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Refloresta

Manter em pé o que resta ndo basta
Que alguém vira derrubar o que resta
O jeito é convencer quem devasta

A respeitar a floresta

Manter em pé o que resta ndo basta
Que a motosserra voraz faz a festa
O jeito é compreender que ja basta
E replantar a floresta

Milhées de espécies, plantas e animais
Zumbidos, berros, latidos, tudo mais

Uivos, murmdrios, lamentos ancestrais

Por que ndo deixamos nosso mundo em paz?

Além do morro, o deserto se alastra
Toda terra, da serra aos confins

O toco oco, casco de Canastra
Onde enterramos saguis

Manter em pé o que resta ndo basta
Ja quase todo o verde se foi

Agora é hora de ser refloresta

Que o coracao nao destroi

Milhées de espécies, plantas e animais
Zumbidos, berros, latidos, tudo mais

Uivos, murmdrios, lamentos ancestrais

Por que ndo deixamos nosso mundo em paz?

Manter em pé o que resta ndo basta
Que alguém vira derrubar o que resta
O jeito é convencer quem devasta

A respeitar a floresta

Manter em pé o que resta ndo basta
Ja quase todo o verde se foi

Agora é hora de ser refloresta

Que o coragdo nao destroi

Replantar a floresta
Que o coragdo nao destroi
E respeitar a floresta
Replantar a floresta
Que o coragdo nao destror”.
(Gilberto Gil)



RESUMO

CAIAFA, Karine Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Resgate de DNA e inducao de florescimento precoce de arvores nativas da
regiao de Brumadinho e Nova Lima, MG. Orientador: Gleison Augusto dos Santos.
Coorientadora: Genaina Aparecida de Souza.

A enxertia pode ser uma boa alternativa para o resgate de arvores de interesse
econdmico ou ecoldgico. Esta técnica, quando associada a aplicacao de paclobutrazol
(PBZ) pode antecipar o florescimento das plantas, garantindo a sua propagacao. Os
objetivos deste trabalho foram: (1) resgatar, por enxertia, arvores nativas com risco de
morte e avaliar o desenvolvimento dessas plantas no campo (com ou sem aplicagéo
de PBZ e em condi¢des de sol ou sombra); (2) verificar a eficiéncia da enxertia de
Euplassa semicostata Plana em porta-enxertos de diferentes espécies arboreas e
complementarmente observar as possiveis diferencas anatémicas entre elas; e (3)
verificar a eficiéncia da aplicacdo de paclobutrazol na indu¢cdo do florescimento
precoce e realizar a caracterizacdo de doencas em E. semicostata em condigdes de
campo. Seguimentos caulinares de matrizes de Dalbergia nigra, Handroanthus
serratifolius, Cariniana estrellensis e Euplassa semicostata foram coletados e
enxertados por garfagem em fenda em mudas seminais. As trés primeiras espécies
foram lencontradas em Brumadinho/MG e a ultima em um fragmento florestal de Nova
Lima/MG. Propagulos de E. semicostata foram enxertados em cinco diferentes
espécies. Noventa dias apds a realizacdo das enxertias, foram avaliadas a
sobrevivéncia, o niumero de brotacdes e o crescimento. Mudas enxertadas de D. nigra
e H. serratifolius foram plantadas no local de origem em dois diferentes experimentos.
No primeiro, o delineamento foi em blocos casualizados, em esquema fatorial (2x2),
com duas espécies e aplicacao de PBZ ou nao. No segundo as espécies nao foram
consideradas tratamentos. Neste, os tratamentos foram apenas as condi¢des
ambientais (pleno sol e sombra) as quais cada uma das espécies foi exposta. O
florescimento dos enxertos foi avaliado por um ano, com visitas a cada 15 dias. O
crescimento, niumero de brotacdes e a sobrevivéncia foram mensurados aos oito
meses apos o plantio das mudas. Para a inducao de florescimento de E. semicostata
no campo, foram aplicados 20 mL de PBZ em cinco matrizes, diretamente no solo, em
um raio de dois metros ao redor do tronco. Duas arvores foram utilizadas como
testemunhas. A floragéo e frutificacdo desta espécie no campo foi monitorada com



visitas periddicas. Para a caracterizagdo de doencas de E. semicostata, amostras
foliares foram enviadas para Laboratério de Patologia Florestal/Bioagro da
Universidade Federal de Vigosa, para diagnose. Foi possivel resgatar, por enxertia,
todas as matrizes de D. nigra, H. serratifolius e C. estrellensis. H. serratifolius floresceu
durante o periodo de avaliacdo dos enxertos no campo. O PBZ e o plantio em pleno
sol favoreceram o florescimento desta espécie. Nenhum enxerto de E. semicostata
sobreviveu aos 90 dias ap6s a enxertia. Todas as plantas desta espécie, que
receberam aplicagdo de PBZ no campo, floresceram e posteriormente trés
frutificaram. As arvores testemunhas nao apresentaram flores. Com as sementes foi
possivel produzir mudas para restabelecimento da populacdo desta espécie no
campo. Foram encontrados os seguintes patégenos nas folhas de E. semicostata:
Diaporthe sp. e Mycosphaerella gregaria.

Palavras-chave: Enxertia por garfagem em fenda. Paclobutrazol. Propagacéao
vegetativa.



ABSTRACT

CAIAFA, Karine Fernandes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022.
DNA rescue and early flowering induction of native trees in the Brumadinho
region and Nova Lima, MG. Adviser: Gleison Augusto dos Santos. Co-Adviser:
Genaina Aparecida de Souza.

Grafting can be a good alternative for rescuing trees of economic or ecological interest.
This technique, when associated with the application of paclobutrazol (PBZ) can
anticipate the flowering of the plants, guaranteeing their propagation. The objectives
of this work were: (1) to rescue, by grafting, native trees at risk of death and to evaluate
the development of these plants in the field (with or without PBZ application, in full
sunlight or under shade conditions); (2) to verify the efficiency of Euplassa semicostata
Plana grafting on rootstocks of different tree species and, in addition, to observe the
possible anatomical differences between them; and (3) to verify the efficiency of the
application of paclobutrazol in the induction of early flowering and, characterize E.
semicostata diseases under field conditions. Stem tracks of Dalbergia nigra,
Handroanthus serratifolius, Cariniana estrellensis, and Euplassa semicostata matrices
were collected and grafted by cleft grafting onto seminal seedlings. The first three
species were found in Brumadinho/MG and the last one was in a forest fragment in
Nova Lima/MG. E. semicostata propagules were grafted onto five different species.
Ninety days after grafting, survival, the number of shoots, and growth were evaluated.
Grafted seedlings of D. nigra and H. serratifolius were planted at the place of origin in
two different experiments. In the first, the design was in randomized blocks, in a
factorial scheme (2x2), with two species and application of PBZ or not. In the second,
the species were not considered treatments. In this one, the treatments were only the
environmental conditions (full sun or shade) to which each of the species studied were
exposed. The flowering of the grafts was evaluated for one year, with visits every 15
days. The growth, number of shoots, and survival were measured eight months after
planting the seedlings. For the induction of flowering of E. semicostata in the field, 20
mL of PBZ were applied in five matrices, directly in the soil, in a radius of two meters
around the trunk. Two trees were used as controls. The flowering and fruiting of this
species in the field was monitored with periodic visits. For the characterization of E.
semicostata diseases, leaf samples were sent to the Laboratory of Forest
Pathology/Bioagro of the Federal University of Vicosa, for diagnosis. It was possible to



rescue, by grafting, all matrices of D. nigra, H. serratifolius, and C. estrellensis. H.
serratifolius flourished during the period of evaluation of grafts in the field. PBZ and
planting in full sunlight favored the flowering of this species. No E. semicostata graft
survived 90 days after grafting. All plants of this species, which received PBZ
application in the field, flowered and three later fruited. The control trees did not show
flowers. With the seeds, it was possible to produce seedlings to restore the population
of this species in the field. The following pathogens were found on the leaves of E.
semicostata: Diaporthe sp. and Mycosphaerella gregaria.

Keywords: Slit grafting. Paclobutrazol. Vegetative propagation.
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PREAMBULO

O presente trabalho de doutorado, esta organizado em 05 diferentes sec¢des,
com o0s seguintes tdpicos:

1) Introducéo geral: contextualizacéo e justificativa do trabalho sobre resgate
de DNA e inducao de florescimento em espécies arbéreas nativas;

2) Reviséo Bibliografica: abordagem sobre as espécies estudadas e principais
pesquisas relacionadas ao resgate vegetativo e indug&o de florescimento em espécies
florestais;

3) Capitulos:

- Resgate de DNA de arvores nativas afetadas pelo rompimento da barragem
em Brumadinho/MG e seu desenvolvimento em campo com aplicagdo de
paclobutrazol.

- Enxertia de Euplassa semicostata Plana em diferentes espécies de porta-
enxertos e suas incompatibilidades anatémicas

- Indugcdo de florescimento precoce e caracterizagdo de doencas em
condi¢cbes de campo de Euplassa semicostata Plana

4) Consideragbes Finais: principais conclusdes sobre o0s resultados
apresentados nos diferentes capitulos dessa tese.

5) Anexos: tabelas, graficos e figuras que podem auxiliar na interpretacdo dos
resultados apresentados nos diferentes capitulos.
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INTRODUCAO GERAL

A mineragao é uma das principais atividades econémicas do Estado de Minas
Gerais e se concentra, principalmente, no quadrilatero ferrifero, um ecétono de
Cerrado/Mata Atlantica (IBGE, 2004). A conservacao de espécies florestais desta
regidao € muito importante, especialmente por se tratar de um dos 36 hotspots de
biodiversidade do mundo (Brancalion et al.,, 2018). A mineragdo causa impactos
negativos significativos ao meio ambiente, como o desmatamento, a contaminagao de
rios e a erosdo; alterando a superficie terrestre e resultando em ecossistemas
degradados e incapazes de retornar ao estado original (Tavares et al., 2019; Sousa
et al., 2020).

O rompimento da barragem Mina Cérrego do Feijao, em Brumadinho, Minas
Gerais foi um dos maiores desastres socioambientais da histéria do Brasil (Dias et al.,
2018). Formou-se uma avalanche de lama, que provocou perdas irreparaveis nas
comunidades vegetais (Carvalho et al., 2017). Diversas espécies ameagadas foram
afetadas, entre elas Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex Benth (jacaranda-caviuna),
Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose (ipé-amarelo) e Cariniana estrellensis
(Raddi) Kintze (jequitiba-rosa).

Jacaranda-caviuna foi alvo de intensa exploragao, que, somada a degradacao
de seu ambiente natural, resultou na reducdo de suas populacdes a pequenos
fragmentos isolados e a unidades de conservagao (Santos et al., 2020a). As espécies
ipé-amarelo e jequitiba-rosa destacam-se, entre outras espécies arboreas, pelo
grande potencial madeireiro (Santos et al., 2020b; Tambarussi et al., 2015). Ambas
espécies sdo ameacadas, e ocorrem em uma baixa densidade populacional,
geralmente menor que uma arvore por hectare (Santos et al., 2020b et al., 2020;
Tambarussi et al., 2015).

Em um fragmento florestal pertencente a Mineradora Vale S.A. em Nova
Lima/MG foram observados alguns individuos da espécie Euplassa semicostata
Plana, uma arvore rara que ocorre, mais frequentemente, na regidao central do Estado
de Minas Gerais. Existem poucos individuos catalogados desta espécie e a grande
maioria estao localizados em fragmentos florestais de areas destinadas a mineragéao
(CRIA, 2022). Esta espécie apresenta florescimento tardio, o que dificulta ainda mais

a sua propagacao e, consequentemente, provoca redugdo da sua populagéo.
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A enxertia pode ser uma alternativa para o resgate de matrizes, uma vez que
apresenta que nao necessita abater a arvore matriz para coleta de propagulos, além
de ser uma pratica simples e baixo custo (Xavier, 2013). Caso os propagulos utilizados
sejam retirados da parte adulta da arvore, o florescimento das plantas enxertadas
pode acontecer mais cedo, e as copas terdo seu porte reduzido, facilitando a colheita
das sementes (Rocha et al., 2002). Esta técnica permite a preservacao de alelos de
interesse a custos compativeis e pode ser utilizada para a conservacgao genética de
espécies arbdreas (Mendes et al., 2020; Castro et al., 2021; Simées et al., 2021). E
uma técnica muito influenciada por condicbes ambientais, como a temperatura e
umidade (Xavier et al., 2013).

Alguns reguladores de crescimento, como o paclobutrazol (PBZ), também tém
sido utilizados com sucesso na indugdo de florescimento em espécies florestais
(Mendes et al., 2020). Tanto o uso da enxertia, como a inducéo de florescimento pelo
PBZ podem ser alternativas viaveis para evitar a perda de variabilidade genética de
espécies ameacgadas, evitando a morte destas plantas antes que possam produzir
descendentes (Mendes et al., 2021).

O objetivo deste trabalho foi resgatar, por enxertia, arvores de espé nativas
com risco de morte, avaliar o desenvolvimento dessas plantas no campo e verificar a
eficiéncia da aplicagdo do paclobutrazol na indugédo do florescimento de mudas

enxertadas e em arvores com dificuldade de florescimento no campo.
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REVISAO DE LITERATURA
1. Descricao das espécies estudadas
1.1Handroanthus serratifolius (Vahl) S.Grose

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. Grose € uma espécie arb6rea da familia
das Bignoniaceae e popularmente conhecida como ipé-amarelo, pau-d’arco-amarelo,
ip€é-ovo-de-macuco entre outros nomes (Lorenzi, 2009). A partir do trabalho de
Olmstead e Grose (2007) esta arvore, anteriormente classificada como pertencente
ao género Tabebuia, foi incluida no género Handroanthus. Ocorre em diversos paises
da América Latina, como Bolivia, Colémbia, Equador, Guiana, Guiana Francesa, Peru,
Suriname, Trinidad e Tobago, Venezuela e no Brasil pode ser observada desde o
estado da Amazédnia até o Parana, passando pelos dominios fitogeograficos da
Amazébnia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pantanal (Carvalho, 2003; Lohmann,
2015). E tipica das florestas pluviais densas, desde o nivel do mar até altitudes de
1200 m, ocorrendo também em florestas secundarias e campinas (Ferreira et al.,
2004).

E uma arvore de porte médio a alto, alcancando, entre 8 a 20 m de altura e
60 a 80 cm de diametro, contudo, em algumas florestas pode alcancar até 50 m
(Lorenzi, 2009). Suas folhas sdo compostas digitadas (5-folioladas, eventualmente 4),
com foliolos glabros ou pubescentes, oblongos, ovais a lanceolados, com &pice
acuminado e base arredondada a acuneada; apresentam consisténcia membranacea
a subcoridcea; com margem serreada, crenado-serreada ou raramente inteira
(Lorenzi, 2009; Ferreira et al., 2004).

As flores sao hermafroditas, livres ou em triades, com pedunculos curtos,
dispostas nas extremidades dos ramos em conjuntos umbeliformes. O cdélice
apresenta coloragdo esverdeada e ligeiramente pubescente. Ja a corola tem
coloragdo amarelo dourada e mede 6 a 8 cm de comprimento, porém ambos
apresentam estrutura tubular com cinco I6bulos (Ferreira et al., 2004). O fruto € uma
vagem septicida, coriacea, glabra, linear, de 20 a 65 cm de comprimento e 2,5 a 3,5
cm de espessura. As sementes sao numerosas, retangulares, laminares, leves, com
duas asas hialinas e curtas (Ferreira et al., 2004). Os principais agentes polinizadores
sao as abelhas (Fernandes, 2015).
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H. serratifolius possui desenvolvimento lento. Estima-se que o crescimento
em altura e didmetro sejam, respectivamente de 0,67 m e 0,84 cm por ano (Kroll et al.
1994), apresentando um incremento médio anual de 6,6 m® ha™' ano' (Campos Filho
e Sartorelli, 2015). Sua madeira é bastante pesada com densidade aproximada de
1,08 g/cm?®, muito dura, o que a torna dificil de serrar; além disso, possui excelente
durabilidade mesmo em condi¢des que favorecam seu apodrecimento, porém, € bem
facil de secar (Ferreira et al., 2004; Lorenzi, 2009).

Esta espécie tem sido utilizada em marcenaria, construgdes pesadas e
estruturas externas, tanto civis quanto navais. Por apresentar floracao muito atraente,
a arvore tem sido amplamente utilizada em projetos de paisagismo. No entanto, nao
se recomenda o plantio em locais proximos a residéncias ou em calgadas publicas.
Seu sistema radicular pode danificar o calcamento e/ou rede de esgoto ou ainda,
provocar o entupimento de calhas no periodo em que perde suas folhas (Ferreira et
al., 2004; Lorenzi, 2009). O ipé-amarelo possui um principio ativo chamado Lapachol
em sua madeira, caule e casca (Matos, 2000), uma naftoquinona usada desde o final
do século XX no tratamento de varias doencgas, incluindo certos tipos de cancer
(Miranda, 2018).

A propagacao desta espécie normalmente, ocorre por via sexuada (Carvalho,
2003) da mesma forma que a grande maioria das espécies florestais nativas, pois a
falta de informagdes silviculturais, o reduzido dominio técnico e menores custos
iniciais, tornam essa pratica mais comum (Dias et al., 2012). Junto com H.
impetiginosus € considerada a madeira mais explorada do Brasil o que vem
promovendo uma drastica redug¢do do tamanho de suas populacbes (Schulze et al.,
2008). Com o rapido crescimento das atividades humanas, a expanséo agropecuaria
e industrial, as areas de ocorréncia do Ipé-amarelo foram e continuam sujeitas a
destruicao e fragmentacéo de habitat. Esse processo reduz a biodiversidade e coloca
em risco a estabilidade de populacdes nativas, pois leva a sua diminuicdo ou até

mesmo a extingdo, pela perda de diversidade genética (Silva et al., 2014)
1.2 Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex Benth
Dalbergia nigra (Vell.) Allemao ex Benth é uma arvore conhecida

popularmente como jacaranda-da-bahia, jacaranda-preto ou jacaranda-caviuna.
Pertence a familia Fabaceae, subfamilia Papilionoideae (Lorenzi, 2009). E endémica
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do Brasil e ocorre no Dominio Fitogeografico da Mata Atlantica, em praticamente todo
Nordeste, até a regidao Sul, no estado do Parana, podendo ser observada tanto nas
Florestas Estacionais Semideciduais quanto nas Florestas Ombrdfilas (Lima, 2015).
Apesar de ocorrer em todos estes estados, a maior zona de ocorréncia natural do
jacaranda-da-Bahia é no sul da Bahia e norte do Espirito Santo, mais precisamente
em altitudes que variam entre 30 a 1700 m (Régo, 2003). Na floresta, a espécie
aparece em terrenos ondulados e montanhosos, ocupando o topo e as encostas das
elevagdes onde ocorrem solos argilosos e argiloarenosos, profundos e de boa
drenagem (Régo, 2003).

E uma espécie de grande porte, que pode alcancar até 30 m de altura. Possui
folhas compostas pinadas de 5 a 8 cm de comprimento, com 11 a 17 foliolos
glabrescentes de 12 a 15 mm de comprimento (Lorenzi, 2009). Apresenta
inflorescéncia composta por flores hermafroditas na cor branco-amareladas,
pequenas e bem perfumadas, encontrando-se em cachos axilares medindo até 6 cm
de comprimento, originando a paniculas de até 20 cm (Carvalho, 2003). Os frutos sao
do tipo legume indeiscente podendo atingir de 3 a 8 cm de comprimento e com 18 a
22 mm de largura, onde se pode encontrar de uma a duas sementes pequenas €
membranaceas. Possui fruto seco, plano e comprido, adaptado a dispersao
anemocorica (Carvalho, 2003; Bortoluzzi et al., 2004).

A madeira de D. nigra é moderadamente pesada e densa (0,87 g cm), possui
grande durabilidade natural e é muito decorativa, 0 que resulta em seu alto valor
agregado (Rizzini, 1972). Apesar de possuir madeira muito densa, seu crescimento
nao é considerado lento, com um incremento médio anual (IMA) entre 10 e 20,80 m3
ha™ ano'. E considerada a mais valiosa do Brasil (Campos Filho e Sartorelli, 2015).
Pode ser utilizada na fabricacdo de mobiliario de luxo, de instrumentos musicais, como
0 piano, acabamentos internos em construcdo civil, entre outros. Por ser muito
ornamental, é bastante empregada no paisagismo. E bastante rustica e se adapta bem
em terrenos secos, 0 que a torna 6tima opgdo para plantios mistos em terrenos
degradados (Carvalho, 2003; Lorenzi, 2009). E uma espécie que apresenta alto
potencial para recuperacao de solo, por depositar razoavel camada de folhas e
mostrar grande amplitude de tolerancia ambiental (Carvalho, 2003; Lorenzi, 2009).

A intensa fragmentacao das subpopulagdes, associada a acentuada extracao
de sua madeira e ao desmatamento, esta reduzindo a diversidade genética desta
espécie. Estima-se uma perda de pelo menos 30% da sua populagdo. A extracao
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ilegal da madeira é uma realidade, principalmente de raros individuos de grande porte,
remanescentes em areas de floresta primaria, e para que a espécie possa
restabelecer sua populagdo sera necessario o controle das suas areas de ocorréncia,
assim como estudos que comprovem a variabilidade genética da populagédo
(CNCFlora, 2012). Suas populacées estao restritas a algumas unidades de
conservacao ou areas mais remotas de dificil acesso (Costa et al., 1998). Hoje a
espécie consta como vulneravel a extingdo na lista da Unido Internacional para
Conservacao da Natureza (IUCN- International Union for Conservation of Nature)
(Campos Filho e Sartorelli, 2015)

1.3. Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze

Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze é uma espécie da familia Lecythidaceae
vulgarmente conhecida como jequitiba-rosa, jequitiba-branco, jequitiba-rei, entre
outros nomes populares (Lorenzi, 2009). Apresenta distribuicao disjunta entre os
biomas Amazdnico e Mata Atlantica. Nessa ultima, € a espécie que consegue habitar
as regides de maior altitude e latitude (Ribeiro et al., 2020).

Quanto aos aspectos morfolégicos, esta espécie pode apresentar até 50 m de
altura e 215 cm de DAP (Carvalho et al., 2000). Suas folhas sao simples, oblongo-
elipticas a lanceoladas, com margem serreada; apice acuminado e peciolo de cor
avermelhada quando nova. Possui tronco reto, cilindrico, colunar, com fuste de até 25
m de altura e com grandes expansdes tabulares na sua base, devido as raizes
grossas. As flores sdo pequenas, branco-creme, reunidas em racemos axilares
solitarios, de 3 a 6 cm de comprimento, com cinco a quinze flores inseridas nas axilas
das folhas. Os frutos séo tipo pixidio fibroso (em forma de urna inviolavel), cilindrico-
oblongo, lenhoso, de cor parda, com poucas lenticelas mais claras, contendo de 20 a
35 sementes (Carvalho, 2003).

Possui madeira moderadamente pesada, pouco duravel em condi¢coes
naturais, alburno pouco diferenciado do cerne e pode ser empregada na fabricacéo
de méveis, compensados, construgao civil, caixotaria. Por ser bastante ornamental,
pode ser utilizada na arborizacao de grandes areas, como parques, por exemplo. Suas
sementes sdo muito apreciadas pela fauna, principalmente macacos, tornando-a
interessante em reflorestamentos heterogéneos (Lorenzi, 2009). O jequitiba-rosa

também ¢é muito utilizado na medicina popular na forma de chés, que segundo a
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crenca, sua casca € um poderoso adstringente e tem grande poder desinfetante,
sendo, portanto, recomendada para inflamagdes das mucosas e faringite (Carvalho,
2003)

Como consequéncia de seus atributos madeireiros, a espécie encontra-se em
perigo de extincdo, restando um numero reduzido de populacées remanescentes
isoladas em pequenos fragmentos, o que justifica a necessidade de realizar estudos
que auxiliem na conservacgao in situ e ex situ dessa espécie (Guidugli et al., 2010;
CNCFlora, 2012).

1.4. Euplassa semicostata Plana

Euplassa semicostata Plana é uma espécie arbérea, pouco conhecida. E
endémica de Minas gerais, porém um Unico registro foi encontrado no Estado da
Bahia. E encontrada de maneira disjunta, sempre em altitudes elevadas e em
pequenas areas de ocupacdo. Suspeita-se que sua populacdo esteja severamente
fragmentada. Na Bahia, a espécie ocorre em uma area de encontro dos biomas
Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Em Minas Gerais, em Campo Rupestre e Cerrado
(CNCFlora, 2012).

E. semicostata esta sujeita a diversas ameacas presentes nesses dois
Estados. As principais sédo: a alta frequéncia do fogo, especialmente na regido da
Chapada Diamantina; e a mineracdo, na regidao central da Serra do Espinhacgo
(Vasconcelos et al., 2008; Neves e Conceigcao, 2010). Até o momento ndo existem
registros de trabalhos cientificos com esta espécie, e raros sdo 0s registros
encontrados em herbarios no Brasil.

A espécie Euplassa semicostata possui em média 4 metros de altura e se
diferencia das demais de seu género por ter como traco mais caracteristico a forma
como a nervura mediana nao alcanca o apice do foliolo (Plana & Prance, 2004). Os
caules, quando jovens, sdo tomentosos e ferruginosos e desbotam com a maturidade,
apresentando cor acinzentada quando mais velhos. As folhas sédo subcoriaceas,
foscas, com forma obovada a eliptica, com trés a quatro pares de foliolos opostos. A
inflorescéncia é em pseudo-racemo, simples ou ramificada, em posicao axilar ou
terminal, com didametro em torno de 1,8 - 2,3 cm com coloragdo amarelada ou creme

(Plana & Prance, 1998). As sementes possuem formato obovoide a elipsoide.
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2. Conservacao genética de espécies florestais nativas

Acgdes humanas, muitas vezes, causam grandes impactos nocivos ao meio
ambiente, diminuindo o tamanho da populacdo natural e consequentemente,
reduzindo o fluxo genético entre seus individuos (Goncgalves et al. 2014). Populactes
pequenas, fragmentadas e isoladas tém, geralmente, baixa variabilidade genética,
logo, sédo mais suscetiveis a oscilagbes demograficas, ambientais e estocasticidades
genéticas (El-Kassaby et al. 2019). Isso aumenta o risco de deriva genética,
depressao por endogamia e até de extincao (Bittencourt et al., 2019; Coates et al.,
2018). Dentro deste contexto, é fundamental que exista diversidade genética para a
manutenc¢ao da biodiversidade, sendo, portanto, importante a incorporagao de acoes
e politicas conservacionistas visando a sua protecao (Moritz e Faith, 1998).

A biodiversidade vem sofrendo uma alarmante reducdo nos ultimos anos
mesmo apods iniciativas importantes, como por exemplo, a ampliacdo das areas
protegidas no planeta (Ward et al., 2020). As Unidades de Conservagao raramente
sdo capazes de resguardar todos os habitats e espécies de interesse (Kati et al.,
2004). O resgate genético é fundamental para que se possa expandir o tamanho
efetivo populacional (Ne), possibilitando assim, o cumprimento de metas de
conservacao em curto e longo prazo (El-Kassaby et al., 2019). Seu objetivo é
promover a conservagao de alelos em populacoes fragilizadas pela fragmentacao
(Leroy et al., 2017).

A conservagéao in situ pode ser realizada em parques estaduais e nacionais,
unidades de conservacao, bosques, area de coleta de sementes entre outros
(Sebbenn, 2003). E uma estratégia importante na preservacdo dos recursos
genéticos, pois contribui com a conservagéo de todo ecossistema associado aquela
espécie, propiciando maiores condi¢des de sobrevivéncia e mantendo a variabilidade
genética (Hayaward e Hamilton, 1997).

Como estratégia complementar a conservagao in situ, pode-se utilizar a
conservacao ex situ, que é quando as plantas sdo mantidas em bancos de
germoplasma, fora do seu habitat natural (Kati et al., 2004). Deve ser utilizada quando
a primeira é insuficiente ou impraticavel (Graudal et al., 1997). Na conservacgao ex situ
€ necessario manter o tamanho efetivo populacional (Ne) alto, haja visto que este
parametro é capaz de influenciar significativamente a capacidade da populacdo em
manter suas caracteristicas genéticas ao longo das geracoes, interferindo no processo
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evolutivo das espécies (Sebbenn, 2003; Willi et al., 2007). Desse modo, o Ne é
fundamental na analise da viabilidade de conservacado de uma populagdo a médio e

longo prazo (Espeland e Rice, 2010).

3. Inducao do florescimento de espécies florestais por meio da enxertia e

aplicacao de paclobutrazol

O florescimento das plantas é o resultado de diversos estimulos que sinalizam
a planta que ela deve alterar seu programa de desenvolvimento (Taiz e Zeiger, 2017).
Quando isso ocorre, o meristema caulinar se modifica para produzir os primérdios
florais (Wirz et al., 2018). Os fatores que afetam o florescimento podem ser de origem
ambiental como o fotoperiodo, a temperatura e disponibilidade de agua (Freire et al.
2013; Lubke et al., 2021; Silva et al., 2021a), mas também existem aqueles de origem
enddgena, como o estado nutricional e o balanco hormonal (Kosera et al., 2018;
Menegusso et al., 2021).

As plantas possuem a habilidade de detectar essas variagbes no meio
ambiente, possibilitando que o florescimento ocorra em uma determinada estagao do
ano (Lubke et al., 2021). A floracdo acontece em sincronia com outros individuos da
mesma espécie, evitando a autofecundacao e, portanto, aumentando a variabilidade
genética em resposta a essas variagées ambientais (Peruzzolo et al., 2019, Silva et
al., 2021b).

O fotoperiodismo é a sensibilidade dos vegetais em relacao a duracao do dia
e da noite e embora existam varios processos fisioldgicos afetados por ele, o
florescimento é o mais estudado (Taiz e Zeiger, 2017). Os vegetais podem ser
classificados como plantas de dias curtos ou de dias longos, pois florescem quando
submetidas a luz por um periodo menor e maior, respectivamente, que o valor critico
em um periodo de 24 horas (Dong et al., 2020; Lopez et al., 2020; Lu et al., 2020).
Aquelas que ndo dependem do comprimento do dia e da noite para florescerem séo
chamadas de plantas de dias neutros (Lu et al., 2020; Sidhu et al., 2021).

Em algumas plantas a floracdo ocorre apds a sua exposicdo a baixas
temperaturas por um determinado tempo (Yuan et al., 2020). Este processo €
chamado de vernalizacdo e pode estar associado a necessidade posterior de dias
longos (Ribeiro et al., 2006). Na auséncia do frio, algumas plantas atrasam seu
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florescimento ou permanecem na fase vegetativa, nao desenvolvendo a competéncia
para responder aos sinais florais (Matar et al., 2020).

A disponibilidade de agua também ¢é outro fator importante para o crescimento
e floragao dos vegetais (Lubke et al., 2021; Silva et al., 2021a). A resposta a umidade,
ou a falta dela, permite que a florada seja uniforme e sincronizada com outros
individuos da mesma espécie (Silva et al., 2021a). Como é o caso do café, que
necessita ser submetido a estresse hidrico para que suas gemas florais possam se
diferenciar (Torres et al., 2020). Logo apds esse periodo de estresse hidrico, ja nas
primeiras chuvas, ou disponibilidade de agua a gema entumece entrando na fase
reprodutiva (Miranda et al., 2020).

Os mecanismos de controle da floragdo por meio da nutricdo sdo diversos
(Taiz e Zeiger, 2017). Alguns nutrientes favorecem a transi¢do floral, contudo, a
resposta a adubacao nao é igual para todas as espécies (Wang, 2007; Ghanbari et
al., 2019;). A relacao carbono/nitrogénio pode promover ou inibir o florescimento,
dependendo da espécie (Wada e Shinozaki 1985). Como por exemplo a deficiéncia
de fésforo, que pode atrasar o florescimento e reduzir o niumero de flores (Chauhan
et al., 1992).

Outro fator relevante estéa relacionado aos horménios vegetais, que controlam
o desenvolvimento das plantas (Schaller et al., 2015). As citocininas podem promover
ou retardar o florescimento dependendo da sua concentracdo (Abad Farooqi et al.,
1994; Taylor et al., 2005; Taiz e Zeiger, 2017). Giberelinas estdo relacionadas com a
formacgao de estruturas reprodutivas em alguns vegetais (He et al., 2020; Verdolin et
al., 2021). O acido abscisico (ABA) regula o florescimento e também estéa relacionado
com a maturagédo e dorméncia de sementes, crescimento de raizes entre outros (Taiz
e Zeiger, 2017).

3.2 Enxertia

A enxertia possibilitou muitas conquistas dentro dos programas de
melhoramento genético florestal (Hartmann et al. 2011). A partir desta técnica é
possivel resgatar as matrizes selecionadas reduzindo consideravelmente o tempo
para realizagcdo de cruzamentos controlados (Mendes et al., 2020). Plantas
enxertadas apresentam porte reduzido, o que facilita muito o trabalho do melhorista,

que alcanga mais facilmente os 6rgaos reprodutivos das arvores (Hartmann et al.
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2011). Além dos beneficios ja mencionados, a enxertia viabiliza o resgate de
genotipos importantes; combina gendtipos com propésitos distintos e faz com que as
plantas se tornem mais produtivas (Ribeiro et al., 2005; Hartmann et al., 2011; Xavier,
2013).

A enxertia € composta pelo porta-enxerto e pelo enxerto (Rocha et al., 2018;
Baron et al., 2019). O porta-enxerto compde a parte inferior da planta, cuja funcao é
absorver agua e nutrientes e fixar a planta ao solo (Baron et al., 2019). O enxerto
compbe a parte superior e produtiva da planta que se quer multiplicar (planta
selecionada), desempenhando funcées de conducdo de seiva, fotossintese,
florescimento, frutificacao, etc (Xavier, 2013).

A fase reprodutiva de uma planta é relativamente estavel e se mantém durante
a propagacao vegetativa por enxertia (Simdes et al., 2021). O enxerto de um segmento
caulinar retirado da copa de uma arvore madura, podera florescer mesmo quando
enxertado em mudas jovens (Mendes et al., 2020). No entanto, cabe destacar que a
juvenilidade do porta-enxerto, principalmente daqueles produzidos a partir de
sementes, pode ser transmitida para o enxerto, que tera sua maturidade revertida
(Andrade, 2010). Durante este processo, ha transmissao de sinais entre as células do
porta-enxerto para o enxerto, como fitorménios, por exemplo, que desencadeiam o
processo de rejuvenescimento (Andrade, 2010). A enxertia seriada € considerada,
inclusive, um método eficaz e amplamente utilizado para o rejuvenescimento de
algumas plantas (Santin et al., 2015). A copa de uma arvore € composta por ramos
com expressdes de maturidade diferenciadas que variam, principalmente, em funcao
da idade e da espécie. Desse modo, quando o objetivo € obter mudas com
florescimento precoce, a escolha dos propagulos é fundamental (Evstigneev e
Korotkov, 2016).

Na literatura sdo encontradas diversas técnicas de enxertia que podem ser
organizadas em trés categorias: borbulhia, encostia e garfagem (Xavier, 2013). Na
borbulhia uma gema é destacada da arvore matriz e introduzida no porta-enxerto
(Prabpree et al., 2018; Sudsiri et al., 2022). Esta técnica € muito simples e de facil
execucao, e a gema utilizada pode ser ativa ou dormente (Xavier, 2013). A encostia é
pouco utilizada por ser uma técnica complexa e mais demorada que as demais
(Ribeiro et al., 2005). Ela consiste na unido do enxerto ao porta-enxerto antes da
separacao da planta de origem. Esta técnica pode ser uma alternativa para o resgate
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de arvores adultas que ndo podem ser propagadas por outros métodos de enxertia
(Xavier, 2013).

A enxertia por garfagem é caracterizada pela unido de um segmento caulinar
da planta que se deseja multiplicar, em um porta-enxerto previamente decapitado. A
garfagem em fenda € uma das técnicas mais utilizadas em fungdo da sua alta
praticidade (Ribeiro et al., 2005). Para garantir o sucesso desta técnica, recomenda-
se o recobrimento do enxerto com um plastico (parafilm) a fim de minimizar a perda
de agua e manter a sua turgidez. Além disso, € interessante envolver o local da uniao
com um fitilho, que dara mais firmeza a esta conexao (Xavier, 2013; Mendes et al.,
2020). A uniao entre o enxerto e o porta-enxerto inicia-se por intensa divisao celular e
formacao de um tecido cicatricial, que posteriormente se diferencia em tecido
vascular. Para o sucesso da enxertia, é fundamental que os cambios das diferentes
partes que a compde estejam em contato direto, permitindo a comunicacao entre elas
(Xavier et al., 2013).

Na silvicultura, a enxertia € uma técnica muito empregada na formagao de
pomares clonais para producdo de sementes melhoradas de Pinus e Eucalyptus
(Rocha et al., 2002). No entanto, os estudos relacionados a espécies nativas ainda
séo incipientes e a maioria ndo vai além das etapas experimentais (Stuepp, et al.,
2018). Em Hevea brasiliensis a enxertia tem sido utilizada com o objetivo de
intensificar a produtividade de latex, resisténcia a doencas, entre outras
caracteristicas (Xavier, 2013; Martins et al., 2020). O sucesso da aplicacao desta
técnica em plantios clonais desta espécie ja foi relatado por Pinheiro et al., (1989);
Cardinal et al. (2007); Pereira et al. (2019) entre outros.

Algumas arvores nativas tém sido propagadas por enxertia com a finalidade
de reduzir a altura da copa e produzir frutos em menor tempo, como por exemplo em
Theobroma cacao L. (Almeida et al., 2009), Theobroma grandiflorum (Willd. ex
Spreng.) (Souza et al., 2002), Araucaria angustifolia (Bertol.) (Wendling et al., 2017;
Gaspar et al. 2017) e Bertholletia excelsa Humn. & Bonpl. (Carvalho e Nascimento,
2016). A enxertia também tem sido aplicada em llex paraguariensis A.St.-Hil.
(Domingos e Wendling, 2006); arvore importante, principalmente para a regiao sul do
Brasil, cuja producgéo via sementes tem apresentado uma série de limitacoes.

A técnica de enxertia aplicada as espécies florestais nativas deve contribuir
para futuros programas de conservacdo e melhoramento genético, permitindo a

melhor conservacdo de alelos, com diversidade genética adequada e a custos



35

compativeis (Mendes et al., 2020). O florescimento e frutificacdo precoces permitem
que espécies vulneraveis sejam plantadas em seus locais de ocorréncia natural ja na
fase reprodutiva, atraindo dispersores e polinizadores e, consequentemente,
acelerando a recuperagao destas areas.

3.3 Atuacao do paclobutrazol

Os reguladores de crescimento tém sido amplamente utilizados na agricultura
e em culturas florestais, e seus beneficios foram relatados em diversas pesquisas
(Mendes et al., 2020; Oliveira, 2020; Desta e Amare 2021; Singhal et al., 2021). Dentre
estes reguladores, o paclobutrazol (PBZ) € um dos mais utilizados para reduzir o
tempo entre a fase juvenil e reprodutiva (Taiz e Zeiger, 2017). O PBZ é transportado
acroptamente via xilema, embora ja tenha sido observado no floema (Kishore et al.,
2015) e tem sido utilizado com sucesso para regulacao do florescimento em plantas
perenes (Nartvaranant et al., 2000). O PBZ € um membro do grupo dos reguladores
de crescimento triazdis, que inibe a biossintese de giberelinas (Desta e Amare, 2021).
Isto ocorre porque ele reduz a atividade de enzimas, presentes no reticulo
endoplasmatico, responsaveis pela oxidacao de ent-caureno, que € um precursor da
GA12, a primeira giberelina formada em todas as plantas (Taiz e Zeiger, 2017;
Tesfahun e Yildiz, 2018). Além de afetar negativamente a sintese de GAs, o PBZ
também é conhecido por afetar a sintese do horménio acido abscisico (ABA). O ABA
também ¢é sintetizado na via dos terpendides (Desta e Amare, 2021). Desta forma,
quando a sintese de GAs é bloqueada, mais precursores na via dos terpendides sao
acumulados e desviados para promover a sintese de ABA (Yan et al., 2011).

As giberelinas regulam positivamente o promotor vegetativo (VP) e
negativamente o promotor florigénico (FL) (Nartvaranant et al., 2000). A producéo de
gemas vegetativas no lugar de reprodutivas é devido ao elevado nivel de giberelina.
O PBZ, como um inibidor de giberelina, reduz o nivel de PV e aumenta a relacao
FL/VP, estimulando gemas reprodutivas (florescimento), e enfraquecendo gemas
vegetativas (Adil et al., 2011).

Este composto pode afetar o crescimento e o desenvolvimento da planta, pois
altera a duracao da fase juvenil, atingindo a fase reprodutiva mais rapidamente. Essa
alteracao ocorre pela sua acao em diversas atividades do metabolismo vegetal, como
a alteracdo da taxa fotossintética, a relagéo fonte-dreno e modificando os niveis de
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outros fitohormdnios (Tesfahun e Yildiz, 2018). As principais alteracdes morfolégicas
provocadas pela aplicacdo do paclobutrazol é a reducao da area foliar e taxa de
crescimento em fungéo da reducdo do comprimento dos entrends, justamente por ser
um antagonista da acao das giberelinas (Ribeiro et al., 2017; Desta e Amare 2021).

Plantas tratadas com PBZ também proporcionam uma maior concentracao
relativa de citocininas, que por sua vez, previnem a degradagcao de cloroplastos e
clorofilas (Yooyongwech et al., 2017; Fan etal., 2020). Ou seja, as clorofilas ficam em
atividade por mais tempo, sem precisarem ser repostas, de forma que, tanto pode
haver uma maior taxa fotossintética pela sua conservagdo, como pela sua
concentracao por area (Taiz e Zeiger, 2017).

Este regulador de crescimento também contribui para um melhor controle da
abertura e fechamento estomatico da planta tornando-a mais eficiente na absorgéo de
COz2 e reduzindo as perdas de H20 (Souza et al.,, 2016). Desta forma, ela pode
apresentar maior eficiéncia do uso da agua (Damour et al., 2010). O maior controle na
captura de CO2/perda de H20, se da pela contribuicdo do PBZ na redugédo do
catabolismo normal do ABA. Seu efeito leva ao aumento da concentragéo de ABA nas
folhas, regulando mais eficientemente o fechamento da abertura estomatica e
reduzindo a perda de agua das folhas através da transpiracdo. O maior contetdo de
ABA reduz o crescimento da parte aérea diminuindo a area foliar para transpiracao,
gerando mais raizes para absor¢cdo de agua e provoca alteragdes nas folhas, o que
confere barreiras a perda de agua (Damour et al., 2010; Desta and Amare, 2021).

Além disso, a maior concentracao de clorofila, associada a um maior controle
da abertura e fechamento estomatico, aumenta a fotossintese e, consequentemente,
a produgéo de fotoassimilados (Taiz e Zeiger, 2017), sinalizando para a planta que ela
pode passar da fase vegetativa para a reprodutiva (Upreti et al., 2014; Muengkaew e
Chaiprasart, 2016). A planta entdo floresce e frutifica mais cedo, garantindo a
sobrevivéncia da espécie (Mog et al., 2019).

Muitas espécies florestais apresentam ciclo reprodutivo muito longo, o que
pode ser um risco para a sobrevivéncia destas plantas. Considerando que as areas
de vegetacao nativa vém sofrendo um grande impacto pela acdo humana, arvores que
apresentam ciclo reprodutivo curto tem maiores chances de deixar descendentes. A
aplicacdo de paclobutrazol em espécies florestais vulneraveis pode ser uma
alternativa viavel para evitar a erosdo genética, ajudando a reestabelecer a planta ja



37

na fase reprodutiva, ou seja, pode reduzir o risco, inclusive, de predacao antes que a
planta possa produzir sementes, repovoando o local (Mendes et al., 2020).

3.4 Inducao de florescimento em espécies florestais

O desenvolvimento dos vegetais pode ser dividido em fase juvenil, adulta
vegetativa e adulta reprodutiva (Taiz e Zeiger, 2017). A transicdo da fase adulta
vegetativa para a reprodutiva pode ser influenciada por diversos fatores que agem de
forma isolada ou conjunta (Silva et al., 2021a). A depender da espécie, alguns fatores
ambientais como fotoperiodo, temperatura e vernalizagdo sdo importantes para que o
florescimento ocorra (Souza e Funch 2017). No entanto, também existem aqueles
intrinsecos a planta como a nutricéo, fitohorménios, genética e idade (Menezes 1994).

A antecipacao do florescimento de espécies arbéreas tem sido muito utilizada
em programas de melhoramento genético, pois reduz consideravelmente o tempo de
recombinacao entre individuos selecionados (Castro et al., 2021). Do ponto de vista
ambiental, diminui o risco de morte da planta antes da sua reproducgéo, além de
permitir a propagacao de algumas espécies com dificuldades para florescer (Taiz e
Zeiger, 2017).

A enxertia e a aplicagdao de reguladores de crescimento vegetal sao
estratégias utilizadas para induzir o florescimento em espécies florestais (Castro et al.,
2021). A primeira se baseia na unido de diferentes partes da planta, de modo que
uma sirva de suporte e de comunicagdo com o sistema radicular para a outra (Xavier,
2013). Embora as duas partes formem uma planta Unica, cada uma mantém sua
individualidade genotipica (Hartmann et al., 2011; Xavier, 2013).

Reguladores vegetais sdo utilizados com muito sucesso em diversas culturas
no Brasil, desempenhando um papel importante na inducao do florescimento (Soumya
et al.,, 2017; Oliveira, 2020; Desta e Amare 2021). O paclobutrazol (PBZ) é um
regulador de crescimento vegetal que age inibindo a biossintese de giberelinas e
aumentando proporcionalmente a concentragdo de acido abcisico (ABA) (D’Aréde et
al., 2017; Taiz e Zeiger, 2017). Tudo isso promove alteracbes morfolégicas e
fisiolégicas na planta que culminam com mudanca da fase vegetativa para a
reprodutiva (Desta e Amare 2021).

Técnicas de inducédo de florescimento sdo usadas em espécies florestais

principalmente em pomares de sementes, visando a produgdo de sementes
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melhoradas (Mendes et al., 2020). A maioria dos estudos s&o concentrados em
espécies produtoras de madeira, como Eucalyptus spp. (Hasan e Reid, 1995). Em
espécies de eucalipto 0 uso das técnicas de enxertia juntamente com a aplicacao de
paclobutrazol ja é bastante consolidado. Este regulador de crescimento foi aplicado
em mudas de Eucalyptus globulus (Labill.) demonstrando sua eficacia na inducdo da
floragéo desta espécie (Hasan e Reid, 1995). Enxertos de Eucalyptus nitens (Dean &
Maiden) tratados com paclobutrazol aumentaram significativamente sua capacidade
reprodutiva (Moncur et al., 1994; Castro et al., 2021).

Trabalhos visando a antecipacdao do florescimento em espécies nao
madeireiras vem ganhando mais destaque nos ultimos anos (Mendes et al., 2020;
Simoes et al., 2021). Mudas de Jacaranda mimosifolia, Handroanthus heptaphyllus e
Schinus terebinthifolius foram induzidas ao florescimento precoce com a aplicacao
conjunta destas duas técnicas (Mendes et al., 2020). A enxertia como indutor de
florescimento também foi utilizada para produzir arvores do género Handroanthus com
copas multicoloridas por meio de enxertos de diferentes espécies na mesma planta
(Simdes et al., 2021).

A produgéo da castanha-do-Brasil (Bertholletia excelsa) normalmente é feita
por meio do extrativismo, porém é crescente o nimero de produtores que cultivam
esta planta, principalmente na regido Norte do Brasil (Almeida et al., 2020). Esta
espécie pode ser propagada por enxertia a fim de antecipar a produgéo de frutos e
também de reduzir o tamanho da arvore facilitando a colheita (Baldoni, 2018; Almeida
et al., 2020). A enxertia em Araucaria angustifolia promoveu a produgédo precoce de
flores, reduzindo o tempo para realizagdo de novos cruzamentos e permitindo a
frutificacdo mais rapida, contribuindo para o uso sustentavel desta espécie (Wendling
et al., 2016).

O uso da enxertia e da aplicagéo do paclobutrazol na inducao do florescimento
em espécies florestais, normalmente alcangca bons resultados. Contudo, algumas
plantas n&o respondem a estes tratamentos. O uso combinado destes dois processos
em plantas de Swietenia macrophylla, Cariniana legalis, € Hymenaea courbaril nao
produziram flores em um periodo de dois anos (Mendes et al., 2020). Em Pinus spp,
normalmente utiliza-se a giberelina e n&o o paclobutrazol para inducdo de
florescimento precoce (Guo et al., 2021).
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CAPITULO 1

RESGATE DE DNA DE ARVORES NATIVAS AFETADAS PELO ROMPIMENTO
DA BARRAGEM CORREGO DO FEIJAO EM BRUMADINHO, MG E SEU
DESENVOLVIMENTO EM CAMPO

Resumo

A enxertia € uma técnica bem estabelecida na agricultura, porém, sua aplicacdo na
conservacao genética de espécies florestais nativas é algo novo. O rompimento da
barragem em Brumadinho/MG provocou grandes perdas para a comunidade vegetal
local. Apesar do acidente, diversas arvores permaneceram vivas, mesmo apos
sofrerem danos severos. O objetivo deste trabalho foi resgatar, por enxertia, arvores
com risco de morte, e avaliar o desenvolvimento dessas plantas no campo, com a
aplicacédo de Paclobutrazol (PBZ) em condi¢des de sol e de sombra. O experimento
foi conduzido em duas etapas: fase de enxertia e fase de plantio em campo. Na
primeira, seguimentos caulinares retirados das arvores matrizes foram enxertados em
mudas seminais. O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial,
com trés espécies (Dalbergia nigra, Handroanthus serratifolius e Cariniana
estrellensis), enxertadas nos meses de agosto e novembro. Noventa dias ap6s a
realizacdo das enxertias foram avaliados o percentual de sobrevivéncia, 0 nimero e
o crescimento das brotacdes. Na segunda etapa, mudas enxertadas de D. nigrae H.
serratifolius foram plantadas no local de origem em dois diferentes experimentos. No
primeiro, o delineamento foi em blocos casualizados, em esquema fatorial (2x2), com
duas espécies e com e sem aplicagdo de PBZ. No segundo, as espécies ndo foram
consideradas tratamentos. Neste, as mudas enxertadas foram plantadas em pleno sol
e em sombra. Oito meses apo6s o plantio foram avaliados o crescimento, nimero de
brotagdes e a sobrevivéncia destas plantas. O florescimento foi avaliado em visitas
periddicas por um ano. As enxertias realizadas no més de agosto tiveram maior
percentual de sobrevivéncia, maior numero de brotagcdes com maior comprimento e
diametro. Plantas que receberam o tratamento com PBZ apresentaram maior nimero
de brotos. A espécie H. serratifolius floresceu em campo e a porcentagem de
florescimento foi maior nas plantas com aplicacao de paclobutrazol. O numero de
brotagdes no campo foi maior nas plantas de D. nigra que H. serratifolius. O
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crescimento dos brotos n&o diferiu entre as duas espécies. Para a espécie D. nigra,
somente o didmetro das brotagdes diferiram entre os ambientes. A enxertia
possibilitou o resgate de arvores nativas com risco de morte, que retornaram ao local
de origem, onde seu desenvolvimento foi potencializado pela aplicagdo do PBZ,

garantindo sua descendéncia e evitando a erosao genética.

Palavras-chave: Enxertia, época do ano, reguladores de crescimento.
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Abstract

Grafting is a well-established technique in agriculture, however, its application in the
genetic conservation of native forest species is something new. The rupture of the dam
in Brumadinho/MG caused great losses for the local plant community. Despite the
accident, several trees remain alive, even after suffering severe damage. The objective
of this work was to rescue, by grafting, trees at risk of death, and to evaluate the
development of these plants in the field, with the application of Paclobutrazol (PBZ) in
sunlight and shade conditions. The experiment was conducted in two stages: the
grafting phase and the field planting phase. In the first, stem segments taken from the
mother trees were grafted onto seminal seedlings. The design was completely
randomized, in a factorial scheme, with three species (Dalbergia nigra, Handroanthus
serratifolius, and Cariniana estrellensis), grafted in August and November. Ninety days
after grafting, the percentage of survival, the number, and the growth of shoots were
evaluated. In the second stage, grafted seedlings of D. nigra and H. serratifolius were
planted at the place of origin in two different experiments. In the first, the design was
in randomized blocks, in a factorial scheme (2x2), with two species and application of
PBZ or not. In the second, the species were not considered treatments. In this one, the
grafted seedlings were planted either in full sunlight or shade. Eight months after
planting, the growth, number of shoots, and survival of these plants were evaluated.
Flowering was evaluated in periodic visits for one year. The grafts carried out in August
had a higher percentage of survival and a greater number of shoots with larger lengths
and diameters. Plants that received the treatment with PBZ had a higher number of
shoots. The species H. serratifolius flowered in the field and the flowering percentage
was higher in plants with the paclobutrazol application. The number of shoots in the
field was higher in D. nigra plants than in H. serratifolius. Shoot growth did not differ
between the two species. For the species D. nigra, only the diameter of shoots differed
between environments. Grafting made it possible to rescue native trees at risk of death,
which returned to their place of origin, where their development was enhanced by the

application of PBZ, guaranteeing their offspring and preventing genetic erosion.

Keywords: Grafting, time of year, growth regulators
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1. Introducao

A enxertia tem sido usada na agricultura ha mais de 2000 anos (Baron et al.,
2019). No entanto, a sua aplicacao com vistas a conservacao genética de espécies
nativas € algo novo e pode ser uma grande aliada em programas de melhoramento
genético destas plantas (Mendes et al., 2020). Pomares de cruzamentos controlados
podem fornecer sementes com alta variabilidade genética destinadas a plantios de
recuperacdo de areas degradadas (Mendes et al., 2020). Esta técnica possibilita
grande reducao do tempo para cruzamentos controlados e plantas com menor altura,
facilitando o acesso do melhorista a copa das arvores (Xavier et al., 2013).

Na enxertia, duas partes de diferentes plantas sdo unidas, de maneira que
passem a constituir uma unica (Oliveira et al., 2008). A incompatibilidade entre enxerto
e porta-enxerto € um dos principais fatores que provocam o insucesso da enxertia
(Hartmann et al., 2011; Baron et al., 2019). No entanto, outros motivos devem ser
considerados, como, patdgenos, condigdes ambientais (temperatura e/ou umidade) e
a incapacidade de alinhar os tecidos cambiais de ambas as partes (Martinez Ballesta
et al.,, 2010; Goldschmidt, 2014; Baron et al., 2019). Em alguns casos, a
incompatibilidade pode acontecer logo ap6s a enxertia ou dentro de alguns anos,
mesmo em condicdes abibticas consideradas 6timas (Baron et al., 2019). Isto indica
que varios mecanismos bioquimicos, moleculares ou anatémicos podem estar
envolvidos no processo de reestabelecimento das plantas (Hartmann et al., 2011;
Baron et al., 2019).

As vantagens da enxertia em relagdo as outras formas de propagacao
vegetativa estdo em sua praticidade, baixo custo e eficiéncia. Esta pratica ndo requer
grandes estruturas de viveiro, é de facil manuseio, o que a torna relativamente barata.
Sua eficiéncia em espécies florestais arbéreas tem sido comprovada em diversos
trabalhos realizados no Brasil e no exterior (Baldoni, 2018, Almeida et al., 2020;
Simoes et al., 2021). No entanto, para algumas espécies vulneraveis e com riscos de
extincdo poucos avancos tém sido encontrados. As espécies podem responder de
diferentes formas a época de realizagdo da enxertia, ocorrendo diferengas até mesmo
dentro da mesma estagao do ano (Franzon et al., 2008). A temperatura e umidade
estdo entre os fatores externos que mais podem afetar o pegamento (Oliveira et al.,
2008).
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Arvores com risco de morte podem ser resgatadas por enxertia e, retornar ao
local de origem, onde estdo adaptadas, evitando a perda do seu DNA. Embora as
plantas produzidas sejam ainda jovens, muitas j4 possuem a capacidade de gerar
flores e frutos, uma vez que a competéncia para florescer é relativamente estavel, e
pode ser mantida durante a propagacao vegetativa (Simdes et al., 2021). Tudo isso
demostra a importancia do uso dessas técnicas no resgate, recuperacao e
reestabelecimento de espécies nativas em risco. Mudas produzidas por enxertia
podem ser incluidas em plantios para recuperacéo de areas degradadas com a grande
vantagem de estarem florescendo/frutificando (Mendes et al., 2020)

Associado a enxertia, alguns reguladores de crescimento sédo utilizados para
antecipar o florescimento de plantas. O Paclobutrazol (PBZ) é um triazol amplamente
utilizado na agricultura. Ele atua inibindo a biossintese de giberelinas (GA),
aumentando a concentracdo de acido abcisico (ABA) nas plantas. O desbalanco
hormonal provocado pela absorcdo do PBZ pode induzir o florescimento precoce
(Desta e Amare, 2021).

O rompimento da barragem Mina Cdérrego do Feijao, em Brumadinho, Minas
Gerais, provocou grandes prejuizos para a comunidade vegetal da regido (Carvalho
et al., 2017; Aires et al., 2018). Embora o impacto dos rejeitos tenha sido muito forte,
algumas arvores permaneceram vivas. Entre as espécies afetadas encontra-se
Handroanthus serratifolius, Dalbergia nigra e Cariniana estrellensis. A enxertia
associada a indugéo do florescimento, pode ser uma boa alternativa para resgatar
estes individuos e acelerar seu florescimento. Esta estratégia evitaria a erosao
genética, uma vez que possibilita que as mudas clonadas retornem ao local de origem
e produzam descendentes antes da sua morte.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de resgatar vegetativamente o DNA,
por enxertia, de arvores nativas afetadas pelo rompimento da barragem de
Brumadinho/MG em duas diferentes épocas do ano, e, posteriormente avaliar seu

crescimento e florescimento em campo, com e sem aplicagdo de PBZ.

2. Material e métodos

2.1 Selecao das espécies
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As arvores do estudo foram selecionadas na cidade de Brumadinho, Minas
Gerais, em um ecétono da Mata Atlantica e Cerrado onde as formacdes vegetais
variam principalmente entre Floresta Estacional Semidecidual, Cerrado e Campo
Rupestre. O clima é quente e temperado, com precipitagao e temperatura média 1267
mm e 20.8 °C respectivamente (IBGE, 2004).

A selecdo das espécies foi baseada em caracteristicas ecoldgicas como
endemismo, risco de extingdo ou tamanho da populagdo nas areas de estudo. O
principal critério utilizado na escolha dos individuos, foi o risco iminente de morte.
Todas as arvores foram afetadas pela lama ou serdo suprimidas para realizagdo de

obras no local (Figura 1).

i3

Figura 1: Arvores localizadas na regido estudada (Brumadinho/MG, Brasil)
apresentando risco de morte. A e B) Arvores de Dalbergia nigra com 0s troncos
danificados pela lama e com risco de supressdo. C e D) Handroanthus serratifolius
com tronco danificado e em area com risco de supressao E e F) Cariniana estrellensis
localizada em area adjacente a barragem Corrego do Feijao, cuja vegetacao podera
ser suprimida.
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2.2 Coleta de material e enxertia

Todas as arvores selecionadas estavam na fase adulta. Segmentos caulinares
contendo pelo menos trés gemas laterais e medindo entre 15 e 20 cm foram retirados
de duas matrizes de cada espécie (Figura 2). Estes propagulos foram, posteriormente,
umedecidos e envolvidos em papel toalha e papel aluminio. Este material foi
acondicionado em caixa térmica contendo gelo para manter a turgescéncia, reduzir a
atividade metabdlica e a respiracdo das estacas durante o transporte até o viveiro de
pesquisas do Departamento de Engenharia Florestal (DEF) onde foram realizadas as

enxertias com um prazo maximo de 2 dias (Figura 3).

1

Figura 2: Coleta de propagulos (segmentos caulinares) da copa de arvores adultas
selecionadas.
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Figura 3: Procedimento para coleta de material no campo para enxertia. A)
Segmentos caulinares coletados, B) umedecidos e envolvidos em papel toalha, C)
posteriormente envolvidos em papel aluminio. D) Propagulos armazenados em caixa
térmica para manutencao da turgescéncia durante o transporte até o local da enxertia.

Os segmentos caulinares foram enxertados em mudas das mesmas espécies
propagadas por sementes, obtidas em viveiros da regido de Vicosa/MG. A técnica de
enxertia empregada foi a de garfagem em fenda cheia que consiste em decepar o
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porta-enxerto a uma certa altura do coleto, e neste efetuar uma fenda para o encaixe
do enxerto. Nesta técnica o propagulo é cortado em forma de cunha para que haja um

encaixe perfeito (Figura 4).

u A Y Y o
Figura 4: Procedimento de enxeria por garfagem em fenda utilizado. A) Corte na
porcdo média do caule do porta-enxerto, deixando folhas. B) Unido entre o enxerto e
a fenda longitudinal (2,0 cm) no porta-enxerto. C) unido entre o enxerto e o porta-
enxerto. D) Planta enxertada ap6s a aplicacdo do parafilm e fita veda-rosca.

Apés a unidao entre as partes, todo o enxerto foi envolvido com um parafilm,
para evitar a perda de umidade. Posteriormente, uma fita veda-rosca foi utilizada
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somente no local da jungao, a fim de isolar e pressionar unido do local, evitando a
entrada de ar (Figura 4).

Todos os porta-enxertos foram colocados em vasos de 10 litros contendo
substrato adubado com osmocote (15-09-12) e superfosfato simples, nas doses de
150 g e 300 g, respectivamente, para cada 25 kg de substrato.

O experimento foi instalado no pomar in door do viveiro de pesquisas do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O
delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (3x2), sendo trés
espécies (D. nigra, H. serratifolius e C. estrellensis), com enxertias realizadas em duas
épocas do ano (agosto e novembro). Foram instaladas 10 repeticdes com 6 plantas
em cada repeticao.

As avaliacdes foram realizadas 90 dias apoOs a realizacdo das enxertias. A
porcentagem de sobrevivéncia foi avaliada pela contagem do numero de enxertos
vivos (com brotacdes), divididos pelo numero total de plantas enxertadas em cada
tratamento. Todos os brotos com tamanho superior a 10 cm foram contabilizados e
seus comprimentos e didmetros foram mensurados.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (P<0,05). Todas as andlises estatisticas foram
realizadas no software R (R Core Team, 2021).

2.3 Plantio em campo

Antes do plantio em campo, metade das mudas foram tratadas com 2 mL de
paclobutrazol por planta. Esse regulador de crescimento foi diluido em 250 mL de
agua e aplicado diretamente no substrato. A fonte comercial de paclobutrazol foi o
produto Cultar® 250 SC, com 25% de ingrediente ativo.

Quatro meses apds a realizagdo das enxertias, mudas de D. nigra, H.
serratifolius foram plantadas na mesma area em que as matrizes foram resgatadas,
utilizando-se espagamento de 3 x 3 m, com covas de 40 x 40 x 40 cm. Mudas de C.
estrellensis ndo foram utilizadas neste experimento, uma vez que ndo conseguimos
produzir um numero suficiente de enxertos.

Em cada cova de plantio foram aplicados 100 g de termofosfato Yoorin Master;
90 g de superfosfato triplo; 150 g de NPK 06-30-06 e 2 L de esterco curtido. Na cova
de plantio também foi aplicado 10 g de hidrogel hidratado. O adubo orgéanico foi bem
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misturado ao fertilizante mineral, e posteriormente a terra retirada das covas (Figura
5).

Figura 5: Plantio das mudas enxertadas. A) Preparacdo das covas, B) aplicacao de
fertilizantes, C) aplicagcao de hidrogel e D) muda apés o plantio.

O experimento de plantio foi subdividido em dois. O primeiro foi disposto em
blocos casualizados, em esquema fatorial (2x2), com duas espécies (D. nigra e H.
serratifolius) com e sem aplicacdo de PBZ. No segundo, as espécies ndao foram
consideradas tratamentos. Este, foi disposto em blocos casualizados, sendo que os
enxertos foram plantados em pleno sol e na sombra. Ou seja, os testes de médias
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foram realizados separadamente para cada uma das espécies estudadas. Em ambos
experimentos foram realizadas cinco repeticdes com quatro plantas em cada uma. A
distancia minima entre os locais de plantio em pleno sol e na sombra de um mesmo
bloco, foi de, pelo menos, 150 m, para evitar possibilidade de autofecundagdo no

futuro (Figura 6).

Figura 6: Local onde parte dos plantios foram realizados. As mudas foram plantadas
em pleno sol e na sombra (local). Os circulos representam os locais de plantio. A
distancia entre estas areas foi de pelo menos 150 m.

Cada planta foi identificada por uma placa acrilica contendo um QR code que,
ao ser lido pelo aplicativo QR nativas, abre a pagina de um site com informacdes
gerais sobre a espécie, o individuo (clone), as coordenadas geograficas da planta
mae, tratamento recebido (com ou sem PBZ e se foi plantado em pleno sol ou na
sombra) e o local de plantio (Figura 7).
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Apoio Pdlen Startup Florestal

HISTORICO DA ESPECIE

O Jequitiba-rosa é umas das maiores arvores
da mata-atlantica. Sua exuberancia, fez com
que ganhasse o apelido de o rei da floresta. E
uma espécie com grande longevidade, podendo
atingir mais de 500 anos. Sua distribuicdo é
bastante ampla, sendo observada desde a
regido Nordeste até o sul do pais. Estudos
indicam uma enorme redugao na variabilidade
genética desta espécie, em  fungdo,
principalmente, da grande exploragdao de sua
madeira e também pelo intenso desmatamento
da Mata Atlantica, seu principal habitat.

HISTORICO DESTE INDIVIDUO

Fste é um individiio resaatado nor enxertia de

COMENTARIO + INFO IMAGENS

vate UFV

Vale e UFV
Resgate de DNA e inducao de florescimento precoce
em espécies nativas
Apoio Pélen Startup Florestal

Cddigo do individuo: vale021

Nome cientifico:  Cariniana estrellensis

Nome popular: Jequitibé-rosa
Origem: Brumadinho / MG
Individuo: 2
Longitude: -44.11941696
Latitude: -20.11580775
Local de plantio: 1
Método: Enxertia
Data de plantio: 11/03/2021
~ Informageesdetratamentos
Sol / Sombra: Sol

Paclobutrazol (PBZ): Com PBZ

Realizagdo:
W e V.. syl -Pelen

Figura 7: (A) Muda plantada e identificada com uma placa acrilica contendo um QR
code ao ser lido pelo aplicativo QR nativas, abre uma pagina contendo informagdes
sobre a espécie (B), sobre a localizagao da arvore matriz e tratamentos recebidos pela
muda (C) e fotos da planta mée (D).

O monitoramento do florescimento foi realizado a cada 15 dias por um ano.

Nesta avaliagdo foi mensurado o numero de plantas com flores e os resultados obtidos
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foram transformados em porcentagem. Oito meses apds o plantio foram avaliados o
comprimento, diametro e nimero de brotacbes. Para determinacdo do crescimento,
os dados de comprimento e didmetro foram mensurados também no dia do plantio,
ou seja, o comprimento e didmetro inicial foram subtraidos dos valores finais.

Apés o término das avaliagoes, foi mantida somente uma planta por clone em
cada parcela, a fim de evitar a autofecundagéo.

Os dados de crescimento foram submetidos a analise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. Os dados de florescimento
foram submetidos a anéalise ndo paramétrica, pelo teste de Kruskal-Wallis. Todas as
andlises estatisticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2021).

3. Resultados

3.1 Enxertias

A porcentagem de sobrevivéncia das enxertias realizadas no més de agosto foi
superior aquelas realizadas em novembro para as espécies C. estrellensis (25%
maior) e D. nigra (20% maior) com diferenca significativa (P<0,05) entre elas. A
sobrevivéncia dos enxertos de H. serratifolius ndo diferiram entre as duas épocas do
ano. No més de agosto a espécie D. nigra apresentou o maior percentual de
sobrevivéncia, seguido por H. serratifolius e C. estrellensis. Em novembro, quando as
temperaturas estavam mais altas, as sobrevivéncias de D. nigra e H. serratifolius
foram superiores a C. estrellensis (Figura 8A).

O comprimento das brotacdes foi superior no més de agosto que em novembro
para C. estrellensis (2,02 cm maior) e D. nigra (6,8 cm maior), com diferenca
significativa (P<0,05) entre elas. Por outro lado, ndo houve diferenga no comprimento
das brotagbes em H. serratifolius, nas duas épocas do ano. A espécie D. nigra
apresentou o maior comprimento de brotagbes comparado as demais espécies, as
quais nao diferiram entre si (Figura 8B).

Os enxertos realizados no més de agosto apresentaram brotagées com
didmetros superiores aos realizados em novembro para D. nigra (1,12 mm maior) e C.
estrellensis (0,47 mm maior), com diferenca significativa entre elas (P<0,05). Nao
houve diferenca no didmetro das brotacdes de H. serratifolius em relagéo as épocas
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do ano. A espécie D. nigra apresentou o maior diametro de brotagdes comparado as
demais espécies (P<0,05) (Figura 8C).
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Figura 8: Taxa de sobrevivéncia e crescimento das brotagées de enxertos das
espécies Cariniana estrellensis, Handroanthus serratifolius e Dalbergia nigra em duas
épocas do ano (meses de agosto e novembro). A) Sobrevivéncia. B) Comprimento. C)
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Diametro das brotacbes. Letras mailsculas diferentes indicam médias
estatisticamente diferentes entre as épocas do ano para a mesma espécie (P < 0.05).
Letras minusculas diferentes indicam meédias estatisticamente diferentes entre as
espécies para a mesma época do ano (P < 0.05). Os dados representam a média +
erro padrao de 10 repeticoes.

O numero médio de brotacdes por planta com tamanho superior a 10 cm foi
maior em agosto (0,60 brotagdes por planta), que novembro (0,29 brotagcbes por
planta) para todas as espécies, com diferenca significativa (P<0,05) entre elas (Figura
9A). A espécie D. nigra apresentou o maior numero de brotacdes superiores a 10 cm
(0,90 brotacdes por planta), seguida por H. serratifolius (0,29 brotacdes por planta) e

C. estrellensis, que n&o diferiram entre si (0,16 brotacdes por planta) (Figura 9B).
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Figura 9: Numero de brotagdes por planta maiores que 10 cm em Dalbergia nigra,
Handroanthus serratifolius e Cariniana estrellensis enxertadas em duas épocas do
ano (meses de agosto e novembro). Médias seguidas por mesma letra nao diferem
entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os dados representam a média + erro padrao
de 10 repeticoes.

3.2 Plantio em campo
3.2.1 Plantio em campo com e sem paclobrutazol
O numero de brotagdes foi maior nas plantas que receberam o paclobutrazol

(2.64 e 1.87 brotos por planta com e sem aplicacdo de PBZ respectivamente),
independente da espécie analisada, com diferenca significativa (P<0,05) entre elas
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(Figura 10A). A sobrevivéncia (73 e 83% com e sem PBZ, respectivamente) e o
crescimento em comprimento (7,26 e 7,73 cm com e sem PBZ, respectivamente) e
didmetro (1,13 e 1,31 mm com e sem PBZ, respectivamente) nao foram influenciados

por este regulador de crescimento (Figura 10B, C e D).
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Figura 10: Crescimento em campo dos enxertos com e sem aplicagdo de
paclobutrazol (PBZ). A) Numero de brotacdées por planta. B) Comprimento das
brotagdes. C) Diametro das brotacbes, nos enxertos com e sem aplicacdo de
paclobutrazol. D) Sobrevivéncia dos enxertos em campo com e sem aplicacao de
paclobutrazol. Médias seguidas por asterisco diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,05). Os dados representam a média + erro padrao de 5 repetigoes.

O numero de brotagdes por planta foi maior em D. nigra (2,86 brotos) que H.
serratifolius (1,57 brotos) com diferenga significativa (P<0,05) entre elas. Contudo, a
sobrevivéncia (80 e 75% para D. nigra e H. serratifolius, respectivamente) e o
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crescimento em comprimento (6,96 e 8,09 cm para D. nigra e H. serratifolius,
respectivamente) e diametro (1,17 e 1,3 mm para D. nigra e H. serratifolius
respectivamente) nao diferiram entre estas espécies (Figura 11).
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Figura 11: Crescimento em campo das espécies enxertadas de Dalbergia nigra e
Handroanthus serratifolius. A) Numero de brotagdes por planta B) Comprimento das
brotagdes. C) Didametro das brotacdes. D) Sobrevivéncia dos enxertos em campo.
Médias seguidas por asterisco diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os
dados representam a média + erro padrao de 5 repeticoes.

Na avaliagdo de florescimento, observou-se que H. serratifolius floresceu
durante o periodo de avaliagdes. A porcentagem de florescimento foi maior nas
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plantas com aplicagao de paclobutrazol (40%) do que naquelas onde este regulador
de crescimento néo foi aplicado (20%) (Figuras 12 e 13).
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Figura 12: Florescimento de Handroanthus serratifolius com e sem a aplicacéo de
paclobutrazol. Médias seguidas por asterisco diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Os dados representam a média + erro padrdo de 5 repeticdes.
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Figura 13: Mudas enxertadas de ipé-amarelo (Handroanthus serratifolius) logo apés
o plantio em campo (A), com gemas apicais modificadas para producao de flores (B),
com flores (C) e com frutos (D).

3.2.2 Plantio em pleno sol e sombra

Para a espécie D. nigra, a sobrevivéncia (85 e 75% para plantio em sol e
sombra, respectivamente), o niumero de brotagdes por planta (3,5 e 2,5 brotos por
planta para plantio em sol e sombra, respectivamente) e o comprimento das brotagdes
(9,26 cm e 5,95 cm para plantio em sol e sombra, respectivamente) ndo diferiram entre
os ambientes (Figura 14A, B e C). O didmetro das brotagdes desta espécie foi maior
no sol (1,39 mm) que na sombra (0,8325 mm) com diferenca significativa (P<0,05)

entre elas (Figura 14C).
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Figura 14: Numero de brotacdes e crescimento (comprimento e didametro) em campo
de Dalbergia nigra em ambiente de pleno sol e sombra. A) Niumero de brotacdes por
planta B) Comprimento das brotagdes. C) Diametro das brotacdes. D) sobrevivéncia.
Médias seguidas por asterisco diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os
dados representam a média + erro padrao de 5 repeticoes.

Para a espécie H. serratifolius a sobrevivéncia foi maior no ambiente em pleno
sol (90%) que na sombra (60%). O numero de brotagdes por planta (1,45 e 1,50 brotos
por planta para os plantios no sol e sombra, respectivamente) e o crescimento em
comprimento (8,0 e 7,84 cm para os plantios no sol e sombra, respectivamente) e
didametro (1,84 e 1,64 mm de didmetro para os plantios no sol e sombra,

respectivamente) das brotagdes ndo diferiram entre os ambientes. (Figura 15).
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Figura 15: Numero de brotacdes e crescimento (comprimento e didametro) em campo
de Handroanthus serratifolius em ambiente de pleno sol e sombra. A) Numero de
brotagcbes por planta B) Comprimento das brotagdes. C) Diametro das brotagdes.
Médias seguidas por asterisco diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0,05). Os
dados representam a média + erro padrao de 5 repeticoes.

O florescimento desta espécie foi maior no sol (50%) que na sombra (10%) com

diferenga significativa (P<0,05) entre elas (Figura 16).
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Figura 16: Florescimento de Handroanthus serratifolius plantados em diferentes
ambientes. Médias seguidas por asterisco diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Os dados representam a média * erro padrao de 5 repeticoes.

A espécie D. nigra ndo apresentou florescimento em nenhum dos ambientes

(pleno sol ou sombra), até a ultima avaliagdo de campo realizada nesse trabalho.
4. Discussoes
4.1 Enxertias

Por meio da enxertia é possivel resgatar arvores com risco de morte das trés
espécies propostas. Apesar desta técnica ser conhecida ha muitos anos, o seu uso
para a conservacao de espécies arboreas nativas é recente e pode ser importante no
desenvolvimento de programas de melhoramento genético destas plantas (Baron et
al., 2019; Mendes et al., 2020). O uso da enxertia combinado com a aplicacao de
paclobutrazol possibilita a antecipagéo do florescimento e a criacdo de pomares para
cruzamentos controlados, que poderdo fornecer sementes com alta variabilidade

genética, destinadas a recuperacao de areas degradadas (Mendes et al., 2020). Esta
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técnica pode ser utilizada para o desenvolvimento de bancos de germoplasma que
contemplem a variabilidade genética destas espécies em toda area afetada pelo
rompimento da barragem ou até de todo estado ou pais.

O sucesso da enxertia depende, entre outros fatores, da época do ano em que
é realizada (Xavier et al., 2013). O menor percentual de sobrevivéncia dos enxertos
realizados no més de novembro (primavera), pode ter sido provocado pela ocorréncia
de temperaturas muito elevadas nos primeiros dias (dados climaticos incluidos nos
anexos) apos a realizacdo das enxertias. Dias muito quentes podem provocar o
ressecamento rapido dos tecidos, causando a morte dos enxertos (Xavier et al., 2013).
O més de agosto € caracterizado por apresentar temperaturas mais amenas,
coincidindo com a saida do periodo de dorméncia das plantas. Desse modo, o maior
percentual de sobrevivéncia, também pode estar associado a um aumento do
metabolismo destas plantas, intensificando a sintese e translocacdo de
fotoassimilados e horménios vegetais (Mendes et al., 2020; Nanda e Melnyk, 2018).
O cambio vascular, que € o responsavel pela ligacao entre o enxerto e o porta-enxerto,
fica mais ativo nesta época do ano, acelerando a producgéo de células meristematicas
que, posteriormente, formarao células de tecido vascular (Franzon et al., 2008, Miao
et al., 2019). Na regido Sul do Brasil, a enxertia por garfagem em espécies frutiferas
normalmente é realizada nos meses de julho e agosto, periodo em que ha um maior
percentual de sobrevivéncia (Fachinello et al., 2005; Franzon et al., 2008). Condicbes
ambientais, como temperatura e umidade, influenciam muito a produgéo do calo na
interface do enxerto (Dolgun et a., 2008).

A diferenca nos indices de sobrevivéncia entre as espécies estudadas pode ser
explicada pelas diferencas genéticas entre estas plantas. Aos se realizar o corte da
enxertia, ha uma deposi¢ao de calose de lesdo nos poros da placa crivada, isolando,
de forma bastante eficiente, os elementos crivados danificados do tecido intacto
adjacente (Baron et al., 2019; Taiz e Zeiger, 2017; Silva et al., 2005). Quando se
realiza a unido entre as partes, ha uma tendéncia de dissolugcao desse polimero de
glicose, mediada por enzimas que promovem a sua hidrélise. Caso a vedacao seja
completa, a conexao se torna muito dificil, provocando a morte do enxerto. Algumas
espécies tém este mecanismo de defesa muito eficiente dificultando o pegamento da
enxertia (Taiz e Zeiger, 2017). Outra hipdtese é a oxidagdo de compostos fendlicos,
que ocorre com maior intensidade em algumas espécies, dificultando a formacéo do
calo e a cicatrizacao dos tecidos (Franzon et al., 2008, Dolgun et al., 2008). Estes
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compostos sdo sintetizados na interface do enxerto e podem ser utilizados como
marcadores quimicos para a detecg¢dao precoce de incompatibilidade (Miao et al.,
2019). A sua presenca nos estagios iniciais de crescimento apds a enxertia pode
bloquear a conexao vascular entre os tecidos do cambio vascular do porta-enxerto e
enxerto (Baron et al., 2019).

A incompatibilidade entre enxerto e porta-enxerto pode dificultar a formacao do
calo e consequentemente a conexao entre os vasos condutores (Nanda e Melnyk,
2018; Baron et al., 2019, Mendes et al., 2020). A falta de conexao impede o fluxo de
agua, nutrientes e fotoassimilados causando a morte dos enxertos (Nanda e Melnyk,
2018; Baron et al., 2019). Esta incompatibilidade pode ser entendida como falhas na
uniao do enxerto com o porta-enxerto que podem ser provocadas inclusive por
questdes ambientais (Xavier, et al., 2013). A maior quantidade de brotos por planta
observados no més de agosto pode ser consequéncia de uma maior conexao, ou
compatibilidade entre o enxerto e o porta-enxerto nesta época, promovendo, inclusive,
um maior percentual de sobrevivéncia (Hartmann et al., 2011; Xavier, et al., 2013).
Observou-se que muitas plantas apresentaram brotacées que iniciaram seu
desenvolvimento de forma satisfatéria. Porém, o crescimento foi interrompido entre
um e dois meses apods a enxertia, indicando que pode ter havido incompatibilidade na
enxertia.

O comprimento e didmetro das brotacbes dos enxertos normalmente estédo
associados a questdes genéticas e ambientais, as quais influenciam na capacidade
de crescimento vegetativo do individuo (Mendes et al., 2020). Diferencas no
comprimento das brota¢des foram observadas em Araucaria angustifolia (Constantino
e Zanette, 2018), Schinus terebinthifolius (Fernandes et al. 2008; Mendes et al., 2020),
Swietenia macrophylla e Jacaranda mimosifolia (Mendes et al., 2020), por exemplo.

A diferenca em relagdo a quantidade de brotagdes entre as espécies também
esta relacionada as diferengas genéticas entre elas. Handroanthus spp. e Cariniana
spp., normalmente apresentam ramificacao dicotdmica, isto €, cada ramo desenvolve
duas brotacdes, normalmente no seu @&pice, dividindo-o em dois. J& D. nigra
apresenta, normalmente, ramificagao cimosa e irregular, com varias brotagées em um
mesmo ramo (Carvalho, 2014).

4.2 Plantio em campo
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4.2.1 Plantio em campo com e sem paclobutrazol

O maior numero de brotagdes nas plantas que receberam o paclobutrazol pode
ser explicado pela maior taxa fotossintética e consequentemente, maior capacidade
das plantas de produzirem novos brotos. Os reguladores de crescimento afetam o
crescimento, o rendimento e a qualidade das culturas (Desta e Amare, 2021). Esta
propriedade € mediada por sua capacidade de alterar o equilibrio de importantes
horménios vegetais, como a giberelina (GA), acido abscisico (ABA) e citocininas
(Hajihashemi 2007; Desta et al., 2021).

O PBZ ¢é absorvido pelas plantas e transportado pelo xilema até as partes em
crescimento (Desta e Amare, 2021). Ele inibe a biossintese de GA porque reduz a
atividade de enzimas, presentes no reticulo endoplasmatico, responsaveis pela
oxidacao ent-caureno, que é um precursor da GA12, a primeira giberelina formada em
todas as plantas (Taiz e Zeiger, 2017; Tesfahun e Yildiz, 2018; Rady et al., 2012; Zhu
et al., 2004). Outra resposta € o aumento da produgédo do acido abscisico e do fitol,
componente da clorofila, ambos benéficos para o crescimento e a saude das arvores.
Um dos principais papéis do ABA € promover o fechamento da abertura estomatica e
diminuir a perda de agua das folhas através da transpiragdo, aumentando a eficiéncia
hidrica das plantas (Desta e Amare, 2021). Plantas tratadas com PBZ sintetizam mais
citocinina, que, por sua vez, aumenta a diferenciacdo do cloroplasto, a biossintese e
prevencao da degradagdo da clorofila (Fletcher et al., 2000). Estes fatores em
conjunto, promovem o aumento da fotossintese liquida nas plantas tratadas com PBZ
(Desta e Amare, 2021).

Ainda que nao tenha sido observada diferenga significativa na redugédo da
elongacao dos tecidos, observou-se que nas plantas nas quais houve aplicacdo do
PBZ, houve menor incremento em didmetro e comprimento das brotacées. Nossa
hipétese é a de que o tempo transcorrido entre a aplicacdo deste regulador de
crescimento e as avaliagbes tenha sido curto, e que em avaliagdes com intervalos de
tempo maiores essa tendéncia possa ser significativa.

O tratamento com PBZ induz o florescimento precoce porque altera a relacao
fonte e dreno, sinalizando para a planta que ela pode mudar da fase vegetativa para
a reprodutiva (lglesias et al., 2007; Kuo et al., 2019). O maior acumulo de
fotoassimilados pode sinalizar para a planta que ela pode passar da fase vegetativa
para a reprodutiva (Upreti et al., 2014; Muengkaew e Chaiprasart, 2016). A planta
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entéo floresce e frutifica mais cedo, garantindo a sobrevivéncia da espécie (Mog et al.,
2019). Além disso, GA, é um promotor vegetativo (VP) que regula, negativamente, o
promotor florigénico (FL) (Nartvaranant et al. 2000). Quando sua sintese é inibida,
aumenta a relacdo FL/VP, estimulando gemas reprodutivas (florescimento), e
enfraquecendo gemas vegetativas (Adil et al., 2011).

A aplicagdo deste regulador de crescimento tem sido eficaz na indugéo do
florescimento em manga (Negi e Sharma et al., 2009), maca (Zhang et al. 2016) e
algumas espécies florestais nativas, como ipé e jacaranda-mimoso (Mendes et al.,
2020). Na planta, o PBZ reduz a sintese de GA que, por sua vez, esta intimamente
relacionada a inibi¢cdo da floracdo (Fan et al., 2018).

A sobrevivéncia dos enxertos no campo nao foi afetada pela aplicacdo do PBZ
ou pelas espécies estudadas. Isto indica que a dose utilizada foi eficiente para induzir
o florescimento e nao provocou toxicidade para as plantas, e que outros fatores
(climaticos, edaficos ou bioldgicos) estédo relacionados a morte destas plantas.

Assim como ocorreu no viveiro, em campo, D. nigra apresentou um maior
namero de brotacdes que H. serratifolius, 0 que se deve a caracteristicas intrinsecas
destas espécies, determinadas por sua constituicdo genética (Mendes et al., 2020).
Conforme ja mencionado, Handroanthus spp. comumente apresenta ramificacao
dicotémica e D. nigra apresenta ramificagdo cimosa e irregular, com varias brotagdes
em um mesmo ramo (Carvalho, 2014).

Cabe aqui ressaltar que quando ocorre o florescimento de uma espécie, esse
€ 0 momento que as plantas cumprem o seu principal papel na natureza. O pélen e
as sementes atraem a entomofauna da regido, que, por sua vez, participa do processo
de dispersao destas espécies. Com a técnica de resgate de DNA e inducdo de
florescimento precoce, as arvores podem cumprir, com antecipag¢dao de muitos anos,
esse papel fundamental para alavancar a biodiversidade das areas em que esse tipo
de material € plantado.

No caso de danos ambientais como o do rompimento da barragem do feijao em
Brumadinho, essa antecipagéo de processos biolégicos de agregacao de flora e fauna
da regido, sao fundamentais para que o ecossistema volte o mais breve possivel a
uma condi¢cdo de melhor equilibrio ambiental, beneficiando todos os moradores da
regido afetada.
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4.2.2 Plantio em pleno sol e sombra

A sobrevivéncia e o crescimento em comprimento e o nimero de brotacoes de
D. nigra nao diferiram entre os ambientes de pleno sol e sombra. Contudo, observa-
se uma tendéncia das mudas plantadas no pleno sol de apresentarem melhores
resultados em todos os parametros avaliados. O comportamento (médias) dos dados
indicam que, no sol, em longo prazo, estes parametros podem ser ainda melhores.
Isso se deve, ao papel da luz solar na producao de fotossintese. O crescimento das
plantas depende, entre outros fatores, da producao e acumulacao de fotoassimilados
pela fotossintese. Em plantas com suprimento adequado de agua e nutrientes, a
producéo de biomassa é governada pela radiacao fotossinteticamente ativa (Caron et
al., 2012). Apesar dos fatores ambientais ndo atuarem isoladamente sobre as plantas,
a luz é fundamental como fonte direta de energia para o desenvolvimento de todos
vegetais (Portela et al., 2001).

As mudas enxertadas de H. serratifolius apresentaram padrdao semelhante de
crescimento e numero de brotagdes em relacdo aos diferentes ambientes em que
foram plantadas. Isso ocorre porque cada espécie tem exigéncias proprias em relagao
a qualidade de luz necessaria para o seu desenvolvimento (Portela et al., 2001).
Algumas, como Peltophorum dubium (Portela et al., 2001) e Platycyamus regnelli
(Scalon e Alvarenga 1993) parecem néo ser sensiveis aos diferentes tratamentos de
sombreamentos e tem crescimento semelhante nestes ambientes.

A intensidade de luz que incide sobre a planta exerce grande influéncia sobre
o florescimento (Taiz e Zeiger, 2017). Os enxertos de H. serratifolius floresceram mais
quando plantados em pleno sol, 0 que se deve a maior quantidade de luz que estas
plantas receberam. Mudas produzidas a partir de enxertia, mesmo que apresentem
maturidade fisiol6gica para produzir flores, quando plantadas em condi¢cdes de
sombreamento, precisam de tempo para se adaptar a essa condicdo. Dessa forma, a
luz ndo é utilizada no seu maximo potencial, reduzindo o florescimento (Taiz e Zeiger,
2017).

H. serratifolius normalmente ocorre em regides quentes do pais e com maior
intensidade de luz, como o Cerrado, Amazénia e parte da Caatinga, Mata Atlantica e
Pantanal (Lohmann, 2015). Desse modo pressupde-se que todo seu aparato
fisiolégico seja adaptado a estas condi¢des ambientais. Isso favorece um maior
florescimento e sobrevivéncia destas plantas quando plantadas em pleno sol.
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Na literatura sao descritos varios trabalhos relacionados ao crescimento de
mudas em diferentes condicdes de sombreamento (Portela et al., 2001; Sabino et al.,
2018; Bueno et al., 2021). Contudo, ndo foram encontrados estudos sobre
crescimento e florescimento de mudas de espécies arboreas nativas enxertadas sob
estas mesmas condicoes no campo. A maior parte destes trabalhos se referem a
producédo de mudas em condi¢des de viveiro.

Nossa hipétese para a auséncia de flores em D. nigra € a reversao da
maturidade do enxerto pelo enxerto (Andrade, 2010). Durante este processo, ha
transmissdo de sinais entre as células do porta-enxerto para o enxerto, como
fitormonios, por exemplo, que desencadeiam o processo de rejuvenescimento
(Andrade, 2010).

5. Conclusoes

E possivel promover o resgate de DNA de D. nigra, H. serratifolius e Cariniana
estrellensis por meio da enxertia. Ou seja, esta técnica foi eficiente para que varias
mudas de cada espécie fossem produzidas, impedido que o DNA destes individuos
se perca com sua morte.

Enxertias realizadas no més de agosto tem maior chance de sobrevivéncia,
maior numero de brotagdes e maior crescimento, demonstrando que temperaturas
mais amenas sao mais adequadas para a realizacao desta pratica nestas espécies.

As mudas produzidas puderam retornar para o local de origem onde estao
adaptadas as condicbes edafoclimaticas, reduzindo o impacto ambiental de eventos
como o rompimento de barragens, sobre a estrutura genética das populagdes em seu
ambiente natural. No campo, H. serratifolius floresceu e frutificou, garantido sua
descendéncia. A porcentagem de florescimento foi maior nas plantas que receberam
aplicacao de paclobutrazol e em pleno sol.

Observa-se uma tendéncia de maior crescimento, numero de brotos e
sobrevivéncia das mudas de D. nigra em plantadas no sol, contudo, nao foram
observadas diferencas estatisticas em todos os resultados. As mudas enxertadas de
H. serratifolius apresentaram padrdo semelhante de crescimento e numero de
brotacées em relag&o aos diferentes ambientes em que foram plantadas. No entanto,
as plantas de H. serratifolius floresceram significativamente mais quando plantados

em pleno sol.
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O melhor protocolo para o resgate de DNA das espécies nativas estudadas é
realizar a enxertia por garfagem em fenda simples, logo apés aplicar o regulador de
crescimento paclobutrazol e planta-las no ambiente de pleno sol. Por meio deste
protocolo, sera possivel desenvolver pomares de cruzamentos de polinizagao livre e
controlada, que serao uteis em futuros programas de melhoramento e conservacao
genética de espécies florestais nativas. As sementes produzidas poderao, inclusive,
contribuir para recuperagcdo de areas degradadas, acelerando o processo de
restauracao das areas onde a técnica for utilizada.
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CAPITULO 2

ENXERTIA DE Euplassa semicostata EM DIFERENTES ESPECIES DE PORTA-
ENXERTOS E SUAS INCOMPATIBILIDADES ANATOMICAS

Resumo

Euplassa semicostata Plana é uma espécie arbérea rara, endémica da regiao central
de Minas Gerais e de dificil propagacdo. A atividade mineradora é uma grande
ameaca a sua sobrevivéncia, portanto, programas que busquem a sua conservacao
genética sdo fundamentais. O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia da
enxertia por garfagem de E. semicostata em porta-enxertos de diferentes espécies e,
complementarmente, observar as possiveis diferencas anatdbmicas entre elas.
Segmentos caulinares foram retirados da copa de cinco arvores matrizes adultas e
enxertados, por garfagem em fenda simples, em mudas de Inga vera Willd, Sapindus
saponaria L., Tapirira guianensis Aubl., Samanea inopinata (Harms) Barneby & J.W.
Grimes e Pterocarpus violaceous Vogel. A escolha destas plantas foi baseada na
disponibilidade de mudas em viveiros da regiao e na semelhanca morfol6gica (altura,
morfologia de folhas e didmetro). O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, em esquema de parcelas subdivididas no tempo, com
avaliagbes a cada 15 dias apds a enxertia. Amostras do caule de E. semicostata e dos
diferentes porta-enxertos foram preparadas para observacao em microscopia de luz e
as imagens documentadas para analise. Em todas as espécies utilizadas como porta-
enxertos, o maior percentual de sobrevivéncia foi alcangcado até 45 dias apds a
realizacdo das enxertias. Os enxertos realizados em Sapindus saponaria
apresentaram o maior pegamento inicial, porém, aos 60 dias iniciou-se o0 processo de
morte gradual destas plantas. Aos 90 dias nao havia enxertos vivos. O cambio
vascular de E. semicostada é estreito, com uma pequena camada de células nao
diferenciadas. Os tecidos condutores sdo subdivididos por uma espessa camada de
parénquima radial. O floema é envolto por esclereides que avangcam pelo parénquima
radial, interrompendo o cambio vascular. Esta espécie apresenta um padrao de
distribuicdo dos tecidos bastante diferente das espécies utilizadas como porta-
enxertos. Esta organizacdo dos tecidos justifica a dificuldade em se propagar esta
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espécie por enxertia, uma vez que a incompatibilidade anatémica entre as partes

inviabiliza a aplicagdo desta técnica tornando a espécie ainda mais vulneravel.

Palavras-chave: resgate de plantas, propagacao vegetativa, analise anatomica
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Abstract

Euplassa semicostata Plana is a rare tree species, endemic to the central region of
Minas Gerais and difficult to propagate. Mining activity is a major threat to its survival,
therefore, programs that seek its genetic conservation are essential. The objective of
this work was to verify the efficiency of grafting by grafting E. semicostata on rootstocks
of different species and, in addition, to observe the possible anatomical differences
between them. Stem segments were removed from the canopy of five adult mother
trees and grafted, by simple slit forking, on seedlings of Inga vera Willd, Sapindus
saponaria L., Tapirira guianensis Aubl., Samanea inopinata (Harms) Barneby &
J.W.Grimes and Pterocarpus violaceous Vogel. The choice of these plants was based
on the availability of seedlings in nurseries in the region and on the morphological
similarity (height, leaf morphology, and diameter). The experiment was carried out in a
completely randomized design, in a split-plot scheme, with evaluations every 15 days
after grafting. E. semicostata stem samples and different rootstocks were prepared for
observation under light microscopy and the images were documented for analysis. In
all species used as rootstocks, the highest percentage of survival was achieved up to
45 days after grafting. The grafts performed on Sapindus saponaria showed the
highest initial set, however, at 60 days the process of gradual death of these plants
began. At 90 days there were no live grafts. The vascular cambium of E. semicostada
is narrow, with a small layer of undifferentiated cells. Conductive tissues are subdivided
by a thick layer of radial parenchyma. The phloem is surrounded by sclereids that
advance through the radial parenchyma, interrupting the vascular cambium. This
species presents a pattern of tissue distribution quite different from the species used
as rootstocks. This tissue organization justifies the difficulty in propagating this species
by grafting. The anatomical incompatibility between the parts makes the application of
this technique unfeasible, making the species even more vulnerable.

Keywords: DNA rescue, vegetative propagation, anatomical analysis



88

1. Introducao

A enxertia consiste na unido de partes de diferentes plantas de modo que uma
sirva de suporte e de comunicagdo com o sistema radicular para a outra (Xavier,
2013). Embora as duas partes formem uma uUnica planta, cada uma mantém sua
individualidade genotipica (Hartmann et al., 2011; Xavier, 2013). A planta enxertada é
composta pelo porta-enxerto e pelo enxerto (Rocha et al., 2018; Baron et al., 2019).
O primeiro compde a parte inferior da planta, cuja fungéo € absorver agua e nutrientes
e fixar a planta ao solo (Baron et al., 2019). O segundo compde a parte superior e
produtiva da planta que se deseja multiplicar (planta selecionada) desempenhando
fungdes de conducéo de seiva, fotossintese, florescimento, frutificagéo (Xavier, 2013).

Por meio desta técnica é possivel resgatar plantas para diversas finalidades,
como conservacao genética, antecipacdo do florescimento, realizacdo de
cruzamentos controlados, entre outros (Mendes et al., 2020; Mendes et al., 2021;
Williams et al., 2021; Castro et al., 2021). A enxertia tem sido muito utilizada em
espécies florestais exoticas, no entanto, ainda sdo poucos estudos relacionados a
espécies nativas (Stuepp et al., 2018). A conexao entre as partes de diferentes plantas
se da pela formacao de um tecido caloso, proveniente do cambio vascular (Habibi et
al., 2022). As células do calo sao parenquimatosas, e diferenciam-se em um novo
tecido cambial que, por sua vez, continua a diferenciagdo, formando nova conexao
viva (Nogueira Filho et al., 2010).

Esta técnica tem maiores chances de sucesso se praticada entre espécies
fisiolégica e morfologicamente semelhantes (Habibi et al., 2022). Normalmente existe
maior compatibilidade entre individuos da mesma espécie, género ou familia, contudo,
isso ndo € determinante para que haja éxito na aplicagéo desta técnica (Ribeiro et al.,
2005).

Eupassa semicostata Plana € uma espécie arbdérea muito rara, da familia
Proteaceae e que ocorre, mais frequentemente, na regidao central do Estado de Minas
Gerais, Brasil. Existem poucos individuos catalogados desta espécie e a maioria esta
localizada em fragmentos florestais dentro de é&reas destinadas a mineragao
(CNCFlora 2012). H& uma grande dificuldade em se propagar E. semicostata. Os
individuos dessa espécie demoram para atingir a maturidade reprodutiva, produzir

flores, frutos e, logo, sementes.
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Entre as diferentes formas de propagacao de plantas, destaca-se a enxertia,
por ser uma técnica de baixo custo, pratica e que nao exige estruturas ou
equipamentos sofisticados (Ribeiro et al., 2005). A enxertia ndo requer que a arvore
matriz seja decepada, uma vez que os propagulos podem ser retirados da copa
(Xavier et al., 2013). Outra grande vantagem desta técnica esta na possibilidade de
as mudas produzirem flores e frutos em um curto periodo de tempo contribuindo para
a preservacao dessa espécie (Simoes et al., 2021).

Considerando as limitagbes da propagacao sexuada destes individuos, a
propagacao clonal evitaria a perda destes DNAs. No entanto, existe uma grande
caréncia de conhecimento cientifico relacionado a esta planta. Estes fatores, em
conjunto, podem condenar a espécie a extingdo, uma vez que estas plantas poderéao
ser suprimidas para exploragdo de minério antes que possam se reproduzir.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a eficiéncia da enxertia
por garfagem de E. semicostata em porta-enxertos de diferentes espécies arboreas
escolhidas conforme a disponibilidade de mudas e semelhanga morfoldgica (/Inga
vera, Sapindus saponaria, Tapirira guianensis, Samanea inopinata e Pterocarpus
violaceous), complementarmente observar as possiveis diferengas anatémicas entre

elas.

2. Material e métodos

2.1 Enxertias

As arvores matrizes de Euplassa semicostata foram selecionadas na cidade de
Nova Lima, Minas Gerais, em um eco6tono de Mata Atlantica/Cerrado onde as
formagbes vegetais variam principalmente entre Floresta Estacional Semidecidual,
Cerrado e Campo Rupestre (CNCFlora 2012). O principal critério utilizado na escolha
dos individuos foi o risco de supressdo. Todas as arvores selecionadas foram
monitoradas por anos e nunca floresceram.

Quinhentos segmentos caulinares, contendo pelo menos trés gemas laterais e
medindo entre 15 e 20 cm foram retirados de cinco arvores adultas (cem segmentos
por arvore). Os enxertos foram umedecidos e envolvidos em papel toalha e

posteriormente em papel aluminio. Este material foi acondicionado em caixa térmica
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contendo gelo para manter a sua turgescéncia e evitar a perda de qualidade do

material durante o transporte até o viveiro (Figura 1).

Figura 1: Propagulos de Euplassa semicostata Plana sendo coletados nas arvores
matrizes (A), umedecidos, e envolvidos em papel toalha (B) e papel aluminio (C) e,
posteriormente, acondicionados em caixa térmica para manutengado da turgescéncia
durante o transporte até o local da enxertia (D).

Cinco espécies florestais foram utilizadas como porta-enxertos: Inga vera Willd.
(inga-do-brejo), Sapindus saponaria L. (saboneteira), Tapirira guianensis Aubl. (pau-
pombo), Samanea inopinata (Harms) Barneby & J.W.Grimes (sete-cascas) e
Pterocarpus violaceus Vogel (aldrago). A escolha destas plantas foi baseada na
disponibilidade de mudas em viveiros da regiao e na semelhanca morfoldgica (altura,
morfologia de folhas e didmetro).

Todos os porta-enxertos foram plantados em vasos de 10 litros contendo
substrato adubado com osmocote na formulagcédo de 15-09-12 (N-P-K) e superfosfato
simples (150 g e 300 g respectivamente para cada 25 kg de substrato).

A técnica de enxertia empregada foi a de garfagem em fenda cheia em que o
porta-enxerto é decepado a uma certa altura do coleto e cortado em forma de fenda.
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Nele foi encaixado o segmento caulinar do enxerto cortado em forma de cunha, para
que haja uma melhor unido entre as partes. Todo o enxerto foi envolvido com parafilm,
a fim de evitar a perda de umidade, e posteriormente, com uma fita veda-rosca, que

foi utilizada somente no local da uniao (conexao dos tecidos) (Figura 2).
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Figura 2: Procedimento de enxertia por garfagem em fenda cheia utilizada para
Euplassa semicostata em diferentes espécies como porta-enxertos. Segmentos
caulinares foram retirados de arvores matrizes no campo, cortados em cunha,
enxertados em mudas, previamente cortadas na porcdo média do caule do porta-
enxerto, deixando folhas, posteriormente envolvidos com parafilm para evitar a perda
de umidade e fita veda rosca.

O experimento foi instalado no pomar in door do viveiro de pesquisas no
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa (UFV). O
delineamento foi inteiramente casualizado (DIC) em esquema de parcelas
subdivididas no tempo, com avaliagdes a cada 15 dias (15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias
apos a enxertia). Foram utilizadas 10 repeticoes com 10 plantas em cada repeticao.

O indice de sobrevivéncia dos enxertos foi avaliado pelo percentual de plantas
com brotagbes (contagem do numero de enxertos com brotacdes, divididos pelo

numero total de plantas enxertadas em cada tratamento multiplicado por 100).
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2.2 Analise anatomicas

Amostras do caule de aproximadamente trés centimetros de comprimento de
E. semicostata e das diferentes espécies utilizadas como porta-enxertos foram
coletadas e fixadas em FAA50 (formaldeido, &cido acético, etanol 50% - 1: 1: 18 - v:
v), por 48h sob vacuo e armazenados em etanol 70% (Johansen, 1940).

Em seguida, o material vegetal foi desidratado em série etandlica (70, 85,
95%), e colocadas em resina pura + alcool 95 % (1:1), por 7 dias sob vacuo constante.
ApGs este procedimento as amostras foram transferidas para resina pura por 45 dias
com vacuo constante. Por fim, as amostras foram incluidas em metacrilato
(Historesina-Leica), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

As amostras foram seccionadas transversalmente em um micrétomo rotativo
de avango automatico (modelo RM2155, Leica microsystems Inc., Deerfield, EUA)
com 5 ym de espessura. As segdes foram coradas com azul de toluidina em tampéao
acetato, pH 4,7 (O’'Brien et al., 1964). Em seguida laminas de vidro foram montadas
com resina sintética (Permount®). As imagens foram obtidas em microscépio de luz
(modelo AX-70 TRF, Olympus Optical, Toquio, Japao), acoplado a uma camera digital
(Zeiss AxioCam modelo HRc, Géttinger, Alemanha) e um microcomputador com o
programa de captura de imagens AxioVision®.

Apos a obtengéo das imagens, a anatomia de E. semicostata foi comparada

com as espécies utilizadas como porta-enxertos.

3. Resultados

3.1 Enxertias

A média de sobrevivéncia de enxertos (média de todas as espécies) de E.
semicostatafoi de 4% aos 15 dias para 10,2% aos 45 dias, respectivamente. Sessenta
dias apds a realizacdo das enxertias houve uma reducédo gradual do percentual de
brotaces, até que, aos 90 dias nao foram observados enxertos vivos (Figura 3).

Nos primeiros 45 dias, as enxertias realizadas em S. saponaria apresentaram
a maior sobrevivéncia, enquanto o0s enxertos utilizando as demais espécies

alcangaram menos de 10% se sobrevivéncia (Figura 3).
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Figura 3: Percentual de sobrevivéncia (%) de enxertias de Euplassa semicostata
Plana utilizando as espécies Inga vera, Tapirira guianensis, Samanea inopinata,
Pterocarpus violaceous e Sapindus saponaria como porta-enxertos.

3.2 Caracterizacao anatomica

Os feixes vasculares das folhas de E. semicostata sdo dispersos e com baixa
organizacao da sua distribuicao, ou seja, ha a fragmentacao em varios polos de feixes

vasculares e baixa continuidade (Figura 4A e 4B).
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Figura 4: Anatomia de folha e caule de Euplassa semicostata Plana. A) Nervura
central (evidenciando os vasos condutores), pontas de seta indicam a fragmentacgao
dos feixes vasculares por parénquima radial). B) Detalhe dos feixes vasculares,
pontas de seta indicam a regiao dos feixes vasculares. C) Caule. D) Detalhe da
descontinuidade do tecido condutor. Barras A e C= 500 um; B e D = 1000 um. O
circulo evidencia a nervura central da folha, com seus feixes vasculares desuniformes

e segregados por parénquimas).

O cambio vascular de E. semicostada € estreito, apresentando uma pequena
camada de células ndo diferenciadas. Os tecidos condutores (xilema e floema) sao
divididos, no sentido transversal, por uma espessa camada de parénquima radial. O
floema € envolto por camadas de células lignificadas, com parede celular espessa e
presenca de esclereides. Estas células avangam pelo parénquima radial,
interrompendo o cambio vascular. Todas estas caracteristicas, conferem ao corte
transversal do caule de E. semicostada, um aspecto semelhante a uma “laranja” ou
“pétalas de flores” (Figura 4C e 4D).

Diferentemente da E. semicostata, as espécies utilizadas como porta-enxertos
apresentam um padrdo de distribuicdo dos tecidos semelhantes entre si e
caracteristicos de espécies arboreas (Figura 5). Estas plantas apresentam
desenvolvimento de tecidos do floema e xilema ao longo do caule organizados de
modo padronizado. Suas células sdo bem distribuidas, além de pouca ou nenhuma
presenca de parénquima radial separando os tecidos vasculares. Contudo, cabe
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ressaltar que estas plantas possuem regidao externa ao felogénio compostas por
células regulares, com espessuras de tecidos diferentes, de acordo com a idade de

cada amostra.
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Figura 5: Comparacgéo entre cortes transversais do caule de Euplassa semicostata e
das espécies utilizadas como porta-enxertos. (A) Eupassa semicostata, (B) Samanea
inopinata (C) Tapirira guianensis; (D) Inga vera; (E) Pterocarpus violaceous e (F)
Sapindus saponaria. A seta branca indica o parénquima axial e a seta preta o cambio
vascular. Barras A, C - F 600 um; B 200 um.
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4. Discussoes

Vale ressaltar aqui, que este € o primeiro trabalho que trata da anatomia de E.
semicostata. Sendo o primeiro passo para o entendimento e elucidacdo de sua
dificuldade de propagacdo. O aumento do numero de plantas com brotacdes entre 0
e 45 dias apOs a enxertia ocorreu porque os segmentos caulinares, mesmo sem
folhas, apresentam reserva de alguns carboidratos, como amido (Lima et al., 2006).
Estes compostos s&o mobilizados e utilizados na formagdo de novos tecidos que
dardo origem as brotagdes (Malavassi, 1994). Caso nao receba agua e nutrientes
provenientes do porta-enxerto, 0 enxerto ndo sera capaz de produzir fotoassimilados,
consumird toda a sua reserva e nao sobrevivera (Taiz e Zeiger, 2017).

O maior indice de sobrevivéncia dos enxertos realizados em S. saponaria, nos
primeiros 45 dias, pode ter sido causado por uma maior quantidade de reserva nos
propagulos enxertados nesta espécie (Lima et al., 2006). Na enxertia por garfagem
em fenda, é importante que os diametros do enxerto e porta-enxerto sejam
semelhantes, para que haja uma maior coincidéncia entre os feixes vasculares das
duas partes (Habibi et al., 2022). Porta-enxertos com maiores diametros deverao
receber, portanto, enxertos igualmente grossos. Estacas mais lenhosas, apresentam
maior quantidade de reserva que aquelas mais finas e tenras, proporcionando, maior
quantidade de brotos que sobrevivem por mais tempo (Coelho e Azevedo, 2016). Os
didmetros e lignificacdo dos porta-enxertos variam, principalmente em funcao da
espécie e da idade das plantas. As mudas de S. saponaria apresentaram diametros
superiores as demais, e, por isso, foi necessario selecionar propagulos mais grossos
para enxertia nesta espécie. Segmentos caulinares mais lenhosos apresentam maior
resisténcia a desidratacdo, uma vez que possuem maior estabilidade dos tecidos,
maior espessura radial e, consequentemente, maior conteido de matéria fresca
(Coelho e Azevedo, 2016).

A morte dos enxertos aos 90 dias se deve a baixa conexao entre enxerto e
porta-enxerto causada, principalmente, pela incompatibilidade anatémica entre E.
semicostata e as plantas utilizadas como porta-enxertos (Habibi et al., 2022). O
padrao de distribuicdo de Samanea inopinata, Tapirira guianensis, Inga vera,
Pterocarpus violaceous e Sapindus saponaria € comum a maioria das espécies
arbéreas, contudo é bastante diferente da E. semicostata que apresenta parénquima
radial fragmentando todo a circunferéncia do caule. Esta caracteristica dificulta a
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conexao entre os tecidos, o que resulta em baixo, ou nenhum pegamento. Isto ocorre,
principalmente, quando a enxertia é realizada em espécies diferentes (Melnyk and
Meyerowitz, 2015; Dogra et al., 2018; Opoku et al., 2019).

Para o sucesso da enxertia € importante que haja o contato entre os tecidos
cambiais do porta-enxerto e enxerto. Apdés a unidao destas partes, ocorre grande
divisdo celular, produzindo uma massa de células, chamada de calo (Baron et al.,
2017, Baron et al., 2019). Acredita-se que esse tecido, semelhante a células-tronco,
se diferencie de forma analoga a cicatrizagdo de feridas em animais, que requer a
divisao e diferenciacao das células-tronco (Melnyk e Meyerowitz, 2015; Pérez-Luna et
al., 2020). A diferenciacao do calo na juncéo do enxerto da origem aos dois principais
tipos de tecidos vasculares da planta: o floema e o xilema (Balbi et al., 2019). Em
enxertos incompativeis pode ocorrer a divisdo celular e a formacdo do calo, no
entanto, a diferenciacdo em xilema e floema nao ocorre (Dogra et al., 2018; Zhou et
al., 2020).

A compatibilidade entre enxerto e porta-enxerto é maior quando ha proximidade
anatémica entre as plantas (Opoku et al., 2019). No entanto existem alguns exemplos
de enxertias interespecificas bem-sucedidas. Diferentes espécies do género
Handroanthus foram enxertadas em mudas bifurcadas de Handroanthus
impetiginosus com percentual de pegamento superior a 90% (Simdes et al., 2021).
Propagulos de Kaya grandifoliola foram enxertados em Kaya ivorensis com percentual
de pegamento de 76,67 % (Opoku et al., 2019).

A incompatibilidade entre as espécies utilizadas como enxerto e porta-enxerto
pode ndo ser somente anatdmica, mas quimica também. Algumas espécies podem
nao reconhecer determinados metabdlitos produzidos pela outra espécie causando
uma identificacdo quimica negativa entre elas, dificultando a conexao (Taiz e Zeiger,
2017). A estreita faixa de células do cadmbio vascular da E. semicostata, sugere uma
baixa atividade metabdlica influenciado pela exposicao da planta a um estresse
hidrico, nutricional, térmico ou a um conjunto destes fatores. A baixa atividade
cambial, associada a sua fragmentagdo (provocada pelo avanco das células
esclereides), reduz a chance de pegamento da enxertia.

Outra hipétese é a oxidagao de compostos fenélicos, que normalmente ocorre
em algumas espécies, dificultando a formagéo do calo e a cicatrizagdo dos tecidos
(Franzon et al.,, 2008). Estas reacdes de oxirreducdo podem provocar uma
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desidratacdo dos tecidos do enxerto que por sua vez, ocasionam embolia e
posteriormente a cavitagao dos vasos (Taiz e Zeiger, 2017).

5. Conclusoes

N&o é possivel realizar o resgate de arvores de E. semicostata por meio da
enxertia por garfagem em fenda simples a partir de porta-enxertos de outras espécies
(Samanea inopinata, Tapirira guianensis, Inga vera, Pterocarpus violaceous e
Sapindus saponaria).

A incompatibilidade anatdémica entre a E. semicostata e as especies utilizadas
como porta-enxertos, associada a sua baixa atividade metabdlica, podem explicar o
insucesso da enxertia.

Dessa forma, é fundamental que outras técnicas sejam desenvolvidas para
possibilitar a floracdo do material, como por exemplo a indugdo de floracao

diretamente no campo, entre outras.
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CAPITULO 3

INDUCAO DE FLORESCIMENTO PRECOCE E CARACTERIZAGCAO DE
DOENGCAS EM CONDICOES DE CAMPO DE Euplassa semicostata PLANA

Resumo

Euplassa semicostata Plana é uma espécie arbérea ameacada, da familia
Proteaceae, que apresenta reproducado lenta e € endémica do Estado de Minas
Gerais. Grande parte de sua populacao esta localizada em areas de mineracao com
alto risco de supressao. Individuos desta espécie encontrados em um remanescente
florestal da mineradora Vale S.A. foram monitorados por anos, contudo nunca
floresceram. Estes fatores, em conjunto, podem levar a espécie a extingdo. O objetivo
deste trabalho foi induzir a floragdo e frutificacdo de arvores de E. semicostata no
campo para produgédo de sementes e mudas que serdo utilizadas em programas de
recuperacdo de areas degradadas. Sete individuos de E. semicostata foram
encontrados e mapeados em um remanescente florestal em Nova Lima, Minas Gerais,
Brasil. O paclobutrazol (PBZ), foi diluido na dose de 20mL em 5 litros de agua e
aplicado diretamente no solo, em um raio de dois metros ao redor do tronco de cinco
arvores. Duas plantas ndo receberam a aplicacdo deste regulador de crescimento
(testemunhas). A floracéo e a frutificacdo de E. semicostata foram monitoradas com
visitas periddicas a cada 15 dias. Todos os cinco individuos que receberam a
aplicagéo do paclobutrazol floresceram seis meses apds o tratamento. Trés plantas
frutificaram dois meses apds o florescimento. Estas mesmas arvores, posteriormente,
geraram sementes e destas foram produzidas mudas que serdo utilizadas em plantios
visando recuperar populacdes naturais desta espécie em seu ambiente natural. As
duas plantas utilizadas como testemunha nao floresceram, evidenciando a eficiéncia
do PBZ na indugéo do florescimento. Foram encontrados os seguintes patégenos nas
folhas de E. semicostata: Diaporthe sp. e Mycosphaerella gregaria. A dificuldade desta
planta em florescer naturalmente pode estar associada a uma série de fatores,
incluido a presenca de fungos patogénicos nas folhas, que reduzem a éarea
fotossinteticamente ativa que pode afetar a producao de fotoassimilados.
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Abstract

Euplassa semicostata Plana is an endangered tree species of the Proteaceae family,
that has a slow reproduction and is endemic to the State of Minas Gerais. Much of its
population is located in mining areas at a high risk of suppression. Individuals of this
species found in a forest remnant of the mining company Vale S.A. were monitored for
years, yet they never flowered. These factors, together, can lead the species to
extinction. The objective of this work was to induce the flowering and fruiting of E.
semicostata trees in the field for the production of seeds and seedlings that will be
used in programs for the recovery of degraded areas. Seven individuals of E.
semicostata were found and mapped in a forest remnant in Nova Lima, Minas Gerais,
Brazil. Paclobutrazol (PBZ) was diluted at a dose of 20mL in 5 liters of water and
applied directly to the soil, in a radius of two meters around the trunk of five trees. Two
plants did not receive the application of this growth regulator (witnesses). Flowering
and fruiting of E. semicostata were monitored with periodic visits every 15 days. All five
subjects who received paclobutrazol application flowered six months after treatment.
Three plants fruited two months after flowering. These same trees, later, generated
seeds, and from these seeds were produced seedlings that will be used in plantations
aiming to recover natural populations of this species in its natural environment. The
two plants used as control did not flower, showing the efficiency of PBZ in inducing
flowering. The following pathogens were found on the leaves of E. semicostata:
Diaporthe sp. and Mycosphaerella gregaria. The difficulty of this plant in flowering
naturally may be associated with several factors, including the presence of pathogenic
fungi on the leaves, which reduce the photosynthetically active area that can affect the
production of photoassimilates.

Key words: flowering, fruiting, growth regulator, hormonal balance, reproductive stage
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1. Introducao

Euplassa semicostata Plana € uma espécie arbbérea muito rara e pouco
conhecida da familia Proteaceae. Esta planta é endémica do estado de Minas Gerais,
Brasil, com um unico registro no estado da Bahia, Brasil (CNCFlora 2012; Prance e
Amorim 2015). Ocorre de forma difusa, em grandes altitudes e em pequenas areas,
em Campos Rupestres e Cerrados de Minas Gerais e na Caatinga baiana (CNCFlora
2012).

As arvores E. semicostata sao geralmente pequenas, com galhos tomentosos
e ferruginosos quando jovens e glabros acinzentados quando mais velhos. As folhas
desta planta sdo compostas por trés ou quatro pares de foliolos opostos de coloracao
verde-clara a marrom. A inflorescéncia de E. semicostata € axilar ou terminal,
racemosa simples e raramente ramificada e geralmente floresce em janeiro (Plana e
Prance, 2004).

As plantas desta espécie estdo sujeitas a grandes ameacgas, sendo a
mineracao e o fogo as mais importantes (Neves e Conceicao, 2010). Sua populagéo
é extremamente fragmentada com raros registros de coletas em herbarios. A
reproducao de E. semicostata € lenta. Muitos individuos, monitorados por empresas
interessadas na inclusdao desta espécie em programas de recuperacdo de areas
degradadas, nunca floresceram, ou seja, ndo foi observado a producgéo de frutos e
sementes.

Sua dificuldade em florescer pode estar relacionada a uma série de fatores
internos e externos a planta, inclusive a presenca de algumas doencas. Alguns fungos
patogénicos, em situacdes de alta incidéncia e severidade, podem reduzir a area
fotossinteticamente ativa da folha, diminuindo a produgdo de fotoassimilados
(Carnegie e Ades, 2002; Alfenas et al., 2009) e, consequentemente, prejudicando sua
floragéo (Taize Zeiger, 2017).

Segundo no Decreto Estadual n® 47.749, de 2019 e no Art. 29 da Resolucéo
Conjunta SEMAD/IEF n® 3.102, de 26 de outubro de 2021, a compensagéo para o
corte de arvores de espécie ameacada de extingdo serd determinada na seguinte
razao: vinte mudas por exemplar autorizado para espécies na categoria Em Perigo —
EM. Ou seja, para cada arvore de E. semicostata suprimida é necessario realizar o
plantio de 20 mudas como compensacdo pelo dano causado. Entretanto, por



105

apresentar propagacao lenta e dificil, o cumprimento destas normas se torna muito
dificil.

A aplicacdo de reguladores de crescimento pode induzir a floragao e frutificacao
de diferentes espécies (Gardner et al., 2016). O paclobutrazol, comumente utilizado
em diferentes espécies de eucalipto (Santos et al., 2018) e frutiferas (Srilatha et al.,
2016), antecipa a fase adulta e induz o florescimento das plantas (Soumya et al.,
2017). As espécies nativas brasileiras Jacaranda mimosifolia e Schinus terebinthifolius
floresceram apds a aplicagcédo do paclobutrazol (Mendes et al., 2020). Ele atua inibindo
a sintese de giberelina, aumentando a concentracao de acido abscisico e citocininas,
aumentando a producéao de fotoassimilados, sinalizando para a planta que ela pode
mudar para a fase reprodutiva (Taiz e Zeiger, 2017). Dessa forma, pode florescer e
consequentemente produzir frutos e sementes, dando chances de a espécie continuar
existindo.

O objetivo deste trabalho foi induzir a floracéo e frutificagcdo de arvores de E.
semicostata no campo para a producao de sementes e mudas que serao utilizadas
em programas de recuperacdo de areas degradadas e caracterizar doengas que
podem dificultar o florescimento da espécie.

2. Materiais e Métodos

2.1 Caracterizacao da area de estudo

Arvores de E. semicostata foram encontradas em um remanescente florestal
em Nova Lima, pertencente a mineradora Vale SA, localizada no centro do Estado de
Minas Gerais, Brasil (20°7’10°S e 43°57'03"W). Formacgdes vegetais variando
principalmente entre Floresta Estacional Semidecidual, Cerrado e Campo Rupestre
caracterizam esta regido, que apresenta temperatura média anual e precipitacdo de
19,9 °C e 1.258 mm, respectivamente (Jacobi et al., 2008). O municipio de Nova Lima
esta localizado a 759 m acima do nivel do mar com clima quente e temperado, sendo
0s meses de julho e dezembro os meses mais secos e chuvosos com precipitacao
média de 10 mm e 270 mm, respectivamente (INMET 2021).
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2.2 Monitoramento da floracao

Sete individuos de E. semicostata foram monitorados durante quatro anos, por
meio de visitas periddicas, com o objetivo de registrar a época de floracdo e
frutificacdo desta planta, bem como coletar sementes para producédo de mudas.

2.3 Inducao de florescimento

Em julho de 2020, foi aplicado 20 mL de paclobutrazol por arvore para induzir
o florescimento de E. semicostata. Esse regulador de crescimento foi diluido em cinco
litros de agua e aplicado diretamente no solo em um raio de até dois metros do tronco
de cada arvore. A fonte comercial de paclobutrazol foi o produto Cultar® 250 SC, com
25% de ingrediente ativo. Das sete arvores 5 receberam o tratamento e duas foram
utilizadas como testemunha. Apdés a aplicacdo do PBZ, o monitoramento do
florescimento foi realizado a cada 15 dias.

Para o célculo da dose aplicada foi estimado o diametro médio das copas das
arvores e o valor encontrado multiplicado por 6 mL, conforme recomendacédo do

fabricante do produto.
2.4 Caracterizacao de doencas
Amostras de folhas de Euplassa semicostata de todas as arvores matrizes,

foram enviadas ao Laboratério de Patologia Florestal/Bioagro da Universidade Federal

de Vigcosa, para diagnose (Figura 1).
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Figura 1: Folha de Euplassa semiscostata coletadas em Nova Lima/MG, com
manchas sugerindo a presenca de doencgas.

'

No laboratério foram realizadas andlises macro e microscépicas detalhadas,
isolamento direto e indireto e andlises morfolégicas e moleculares para identificacéo
dos microrganismos encontrados (Alfenas et al., 2016). Para a identificagdo molecular
foi realizado o sequenciamento da regido ITS (Internal Transcribed Spacer) do DNA
ribossomal (rDNA), utilizando os primers ITS1 e ITS4.

3. Resultados

Todas as arvores de E. semicostata permaneceram na fase vegetativa durante
0s quatro anos de monitoramento. Cinco meses apés a aplicagdo do paclobutrazol,
todos os individuos de E. semicostata, que receberam o tratamento, floresceram e,
posteriormente frutificaram (Figuras 2 e 3). A frutificacdo ocorreu em fevereiro de
2021.

As plantas utilizadas como testemunhas néo floresceram durante o periodo de
monitoramento.
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Figura 2: Ramos floridos de arvores de Euplassa semicostata seis meses apds a
aplicacao de 20 mL de paclobutrazol no solo ao redor do tronco de cada arvore.
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Figura 3: Frutos e semente de Euplassa semicostata, oito meses apos a aplicacao de
20 mL de paclobutrazol, no solo, ao redor do tronco de cada matriz. A) Fruto na arvore.
B e C) Frutos coletados. D) Semente.
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As mudas foram produzidas com as sementes de E. semicostata coletadas e

futuramente serdo plantadas em areas destinadas a restauragéo (Figura 4).

] e 7S o ol o R e Y
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Figura 4: Mudas de Euplassa semicostata produzidas com sementes desenvolvidas
apés a aplicacdo de 20 mL de paclobutrazol, no solo, ao redor de cada tronco desta
planta. A) Sementes sendo colocadas na sementeira. B) Plantulas na sementeira. C)
Mudas transferidas para sacolas plasticas.

Foram encontrados os seguintes patdgenos nas folhas de E. semicostata:
Diaporthe sp. e Mycosphaerella gregaria. Na amostra de folha (Figura 5) foram
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observadas manchas semicirculares de coloracao preta (mancha menor) (Figura 5C)
e manchas de coloracdo marrom-clara (mancha maior) (Figura 5B). A partir de cortes
histoldgicos e observagdo em microscépio de luz verificou-se a presenca de ascos e
ascésporos (Figura 6).

Apébs a obtencdo de culturas fungicas puras (Figuras 5D e E), procedeu-se o
sequenciamento da regiao ITS e a partir da analise de similaridade de sequéncias de
nucleotideos do GenBank usando o BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool) do
NCBI (National Center for Biotechnology Information), observou-se 97,66% de
similaridade com Diaporthe sp. (Accession n°: MG976432.1) para o isolado obtido a
partir da mancha menor (Figura 5A e 5C) e 95,02% de similaridade com
Mycosphaerella gregaria (Accession n°: JN695513.1) para o isolado obtido a partir da

mancha maior (Figuras 5A e 5B).
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Figura 5: (A) Folha de Euplassa semicostata recebida para diagnose com presenca
de manchas no limbo foliar; (B) Ascoma de Mycosphaerella gregaria; (C) Ascoma de
Diaporthe sp.; (D) Cultura de Mycosphaerella gregaria e (E) Cultura de Diaporthe sp.
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Figura 6: Estruturas fungicas encontradas em folha de Euplassa semicostata,
visualizadas sob microscépio de luz: A - B - Ascos e ascosporos de Mycosphaerella
gregaria; G-D — Ascos e ascésporos de Diaporthe sp.

4. Discussoes

A dificuldade de E. semicostata florescer antes da aplicacdo do paclobutrazol
pode estar relacionada a fatores externos (Silva et al., 2021) como fotoperiodo,
temperatura e vernalizacdo (Souza e Funch 2017), além de fatores internos como
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nutricao, fitohormonios, genética e, principalmente idade da planta (Menezes 1994).
Contudo, também pode estar relacionado a presengca de Diaporthe sp. e
Mycosphaerella gregaria que, em situacoes de alta incidéncia e severidade nas folhas,
podem reduzir a superficie fotossintética, diminuindo a producéo de fotoassimilados
(Alfenas et al., 2009; Carnegie e Ades, 2002) e, consequentemente, prejudicando sua
floracao (Taiz e Zeiger, 2017).

N&ao ha relatos de Diaporthe sp. e Mycosphaerella gregaria causando doencas
em E. semicostata, contudo esses fungos ja foram relatados como patégenos em
outros hospedeiros. Por exemplo, espécies de Diaporthe podem causar cancros,
morte descendente, podriddo de raizes, podriddo de frutos, manchas foliares e
murcha em uma ampla variedade de hospedeiros de plantas (Udayanga et al., 2011).
Analogamente, espécies de Mycosphaerella sp. sdo encontradas associadas a
manchas foliares em diversas espécies de plantas. Estas doencas podem provocar
enormes perdas de produtividade devido a intensa desfolha (Carnegie e Ades, 2002;
Alfenas et al., 2009).

O PBZ é um triazol com efeito fungistatico, com capacidade de inibir o
crescimento micelial de uma ampla gama de fungos (DeStefano et al., 2007). Este
composto tem valores de EC50 (concentracao efetiva na qual 50% do crescimento
micelial relativo € inibido) parecidos com varios fungicidas (Ok et al., 2011; Allan-
Perkins et al., 2017). Portanto, pode ser possivel que a sua absorgéo pela planta tenha
reduzido a severidade de Diaporthe sp. e Mycosphaerella gregaria aumentando a
producédo de fotoassimilados e, consequentemente, favorecendo o florescimento.

A floracédo e frutificacdo de arvores de E. semicostata ap6s a aplicacao de
paclobutrazol se deve ao papel deste regulador de crescimento no balango hormonal
desta planta (Jackson 1993). O PBZ é transportado acroptamente via xilema, embora
ja tenha sido observado no floema (Kishore et al., 2015). Tem sido utilizado com
sucesso para regulacdo do florescimento em plantas perenes (Nartvaranant et al.,
2000). O PBZ inibe a biossintese de giberelina (Taiz e Zeiger, 2017) e aumenta a
sintese do horménio acido abscisico (ABA) e fitol, estrutura relacionada a sintese de
clorofilas. O ABA também é sintetizado na via dos terpendides (Desta e Amare, 2021).
Desta forma, quando a sintese de GAs é bloqueada, mais precursores na via dos
terpendides sdo acumulados e desviados para promover a sintese de ABA (Yan et al.,
2011) (Figura 4). As giberelinas regulam positivamente o promotor vegetativo (VP) e
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negativamente o promotor florigénico (FL) (Nartvaranant et al., 2000), aumentando a
relagdo FL/VP, estimulando o florescimento (Adil et al., 2011) (Figura 7).
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Figura 7: Papel do paclobutrazol na indug¢éo do florescimento precoce de plantas de
Euplassa semicostata. O paclobutrazol (PBZ) aplicado no solo € absorvido pelas
raizes e transportado para as areas de crescimento da planta. O PBZ reduz a sintese
de giberelinas (GA) e aumenta o acido abscisico (ABA), citocininas e clorofilas a e b
(Chl a e Chl b). O ABA também atua no controle da abertura e fechamento dos
estOmatos, tornando a fotossintese mais eficiente, aumentando assim o
armazenamento de agucar e antecipando a fase adulta da planta.

Plantas tratadas com PBZ também proporcionam uma maior concentragao
relativa de citocininas, que por sua vez, previnem a degradagcao de cloroplastos e
clorofilas (Yooyongwech et al., 2017; Fan et al., 2020). Ou seja, as clorofilas ficam em
atividade por mais tempo, sem precisarem ser repostas, de forma que, tanto pode
haver uma maior taxa fotossintética pela sua conservagdao, como pela sua
concentragao por area (Taiz e Zeiger, 2017).

Este regulador de crescimento também contribui para um melhor controle da
abertura e fechamento estomatico da planta tornando-a mais eficiente na absorgéo de
CO2 e reduzindo as perdas de H20 (Souza et al.,, 2016). Além disso, a maior
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concentracao de clorofila, associada a um maior controle da abertura e fechamento
estomatico, aumenta a fotossintese e, consequentemente, a producdo de
fotoassimilados (Taiz e Zeiger, 2017), sinalizando para a planta que ela pode passar
da fase vegetativa para a reprodutiva (Upreti et al., 2014; Muengkaew e Chaiprasart,
2016). A planta entéo floresce e frutifica mais cedo, garantindo a sobrevivéncia da
espécie (Mog et al., 2019)

Muitas espécies florestais apresentam ciclo reprodutivo muito longo, o que
pode ser um risco para a sobrevivéncia destas plantas. Considerando que as areas
de vegetacao nativa vém sofrendo um grande impacto pela agdo humana, arvores que
apresentam ciclo reprodutivo curto tem maiores chances de deixar descendentes. A
aplicacdo de paclobutrazol em espécies florestais vulneraveis pode ser uma
alternativa viavel para evitar a erosdo genética, ajudando a reestabelecer a planta ja
na fase reprodutiva, ou seja, pode reduzir o risco, inclusive, de predacao antes que a
planta possa produzir sementes, repovoando o local (Mendes et al., 2020).

A frutificacdo de E. semicostata possibilita a producdo de mudas destinadas a
plantios para recuperacdo de populacdes naturais desta espécie. A aplicagdo de
paclobutrazol como estratégia para producédo de flores e frutos tem sido utilizada
principalmente em plantios comerciais, como Anacardium occidentale (Mog et al.,
2019), Eucalyptus spp. (Santos et al., 2018; Castro et al., 2021) e Mangifera indica
(Qliveira et al., 2020). No entanto, esta técnica mostrou-se muito util para fins de
conservacgao, podendo ser expandida para outras plantas com dificuldade de floracao,

como E. semicostata.

5. Conclusoes

As arvores de E. semicostata nao floresceram naturalmente durante os quatro
anos de monitoramento. Uma Unica aplicacao de paclobutrazol, na dose de 20 mL
por planta, induziu o florescimento precoce e, posteriormente, a producao de frutos e
sementes desta espécie em campo, possibilitando a produ¢do de mudas para plantios
para recuperar as populacoes naturais dessa espécie em seu ambiente natural e
evitar sua extingao.

A tecnologia desenvolvida nesse trabalho, de inducao de florescimento precoce
de espécies nativas em condi¢cées de campo, pode ter ampla aplicagédo em trabalhos



117

de conservacao genética e restauracao florestal de espécies florestais com
florescimento tardio ou em que o florescimento nao ocorre de forma natural.

Em programas de producéo de mudas de espécies em risco de extin¢cao, essa
tecnologia também pode ser aplicada como forma de maximizar a produgdo de
sementes e mudas dessas espécies em menor tempo, acelerando a conservagao

dessas espécies.
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CONSIDERACOES FINAIS

A técnica de enxertia de garfagem em fenda simples possibilita o resgate de
DNA de D. nigra, H. serratifolius e C. estrellensis, com maior sobrevivéncia e
crescimento no més de agosto (inverno), quando as temperaturas sdo mais amenas
e o metabolismo das plantas é retomado. Dias muito quentes, podem provocar um
maior ressecamento dos tecidos, causando a morte dos enxertos.

As mudas produzidas por enxertia retornaram para o local de origem onde
estdo adaptadas as condi¢des edafoclimaticas, reduzindo o impacto ambiental de
eventos como o rompimento de barragens, sobre a estrutura genética das populacoes
em seu ambiente natural. No campo, H. serratifolius floresceu e frutificou, garantido
sua descendéncia. A porcentagem de florescimento foi maior nas plantas que
receberam aplicacdo de paclobutrazol. Nas duas espécies, as parcelas com
paclobutrazol apresentam maior numero de brotos.

Apesar de nédo ter sido constatada diferenga no comprimento e numero de
brotagdes em D. nigra plantada no sol e na sombra, observa-se uma tendéncia das
mudas plantadas no sol de apresentarem melhores resultados em todos os
parametros avaliados.

As mudas enxertadas de H. serratifolius apresentaram padrdo semelhante de
crescimento e numero de brotagdes em relacao aos diferentes ambientes em que
foram plantadas. No entanto, os enxertos de H. serratifolius floresceram mais quando
plantados em pleno sol, indicando que a exposicdo desta planta a maiores
quantidades de luz favorecem seu florescimento.

A incompatibilidade anatdbmica entre a Euplassa semicostata e as espécies
utilizadas como porta-enxertos (Samanea inopinata, Tapirira guianensis, Inga vera,
Pterocarpus violaceous e Sapindus saponaria) impossibilita a conexdo entre as
partes, provocando a morte dos enxertos. Outros fatores que contribuiram para o
insucesso desta enxertia sdo a baixa atividade do tecido cambial e a presenca de
esclereides que avancam pelo parénquima radial, fragmentando o cambio vascular.

A dificuldade de E. semicostata florescer antes da aplicagéo do paclobutrazol
pode estar relacionada a presenca de Diaporthe sp. e Mycosphaerella gregaria que,
em situacdes de alta incidéncia e severidade nas folhas, podem reduzir a superficie
fotossintética. A aplicagdo de 20 mL de paclobutrazol em arvores de E. semicostata
no campo promove seu florescimento e possibilita sua propagacgao.
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O longo ciclo reprodutivo da E. semicostata pode ser um risco para a sua
sobrevivéncia, uma vez que grande parte da sua populacao esta localizada em area
de mineragao sujeita a supressao.

A aplicacao de paclobutrazol em espécies florestais vulneraveis pode ser uma
alternativa viavel para evitar a erosdo genética, ajudando a reestabelecer a planta ja
na fase reprodutiva, ou seja, pode reduzir o risco, inclusive, de predacao antes que a
planta possa produzir sementes, repovoando o local.

A enxertia € uma técnica util para o resgate vegetativo de matrizes,
principalmente de espécies nativas, pois os propagulos podem ser retirados da copa
evitando o abate da arvore.

O melhor protocolo para o resgate de DNA das espécies nativas estudadas é
realizar a enxertia por garfagem em fenda simples e, logo apds, aplicar o regulador de
crescimento paclobutrazol e planta-las no ambiente de pleno sol.

A aplicacao destes protocolos nestas espécies maximizara os processos de
producdo de sementes, mudas e a restauracao florestal de espécies em risco de
extingdo, principalmente na industria de mineragdo em nivel mundial, tendo também
amplo uso na area ambiental da industria de celulose e papel, siderurgia, metalurgia,

entre outros.
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CAPITULO 1

RESGATE DE DNA DE ARVORES NATIVAS AFETADAS PELO ROMPIMENTO
DA BARRAGEM EM BRUMADINHO/MG E SEU DESENVOLVIMENTO EM
CAMPO COM APLICACAO DE PACLOBUTRAZOL

Anexo 1 - Quadros de anéalise de variancia

Tabela 1: Quadro de analise de variancia da sobrevivéncia, 90 dias apos a enxertia
de trés espécies (Dalbergia nigra, Handroanthus serratifolius e Cariniana estrellensis)
realizadas em duas diferentes épocas do ano: inverno (agosto) e primavera
(novembro).

Fonte de variacao GL SQ QM Fc Pr>FC
Epoca do ano 1 3893 3.893,5 23,433 0,0000112
Espécie 2 40898 20.449,0 123,075 0
Epoca do ano * 2 1287 643,0 3,873 0,1268032
Espécie
Residuo 54 8972 166,2
Total 59 55051
CV =24.04 %

Fonte: Caiafa (2022).

Tabela 2: Quadro de andlise de variancia do comprimento de brotagées com tamanho
superior a 10 cm por planta, 90 dias ap6s a enxertia de trés espécies (Dalbergia nigra,
Handroanthus serratifolius e Cariniana estrellensis) realizadas em duas diferentes
épocas do ano: inverno (agosto) e primavera (novembro).

Fonte de variacédo GL SQ QM Fc Pr>FC
Epoca do ano 1 188,43 188,43 37,518 0,00000011
Espécie 2 797,78 398,89 79,421 -
Epoca do ano * 2 79,41 39,71 7,906 0,00097420
Espécie
Residuo 54 271,21 5,02
Total 59 336,84
CV =54,66 %

Fonte: Caiafa (2022).
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Tabela 3: Quadro de anadlise de variancia do didmetro de brotagdes com tamanho
superior a 10 cm por planta, 90 dias apds a enxertia de trés espécies (Dalbergia nigra,
Handroanthus serratifolius e Cariniana estrellensis) realizadas em duas diferentes
épocas do ano: inverno (agosto) e primavera (novembro).

Fonte de variacédo GL SQ QM Fc Pr>FC

Epoca do ano 1 6,55 6,55 33,853 0,00000040
Espécie 2 20,61 10,31 3,239 -

Epoca do ano * 2 1,62 0,81 4181  0,02061310
Espécie
Residuo 54 10,26 0,19

Total 59 39,04
CV =NA %

Fonte: Caiafa (2022).

Tabela 4: Quadro de analise de variancia do niumero de brotacbées com tamanho
superior a 10 cm por planta, 90 dias apos a enxertia de trés espécies (Dalbergia nigra,
Handroanthus serratifolius e Cariniana estrellensis) realizadas em duas diferentes
épocas do ano: inverno (agosto) e primavera (novembro).

Fonte de variacao GL SQ QM Fc Pr>FC
Epoca do ano 1 0,014286 0,0142860 24 0,000010
Espécie 2 0,062026 0,0310129 52 0
Epoca do ano * 2 0,001794 0,0008972 1 0,2327800
Espécie
Residuo 54 0,032347 0,000599
Total 59 0,110453
CV =54,54 %

Fonte: Caiafa (2022).

Tabela 5: Quadro de analise de variancia do numero de brotacdes, 90 dias apds o
plantio em campo de mudas enxertadas das espécies Dalbergia nigra e Handroanthus
serratifolius.

Fonte de variacdo  GL SQ QM Fc Pr>FC
Bloco 4 5,876 1,4593 1,7883 0,14492
Espécie 1 24.141 241.414  295.839  0.000001
PBZ 1 9,971 9,9709 12,219 0,00097
Espécie * PBZ 1 1,19 1,1898 1,458 0,23261
Residuo 53 43,25 0,816
Total 60 84,389
CV =40,62 %

Fonte: Caiafa (2022).
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Tabela 6: Quadro de analise de variancia do comprimento de brotacdes, 90 dias apos
o0 plantio em campo de mudas enxertadas das espécies Dalbergia nigra e

Handroanthus serratifolius.

Fonte de variacao GL SQ QM Fc Pr>FC
Bloco 4 438,95 109,74 7,8698 0,00005
Espécie 1 9,69 9,686 0,695 0,40834
PBZ 1 2,49 2,487 0,1784 0,67448
Espécie * PBZ 1 7,17 7,167 0,514  0,47656
Residuo 53 739,05 13,944
Total 60 1197,4
CV = 49,67 %

Fonte: Caiafa (2022).

Tabela 7: Quadro de analise de variancia do diametro de brotacdes, 90 dias apds o
plantio em campo de mudas enxertadas das espécies Dalbergia nigra e Handroanthus

serratifolius.
Fonte de variagao GL SQ QM Fc Pr>FC
Bloco 4 4,634 1,1586 1,8441 0,1341
Espécie 1 0,199 0,199 0,317  0,57603
PBZ 1 0,239 0,2392 0,3807 0,53987
Espécie * PBZ 1 0,962 0,9624 1,5319 0,22129
Residuo 53 33,298 0,6283
Total 60 39,333
CV =64,33 %

Fonte: Caiafa (2022).

Tabela 8: Quadro de analise de variancia do florescimento em campo de mudas
enxertadas de Handroanthus serratifolius com e sem aplicacdo de Paclobutrazol

(tratamento).
Fonte de variacédo GL SQ QM Fc Pr>FC
Tratamento 1 4,782 4,7817 2,4303 0,12827
Bloco 4 6,209 1,552 0,789 0,54047
Residuo 34 66,898 1,9676
Total 60 77,889
CV =69,85 %

Fonte: Caiafa (2022).



Anexo 2 - Fotos das operagdes de plantio, do florescimento e frutificagéo.
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Figura 1: Mudas de jacaranda-da-bahia (Dalbergia nigra) (A), Jequitiba-rosa
(Cariniana estrellensis) (B) e ipé-amarelo (Handroanthus serratifolius) (C) plantadas
em Brumadinho/MG, 90 dias apés a enxertia. Todas foram identificadas com um QR
code contendo informacdes sobre a arvore matriz (D).

Anexo 3 — Dados climatolégicos da estagédo de Vicosa/MG no ano de 2020, em que
as enxertias foram realizadas.
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Figura 1: Temperaturas diarias maxima, minima e média da estacdo meteorologica
de Vicosa/MG (A510) nos meses de agosto (A) e novembro (B) de 2020. Fonte:
Instituto Nacional de Meteorologia.
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Figura 2: Umidades diarias média e minima da estacdo meteoroldgica de Vicosa/MG

(A510) nos meses de agosto (A) e novembro de 2020 (B). Fonte: Instituto Nacional de
Meteorologia.
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CAPITULO 3

INDU(;IT\O DE FLORESCIMENTO E FRUTIFICAQAO EM CAMPO DE Euplassa
semicostata PLANA
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Figura 1: Enxertias de Euplassa semicostata realizadas em porta-enxertos da mesma
espécie, que so6 puderam ser produzidos em func¢ao da aplicacao de paclobutrazol nas
plantas matrizes.
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