamente, da area total dos plantios florestais. As demais espécies florestais
representam somente 7,6% da area total dos plantios florestais, sendo que a
Araucaria angustifolia representa 1,88% (IBA, 2017).

Os plantios florestais com araucaria se limitam a regido sul e parte do sudeste
do Brasil, principalmente nos estados do Parana, Santa Catarina e Sao Paulo.
Maack (2012) preconizou que a araucaria poderia ter grande importancia nos
programas de reflorestamento, em funcado de seu valor econdmico, fato que ainda
nao aconteceu. A araucaria e outras araucariaceas possuem gemas terminais e
gemas dormentes ao longo do tronco, as quais sdo os unicos meristemas que
apresentam capacidade de produzir tronco com crescimento ortotrépico, visto que,
seus ramos primarios e secundarios tém crescimento plagiotropico. (ZANETTE et al.,
2017).

A A. angustifolia € a Unica espécie do género que ocorre naturalmente no
Brasil e exclusiva da Floresta Ombrofila Mista (Floresta de Araucaria). (VELOSO et
al., 1991). Pode ser encontrada em areas de tensdo ecolégica com a Floresta
Estacional Semi-decidual e com a Floresta Ombroéfila Densa (Floresta Atlantica),
sempre em altitudes acima de 500 m e abaixo de 1800 m. (CARVALHO, 2003).

Observa-se que, ao longo dos anos, o reflorestamento com a A. angustifolia
tem diminuido, passando 24.235 ha em 2005, para 11.343 ha em 2012. (ABRAF,
2006 e 2013). A hipotese desta queda no reflorestamento se baseia em duas
vertentes: o interesse no cultivo de pinus e eucalipto, e a mudanga da legislagao
ambiental, a qual possui influéncia direta pela insegurancga juridica em relagcao a
permissdo do manejo e cortes futuros de A. angustifolia.

Torna-se indispensavel a sintonizacdo da silvicultura moderna com as
demandas do mercado consumidor dos produtos florestais madeireiros e néao
madeireiros. E notéria a preferéncia do mercado madeireiro para as espécies que
atualmente estdo em processo de escassez ou ameacgadas de extingao. (INOUE e
PUTTON, 2007).

A A. angustifolia desperta interesse econdmico pelo seu potencial madeireiro,

por meio dos diversos fins de uso de sua madeira, e pelos fins alimenticios, através
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de seus pinhdes. As suas sementes sao recalcitrantes, o que dificulta a producéo de
mudas durante o ano todo, deste modo, a propagagao clonal pode ser uma 6tima
alternativa para a selecdo e o melhoramento de materiais superiores. O seu plantio
deve ser incentivado com o objetivo de produzir pinhdes para a geragdo de renda
familiar, além de contribuir com a conservagcdo e manutencdo da diversidade
genética da espécie e da fauna associada. (WENDLING, 2015; FIGUEIREDO FILHO
etal., 2011; ZANETTE et al., 2017).

Para suprir o objetivo de formagao de plantios comerciais de A. angustifolia,
com alta produtividade, estd sendo validada a técnica de enxertia de mudas para
producao de pinh&o e a técnica de estaquia para a produgéo de madeira, garantindo
assim, a producdo de mudas uniformes, com plantios mais produtivos e
homogéneos, além de possibilitar a produ¢édo de mudas durante o ano todo com
matrizes superiores selecionadas. (WENDLING et al.,, 2009; OLIVEIRA, 2010;
WENDLING, 2011; ZANETTE; OLIVEIRA; BIASI, 2011; WENDLING, 2015a, 2015b;
WENDLING et al., 2017).

A propagacao vegetativa, através da técnica de estaquia e enxertia, em
plantas que possuem habito de crescimento ortotropico e plagiotrépico, deve ser
realizada com atencdo, posto que seu resultado pode ser afetado pelo tipo de

material coletado para tal.

3.1  REVISAO DE LITERATURA

3.2.1 Descrigao da espécie

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é uma espécie da familia
Araucariaceae, conhecida como araucaria, Pinheiro-do-Parana ou Pinheiro-
Brasileiro. Esta familia € do grupo mais primitivo de coniferas ainda vivas, originarias
da Era Paleozodica. Atualmente ocorre naturalmente no Hemisfério Sul, com apenas
3 géneros: Araucaria (com 19 espécies: A. angustifola, A. araucana, A. bernieri, A.
biramulata, A. columnaris, A. humboldtensis, A. laubenfelsii, A. luxurians, A.
montana, A. muelleri, A. nemerosa, A. rulei, A. schmidii, A. scopularum, A. subulata,
A. bidwilli, A. conninghamii, A. hunsteinii, A. heterophylla); Agathis (com uma unica
espécie Agathis dammara) e Wollemia (com uma unica espécie Wollemia nobilis).

(ZANETTE et al.,, 2017). De acordo com os mesmos autores, destas espécies,
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somente duas encontram-se na Ameérica do Sul, a Araucaria araucana e a Araucatria
angustifolia, sendo esta ultima distribuida no Brasil, Argentina e Paraguai. Através
de exame de DNA foi observado que estas duas espécies de Araucaria séo
extremamente relacionadas. Das demais espécies de Araucaria, treze séao
endémicas da Nova Caledobnia, duas da Australia, uma da Nova Guiné e uma da llha
Norfolk.

A génese da palavra araucaria é derivada de Arauco, uma regido localizada
no Chile que deu origem a esse género botanico, e a etimologia do epiteto
especifico de angustifolia precede do latim angustus, que tem a acepgao de estreito,
pontudo, e de folium, que significa folha. A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze é
uma conifera arboérea, didica, de crescimento monopodial, atingindo até 52 m de
altura e 8,5 m de didametro. (REITZ e KLEIN, 1966).

E uma espécie conhecida popularmente como pinheiro-do-parana ou
pinheiro brasileiro, endémica da regido sul e sudeste do Brasil, exclusiva da Floresta
Ombrofila Mista (Floresta de Araucaria), tendo sua distribuicdo natural também na
Argentina e Paraguai, sempre em altitudes acima de 500 m e abaixo de 1800 m.
(THOMAS, 2013; YAMAGUCHI e KATO, 2012). Seu género é considerado o mais
primitivo entre as coniferas, com um padrdo embriogenético totalmente diferente das
demais coniferas, tais como Pinus, Taxus e Sequdia. (FRANCO et al, 2005).

A araucaria desperta interesse econémico pelo potencial madeireiro, através
dos diversos fins de uso da madeira e pelo potencial alimenticio, por meio da
semente do pinh&o. As sementes sao recalcitrantes, o que dificulta a produgéao de
mudas durante o ano todo e, desta forma a propagacéo clonal pode ser uma 6tima
alternativa para a producado de mudas. O plantio deve ser motivado com objetivo de
produzir pinhdes para geragado de renda, além de contribuir com a conservagao e
manutengdo da diversidade genética da espécie e da fauna associada.
(WENDLING, 2015a; FIGUEIREDO FILHO et al., 2011; ZANETTE et al., 2017).

Comparando-se a produgao por hectare de pinhdao, de uma floresta nativa e
uma floresta plantada, estima-se uma produtividade média de 231,74 kg.ha'1 e
474,20 kg.ha‘1, respectivamente. O qual permitiria ao produtor rural, com a coleta de
pinhdes em area reflorestada, uma importante fonte de renda anual. Uma alternativa

de renda a mais para o produtor rural é reforcar os estudos voltados a producao de
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pinh&o, os quais auxiliardo na implementacao de politicas publicas. (FIGUEIREDO
FILHO et al., 2011).

Embora a produgcdo de pinhdes possa ser uma alternativa econdmica,
praticamente ndo existem plantios de araucaria com este objetivo. Os plantios de
mudas seminais requerem um tempo consideravel, entre 12 a 15 anos, para iniciar a
producao de pinhao, aliados a indefinicdo do sexo das plantas até a sua maturidade.
A pressédo antropica aos recursos geneéticos naturais ameacga a propria sobrevivéncia
da espécie e da fauna associada, bem como diminui a regeneracédo das florestas
com araucaria. (THOMAS, 2013; WENDLING, 2015b).

As sementes (pinhdes) normalmente sdo consumidas assadas ou cozidas, e
a cada dia sao mais utilizadas por Chefs de cozinha na alta gastronomia. As
sementes tém uma constituicdo composta de envoltorio, polpa e embrido, ricos em
amido, fibras e proteinas, respectivamente. (CAPELLA; PENTEADO e BALBI, 2009).
A semente crua possui uma fonte de carboidratos complexos, a cada cem gramas
de sementes cruas possuem amido (36%), proteinas (3%), lipidios (1%), agucares
soluveis (2,4%), bem como fibras, minerais e compostos fendlicos (<0,2%). (COSTA
et al., 2013).

3.2.2 Silvicultura clonal

No Brasil a silvicultura clonal é predominantemente centrada nas espécies do
género Eucalyptus e Pinus, tendo uma importancia crescente em fungdo das
caracteristicas peculiares obtidas através das técnicas de propagacéo vegetativa em
conjunto com o melhoramento genético. (WENDLING et al., 2009).

As principais caracteristicas da silvicultura clonal estdo embasadas em
plantios mais uniformes, permitindo maior controle sobre o0s produtos,
aproveitamento de combinagbes genéticas variadas como a hibridagao,
maximizagdo do ganho em produgdo silvicultural e da qualidade tecnologica da
madeira, resisténcia a pragas e doencgas, possibilidade do uso de 2 a 4 rotagdes
viaveis economicamente, custo acessivel e atraente para as empresas.
(WENDLING, 2003; XAVIER; WENDLING e SILVA, 2013).

A tecnologia de producdo de mudas € considerada a parte fundamental do
desenvolvimento da silvicultura, envolvendo desde o melhoramento florestal até a

entrega das mudas para plantio. (PIRES, 2012). Para suprir o objetivo de formagao
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de plantios comerciais de araucaria com alta produtividade esta sendo validada a
técnica de enxertia de mudas para a produgao de pinhdo e a técnica de estaquia
para a producdo de madeira, garantindo assim a producdo de mudas uniformes,
com plantios mais produtivos e homogéneos, além de possibilitar a produgédo de
mudas durante o ano todo com matrizes superiores selecionadas. (OLIVEIRA, 2010;
ZANETTE et al., 2011; WENDLING, 2009, 2011 e 2015a).

A enxertia tem grande importancia na formagcéo de pomares clonais para a
producdo de sementes, material vegetativo e na enxertia seriada. A retro
mencionada técnica permite a reversdo da juvenilidade de materiais genéticos de
interesse através de técnicas de propagacgao vegetativa in vitro e ex vitro, muito
embora, em algumas espécies, ocorra a rejeicao do enxerto (imediatamente ou apés
anos da enxertia). (FERRARI et al., 2004). Em espécies florestais, a enxertia, para a
producdo de mudas, tem potencial para definir caracteristicas de interesse como a
distingdo entre plantas masculinas e femininas, a época de frutificacdo (precoce,
intermediaria e tardia), o resgate de material e o inicio da frutificagdo com idade e
porte das plantas reduzido. (WENDLING, 2015b; STUEPP, 2017).

Wendling (2015b) obteve resultados promissores de sobrevivéncia com
enxertia por borbulhia em janela aberta em araucaria, usando brotagdes ortotrépicas
da copa de plantas adultas. O mesmo autor recomendou esta técnica tanto para
producdo de mudas quanto para producao de pinhdes, formacdo de pomares para
producao precoce de sementes e/ou plantios clonais para fins madeireiros.

Para trabalhar em programas de selecdo e melhoramento da araucaria €
necessario utilizar a técnica de enxertia de copa (Topgrafting). Esta técnica consiste
na realizacdo da enxertia do material selecionado em porta-enxerto maduro,
objetivando a formagéao de pomar de sementes. O intuito € acelerar a reprodugao da
espécie, permitindo a polinizagao controlada e promovendo a floragao precoce, de
forma que, para algumas espécies, ocorre em apenas um ano apos a enxertia.
(LOTT et al., 2003).

A enxertia de copa €& uma técnica muito utilizada em programas de
melhoramento genético com objetivo de produgdo de sementes precoces de pinus.
Esta técnica é considerada uma ferramenta efetiva na promocao de estrobilo
feminino e masculino em Pinus elliottii Engelm. Var. Elliottii. (PEREZ et al., 2007). Na
araucaria, como seu ciclo reprodutivo leva aproximadamente de 28 a 35 meses a

partir do inicio da visibilidade dos ginostrébilos até a producdo de sementes. O
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ginostrébilo pode ser visualizado somente a partir do seu segundo ano de sua
formacgado. (ZANETTE et al., 2017).

3.2.3 Habitos de crescimento

A posicao da copa, em que se coleta o material para propagacao vegetativa
de espécies florestais, influencia no éxito desta, desde o0 seu pegamento,
crescimento e reprodugdo. (SUITER FILHO, 1970). Fatores ambientais,
principalmente gravitacional e luminoso, determinam a orientacdo dos 6rgaos. O
tropismo é uma resposta a estimulos externos direcionais, exemplo de movimento
de crescimento. O movimento dirigido para a fonte de estimulo &€ chamado
ortotropico positivo, se ao contrario é ortotropico negativo. Entretanto, quando o
orgao é orientado em angulo ao estimulo ha uma resposta plagiotrépica. (VALOIS,
2011).

Os movimentos por crescimento tém influéncia dos hormdnios, bem como de
outros fitorreguladores. Os mais estudados s&o os estimulados pela luz
(fototropismo) e gravidade (geotropismo), embora existam outros tipos de tropismo.
Seus mecanismos ainda ndo sao totalmente conhecidos. No tropismo, o movimento
por crescimento, em regra, € permanente, podendo ser eliminado nos orgaos em
crescimento. (VALOIS, 2011).

Durante a passagem do estado juvenil para o adulto, as plantas sofrem
inumeras modificagbes, podendo resultar em mudangas no seu comportamento,
como o habito e vigor de crescimento. No crescimento plagiotrépico as plantas
formadas por propagacao vegetativa assumem um crescimento desviado da vertical
(ortotropia) e continuam seu crescimento de forma similar a um galho lateral.
(ZOBEL e TALBERT, 1984).

Na estaquia da pimenta-do-reino (Piper nigrum) e na enxertia de seringueira
(Hevea spp), a estaquia de origem ortotropica mantém as caracteristicas desejaveis
da planta matriz, sendo vigorosas e mais produtivas. Ja as de origem plagiotropicas
sao fracas, de crescimento lento, podendo ter o seu crescimento da copa em angulo
reto. (VALOIS, 2015).

Para as araucariaceas, as gemas terminais e as gemas dormentes ao longo
do tronco sdao os unicos meristemas que tém capacidade de produzir ramos com

crescimento ortotropico. (NIKLES, 1964). O dimorfismo da Araucaria angustifolia é
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caracterizado e dividido em trés elementos morfologicamente distintos: tronco
ortotrépico (vertical, ortotropico); ramos primarios (horizontal, plagiotrépico); e ramos
secundarios ("grimpa" ou "sapé"). Seu tronco é ortotropico com crescimento
longitudinal finito (entre 60 e 70 anos) e radial ilimitado, ja os ramos primarios com
alongamento ilimitado e crescimento radial definido. (ZANETTE et al., 2017).

Wendling et al. (2009) avaliaram técnicas de inducdo de brotacdes
epicormicas visando a obtengdo de material para enxertia. Os autores observaram
um maior percentual na producéo de brotag¢des ortotrépicas com o uso da decepa e
da poda de ramos plagiotropicos a 20 e 50 cm. Embora a técnica de corte do
ponteiro tenha sido eficiente, houve uma baixa producéo de brotagdes.

Estudos mostram nado existir a reversdo do habito de crescimento para
araucaria. Plantas provenientes de estacas de ramos plagiotropicos, apds 5 anos de
cultivo, mantiveram seu crescimento plagiotropico. As que receberam auxilio de um
tutor, no quarto ano de cultivo, alcancaram mais de 2 m de altura, ocorrendo a
formagao do oitavo verticilo com quatro ramos e obtendo uma nova disposi¢cao
espacial em simetria radial. (OLIVEIRA, 2010). Segundo o0 mesmo autor, embora
tenha crescimento vertical, possui caracteristica de galho e ira continuar sendo um
galho, o que proporcionara uma limitagdo de crescimento em diametro.

Nao foram encontradas publicagdes comprovando a efetividade da reversao
do habito de crescimento em araucaria, embora, no trabalho de campo de Wendling
(2017, Informagao verbal)1, foi observado esta hipotese, possibilitando aumentar o
numero de material para a propagacao vegetativa com crescimento de tronco

ortrotropico.
3.2.4 Maturagao em plantas

A relagdo entre a fase juvenil e adulta de muitas plantas pode apresentar
caracteristicas anatbmicas, fisiologicas, bioquimicas e morfologicas distintas, que
podem afetar a propagacéo vegetativa. (HARTMANN et al., 2011).

As plantas lenhosas possuem um gradiente de juvenilidade em diregcédo a sua
base, Teoria do Cone, com variagao entre as espécies, resultando em um aumento

de maturacdo nas areas mais proximas ao meristema apical (FIGURA 3.1). A

" WENDLING, |. Propagacgado vegetativa da araucaria. Colombo, 2017. Comunicagéo pessoal.
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justificativa para se ter uma maior juvenilidade na regido basal das plantas é que os
meristemas mais préximos a base formaram-se em épocas mais proximas a

germinacgao que os das regides terminais. (HARTMANN et al., 2011).

FIGURA 3.1 - GRADIENTE DE JUVENILIDADE EM PLANTA ORIUNDA POR SEMENTE

’ |
"

FONTE: HACKETT, 1985.
LEGENDA: Esquerda: conifera representando o gradiente de juvenilidade: A>F>E>D>C>B,
decorrente das diferengas da idade ontogenética. Direita: folhosa representando as
estruturas juvenis (A, B, C, D, E e F) e as partes maduras correspondentes a parte
apical (G).

A propagacao vegetativa de planta lenhosa tera, em regra, resultados
diferentes em funcéo da origem das diferentes partes da planta matriz (fase: juvenil,
juvenil/adulta e adulta). (XAVIER; WENDLING e SILVA, 2013). A maturagao
fisiolégica em plantas lenhosas pode afetar a capacidade de propagacgao vegetativa.
(WENDLING et al., 2014).

As plantas passam por varias alteragdes no processo de desenvolvimento da
fase juvenil para a adulta, resultando em mudangas de comportamento, desde o
habito até o vigor de crescimento. (ZOBEL e TALBERT, 1984).

3.2.5 Espectroscopia no Infravermelho Proximo — NIR

A técnica da espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) é utilizada para
avaliacdo rapida de materiais biolégicos, sendo fundamentada na espectroscopia
vibracional, que mede a interacdo da radiagdo eletromagnética com a matéria.
(PASQUINI, 2003).

O NIR opera na faixa de 750 a 2.500 nm do espectro eletromagnético e emite
radiagcdo sobre o material com energia suficiente para induzir apenas excitacéo
vibracional. (WORKMAN e WEYWER, 2007). Uma correlagdo deste com os
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resultados de analises laboratoriais convencionais, gerou um modelo estatistico para
explicar as informacgdes contidas nos espectros. (WILLIAMS e NORRIS, 2001).

Na area florestal e agronémica, a técnica de NIR é validada para predizer
propriedades quimicas, anatémicas, mecanica e fisica da madeira. (SCHIMLECK e
EVANS, 2004; HEIN et al. 2009, 2010), macro e micronutrientes nos vegetais.
(TORMEN, 2008; BRANDELERO, 2010), entre outras.

A técnica € aprimorada quando combinada com a calibragdo multivariada,
uma ferramenta que permite extrair informacdes presentes nos espectros. Um dos
métodos auxiliares para a proposta de modelos de calibracdo multivariada é a
regressao parcial de minimos quadrados (PLS), um método de calibragcdo mais
utilizado para interpretar os resultados obtidos. (LEE et al., 2006).

O uso da ferramenta NIR pode ser uma alternativa para a predicao de habito
de crescimento de plantas com ramos dimdrficos, como a araucaria, facilitando o

trabalho de resgate vegetativo, melhoramento genético e do reflorestamento.

3.2.6 Acido Indolil-3-Acético - IAA

As auxinas exercem fungdes importantes na organizacdo do meristema,
dominancia apical, formacao de raizes laterais e no desenvolvimento de embrides.
(KORASICK, ENDERS e STRADER, 2013; FIGUEIREDO et al.,, 2015). Séao
sintetizadas nos meristemas apicais, onde seu principal transporte polar é através do
tronco. (POP, PAMFIL e BELLINI, 2011; LUDWIG-MULLER, 2011). As taxas de
biossintese, transporte, conjugacdo e catabolismo influenciam nas concentragdes
das auxinas endogenas nas plantas. (KRAMER e ACKELSBERG, 2015).

Entre as auxinas enddgenas de maior influéncia no habito de crescimento das
plantas pode-se destacar o acido indolil-3-acético (IAA) cuja principal agdo € no
alongamento e diferenciagao celular, além de ser essencial na comunicagao celular.
(TANAKA et al.,, 2014, FARIAS-SOARES et al.,, 2014). O IAA é de grande
importancia nas fungdes fisiologicas dos vegetais, sendo o aminoacido triptofano o
seu principal precursor. (GASPAR et al.,, 1996). As auxinas conjugadas sédo o
principal fator regulador das auxinas livres nos vegetais, além da degradagao por
oxidagdo, possuem a fungdo de manter os hormdnios inativos, agindo como fonte
reversivel de IAA e também como intercessor no processo de degradagdo hormonal.
(TAIZ e ZEIGER, 2013).
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A mensuragdo das concentragbes enddgenas dos hormoénios vegetais é
realizada comumente por meio de bioensaios, espectrometria de massas ou método
de ELISA. Salisbury et al. (2012) recomendaram o uso de equipamentos mais
modernos e precisos para a separagao e a quantificagdo dos horménios vegetais,
como a cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e a cromatografia gasosa

(GC), além de conjugados com a espectrometria de massa (MS).
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4 IDADE DO PORTA-ENXERTO E HABITO DE CRESCIMENTO INFLUENCIAM
NA ENXERTIA DE COPA EM Araucaria angustifolia (BERTOL.) KUNTZE?

RESUMO

A propagacgao vegetativa, através da enxertia de copa sobre porta-enxerto adulto, é
muito utilizada em trabalhos de melhoramento de Pinus sp., resultando em
precocidade e reducido do tempo de produgdo das sementes. O uso desta técnica,
em plantas adultas de araucaria, pode trazer novas perspectivas aos programas de
melhoramento genético e conservagado da espécie. Plantas que tém crescimento
dimdrfico, como a araucaria, necessitam de atengao na coleta de propagulos para a
realizacdo da propagacao vegetativa, pois o resultado sera em funcao da origem do
habito de crescimento. Avaliar o pegamento, a eficiéncia e a viabilidade de enxertos
de origem de ramos primarios e de tronco ortotropico em ramos primarios de porta-
enxerto maduros pode trazer resultados promissores no uso da técnica de enxertia
de copa para esta espécie. O presente trabalho avaliou a viabilidade técnica, a
influéncia da idade do porta-enxerto e do habito de crescimento na enxertia de copa
em Araucaria angustifolia. Foram utilizados porta-enxertos de duas idades (8 e 35
anos), com enxertos originarios de dois habitos de crescimento (ramos primarios e
troncos ortotropicos). A enxertia foi realizada por borbulhia de placa, no ter¢co médio
e superior da copa das arvores de 8 anos e no terco médio e inferior das arvores de
35 anos, sempre proximo ao apice em ramos primarios. Os experimentos foram
instalados em duas épocas, no outono e na primavera de 2015. Os tratamentos
consistiram de: T1 — Porta-enxertos com 8 anos de idade e enxertos ortotrépicos; T2
— Porta-enxertos com 8 anos de idade e enxertos plagiotropicos; T3 — Porta-enxertos
com 35 anos de idade e enxertos plagiotropicos; T4 — Porta-enxertos com 35 anos
de idade e enxertos ortotropicos. Foi avaliada a sobrevivéncia dos enxertos ao longo
do experimento e aos 16 meses, sua sobrevivéncia, emissdo, numero e
comprimento médio de brotacdes. De acordo com o estudo, a enxertia de copa se
mostrou viavel para a espécie. O uso de porta-enxertos mais jovens (8 anos) foi
favoravel a sobrevivéncia dos enxertos, especialmente quando utilizados propagulos
plagiotrépicos e enxertia realizada no outono.

Palavras-chave: Enxertia de topo. Pinheiro-do-parana. Ramos primarios. Troncos

ortotrépicos. Ortotropismo. Plagiotropismo.

2 Artigo publicado na Revista CERNE, v. 23 n. 4, p. 465-471, 2017. DOI:
10.1590/01047760201723042447
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ABSTRACT

Vegetative propagation through top grafting of adult grafts is widely used to improve
Pinus sp., resulting in precocity and reduction of seed production time. Using this
technique on adult Araucaria plants can bring new perspectives to programs of
genetic improvement and conservation of the species. Plants that have dimorphic
growth, such as the Araucaria, require special attention during collection of
propagating material for vegetative propagation, because results will be affected by
the origin of the growth habit. Assessing the adhesion, efficiency and viability of
primary and orthotropic stem grafts on primary branches of mature rootstocks can
bring promising results for top grafting techniques of Araucaria. The objective of this
study was to evaluate the technical viability and influence of the rootstock age and
grafts growth habit on Araucaria angustifolia top grafting. Two rootstocks (8 and 35-
year-old) were grafted with grafts originating from two growth habits (orthotropic and
plagiotropic). We used the patch grafting technique in the middle and upper third of
the crown of 8-year-old trees, and in the middle and lower third of 35-year-old trees,
always near the apex in primary branches. The experiments were performed during
the fall and spring/2015. The treatments consisted of: 8-year-old rootstocks and
orthotropic grafts; 8-year-old rootstocks and plagiotropic grafts; 35-year-old
rootstocks and plagiotropic grafts; 35-year-old rootstocks and orthotropic grafts. We
evaluated graft survival throughout the experiment and at 16 months, we evaluated
their survival, emission, and number and average length of sprouts. Top grafting is
technically feasible for A. angustifolia, with better results using younger rootstocks (8-
year-old), especially with plagiotropic propagules and grafting in fall.

Key-words: Topgrafting. Parana pine. Orthotropic. Plagiotropic.
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4.1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a silvicultura brasileira tem direcionado seu enfoque no
melhoramento de espécies do género Eucalyptus e Pinus que, representam 72,3% e
20,2%, respectivamente, da area total dos plantios florestais no Brasil. As demais
espécies representam 7,6% da area total dos plantios florestais, sendo que a
araucaria representa 1,88%. (IBA, 2017).

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, conhecida popularmente como
araucaria, pinheiro-brasileiro ou pinheiro-do-parana, € a unica espécie do género
com ocorréncia natural no Brasil, predominantemente na regido sul, encontrada
também na Argentina e no Paraguai. (GONCALVES et al., 2014). Apresenta madeira
de excelente qualidade para diversos fins. (ZANETTE et al., 2017), sendo este um
dos motivos que levaram a sua intensa exploragao, principalmente no final do século
XIX. (DANNER et al., 2012; NAZARENO e REIS, 2014).

Como a maioria das coniferas, a propagacao da araucaria é realizada por
meio de sementes. (KUHN; MARIATH, 2014). Pesquisas que buscam padronizar
técnicas de propagacao vegetativa vém sendo realizadas, justificadas pela baixa
longevidade das sementes, elevada variabilidade genética e indefinicdo do sexo até
o momento da sua maturidade reprodutiva. (DIAS et al. 2012).

Dentre as técnicas de propagacgao vegetativa, a enxertia apresenta potencial
para a producao de mudas, mantendo as caracteristicas de interesse, como sexo e
qualidade genética dos progenitores, sendo aperfeicoada ao longo dos anos para a
araucaria. (WENDLING, 2011 e 2016; ZANETTE et al., 2011 e 2017).

A enxertia realizada por meio da técnica de borbulhia de placa é considerada
viavel para a formacdao de pomares com a finalidade de produgdo precoce de
pinhdo, com uma sobrevivéncia superior a 80% para araucaria quando empregadas
brotagcdes ortotrépicas da copa de plantas adultas. (WENDLING, 2015). Ja a
enxertia de copa (Topgrafting) sobre porta-enxertos adultos, mostrou-se eficaz na
reducdo do ciclo de reprodugdao em programas de melhoramento de Pinus, com
precocidade na formacéao de estrébilos e sementes, reduzindo os intervalos entre as
geragdes. (ALMQVIST, 2013a e 2013b, PEREZ et al., 2007). Entretanto, existe a
possibilidade para sua aplicagdo em araucaria, o que podera trazer novas

perspectivas aos programas de melhoramento da espécie.
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade

técnica da enxertia, a influéncia da idade do porta-enxerto e do habito de

crescimento na enxertia de copa de araucaria em duas épocas do ano.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Caracterizagao da area de estudo

Os experimentos foram conduzidos no periodo entre abril de 2015 e junho de

2017, em arvores estabelecidas na Embrapa Florestas, em Colombo-PR (25°20’ S e

49°14’ W, 950 m de altitude em relacéo ao nivel do mar), Figura 4.1 e 4.2.
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Segundo a classificagdo de Képpen (1936), o clima da regido é temperado, do
tipo Cfb, com temperatura do més mais frio entre -3°C e 18°C, sempre umido, com
chuvas bem distribuidas ao longo do ano e temperatura média do més mais quente
inferior a 22°C. A temperatura e precipitacdo média mensal durante o periodo do

trabalho estao inseridas respectivamente nos Apéndices 1 e 2.

4.2.2 Obtencao dos enxertos

A araucaria é dimorfica e apresenta particularidade no seu comportamento
morfogénico, neste trabalho o habito de crescimento seguiu a classificagao
morfogénica descrita por Zanette et al. (2017), que referenciaram seu habito de
crescimento dividindo seu caule em partes distintas, conhecidas como: a) tronco
ortotropico (vertical); b) ramos primarios (horizontais); e ¢) ramos secundarios
(grimpas). Para a obtengao dos enxertos foram utilizados dois tipos de propagulos,
de acordo com sua orientagdo de crescimento original, tronco ortotrépico e ramos
primarios. Os enxertos foram provenientes de pomar clonal com 2 anos de idade,
formados a partir de brotagcbes de poda de ponteiro de arvores de 33 anos de idade.
(WENDLING et al., 2009).

Os enxertos foram coletados no jardim clonal no momento da realizagao da
enxertia, acondicionados em recipiente com agua e mantidos a sombra. Os
materiais utilizados para a enxertia em todos os experimentos foram tesoura de
poda para efetuar a remogao das aciculas na area enxertada, canivete para efetuar
a incisdo no enxerto e porta-enxerto e fitilho plastico para fixar o enxerto até a

soldadura do mesmao.

4.2.3 Periodo e técnica de enxertia

Este trabalho foi montado com duas épocas distintas de enxertia e, para um
melhor entendimento dos resultados, as suas avaliagbes foram realizadas
independentemente: para a primeira época foi considerada a enxertia realizada no
outono de 2015 e para a segunda foi considerada a enxertia realizada na primavera
de 2015, objetivando avaliar descritivamente se haveria influéncia no pegamento dos

enxertos nessas duas épocas.
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A técnica de enxertia de borbulhia de placa foi a utilizada neste experimento,
embasada em resultados obtidos por Wendling (2011), considerados com boa taxa
de pegamento. A técnica de enxertia utilizada foi a de borbulhia de placa, nos ramos
secundarios dos porta-enxertos, realizada no terco médio e superior da copa das

arvores de 8 anos de idade e no terco médio e inferior nas arvores de 35 anos de

idade, correspondendo a alturas similares (FIGURA 4.3 A e B).

FONTE: A autora (2015).
LEGENDA: (A) arvores matrizes com oito anos de idade; (B) arvores matrizes com 35 anos de idade.

Antes da enxertia foi realizada a limpeza das aciculas, com auxilio de uma
tesoura de poda, para facilitar o trabalho e colocar o fitilho de enxertia com eficiéncia
(FIGURA 4.4).

FIGURA 4.4 - LIMPEZA DAS ACICULAS PARA A REALIZACAO DA ENXERTIA
e Y AN . i

FONTE: A autora (2015).

Na sequéncia, removeu-se uma placa nas dimensdes aproximadas de 4 cm x

1,3 cm e acondicionou-se o enxerto (placa), findando com a vedagédo do enxerto
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com fitilho plastico (fita para enxertia) para a fixagcdo do enxerto no porta-enxerto e
identificacao de cada enxerto (FIGURA 4.5 A, B, C e D).

FONTE: A autora (2015).
LEGENDA: (A) Abertura da “janela” para recebimento do enxerto em placa; (B) Colocacao
da borbulhia de placa e amarrio com fitilho de enxertia; (C) Enxerto pronto; (D) Placas de identificagao

de cada enxerto.

A remocéo da fita plastica dos enxertos foi realizada aos 45 dias pds-enxertia
e, aos 90 dias, realizou-se a poda dos brotos terminais dos porta-enxertos.
Posteriormente, realizou-se a poda em todas as novas brotagdes que surgiram, com

0 objetivo de evitar a competicdo com os enxertos vivos.

4.2.4 Avaliagao de sobrevivéncia, percentual de emissédo de brotos, numero meédio

de brotos e comprimento médio dos brotos

As avaliagdes do pegamento dos enxertos foram realizadas até os dezesseis
meses pos-enxertia, sendo avaliada a sua sobrevivéncia e a sua mortalidade
(FIGURA 4.6).
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IDADE DOS ENXERTOS

FIGURA 4.6 - VISUALIZACAO DO PEGAMENTO E DA MORTAL
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LEGENDA: As figuras A, B, C, D e E sao referentes ao pegamento, e as figuras F, G e H representam
a mortalidade dos enxertos.

Nos enxertos que sobreviveram foi avaliado o percentual de emissdo de
brotos, numero médio de brotos e comprimento médio dos mesmos, em centimetros,
de cada brotacdo (FIGURA 4.7).

FIGURA 4.7 - AVALIACAO DO NUMERO DE BROTOS E O COMPRIMENTO MEDIO DOS
BROTOS
AT ”

LY

Fonte: A autora (2015 e 2016).
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Uma das hipoteses levantadas neste trabalho é inferir se a enxertia de copa
em araucaria é possivel, com bons indices de pegamento e vigor dos enxertos. E se
o tipo de enxerto (tronco ortotropico e ramos primarios), a época do ano e a idade

dos porta-enxertos influenciam no pegamento dos enxertos.

4.2.5 Delineamento experimental

4.2.5.1 Sobrevivéncia

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso, com arranjo
fatorial 2 x 2, composto de duas idades dos porta-enxertos (8 e 35 anos), dois
habitos de crescimento dos enxertos (tronco ortotropico e ramo primario), contendo
4 repeticoes com 8 enxertos por repeticao, conforme descrito abaixo:

T1 — Porta-enxerto com 8 anos de idade, enxerto proveniente do jardim
clonal, enxerto tronco ortotrépico, més de enxertia outono e primavera de 2015;

T2 — Porta-enxerto com 8 anos de idade, enxerto proveniente do jardim
clonal, enxerto ramo primario, més de enxertia outono e primavera de 2015;

T3 — Porta-enxerto com 35 anos de idade, enxerto proveniente do jardim
clonal, enxerto ramo primario, més de enxertia outono e primavera de 2015;

T4 — Porta-enxerto com 35 anos de idade, enxerto proveniente do jardim
clonal, enxerto tronco ortotropico, més de enxertia outono e primavera de 2015.

Os experimentos foram instalados em duas épocas distintas, a primeira
representando o outono de 2015 e, a segunda, a primavera de 2015. As duas
épocas de enxertia foram avaliadas separadamente na analise estatistica e
realizadas as comparacdes descritivas entre elas. As avaliacdes realizadas foram
através de analise do pegamento dos enxertos (sobrevivéncia) até dezesseis meses
apos a enxertia.

Os dados foram avaliados quanto a homogeneidade por meio do teste de
Bartlett e sequencialmente através do teste estatistico ANOVA. Ocorrendo
significancia estatistica (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey,
a 5% de probabilidade, com o auxilio do software estatistico ASSISTAT (SILVA e
AZEVEDO, 2006).



41

4.2.5.2 Percentual de emissao de brotos, numero médio de brotos e comprimento

meédio dos brotos

Os experimentos foram instalados em duas épocas distintas, a primeira
representando o outono de 2015 e, a segunda, a primavera de 2015. As duas
épocas de enxertia foram avaliadas separadamente na analise estatistica e
realizadas as comparagdes descritivas entre elas. Para avaliar o percentual de
emissao de brotos, numero médio de brotos e comprimento médio deles, visto que
algumas repeticbes nao apresentaram brotagbes, empregou-se o Delineamento
Inteiramente Casualizado — DIC, com diferentes numeros de repeticées, permitindo
esclarecer os dados avaliados.

As avaliagdes foram através de anadlise do percentual de emissao de
brotagdes por enxerto, numero médio de brotos e comprimento médio das brotagdes
até dezesseis meses apos a enxertia.

Os dados foram avaliados quanto a homogeneidade por meio do teste de
Bartlett e sequencialmente através do teste estatistico ANOVA. As duas épocas de
enxertia foram avaliadas separadamente na analise estatistica e realizadas as
comparagoes descritivas entre elas. Ocorrendo significancia estatistica (p<0,05), as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com o
auxilio do software estatistico ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2006).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de sobrevivéncia dos enxertos mostraram interagao
significativa (P<0,05) entre o habito de crescimento (tronco ortotropico e ramos
primarios) e a idade dos porta-enxertos (8 e 35 anos de idade) apenas aos 16
meses apos a enxertia, para as duas épocas analisadas (outono e primavera de
2015).

Os maiores percentuais de sobrevivéncia, 71,87% e 46,87%, dos enxertos
realizados no outono de 2015 foram observados para propagulos provenientes de
brotagbes de ramos primarios e tronco ortotrépico sobre porta-enxertos jovem (8
anos de idade), respectivamente. No entanto, o uso de porta-enxertos adulto (35
anos de idade) n&o evidenciou o efeito da origem dos propagulos, com baixo

percentual de sobrevivéncia (6,25%) para os enxertos provenientes de brota¢des de
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tronco e 0% de sobrevivéncia para os enxertos provenientes de ramos primarios
apos 16 meses (FIGURA 4.8).
FIGURA 4.8 - SOBREVIVENCIA DE ENXERTOS DE A. angustifolia EM FUNGCAO DO HABITO DE

CRESCIMENTO E IDADE DOS PORTA-ENXERTOS AOS 16 MESES APOS A ENXERTIA
REALIZADA NO OUTONO DE 2015

100 -
= aA
% 80 - 71.87
'S 77
5 60 - ba 7
E 46.87 /
2
-8 40 /
w2
20 / B
0.00
8 anos 35 anos

B Tronco ortotropico #Ramos primarios

FONTE: A autora (2017).
NOTA: Médias seguidas pela mesma letra minuscula dentro da idade e maiuscula entre as idades
néo diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey..

Os reduzidos indices de sobrevivéncia de ambos os enxertos, de origem de
tronco ortotropico e ramo primario, em porta-enxerto adulto (35 anos de idade),
podem estar relacionados ao menor metabolismo dos ramos localizados no tergo
médio e inferior da copa, aliados a maior maturidade fisiolégica dos ramos do porta-
enxerto adulto (35 anos de idade).

Um dos fatores determinantes na escolha de porta-enxerto para espécies
florestais € a similaridade de crescimento e de idade entre enxerto e porta-enxerto.
(JAYAWICKRAMA et al.,, 1991). De maneira semelhante, o vigor e estadio de
desenvolvimento tém sido fatores determinantes no sucesso da enxertia, favorecida
pela utilizacdo de ramos jovens em detrimento daqueles mais préximos a
senescéncia em araucaria. (WENDLING et al., 2017). O efeito da senescéncia de
ramos na sobrevivéncia de enxertos de copa foi descrito para Pinus elliottii var.
elliottii, com maior sobrevivéncia daqueles realizados na porcdo média da copa,
seguido do apice e menores percentuais de sobrevivéncia na por¢ao basal. (PEREZ
et al., 2007).
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A diminuicdo do vigor fisiolégico é resultado da maturacdo dos vegetais e
apresenta como consequéncias a redugao nas taxas de crescimento e o aumento da
senescéncia, (MENCUCCINI et al., 2007; HARTMANN et al., 2011; WENDLING et
al., 2014), fatores definidos como preponderantes no processo de sobrevivéncia de
enxertos de araucaria. (WENDLING et al., 2016). Os efeitos gerados pela utilizagao
de porta-enxertos de diferentes idades foram relatados para Picea rubens e
Pseudotsuga menziesii, com a inibigdo do crescimento ao utilizar porta-enxertos
adultos e, consequentemente, um aumento do vigor em porta-enxertos jovens
(BOND et al., 2007; GREENWOOD, DAY e SCHATZ, 2010). Evidenciando assim, a
importancia da idade ontogenética dos porta-enxertos na sobrevivéncia e vigor dos
enxertos.

A compatibilidade entre o enxerto e porta-enxerto € um fator importante no
processo de enxertia e compreende aspectos morfolégicos, anatdmicos, fisioldgicos
e bioquimicos das plantas. (RONCATTO et al.,, 2011; YIN et al., 2012). A
compatibilidade morfoanatdémica tem sido descrita para a araucaria como um dos
fatores preponderantes ao sucesso nas conexdes vasculares, devendo-se respeitar
a semelhanga entre propagulos no que diz respeito a fisiologia, anatomia,
consisténcia dos tecidos, porte e vigor entre enxerto e porta-enxerto. (WENDLING et
al., 2017).

A compatibilidade morfoanatébmica entre enxerto e porta-enxerto pode
explicar, inclusive, a maior sobrevivéncia de enxertos provenientes de ramos
primarios, sobretudo no outono, os quais mostraram-se superiores, alcangando
71,87% de sobrevivéncia apos 16 meses (FIGURA 4.8). De maneira geral, quanto
maior a afinidade entre enxerto e porta-enxerto, maiores as possibilidades de
sucesso da enxertia. Do mesmo modo, quanto mais maduros e complexos forem os
orgaos ou tecidos, mais dificil sera o éxito da enxertia. Os maiores percentuais de
sobrevivéncia, 56,25% e 40,62%, dos enxertos realizados na primavera de 2015,
foram observados para propagulos provenientes de brotagdes de tronco ortotrépico
e ramos primarios, respectivamente, sobre porta-enxertos jovens (8 anos de idade).
Ja para porta-enxertos de 35 anos de idade nao se observou efeito da origem dos
propagulos (FIGURA 4.9).
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FIGURA 4.9 - SOBREVIVENCIA DE ENXERTOS DE A. angustifolia EM FUNCAO DO HABITO DE
CRESCIMENTO E IDADE DO PORTA-ENXERTO AOS 16 MESES APOS A ENXERTIA REALIZADA

NA PRIMAVERA DE 2015
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FONTE: A autora (2017).
LEGENDA: Médias seguidas pela mesma letra mindscula dentro da idade e mailscula entre as
idades nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Os maiores percentuais de sobrevivéncia dos enxertos, apés 16 meses de
avaliacao, foram em porta-enxertos de 8 anos de idade, independente da época de
enxertia e do habito de crescimento. Ao comparar os dois periodos de enxertia,
outono e primavera, observou-se maior percentual de sobrevivéncia dos enxertos na
primavera, em porta-enxertos de 35 anos de idade, podendo ser considerado um
bom indicativo para pesquisas futuras.

Ao longo dos 16 meses de avaliacdo, constatou-se uma tendéncia
decrescente para a sobrevivéncia dos enxertos, nas duas épocas de enxertia
(FIGURA 4.10). Em estudos avaliando a técnica de enxertia em mudas jovens (até
trés anos) de araucaria, a avaliagdo de sobrevivéncia dos enxertos normalmente
abrange um periodo de até 6 meses. (OLIVEIRA, 2010; ZANETTE et al., 2011;
CONSTANTINO e ZANETTE, 2015; WENDILING, 2011 e 2015; WENDILING et al.,
2016).

No decorrer do presente estudo, observou-se uma redugao nos percentuais
de sobrevivéncia, culminando com a estabilidade aos 16 meses apos a aplicagao da
técnica. Contudo, quanto mais rapido ocorrer a unido (soldadura) dos tecidos do
enxerto e porta-enxerto, maior sera o sucesso da operagao, considerando ainda que
esta eficiéncia diminui o periodo em que o enxerto fica exposto aos riscos da
desidratacdo (HARTMANN et al., 2011).
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FIGURA 4.10 - SOBREVIVENCIA DE ENXERTOS DE A. angustifolia EM FUNGAO DO HABITO DE
CRESCIMENTO E IDADE DO PORTA-ENXERTO
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FONTE: A autora (2017).
NOTA: Idade do porta-enxerto aos 16 meses apds a enxertia realizada no outono de 2015 (A) e na
primavera de 2015 (B).
LEGENDA: (T1) Porta-enxertos de 8 anos de idade e enxertos de tronco ortotropico; (T2) Porta-
enxertos de 8 anos de idade e enxertos de ramos primarios; (T3) Porta-enxertos de 35
anos de idade e enxertos de ramos primarios; (T4) Porta-enxertos de 35 anos de idade e
enxertos de tronco ortotropico.

Notou-se, ao longo do experimento, a presenga de enxertos vivos com baixa
qualidade de soldadura entre enxerto e porta-enxerto (FIGURA 4.11). A reducéao de
sobrevivéncia dos enxertos ao longo de um periodo de avaliagdo também foi
observada em outros trabalhos com borbulhia de placa (KOTZ et al.,, 2011,
WENDLING et al., 2016), devido a uma ma cicatrizagado da borbulha, acarretando
em morte do enxerto. Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para
esclarecer esses efeitos.

No processo de unido entre enxerto e porta-enxerto € comum a formacao de
calos em ambas as partes, seguido da diferenciacdo destes, culminando com a
recomposigdo do sistema vascular da planta. (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010;
HARTMANN et al., 2011). A ma qualidade dessa unido pode, muitas vezes, estar
relacionada a baixa ocorréncia de calos, ocasionada pelo mau contato entre as

partes no momento da aplicagdo da técnica, resultando em redugao nas taxas de
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crescimento e, principalmente, na mortalidade de enxertos. (JOHKAN et al., 2009;
MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010; YIN et al., 2012).

FIGURA 4.11 - ENXERTOS DE Araucaria angustifolia
(’o) - : . '_""1‘ [ B

e o,
FONTE: A autora (2017).
LEGENDA: Enxerto vivo: (A) 3 meses apos a enxertia, com remogéo da porgéo apical do ramo
enxertado (porta-enxerto); (B) com baixa qualidade de soldadura; (C) tronco ortotropico
apos 16 meses em porta-enxerto com 35 anos de idade e; (D) tronco ortotrépico apds 26
meses em porta-enxerto com 8 anos de idade.

Em relacdo a emissao de brotacdes para enxertos realizados no outono de
2015, os melhores resultados foram observados em porta-enxertos de 8 anos de
idade, com maiores percentuais de enxertos brotados com a utilizacdo de
propagulos ramos primarios (75%), seguido dos troncos ortotropicos (46,9%). Ja
para 0 numero e comprimento médio de brotos, ndo foi possivel observar essa
superioridade na utilizagao de porta-enxertos jovens. Contudo, é possivel notar uma
tendéncia decrescente para o numero (NB) e comprimento médio das brotagdes
(CMB) dos porta-enxertos mais jovens (8 anos) para os mais velhos (35 anos)
(TABELA 4.1).
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TABELA 4.1 - PERCENTUAL DE EMISSAO (EB), NUMERO (NB) E COMPRIMENTO MEDIO DE
BROTACOES (CMB) DOS ENXERTOS EM FUNCAO DO HABITO DE
CRESCIMENTO E IDADE DOS PORTA-ENXERTOS DE A. angustifolia AOS 16
MESES APOS A ENXERTIA REALIZADA NO OUTONO DE 2015

TRATAMENTOS* EB (%) NB (und) CMB (cm)
T1 46,90 ab 1,14 a 20,90 a
T2 75,00 a 1,29 a 34,45 a
T3 0,00c 0,00c 0,00 c
T4 12,50 b 1,00 a 15,00 a
Médias 44,8 1,14 23,45
Coeficientes de variagéo (%) 45,86 16,25 44,81

FONTE: A autora (2017).

NOTA: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5%
pelo teste de Tukey.

LEGENDA: *(T1) Porta-enxertos de 8 anos de idade e enxertos de tronco ortotrépico; (T2) Porta-
enxertos de 8 anos de idade e enxertos de ramos primarios; (T3) Porta-enxertos de 35 anos de idade
e enxertos de ramos primarios; (T4) Porta-enxertos de 35 anos de idade e enxertos de tronco
ortotropico.

Os resultados observados reforgcam a hipotese dos efeitos positivos gerados
pela utilizacdo de porta-enxerto jovem (8 anos de idade). As caracteristicas de
juvenilidade do porta-enxerto, associadas a qualidade do material propagativo e de
aplicacao da técnica, resultam em uma maior sobrevivéncia e vigor destes enxertos.

Para a emissao de brotacdes para enxertos realizados na primavera de 2015,
nao foi possivel observar diferencas significativas para nenhuma das variaveis
analisadas. Contudo, vale ressaltar os maiores valores para a utilizagao de porta-
enxertos de 8 anos de idade em comparacédo aos de 35 anos de idade para EB e
CMB (TABELA 4.2). Observou-se ainda, uma tendéncia decrescente dos porta-
enxertos mais jovens (8 anos) para o mais velhos (35 anos), tornando evidente que
o estadio de maturagcdo dos porta-enxertos pode ser um indicativo de limitagdes

morfoanatémicas e fisiolégicas para estas duas variaveis.
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TABELA 4.2 - PERCENTUAL DE EMISSAO (EB), NUMERO (NB) E COMPRIMENTO MEDIO DE
BROTOS (CMB) DOS ENXERTOS EM FUNGCAO DO HABITO DE CRESCIMENTO E
IDADE DOS PORTA-ENXERTOS DE A. angustifolia AOS 16 MESES APOS A
ENXERTIA REALIZADA NA PRIMAVERA DE 2015

TRATAMENTOS* EB (%) NB (und) CMB (cm)
T1 417 a 10a 33,83 a
T2 40,6 a 11a 32,78 a
T3 31,3a 1,0a 25,42 a
T4 18,8 a 1,0a 17,12 a
MEDIAS 33,1 1,03 27,28
COEFICIENTES DE VARIAGAO (%) 50,92 15,65 44,67

FONTE: A autora (2017).

NOTA: Médias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5%
pelo teste de Tukey.

LEGENDA: *(T1) Porta-enxertos de 8 anos de idade e enxertos de tronco ortotropico; (T2) Porta-
enxertos de 8 anos de idade e enxertos de ramos primarios; (T3) Porta-enxertos de 35 anos de idade
e enxertos de ramos primarios; (T4) Porta-enxertos de 35 anos de idade e enxertos de tronco
ortotropico.

A técnica de enxertia de copa é muito empregada em coniferas do género
Pinus, no Brasil e no mundo, quase sempre visando a precocidade na inducido de
estrobilos, podendo em alguns casos, ser alcangada no primeiro ano apds a
enxertia.

Embora ndo tenha encontrado trabalhos de enxertia de copa em araucaria,
alguns resultados realizados com enxertia em plantas jovens (1 - 3 anos) mostram
gue os obtidos no presente estudo podem ser considerados adequados. (ZANETTE,
2011; CONSTANTINO e ZANETTE, 2015; WENDILING, 2011 e 2015; WENDILING
et al., 2016).

4.4 CONCLUSOES

A enxertia de copa é viavel para araucaria, favorecida pelo uso de
porta-enxertos mais jovens (8 anos de idade) e enxertos de ramos primarios.
Os habitos de crescimento dos enxertos sdo mantidos de forma idéntica ao

original.
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5 PREDICAO DE HABITOS DE CRESCIMENTO EM Araucaria angustifolia
(BERTOL.) KUNTZE POR MEIO DA ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO
PROXIMO E DA CONCENTRAGAO DE ACIDO INDOLIL-3-ACETICO

RESUMO

Algumas espécies florestais, como a Araucaria angustifolia, possuem padrdes
dimorfico de crescimento de seus ramos, sendo considerados ramos primarios e
tronco ortotrépico. Os ramos primarios ocorrem em maior quantidade na planta e seu
uso na propagacao vegetativa compromete o desenvolvimento normal (tropismo). O
uso de ferramentas que viabilizem a predi¢gdo do habito de crescimento auxilia nos
trabalhos de resgate de materiais superiores e ameagados de extingdo, bem como
nos programas de melhoramento florestal. A espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR) é um método que pode ser eficiente em predizer os habitos de
crescimento em plantas. O horménio acido indolil-3-acético (IAA) € uma auxina
natural, presente na forma livre ou conjugada com as proteinas, aminoacidos e
outros componentes, e pode estar relacionado ao habito de crescimento da planta.
No presente estudo, avaliou-se a eficiéncia da predicao dos habitos de crescimento
dos ramos primarios e tronco ortotrépico, em araucaria de diferentes idades, com o
uso da espectroscopia no infravermelho proximo (NIR), bem como a correlagéo dos
habitos com a concentracdo endogena de IAA. Utilizaram-se aciculas de ramos
primarios e tronco ortotropico de plantas com 3, 8 e 35 anos de idade. Foram
realizados dois experimentos: 1- andlise das aciculas de ramos primarios e tronco
ortotropico de materiais provenientes de diferentes genétipos de araucaria por meio
de espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) em conjunto com a regressao por
minimos quadrados parciais (PLS), com o uso do NIR portatil e de bancada; 2-
analise hormonal (IAA) das aciculas de ramos primarios e tronco ortotrépico de
materiais provenientes de diferentes gendtipos de araucaria. A calibragdo do NIR
mostrou-se eficiente para uso na predicdo dos habitos de crescimento nos ramos
primarios e no tronco ortotropico da araucaria. A concentracdo enddgena de IAA
teve boa correlacdo com os habitos de crescimento, demonstrando ser uma
ferramenta potencial para sua predicéao.

Palavras-chave: Tronco ortotropico. Ramos primarios. Auxina. NIR. Pinheiro-do-

parana.
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ABSTRACT

Some forest species, such as Araucaria angustifolia, have dimorphic growth patterns
of their branches, considered primary branches and orthotropic trunk. The plant has
more primary branches, which are used for vegetative propagation and compromise
the plants’ normal development (tropism). Using tools that predict growth habits helps
to save superior and endangered materials, as well as forest improvement programs.
The Near Infrared Spectroscopy (NIR) is a method based on prediction that can
efficiently predict the growing habits of plants. The hormone Indolil acid-3-acetic
(IAA) is a natural auxin present in the free or conjugated form with proteins, amino
acids, and other components, which may be related to the growing habit of the plant.
In the present study, we evaluated the efficiency of the prediction of growth habits for
the primary branches and orthotropic trunk in Araucaria with different ages using the
Near Infrared Spectroscopy (NIR), as well as the correlation of habits using the
endogenous concentration of IAA. We used needles from primary branches and
orthotropic trunk of 3, 8 and 35-year-old plants. Two experiments were carried out: 1-
Analysis of the needles from primary branches and orthotropic trunk using different
Araucaria genotypes by means of near-infrared spectroscopy (NIR) along with the
regression of minimal Partial squares (PLS), using the portable and benchtop NIR; 2-
Hormonal analysis (IAA) of needles from primary branches and orthotropic trunk from
different Araucaria genotypes. The calibration of the NIR proved to be efficient to
predict of growth habits of primary branches and orthotropic trunk of Araucaria. The
endogenous concentration of IAA presented a good correlation with the growth
habits, proving to be a potential prediction tool.

Key words: Orthotropic trunk. Primary branches. Auxin. NIR. Parana pine.
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5.1 INTRODUGAO

A Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (Araucariaceae) conhecida
popularmente como araucaria, pinheiro brasileiro e pinheiro-do-parana, € a unica
espécie de seu género com ocorréncia natural no Brasil e endémica nas regides sul
e sudeste, com grande importancia socioeconémica e ecoldgica para a regiao Sul.
(YAMAGUCHI e KATO, 2012). Trata-se de uma Gimnosperma, Cujos ramos
apresentam dois habitos de crescimento distintos, o ortotrépico e o plagiotropico. As
partes ortotrépicas da araucaria sado referenciadas como tronco ortotrépico e as
plagiotrépicas como ramos primarios e secundarios (grimpas). (ZANETTE et al.,
2017).

Em plantas superiores, os ramos laterais normalmente sdao mantidos em
angulos especificos em relacdo a gravidade, sendo os mecanismos subjacentes ao
crescimento angular dependentes da gravidade n&o plenamente conhecidos.
(ROYCHOUDHRY et al.,, 2013). O habito de crescimento plagiotropico é
caracterizado por uma diferenciacdo somatica, que se mostrou, até o momento,
irreversivel nos estudos para a araucaria, influenciado por fatores hormonais,
nutricionais e ambientais. Envolvidos por mecanismos complexos, os fatores que
sao responsaveis por esse habito de crescimento ainda nao estdo esclarecidos.
(IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992).

Os unicos meristemas que podem dar origem a tronco ortotropico nas
espécies da familia Araucariaceae sdo os provenientes da gema terminal, e aqueles
provenientes das gemas dormentes ao longo do tronco, evidenciando um habito de
crescimento ortotrépico no ramo central apical e plagiotrépico nos ramos de primeira
a quinta ordem. (NIKLES, 1964). Por possuir uma forte dominancia apical a
araucaria tem um plagiotropismo acentuado, com ramos formando &ngulo de 90°
com o eixo principal. (OLIVEIRA, 2010).

Muito embora a espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) seja uma
técnica de analise bastante avancgada, sua eficacia é diretamente dependente dos
meétodos analiticos tradicionais, ja que € imprescindivel a sua calibragao a partir dos
resultados desses. Os principais entraves, para a aplicagao mais frequente desta
técnica, sdo os custos para aquisicdo e manutencado dos equipamentos, além da

necessidade de sistematizagdo dos dados, e em alguns casos, a premissa de



55

grandes quantidades de material para que se proceda a analise. (SANTOS et al.
2012).

O acido indolil-3-acético (IAA) se caracteriza por ser a principal auxina das
plantas, sendo ativo em concentracbes extremamente baixas. O IAA nao é apenas
sintetizado nas plantas, mas também inativado durante os processos de crescimento
e diferenciacao. A oxidacao do IAA pode ocorrer por um processo de foto-oxidacao e
através de reacgbes de oxidagado catalisadas por enzimas (IAA-oxidase). Além dos
processos de oxidagdo, o IAA pode ligar-se a outras moléculas na planta,
produzindo conjugados que podem reter ou perder a atividade auxinica.
(SALISBURY, 1991).

Este trabalho objetivou usar a espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR), em conjunto com a regressao por minimos quadrados parciais (PLS), para
separar os dois habitos de crescimento (ramos primarios e tronco ortotrépico) de
araucaria. E avaliar a concentragcdo endégena de IAA em ramos dos dois habitos de

crescimento em plantas de araucaria em diferentes idades.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Caracterizag&o da area experimental

O experimento foi conduzido entre maio e dezembro de 2016. A obtencao dos
espectros NIR e as quantificagcbes das concentragcdes de IAA das aciculas de
araucaria foram realizadas respectivamente no Laboratério de Tecnologia da
Madeira e no Laboratério de Tecnologia de Produtos Nao Madeiraveis, da Embrapa
Florestas, em Colombo/PR. O material vegetal foi proveniente de plantas
estabelecidas na area experimental da Embrapa Florestas (FIGURA 5.1A, 5.1B e
5.1C), em Colombo/PR (25°20’ S e 49°14’ W, 950 metros de altitude em relagao ao
nivel do mar).

Segundo a classificagdo de Képpen (1936), o clima da regido é temperado, do
tipo Cfb, com temperatura do més mais frio entre -3 °C e 18 °C, sempre umido, com
chuvas bem distribuidas ao longo do ano e temperatura média do més mais quente

inferior a 22 °C.
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57 Rt
FONTE: A autora (2016).

LEGENDA: Arvore matriz com: (A) 3 anos de idade de origem seminal; (B) 8 anos de idade, formada
por enxertia de tronco ortotrdpico; (C) 35 anos de idade de origem seminal.

5.2.2 Coleta do material vegetal

Foram coletadas aciculas de ramos primarios e tronco ortotrépico de plantas
de araucaria com 3 e 35 anos de idade, ambas de origem seminal, e de arvore de 8
anos de idade, enxertada a partir de tronco ortotropico. Foram utilizadas aciculas de
um unico individuo por idade. Para a coleta dos espectros e analise de |IAA foi
considerado o habito de crescimento (ramos primarios e tronco ortotrépico) e a idade
(3, 8 e 35 anos de idade) das plantas de araucaria.

5.2.3 Preparo das amostras para leitura do NIR portatil e de bancada

A partir de propagulos de ramos primarios e tronco ortotropico (FIGURA 5.2A)
coletados de cada planta matriz, foram selecionadas 40 aciculas da porgao terminal
dos ramos, realizados em triplicata. As aciculas foram retiradas dos ramos primarios
e do tronco ortotrépico (FIGURA 5.2B) com auxilio de tesoura de poda, e realizada a
leitura do NIR portatil (Thermo Fisher Scientific) em cada uma das aciculas (FIGURA
5.2C). Em seguida, as aciculas foram acondicionadas em tubos tipo Falcon, envoltos
com papel aluminio (FIGURA 5.2D), e inseridas em caixa de isopor contendo
nitrogénio liquido, armazenadas, posteriormente, em Ultrafreezer Sanyo (modelo:
MDFU54VC) a - 80 °C.
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VIR |
FONTE: A autora (2016).
LEGENDA: (A) Propagulos coletados das plantas matrizes; (B) Remocé&o das aciculas dos ramos

primarios e tronco ortotropico; (C) Leitura dos espectros com NIR portatil; (D) Armazenamento em
tubos tipo Falcon.

ApOs a coleta, preparo e armazenamento do material vegetal, o0 mesmo foi
liofilizado por 72 horas e armazenado em Ultrafreezer a - 80 °C até o momento da
analise. O processo de liofilizagdo foi realizado em Liofilizador Edwards — super
Modulyo, no Departamento de Bioquimica, Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana, Curitiba — PR.

Apoés a secagem, em liofilizador, as amostras foram transportadas em caixas
térmicas com nitrogénio liquido e armazenadas novamente em freezer a - 80 °C. Em
seguida, foi utilizado um triturador em moinho analitico de faca, com camara de
moagem de 80 ml (modelo A11 Basic, marca IKA), para triturar as amostras até que

virassem po6 com granulometria uniforme.

5.2.4 Leitura e analise dos espectros por espectroscopia no infravermelho préximo
(NIR)

A leitura dos espectros com NIR portatil foi realizada no momento da coleta
das aciculas, com leitura individual para cada uma das 40 aciculas retirados da
porcao terminal dos ramos. Essa leitura foi realizada em ftriplicata (3 repeti¢cdes) a
partir das trés idades de plantas: 3, 8 e 35 anos, e dos dois habitos de crescimento,
ramos primarios e tronco ortotrépico.

Para as calibracbes do NIR de bancada, visando a separacao dos dois
habitos de crescimento de ramos primarios e tronco ortotrépico, utilizaram-se
amostras de aciculas obtidas pelos mesmos procedimentos metodoldgicos de
coleta, secagem e moagem descritos acima.

Apos o preparo das amostras, estas foram levadas para o aparelho FEMTO

para realizar a leitura dos espectros com o NIR de bancada. Ao todo foram utilizadas
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6 amostras de aciculas originadas dos ramos primarios e tronco ortotropico das
plantas de 3, 8 e 35 anos de idade, com 3 repetigdes, totalizando 18 amostras. Os
espectros das aciculas de araucaria foram lidos com comprimento de onda entre
1000 e 2500 nm, coletados a cada 1 nm. Os espectros sofreram quatro
transformacgdes: 1- normalizagao pela area; 2- normalizagdo quantile; 3- corregao
multiplicativa de espalhamento (MSC); 4- derivatizagdo de segunda ordem usando
polinbmio de segunda ordem e deixando 50 pontos a direita e a esquerda para
alisamento.

Foram atribuidos valores de 0 para amostras de ramos primarios e de 1 para
tronco ortotropico. Em seguida, realizou-se analise de regressdao dos minimos
quadrados parciais — PLS, entre os espectros e os valores 0 e 1, para estabelecer a

correlagao entre as informacdes espectrais e os habitos de crescimento.
5.2.5 Analise Hormonal para Acido Indolil-3-Acético - IAA

Para armazenamento do material vegetal moido, as amostras foram
acondicionadas em papel aluminio, pesadas (0,3 g) e inseridas em frascos de vidro
de cor ambar de 5 mL envolvidos em papel aluminio, com imediato armazenamento
em freezer a - 80 °C para posterior analise laboratorial.

A extracao e purificagao foi realizada de acordo com a metodologia adaptada
e descrita por Kelen et al. (2004). A solugéao utilizada para a extragao foi MeOH:H,O
(5 mL, 7:3, v/v) contendo 0,1 mg L™ de 2,6-t-buti-4-metil-fenol (BHT, Sigma-Aldrich),
a qual foi adicionada 10 pL de acido indolil-3-acético hepta deuterado (IAA-D7) como
padrdo interno, em concentracdo de 0,2 mg mL™" (Sigma-Aldrich).

Durante o protocolo metodoldgico, para cada amostra foi direcionado fluxo
de nitrogénio gasoso por 30 segundos — para resfriamento do frasco - e entao
levada para geladeira a 4 °C em overnight. Decorridas 24 horas, realizou-se a
transferéncia da solugdo para um tubo de ensaio (10 mL) e posterior centrifugacao
da amostra a 1000 rpm, por 5 minutos e temperatura média de 15 °C. Em seguida a
solucgao foi transferida para um balao de ensaio de 100 mL, a qual foi levada ao rota-
evaporador a 110 rpm, em banho-maria, a 35 °C, para ser concentrada a 2 mL de
volume. Posteriormente, a solucédo foi transferida para um tubo de ensaio com
capacidade de 20 ml, com posterior lavagem do baldo de ensaio com 0,5 mL de

agua ultrapura (tipo Il) para 0 maximo aproveitamento da solugao.
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Foi utilizado hidroxido de soédio (NaOH™ 0,5 mol.L™ ) para o ajuste do pH da
solugdo para a faixa entre 8,0 e 9,0. Na sequéncia, foi realizada a extragcdo com
acetato de etila (1 mL), usando um vortex para ajudar a homogeneizar a solugao, e
entdo acondicionada na centrifuga a 1000 rpm por 2 minutos, resultando em uma
solugédo diafasica. Em seguida, foi descartado o acetato de etila — fase orgénica,
processo que foi repetido duas vezes para cada solucdo. O pH da solugao foi
ajustado para 2,5, com 0,5 M de &cido cloridrico (HCI), realizada a extragcado da agua
com 1 mL de éter dietilico. Na sequéncia, a solugao foi levada ao vortex e depois foi
colocada na centrifuga por 2 minutos a 1000 rpm até ficar difasica, onde foi
separada a parte de cima da amostra: esta etapa foi repetida trés vezes.

As fases organicas foram filtradas através de soédio anidro (Na;SO,),
coletadas em frascos de 5 mL e entédo a solugao foi seca, com auxilio de N»(g) sob
fluxo lento e, por fim, armazenada em freezer a - 80 °C. A amostra seca foi
dissolvida com 300 yL de Diclorometano (CI,CH;) e realizada a derivatizagédo com
15 pL de agente derivatizante TBS (N-t-butildimetilsilil-n-metil-trifluoro-acetamida)
contendo 1% de t-butil-dimetil-clorosilano (MTBSTFA + TBDMSCI, Sigma-Aldrich). O
tempo da derivatizacdo da solugao foi de 1 h, a 65 °C, e entdo a amostra foi
acondicionada em um insert e levada para analise em cromatografo gasoso-

espectrometria de massa (FocusGC, Thermo Scientic).
5.2.6 Delineamento experimental
O delineamento experimental para a anadlise da espectroscopia no

infravermelho préximo (NIR) e analise hormonal — iaa, foi o inteiramente
casualizado, com arranjo fatorial 2 x 3, dois habitos de crescimento (ramos primarios
e tronco ortotrépico), com trés idades de plantas matrizes (3, 8 e 35 anos). Todas as
analises foram realizadas em triplicata (3 repetigdes).

5.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.3.1 Espectroscopia no infravermelho préximo (NIR)

Por meio do modelo PLS foi possivel prever o habito de crescimento das

plantas de araucaria, tanto pelo aparelho NIR portatil, quanto de bancada.
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Ao testar o desempenho dos modelos de calibrac&o para separagao de habito
de crescimento, com o aparelho NIR portatil, onde € avaliado em termos de erro de
predicdo padrdo de média de raiz (RMSE), verificou-se que o modelo testado de
calibracdo pode ser considerado promissor e ideal, pois apresenta um elevado
R?(0,9603 e 0,8330) e baixo RMSE (0,0975 e 0,2233) (TABELA 5.1). Os
coeficientes foram estatisticamente relevantes para a construcdo do modelo de
predicdo PLS e estes correspondem as regides dos espectros entre 1758-1760,
2190-2200, 2240-2250, 2367-2371 nm.

TABELA 5.1 - RESULTADOS DO MODELO PLS COM DIFERENTES REGIOES NIR’

Regiao de comprimento de onda (nm) Slope Offset RMSE R*?
1758-1760, 2190-2200 0,9603  0,0238 0,0975 0,9603
2240-2250, 2367—2371 0,8330  0,0655 0,2233 0,8316

FONTE:; A autora (2017).
NOTA: Aparelho NIR portatil.

Ao testar o desempenho dos modelos de calibracédo para separagao de habito
de crescimento, com o aparelho NIR de bancada, onde é avaliado em termos de
erro de predicao padrao de média de raiz (RMSE), verificou-se que o modelo testado
de calibracdo pode ser considerado promissor e ideal, pois apresenta um elevado
R?(0,7321 e 0,6862) e baixo RMSE (0,2535 e 0,2940) (TABELA 5.2). Os
coeficientes foram estatisticamente relevantes para a constru¢cdo do modelo de
predicdo PLS e estes correspondem as regides dos espectros entre 1758-1760,
2190-2200, 2240-2250, 2367-2371 nm.

TABELA 5.2 - RESULTADOS DO MODELO PLS COM DIFERENTES REGIOES NIR'

Regidao de comprimento de onda (nm) Slope Offset RMSE R*?
1758-1760, 2190-2200 0,7321  0,1071 0,2535 0,7321
2240-2250, 2367-2371 0,6552 0,1552 0,2940 0,6862

FONTE: A autora (2017).
NOTA: Aparelho NIR de bancada.

Embora, tanto o NIR portatil, quanto o de bancada conseguiram separar os
dois habitos de crescimento da araucaria, esta técnica pode ser melhorada para
aumentar a precisao da predicdo e, talvez, com um numero maior de amostras,
possa ser possivel a diferenciagao entre a idade das plantas.

Os valores previstos para o habito de crescimento, a partir de um conjunto de
validagdo usando o modelo proposto, estdo ilustrados na Figura 5.3 e 54

(resultados referentes a NIR portatil e de bancada, respectivamente). Os grupos
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foram segregados em bindmio (Ramos primarios = 0 e Tronco ortotropico = 1),

demarcando 0,5 na saida de predigao.

FIGURA 5.3 - IMAGEM COM OS ESCORES PARA OS COMPONENTES PRINCIPAIS 1 E 4,
COLETADOS PELO NIR PORTATIL
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FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: Os pontos em vermelho correspondem as amostras de habito de crescimento de ramos
primarios, enquanto os azuis ao tronco ortotrépico. Observa-se uma boa separacao entre as
amostras de gendtipos diferentes.

Na analise de componentes principais (ACP), é possivel verificar a separagao
entre os habitos de crescimento para as amostras de gendtipos diferentes (ramos
primarios e tronco ortotropico), em ambos os equipamentos utilizados para a leitura
das curvas espectrais do NIR (portatii e de bancada). A partir dos resultados,
observou-se a eficiéncia dos dois equipamentos empregados para a analise NIR, ja
que foi possivel constatar a distribuicdo dos pontos representativos aos gendtipos
através da analise ACP. Neste sentido, foi possivel verificar a eficiéncia da ACP
como uma ferramenta capaz de comprimir os dados e dar dimensionalidade na
matriz de dados levantados pelos equipamentos de analise NIR, facilitando a
vizualizacdo das bandas dos espectos de infravermelho que traduzem os habitos de

crescimento.
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FIGURA 5.4 - IMAGEM COM OS ESCORES PARA OS COMPONENTES PRINCIPAIS 1 E 4,
COLETADOS PELO NIR DE BANCADA
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FONTE: A autora (2018).
LEGENDA: Os pontos em vermelho correspondem as amostras de habito de crescimento de ramos
primarios, enquanto os azuis ao tronco ortotropico. Observa-se uma boa separacéo entre as
amostras de gendtipos diferentes.

Observa-se, na Figura 5.4, uma boa separacédo dos escores correspondentes
ao habito de crescimento que estdo relacionados ao tronco ortotropico, onde é
possivel constatar seu agrupamento no quadrante, bem como dos escores
relacionados ao habito de crescimento dos ramos primarios agrupados em outro
quadrante adjacente. Pode-se inferir que esta diferenciagdo esta relacionada as
distintas bandas que os dois habitos de crescimento representam em seu espectro
de infravermelho obtido na analise NIR.

Pode-se considerar satisfatorio o resultado da aplicagdo do modelo
matematico, pois foi capaz de interpretar dados espectroscépicos obtidos a partir da
espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho préximo e demostrar de

forma objetiva a separagao de habitos de crescimento de araucaria.

5.3.2 Analise hormonal

A metodologia utilizada por meio da analise em cromatografo gasoso-

espectrometria de massa (GC-MS) para deteccao de IAA em aciculas de araucaria

foi considerada eficiente, mesmo quando as amostras apresentavam baixa
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quantidade de IAA livre (FIGURA 5.5). Veierskov et al. (2007), ao avaliarem a
concentragdo de IAA livre em ramos plagiotrépicos de Abies nordmanniana,
divididos longitudinalmente em quatro sec¢des, verificaram uma concentragcdo de
cerca de 375 pmol g'1 nas secodes dorsal e ventral dos ramos, e uma concentracao
significativamente maior (554 pmol g™') nas secdes laterais (esquerdo e direito) dos
ramos. Estes autores concluiram que nao existe um uUnico mecanismo para a
dominéancia apical e o habito de crescimento plagiotropico € possivelmente regulado

dentro do proprio ramo.

FIGURA 5.5 - CROMATOGRAMAS PARCIAIS DAS CORRENTES TOTAIS DE [ONS (CTI) DOS
[ONS PAIS 232 (IAA) E 239 (IAA-D7), AREA DOS FRAGMENTOS DE MASSA
(RAZAO MASSA CARGA, M/Z) UTILIZADAS NA QUANTIFICACAO DO IAA, M/Z 188
REFERENTE AO COMPOSTO IAA E M/Z 239 PADRAO INTERNO IAA-D7

A B
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FONTE: A autora (2018).

LEGENDA: A - amostra com quantidades significativas de IAA, B - amostra com pequenas
quantidades de IAA. Linha verde — padrado interno, linha preta IAA. RT - tempo de retengdo, SN —
sinal ruido acima de 10.

Ao avaliar gendtipos diferentes foi possivel detectar que a concentragéo de
IAA livre nas aciculas de araucaria varia com a idade. Observou-se uma menor
concentracdo de IAA livre em aciculas do tronco ortotrépico em todas as idades
avaliadas, com a maior concentragado nos ramos primarios em matrizes de 35 anos
(FIGURA 5.6).

A maior concentracdo de IAA livre nas aciculas dos ramos primarios em
arvores de 35 anos pode estar relacionada com seu aspecto morfogénico, uma vez

que, seu tronco possui crescimento longitudinal finito e crescimento radial ilimitado
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(ZANETTE et al.,, 2017), indicando que, nessa idade, as matrizes podem estar
investindo no crescimento plagiotropico favoravel a reprodugdo sexuada.
Corroborando com essa hipdotese, Rasmussen (2009), ao avaliar a propagagao
vegetativa de brotacbes de Abies nordmanniana, provenientes de cortes de ramo
secundario obtiveram mudas com 96% de habito de crescimento plagiotrépico. Ja as
de origem ortotrdpica obtiveram cerca de 42% ortotropico, sendo que os resultados
da avaliagdo hormonal de brotacbes de mudas demostraram que as de origem
ortotropicas tiveram uma propor¢cao de citocinina/auxina relativamente baixa em

relagcédo as plagiotropicas.

FIGURA 5.6 - CONCENTRAGCAO DE IAA LIVRE EM ACiCULAS DE ARAUCARIA EM FUNQAO DA
IDADE DA PLANTA EM RAMOS PRIMARIOS E TRONCO ORTOTROPICO
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FONTE: A autora (2017).
NOTA: Médias seguidas pela mesma letra mindscula dentro da idade e mailscula entre as idades
nao diferem entre si ao nivel de 5% pelo teste de Tukey.

Foi encontrada uma maior concentragcao de IAA livre nos ramos primarios
comparados ao tronco ortotropico, para todas as idades avaliadas. Com uma maior
concentracdo nos ramos primarios de arvores de 35 anos quando comparado as
demais idades. Embora ndo existam estudos que comprovem o maior crescimento
dos ramos primarios, observacbes de campo indicam este comportamento em

plantas de araucaria.
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5.4 CONCLUSOES

A técnica de NIR, avaliada pelo aparelho portatil e de bancada, acoplada com
a quimiometria pode ser usada para distinguir os ramos primarios de tronco
ortotroépico.

A concentracdo de IAA livre nas aciculas de araucaria varia com a idade,
sendo maior nos ramos primarios, podendo ser utilizado para predicao do habito de

crescimento.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Nas condigdes em que foram desenvolvidos os experimentos com A.
angustifolia, é possivel ter as seguintes consideracgoes:

A enxertia de copa, em plantas adultas de araucaria, pode ser inédita. Nao
sendo encontrados relatos na literatura que indiguem metodologias adequadas para
sua execugdao. De maneira geral, os resultados apresentados neste estudo
demonstram a importancia da utilizagdo de materiais adequados para o efetivo
sucesso da enxertia de copa da espécie, principalmente no que diz respeito ao seu
vigor e juvenilidade. Além disso, fica evidente a viabilidade da técnica de enxertia de
copa para esta espécie, levantando-se a hipétese de obtencdo de melhores indices
de sobrevivéncia a partir da utilizagédo de ramos primarios de porta-enxertos mais
jovens.

A espectroscopia NIR, em associagdo com ferramentas quimiométricas,
apresenta-se como técnica promissora para a predigao de habito de crescimento de
araucaria, embora necessite ser aprimorada para obtencdo de modelos mais
precisos. Os habitos de crescimento em araucaria podem ser preditos com o NIR e a
concentracdo de IAA. Ressalta-se a importancia da realizacdo de novas pesquisas,
as quais devem ser realizadas com quantidade maior de amostras para obter uma
padronizacao mais efetiva e melhorar as curvas de calibragdo obtidas com o NIR e

posterior analise por PCA.
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APENCICE 1 - TEMPERATURA MEDIA (C) DE CURITIBA, ESTAGAO: LATITUDE:
25,26 - LONGITUDE: 49,16 CURITIBA - (SIMEPAR), DURANTE O PERIODO
EXPERIMENTAL.

JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEZ

2015 - - - 18,1 155 144 145 172 179 17,8 18,5 211
2016 20,8 218 20,2 208 145 11,3 13,7 142 150 164 179 204
2017 21,4 223 194 172 16,2 144 - - - - - -

FONTE: SIMEPAR (2018).
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APENCICE 2 - PRECIPITAGAO ACUMULADA MENSAL (MM), ESTAGAO:
LATITUDE: 25,26 — LONGITUDE: 49,16 — CURITIBA (SIMEPAR), DURANTE O
PERIODO EXPERIMENTAL.

JAN FEV MAR ABR MAI JUN JUL AGO SET OUT NOV DEz

2015 - - - 52,8 119,2 828 188,8 254 153,0 2482 2340 256,4
2016 1706 2996 91,0 1336 152,8 1232 1108 1748 836 160,4 101,8 80,0
2017 1986 84,6 444 734 1170 1722 - - - - - -

FONTE: SIMEPAR (2018).



