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RESUMO

CASTRO, Carla Aparecida de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2020. Aceleracao do florescimento em gendtipos autofecundados e florescimento

ultra-precoce de mudas jovens de Eucalyptus por top graftings. Orientador: Marcos
Deon Vilela de Resende.

Processos inovadores de aceleracdo do florescimento de espécies de Eucalyptus por top
graftings (enxertias de topo), incluem a possibilidade de reducido do tempo dos ciclos no
melhoramento florestal. Esta metodologia tende a permitir a producdo de linhagens
florestais e a tornar o uso da Selecdo Gendmica Ampla operacional. Desta forma, o
objetivo foi estabelecer metodologias padronizadas para a realizacio de fop graftings em
gendtipos autofecundados e de mudas juvenis, do género Eucalyptus, visando a inducdo
precoce de florescimento. As avaliacdes dos fop graftings vivos foram realizadas a cada 3
meses apds as enxertias. Com base nos valores relativos ao florescimento, taxas de
sobrevivéncia e nas mensuracOes relacionadas ao crescimento da drea de copa, foram
definidos os melhores padroes a serem empregados durante as enxertias. As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando-se a méaxima verossimilhanga restrita/ melhor
preditor linear ndo viesado (REML/BLUP) e o método Scott-Knott. Desta forma, foram
determinados os efeitos dos tratamentos (gendtipos, épocas de realizacdo da enxertia,
aplicacdo de paclobutrazol e idade das mudas) sobre as varidveis avaliadas. Neste sentido,
constatou-se que a predisposicdo dos top graftings a enxertia varia de acordo com o
material genético utilizado. A quantidade de botdes florais e frutos produzidos pelos top
graftings foi satisfatdria para atestar sobre a efici€éncia da metodologia. O florescimento
permitiu que o segundo ciclo de autofecundagdo fosse realizado e que pdlen e frutos
fossem coletados, para serem utilizados em cruzamentos. Levando em consideracdo o
desempenho dos enxertos para florescimento, a melhor €poca para realizacdo de top
grafitings varia de acordo com a sua finalidade, sendo que para a enxertia de genotipos
autofecundados, o ideal é a época de 3 meses antes do florescimento. J4 para a enxertia
de mudas jovens, os fop graftings de 6 meses antes apresentam melhores resultados para
florescimento e crescimento de area de copa. Além disso, recomenda-se o uso de mudas
jovens de 150-180 dias para a realizacdo de enxertias. Em relacdo as taxas de
sobrevivéncia dos top graftings, melhores resultados sdo obtidos para a época de 3 meses
antes do florescimento, independente do seu tipo. Ou seja, se o enxerto € advindo de

genoétipos autofecundados ou de mudas jovens. Considerando as duas épocas de enxertia,



a aplicacdo de paclobutrazol favorece o florescimento dos top graftings. No entanto, a
aplicagcdo do regulador ndo afeta a taxa de sobrevivéncia e o seu efeito varia em relagdo
ao desenvolvimento de drea de copa. Assim, para top graftings de genétipos
autofecundados, a sua aplicacdo ndo acarreta valores de drea com diferenca significativa,
segundo Scott-Knott, em relacdo aos top graftings sem paclobutrazol. Por outro lado, o
paclobutrazol afeta negativamente o desenvolvimento da copa dos fop graftings de mudas
jovens. Assim, concluimos que a técnica € vidavel para Eucalyptus e pode ser replicada

para as espécies do género, seguindo os procedimentos recomendados.

Palavras-chave: Melhoramento florestal. Linhagens. Selecio Gendmica Ampla.



ABSTRACT

CASTRO, Carla Aparecida de Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2020. Acceleration of flowering in self-pollinated genotypes and ultra-early
flowering of young seedlings of Eucalyptus by top graftings. Advisor: Marcos Deon
Vilela de Resende.

Innovative processes for accelerating the flowering of Eucalyptus species by top
graftings, include the possibility of reducing cycle times in forest breeding. This
methodology tends to allow the production of forest lines and to make the use of the
Genome-Wide Selection operational. Thus, the objective was to establish standardized
methodologies for making top graftings in self-pollinated genotypes and juvenile
seedlings, of the genus FEucalyptus, aiming at the early induction of flowering. The
evaluations of the alive top graftings were performed every 3 months after grafting. Based
on the flowering values, survival rates and measurements related to the growth of the
area, the best standards to be used during grafting were defined. Statistical analyzes were
performed using the maximum restricted likelihood/ best unbiased unbiased predictor
(REML / BLUP) and the Scott-Knott method. Thus, the effects of treatments (genotypes,
season of grafting, application of paclobutrazol and age of seedlings) on the variables
evaluated were determined. In this sense, it was found that the predisposition of top
graftings to grafting varies according to the genetic material used. The amount of flower
buds and fruits produced by the top graftings was satisfactory to attest to the efficiency of
the methodology. Flowering allowed the second cycle of self-pollination to be carried out
and pollen and fruits to be collected, to be used in crossings. Considering the
performance of grafts for flowering, the best time to perform top grafitings varies
according to their purpose. For self-pollinated genotypes, the ideal time to graftings is 3
months before flowering. As for the grafting of young seedlings, the top graftings of 6
months before, presented better results for flowering and growth of canopy area. In
addition, the use of young seedlings of 150-180 days is recommended. Regarding the
survival rates of the top graftings, better results are obtained for the time of 3 months
before flowering, regardless of its type that is, whether it comes from self-pollinated
genotypes or from young seedlings. Considering the two grafting seasons, the application
of paclobutrazol favors the flowering of the top graftings. However, the application of the
regulator does not affect the survival rate and its effect varies in relation to the
development of the area. Thus, for top graftings of self-pollinated genotypes, its

application does not result in significant area values, according to Scott-Knott, in relation



to top graftings without paclobutrazol. On the other hand, paclobutrazol negatively affects
the development of the top graftings crown of young seedlings. Thus, we conclude that
the technique is viable for Eucalyptus and can be replicated for species of the genus,

following the recommended procedures.

Keywords: Forest breeding. Inbred lines. Genome-Wide Selection.



PREAMBULO

O presente trabalho de mestrado estd organizado em 05 secdes, com os seguintes tOpicos:

1) Introdugdo geral: contextualizagdo sobre o setor florestal e a importancia do trabalho
para o avango em pesquisas relacionadas ao uso de top graftings em espécies florestais,

com énfase no género Eucalyptus;

2) Revisdo Bibliografica: Abordagem sobre as principais pesquisas relacionadas as
técnicas de enxertia e de top graftings, além de relatar outras formas de indugdo de
florescimento precoce. Por fim, foram realizadas as revisdes acerca do uso de Selecdo

Gendmica Ampla e da producao de linhagens pelo melhoramento;

3) Capitulos:

- Aceleracdo do florescimento em genétipos autofecundados de Eucalyptus por top

graftings;

- Florescimento ultra-precoce de mudas jovens de Eucalyptus por top graftings;
4) Conclusdes gerais: andlise final das diferentes sec¢des, ressaltando os principais
pontos relevantes do trabalho, de acordo com os objetivos propostos;

5) Material suplementar para suportar informacgdes mais detalhadas sobre os capitulos 1

e2.
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INTRODUCAO GERAL

Devido a sua elevada produtividade de madeira e por exercer uma atuacio
pautada pela sustentabilidade e inovacao, o setor florestal brasileiro é considerado como
referéncia no mercado global (Iba, 2019). A partir dos 7,83 milhdes de hectares de
reflorestamento, o pais € capaz de produzir diferentes produtos de qualidade como
celulose, papel, carvdo vegetal, resina, pellets, laminados e compensados, que sdo
consumidos direta e/ou indiretamente na rotina da populagao (Ibd, 2019). As espécies do
género Eucalyptus, que sdo naturalmente advindas da Austrdlia e Indonésia, apresentam
grande destaque neste cendrio, por serem as mais plantadas no pais. Os plantios com
Eucalyptus constituiram um percentual de 72,4% em relacdo aos outros géneros e uma
area de 5,67 milhdes de hectares no ano de 2018 (Iba, 2019).

A importancia do género, principalmente das espécies E. urophylla, E. grandis e
de seus hibridos, aumentou de forma considerdvel desde a sua introduc¢do no pais. O
desempenho satisfatério das espécies de Eucalyptus e a sua facil adaptacdo as diferentes
regides do Brasil garantem elevados indices de produtividade florestal, bem como ciclos
de corte relativamente curtos em relacdo a outros paises do mundo. A boa adaptacdo é
justificavel devido as semelhangas de condi¢des climaticas e de latitude entre os locais de
plantio e os centros de origem das espécies de Eucalyptus na Austrdlia (Fonseca et al.,
2010; Flores et al., 2016). Isto acarretou o interesse das empresas florestais por estes
materiais genéticos e por investir em pesquisas, objetivando o aprimoramento do
melhoramento e das técnicas de propagacdo e da biotecnologia (Castro et al., 2016). Neste
cendrio, o melhoramento passou a garantir maior produtividade aos plantios e qualidade a
madeira, que € utilizada na fabricacdo de produtos pela inddstria, além de reduzir
impactos ambientais (Golle et al., 2009; Fonseca et al., 2010).

A realizacdo de cruzamentos estratégicos entre genitores superiores de Eucalyptus
€ uma etapa fundamental nos programas de melhoramento e deve ser planejada
criteriosamente. Desta forma, torna-se possivel ampliar a frequéncia de alelos de interesse
na populacdo e como consequéncia, sdo obtidos individuos superiores a cada geracao
(Pires et al., 2011). As espécies de Eucalyptus foram inicialmente recombinadas entre si
no Brasil em meados de 1970, visando a formacdo de hibridos com maior producdo de
madeira e tolerancia a doencas (Assis, 1987; Martins & lkemori, 1987). A técnica de
hibrida¢do evoluiu de forma consideravel durante o tempo, até o surgimento da Protoginia

Artificialmente Induzida, que aumentou a efetividade dos cruzamentos (Assis et al.,
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2005). Além disso, a implementacdo de testes de progénies como método de avaliagdo
dos genitores e de selecio dos melhores individuos oriundos destas recombinagdes
também vem sendo comumente empregada no melhoramento (Castro et al., 2016).

A realizacdo de recombinagdes para a obtengdo de botdes florais, flores e frutos, é
necessdria para a formacdo de sementes melhoradas de Eucalyptus e promover o avango
de geracdes. Entretanto, os individuos arbdéreos de interesse normalmente necessitam de

1 a 12 anos para crescerem e adquirirem maturidade fisiolégica para florescerem
naturalmente (Jordan et al., 2000; Golle et al., 2009). Visando contornar o problema, sao
utilizados pomares de hibridacdo, em que plantas do género sao cultivadas em vasos e
tém seu florescimento induzido de forma precoce (Golle et al., 2009).

Outra maneira de garantir a obtencdo de floracdo precoce é conhecida como
propagacdo vegetativa. Espécies agrondmicas, frutiferas, ou mesmo, florestais dos
géneros Pinus e Araucaria, j4 demonstraram ser aptas aos procedimentos de enxertia
convencional ou top grafting, sendo que a segunda se baseia narealiza¢do de enxertia no
topo de arvores adultas (Jacomino et al., 2000; Floriano, 2004; Gaspar, 2017; Pérez-Luna
et al., 2019). A vantagem do uso dos top graftings para inducao do florescimento, € o fato
de esta utilizar matrizes que estejam florescendo para serem porta-enxertos (Almgqvist,
2013). Isso acelera ainda mais a obten¢do do resultado desejado. A utilizacdo de novos
processos visando a aceleracio do florescimento por fop graftings traz como
possibilidade, portanto, reduzir consideravelmente, o tempo de cada ciclo de
melhoramento em espécies de Eucalyptus. Esta técnica pode ser aprimorada, a partir da
criacdo de uma nova metodologia para ser realizada em espécies deste género e aumentar
a sua efetividade.

A inclusdao dos ftop graftings de Eucalyptus no melhoramento oferece novas
possibilidades, como a criacio de linhagens puras e o uso operacional da Sele¢do
Gendmica Ampla (SGA). Contudo, atualmente ainda ndo existe um processo que torne
esta técnica usual para o género e que seja utilizada em grande escala pelas empresas
florestais e centros de pesquisas. Assim, o objetivo foi estabelecer e avaliar novas
metodologias de fop graftings, que tornem o seu uso factivel, visando o florescimento

precoce de espécies de eucalipto para estas finalidades.
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REVISAO DE LITERATURA
1. Enxertia

A enxertia € uma técnica de macropropagacdo assexuada, que consiste em unir
duas partes de plantas (enxerto e porta-enxerto), tornando-as apenas um individuo de
mesma constituicdo genética do material utilizado como enxerto (Mudge et al., 2009;
Nanda & Melnyk, 2018; Perez-Luna et al., 2019). O enxerto € constituido por um ramo
caulinar da planta de interesse, que ird desenvolver folhagens e realizar a fotossintese
(Goto et al., 2003). O porta-enxerto € obtido por meio da condu¢do de mudas de gendtipo
com familiaridade, preferencialmente, préxima ao do enxerto (Darikova et al., 2011). Ele
pode ser manejado durante o periodo de 6 meses, para que seja mantido em pequeno
porte, que é a condicdo apta para a enxertia. A influéncia do porta-enxerto sobre o enxerto
se baseia no desenvolvimento do sistema radicular, visto que representa a base da planta
formada (Franzon et al., 2008). Esta € uma caracteristica importante, pois sdo as raizes
que direcionam a parte aérea a 4gua e os sais minerais necessarios ao crescimento da copa.

O uso desta técnica foi iniciado hd milhares de anos e a partir disso, novas
metodologias foram criadas para que pudesse ser empregada em outras culturas (Yin et
al., 2012). O procedimento passou entdo a ser praticado na horti e fruticultura, em
diferentes partes do mundo, mas apesar disso, o seu uso no Brasil comecou a ser
expandido recentemente (Jacomino et al., 2000; Franzon et al., 2008). Os principais tipos
de enxertia existentes sdo a encostia, a garfagem, a sobre-enxertia e a borbulhia (Floriano,
2004). Ao se executar a enxertia, o tipo a ser realizado deve ser compativel com as plantas
envolvidas. A execug¢do da enxertia € efetiva quando ha habilidade por parte do
enxertador e o material utilizado é adequado, isto porque, estes fatores podem interferir
no pegamento dos enxertos (Higa et al., 1978; Jacomino et al., 2000).

Além disso, o sucesso das enxertias depende de outros aspectos, como a
compatibilidade genética, que ndo sendo adequada, pode causar desde a morte prematura
do enxerto, até atrofia e incapacidade de frutificar. A época ideal para se realizar a
enxertia também deve ser considerada. A escolha do momento a se enxertar depende da
espécie e do tipo de enxerto que € efetuado, mas de forma geral, recomenda-se realizar a
técnica em época de dorméncia fisiologica das espécies (Franzon et al., 2008). Neste
periodo, ha diminui¢do das taxas de crescimento dos porta-enxertos, por coincidir com a
época de estiagem chuvosa. A realizacdo de enxertias nessa €poca evita encharcamento e

apodrecimento dos enxertos antes que estes se estabelecam e facilita o arranque inicial
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das brota¢des. Quando o periodo chuvoso se inicia, os enxertos tendem a se encontrar
propicios ao pegamento e se desenvolvem de forma mais acelerada. O material vegetal
deve ser sadio e deve-se evitar as condicdes ambientais extremas (Perez-Luna et al.,
2019). Tecidos jovens, com caules de mesmo didmetro e de grau de maturacdo
semelhantes s@o mais eficientes, pois enxertos e porta-enxertos devem constituir uma
combinacdo harmonica. A idade e o tamanho do porta-enxerto também té€m relacio direta
com o pegamento.

A efetividade da enxertia é possivel, pois as plantas possuem grande capacidade
de se regenerarem a partir da reconstituicao dos tecidos (Stegemann & Bock, 2009; Yin
et al., 2012). Esta capacidade de fusdo das zonas cambiais € conhecida como totipoténcia
e permite que a enxertia resulte na formacao de calos. A reprodugdo somadtica ocorre a
partir da divisdo mitdtica das células e a regeneracao dos tecidos da planta adulta, a partir
da organogénese. Além disso, os fitohormonios também atuam de forma significativa
neste processo de desenvolvimento e diferenciacao dos tecidos (Nanda & Melnyk, 2018).

Os principais objetivos da enxertia sio a manutengdo de gendtipos em suas fases
maduras de desenvolvimento, para acelerar o seu florescimento, frutificacdo e producao
de maior quantidade de sementes (Franzon et al., 2008; Mitani et al., 2008; Darikova et
al.,, 2011). Adicionalmente, pode-se incorporar resisténcia as enfermidades e pragas,
reduzir o porte das plantas, restaurar individuos ja em produgdo e que estdo perdendo a
vitalidade, assim como, criar variedades (Wendling et al., 2014b). Por meio da enxertia
espera-se, portanto, a precocidade associada ao desenvolvimento e florescimento dos
enxertos. O resultado obtido a partir da técnica depende de fatores tanto internos das duas
partes a serem unidas (fisiolégicos, histolégicos etc.), como de ambientais, relacionados

a umidade e temperatura do meio (Nanda & Melnyk, 2018; Perez-Luna et al., 2019).

2. Top grafting

A técnica conhecida como top grafting permite que individuos com caracteristicas
botanicas, morfoldgicas ou ecoldgicas de interesse sejam preservados, propagados e
induzidos a florescer com maior facilidade e precocemente (Almgqvist, 2013). O top
grafting consiste em aproveitar a copa de arvores adultas, ja fisiologicamente maduras,
para a realizacdo da técnica de enxertia, permitindo, portanto, a otimiza¢do de um porta-
enxerto ja desenvolvido que esteja disponivel (Pinheiro et. al., 1988; Gaspar et al., 2017).

Assim, a partir deste tipo de enxertia € possivel obter redu¢do no tempo de cada ciclo de
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melhoramento (Li & Dungey, 2018). A realizacdio da técnica neste caso, também
necessita de aten¢do e cuidado, para que seja possivel obter boas taxas de pegamento e
florescimento.

O top grafting, assim como a enxertia convencional, € uma associac@o entre partes
de duas plantas distintas (enxerto e porta-enxerto) que, apds unidas, continuam com seu
desenvolvimento como uma udnica planta. Os tecidos das plantas utilizadas durante o top
grafting ndao se unem completamente e cada parte da planta possui o seu gendtipo
conservado e individualizado. Apesar disso, a seiva e os fitohormdnios conseguem
circular entre as duas partes, quando a unido entre os cambios vasculares € realizada de
forma adequada, permitindo que se mantenham de forma conjunta e saudavel (Nanda &
Melnyk, 2018).

O enxerto € caracterizado por ser parte das plantas que apresentam caracteristicas
de interesse, ou seja, rametes do terco médio da copa. Nesta regido das matrizes estio
presentes folhas e ramos totalmente desenvolvidos, porém ainda juvenis, facilitando a
indu¢do do florescimento por este material. Geralmente, opta-se por enxertos de
gendtipos que demandam muito tempo para apresentarem o primeiro ciclo natural de
florescimento, tornando o uso da técnica mais efetivo. Este critério de escolha é
importante, pois a incapacidade das plantas juvenis de florescerem nao indica
necessariamente que elas ndo irdo reagir de forma positiva sob condi¢des induzidas
(Wendling et al., 2014a). A partir do crescimento de folhagens na copa do enxerto este
passa a ser responsavel, portanto, pela absor¢do de luz e carbono para a realizagdo de
fotossintese, que € essencial para o ciclo de vida da planta apds a realizacdo dos top
graftings.

O porta-enxerto € o que diferencia o top grafting dos demais tipos de enxertia,
pois podem ser usadas matrizes que atuam como suporte, possuem folhagem abundante,
sistema radicular desenvolvido e asseguram a nutri¢do mineral para o enxerto, a partir da
absorc¢do de 4gua e nutrientes do solo (Almqvist, 2013, Gaspar, 2018). Este deve estar em
estdgio de maturidade avancada e que seja propicio para enviar compostos fisioldgicos ao
enxerto, relativos ao florescimento e, assim, induzir a formac¢do de botdes florais. O
porta-enxerto pode ser originado de sementes ou propagacido vegetativa e desenvolvido
em vasos de maior capacidade volumétrica (superior a 30 litros) ou em campo, durante o
tempo minimo de 3 anos. Por meio do manejo adequado, € possivel garantir que se tornem
plantas com baixa estatura e copa ampla, o que facilita a realizacdo dos fop graftings e

dos futuros cruzamentos.
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Sabe-se que em plantas lenhosas, o aumento do didmetro do tronco das plantas,
assim como, a lignificacdo do lenho, prejudicam a unido e cicatrizacao da top grafting. A
oxidacdo de compostos fendlicos também afeta este processo (Fachinello et al., 2005).
Desta forma, o uso de galhos de porta-enxertos adultos facilita a obtencdo de bons
resultados com o fop grafting, visto que estes apresentam pouca maturidade, didmetro
reduzido e com menor oxidacdo. Além disso, outros fatores devem ainda ser considerados
para se obter resultados satisfatérios por top graftings, como a identificacdo de qual € a
idade do enxerto e do porta-enxerto. Isso ird interferir na maturidade fisiolégica de cada
componente da enxertia e havendo grande diferenca entre eles, poderd haver
incompatibilidade.

O periodo durante do ano em que cada espécie deve apresentar florescimento
também é importante para detectar o seu comportamento geral e determinar a melhor
época para enxertd-la. Assim, sabendo-se o periodo do ano em que o porta-enxerto ird
florescer, torna-se possivel programar a realizacdo das enxertias para meses anteriores.
Desta forma, as brotacdes e ramos dos enxertos se desenvolvem em época de menor
atividade fisiol6gica das matrizes e se encontram aptos a florescerem quando o porta-
enxerto atinge a época natural de florescimento. Estes aspectos sdo relevantes durante a
escolha de quais materiais genéticos serdo utilizados para fop graftings e qual a melhor

época do ano para se realizar as enxertias.

3. Inducio de florescimento precoce

O florescimento é um processo complexo que envolve interacdoes de fatores
ambientais, de desenvolvimento e genéticos (Ha, 2014). A inducdo precoce deste
fendmeno em plantas, possibilita a diminuicdo da durag@o dos ciclos de melhoramento,
devido a rapida obtengdo de sementes que dardo origem a individuos superiores a cada
geracdo. A inducdo pode ocorrer por meio da aplicagdo de um regulador de crescimento,
conhecido como paclobutrazol (PBZ). Este regulador, que pertence a familia dos triazdis,
tem a capacidade de modificar o balanco hormonal das plantas e é comumente utilizado
como retardante de crescimento para facilitar o manejo destas (Soumya et al., 2017;
Griffin et al., 1993). A aplicacdo do PBZ acarreta a producao de flores, devido a sua acao
na inibi¢do da biossintese de um fitohormonio, conhecido como giberelina (Kishore et
al., 2015). A auséncia de giberelina direciona carboidratos, antes disponiveis para o

crescimento vegetativo, para a producao de gemas florais e flores (Upreti et al., 2014).
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O PBZ mostra-se como um tratamento efetivo para inducdo do florescimento
quando aplicado em espécies temperadas de Eucalyptus (Auras, 2001), podendo ser
citadas como exemplos as espécies E. globulus e E. smithii (Hasan & Reid, 1995; Gardner
et al.,, 2016). Este regulador de crescimento também é amplamente empregado em
frutiferas, culturas agrondmicas e apresenta de maneira geral, beneficios como a
antecipacdo da fase adulta das plantas, reducdo da altura, o aumento de floracdo e, em
alguns casos, pode proteger contra diferentes tipos de estresses (Williams et al., 1999;
Soumya et al., 2017).

Outra forma de induzir o florescimento precoce é a utilizacdo de adubacdo
nitrogenada (Sedgley & Griffin, 1989; Williams et al., 2003). O uso deste tipo de
fertilizante € comum no cultivo do milho e do feijoeiro e vem sendo responsavel por
aumentos de produtividade (Lima et al., 2001; Aradjo et al., 2004). A presenca de
nitrogénio afeta a sintese de clorofila, que estd envolvida na fotossintese e,
consequentemente, no desenvolvimento das plantas. O aumento deste elemento acarreta a
expansao da drea foliar, a producdo de mais matéria seca e a produtividade de graos
(Aragjo et al., 2004). A adubacdo nitrogenada deve ser realizada de modo a propiciar boa
nutri¢do da planta no periodo em que ainda € possivel aumentar o nimero de brotacdes,
isto é, antes do periodo de florescimento (Rosolem, 1996).

Conforme relatado anteriormente, técnicas de enxertia também podem ser
utilizadas para induzir o florescimento (Li et al., 2018). Existem duas formas de se realizar
a enxertia, sendo a primeira por meio do método convencional e a outra, a partir de top
graftings. Ambos os procedimentos podem ser utilizados em conjunto com a aplicacdo de
PBZ e adubacio nitrogenada, com o objetivo de fazer com que genétipos florescam de
forma mais abundante e em curtos intervalos de tempo. A unido destas metodologias tem
potencial de acarretar signficativos ganhos de tempo e recursos financeiros ao
melhoramento de espécies florestais. Além disso, ha ainda a possibilidade de incluir
ferramentas biotecnoldgicas e estatisticas avancadas ao programa de melhoramento,
como € o caso da Sele¢cdo Gendmica Ampla (SGA), para possibilitar o florescimento
ultra-precoce das espécies.

A obtencdo precoce de botdes florais e flores facilita o desenvolvimento de novos
clones, advindos de melhoramento genético. A partir da disponibilidade dos 6rgaos
reprodutivos das plantas, passa a ser possivel realizar recombinacdes entre espécies e
materiais genéticos de interesse. A polinizacdo controlada foi desenvolvida, neste sentido,

para facilitar a etapa de recombina¢do e aumentar o vingamento das flores polinizadas.
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Este método tem sido realizado ha décadas e atualmente possui metodologia consolidada,
conhecida como Protoginia Artificialmente Induzida (PAI), que permite obter maior
produtividade e baixa porcentagem de contaminacio dos cruzamentos (Assis et al., 2005).
Assim, a indugdo de florescimento e o uso da PAI, quando integrados, aumentam ainda
mais a efici€éncia dos programas de melhoramento e acarretam ganhos de produtividade e

tempo para a obtencdo de materiais superiores.

4. Selecio Genomica Ampla

A selecio de gendtipos dentro dos programas de melhoramento florestal
convencionais € normalmente realizada por meio da mensuragdo em campo de caracteres
fenotipicos dos individuos e estimacdo de ganhos e parametros genéticos a partir de
softwares estatisticos (Castro et al., 2016). A Selecdo Gendmica Ampla (SGA) foi
proposta por Meuwissen et al. (2001) como um método para acelerar este processo de
selec@o e aumentar sua eficiéncia no melhoramento animal (Denis & Bouvet, 2013).

A SGA € um método que aumenta a acurdcia da selecio e reduz o tempo
necessdrio para identificar os individuos superiores, pois permite realizar a predi¢ao e a
selecdo em fases muito juvenis de plantas perenes e animais (Resende et al., 2008;
Grattapaglia & Resende, 2011). Este tipo de selecdo propicia uma forma de selecao
precoce direta, pois atua precocemente sobre genes expressos na idade adulta. Ao
contrdrio da sele¢do precoce tradicional, que atua (via avaliagc@o fenotipica) sobre genes
ativados na idade precoce, esperando que esses informem parcialmente sobre genes
expressos na idade adulta (Resende et al., 2017). A predicao realizada por meio da SGA
considera, ainda, o real parentesco genético dos individuos em avaliacdo, em detrimento
do parentesco médio esperado matematicamente (Resende, 2007).

Na prética, a SGA ¢ iniciada com a criagdo de modelos preditivos, que sdo entio
usados nos ciclos de selecdo gendmica e atualizados de forma progressiva, com a inclusao
constante de novos individuos de fenotipo e gendtipos conhecidos. Nestes ciclos, sdo
utilizados marcadores gendmicos cujos efeitos sobre o fenotipo sdo estimados em uma
grande “populacdo de estimagdo”, que possui uma quantidade representativa de
individuos. Por fim, uma série de candidatos a selecio sdo genotipados e t€ém seus valores
genéticos e/ou genotipicos estimados usando o modelo estatistico desenvolvido durante
o processo (Grattapaglia et al., 2018). As mudas selecionadas a partir dos valores

genéticos podem ser utilizadas para a realizacdo de fop graftings, visando a inducao
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inicial de florescimento e para criar a proxima geracao de reprodutores (Figura 1).
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Figura 1: Demonstrativo de como € realizada a Selecio Gendmica Ampla, para a selecdo

ultra-precoce de progénies em espécies florestais.

Fonte: Grattapaglia et al., 2018

S. Linhagens autofecundadas

A producgdo de linhagens por meio de ciclos consecutivos de autofecundacdo é
uma prética comum no melhoramento de culturas autégamas (Ramalho & Araujo, 2011).
O objetivo baseia-se em aumentar o grau de homozigose dos individuos, possibilitando a
obtencdo de plantios homogéneos a partir de sementes (Maia, 2010). Os melhoristas da
maioria das espécies autofecundadas em desenvolvimento no pais tém obtido excelentes
resultados, com ganhos significativos de produtividade e sustentabilidade (Ramalho &
Araujo, 2011).

No caso das alégamas de ciclo curto, como por exemplo a cultura do milho, o

melhoramento também produz linhagens homozigotas a partir de autofecundagdes,
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porém, estas devem ser contrastantes entre si. Com isso, torna-se possivel realizar
cruzamentos entre estas linhagens e formar hibridos com alta heterose (Paterniani et al.,
2008; Baldissera et al., 2014). A melhora a produ¢do de culturas na forma de hibridos F1
¢ acarretada, portanto, pela heterose, que funciona como um incremento de vigor nestas
plantas (Amanullah et al., 2011). Estes hibridos apresentam superioridade sobre seus
parentais, muitos locos em heterozigose e como consequéncia, poucos alelos deletérios
sendo expressos (Li et al., 2008). Portanto, a heterose fornece a base para a exploracao de
combinacdes valiosas entre linhagens e poderd ser explorada também pelo setor florestal

a partir da efetivacao do uso de top graftings.
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CAPITULO 1

Aceleraciao do florescimento em genétipos autofecundados de Eucalyptus por top

graftings

RESUMO

A técnica conhecida como fop grafting possibilita a redu¢do de tempo para que cada
geracdo no melhoramento florestal seja obtida. A partir de seu uso, os enxertos de
gendtipos de interesse, ainda juvenis, podem ser unidos a copa de darvores
reprodutivamente maduras e induzidos a florescer. Desta forma, passa a ser possivel
avancgar rapidamente as geragdes e realizar procedimentos ainda nao explorados pelo setor
florestal, como a autofecundacdo e a consequente producdo de linhagens. Visando
efetivar esta técnica, o objetivo foi estabelecer uma metodologia padrdo para a realizagao
de top graftings em gendtipos autofecundados do género Eucalyptus, visando a inducdo
de florescimento precoce. A partir disso, foram realizados um total de 448 top graftings,
divididos entre 7 genétipos (3 E. urophylla x E. grandis, 1 E. urophylla e 3 E. grandis) e
duas diferentes épocas do ano: julho e novembro (6 e 3 meses antes do florescimento
convencional das espécies). Além destes efeitos, a eficiéncia do uso de paclobutrazol foi
analisada a partir de sua aplicacdo sobre cada gendtipo dos porta-enxertos. Em intervalos
de 3 meses, os top graftings vivos foram avaliados em relacao a indugdo do florescimento
(contagem de botdes florais e frutos) e desenvolvimento dos fop graftings (taxa de
sobrevivéncia e célculo da drea de copa). Os métodos de estimagdo REML/BLUP (andlise
da maxima verossimilhanca restrita/melhor preditor linear ndo viesado) foram utilizados
para estimar os parametros genéticos. A partir dos resultados de florescimento, foi
constatado, apds 2 anos de avaliagOes periddicas, que os fop graftings realizados na época

de 3 meses antes do florescimento mostraram-se com maior producdo de botdes florais e
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frutos. Sendo assim, este periodo € o mais adequado para utilizar esta técnica. Os top
graftings foram efetivos para a inducdo de florescimento de Eucalyptus autofecundados,
visto que a quantidade de botdes florais foi produzida foi suficiente para se realizar o
proximo ciclo de autofecundacdo em 4 gendtipos. A aplicacdo de paclobutrazol foi
analizada por meio de teste t, com significancia de 5% de probabilidade do erro tipo 1. O
regulador favoreceu o florescimento entre os fop graftings que permaneceram Vivos.
Entretanto, a sua aplicacdo ndo foi significativa para garantir maior sobrevivéncia ou
crescimento de drea de copa dos top graftings. A predisposi¢do dos gendtipos a enxertia
modificou-se entre as épocas e em relacdo a sobrevivéncia e area de copa. Os top graftings
de 3 meses antes do florescimento apresentaram valores superiores. Além disso, ao se
avaliar os top graftings realizados em cada época separadamente, percebe-se que, o
comportamento dos gendtipos em relagdo ao crescimento de copa é homogéneo. Assim, €
possivel constatar sobre a efetividade dos gendtipos autofecundados em relagdo a sua

predisposi¢do a enxertia.

Palavras-chave: Melhoramento Florestal; Florescimento precoce; Linhagens;

Autofecundagio;
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ABSTRACT

The technique known as top grafting allows to reduce the time for each generation of
improved forest. Thus, the grafts of genotypes of interest, still young, can be joined to the
canopy of reproductively mature trees and induced to bloom. In this way, it becomes
possible to rapidly advance how to execute procedures not explored yet by the forestry
sector, such as self-pollination and consequent production of inbred lines. In order to
make this technique effective, the objective was to establish a standard methodology for
the realization of the top graftings in the self-pollinated genotypes of the genus
Eucalyptus, aiming the induction of early flowering. After that, a total of 448 top graftings
were performed, divided between 7 genotypes (3 E. urophylla x E. grandis, 1 E. urophylla
and 3 E. grandis) and two different periods of the year: July and November (6 and 3
months before conventional species flowering). In addition to these effects, the efficient
use of paclobutrazol was analyzed from its application on a replica of each rootstock
model. At intervals of 3 months, the alive top graftings were evalusted in relation to
flower induction (bud and fruit count) and development of the grafts (survival rate and
canopy area calculation). The methods of application REML/BLUP (maximum restricted
likelihood analysis/best unused linear predictor) were used to estimate genetic
parameters. From the results in relation to flowering, it was found after 2 years of periodic
tests, that the top graftings performed at the time of 3 months before flowering period
were presented with greater production of flower buds and fruits. Therefore, this period is
the most suitable to use this technique. The top graftings show effective effects on the
induction of self-pollinated Eucalyptus flowers, as they produce enough flower bud
values to carry out the next cycle of self-pollination in some genotypes. The application
of paclobutrazol was analyzed using t test, with a 5% significance level of type 1 error.

The regulator favored the flowering among the top graftings that remained alive.
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However, its application was not significant to ensure greater increase or growth in the
canopy area of the top graftings. A predisposition of genotypes for grafting modified
between seasons and in relation to survival and canopy area, the top graftings of 3 months
before flowering presented higher values. When evaluating the top graftings performed in
each period, it is noticed that the behavior of the genotypes in relation to crown growth
was homogeneous. Thus, it is possible to verify the effectiveness of each self-pollinated

genotype in the relation predisposition top grafting.

Keywords: Forestry breeding; Early flowering; Inbred lines; Self-pollination.
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1. Introducao

O melhoramento genético florestal, em seu modo cldssico, requer um longo
periodo para a recomendacdo de uma nova cultivar. No caso de espécies do gé€nero
Eucalyptus, pode demorar ao menos 18 anos e um dos motivos desta demora é o tempo
que as arvores necessitam para se desenvolverem e florescerem (Pires et al., 2011). Como
consequéncia, a autofecundagdo, que ja € comum em culturas agrondmicas, ainda nao é
explorada pelo melhoramento florestal, devido ao tempo necessario para se obter cada
geracdo. Desta forma, para viabilizar este procedimento no contexto de florestas
plantadas, sd@o necessdrias novas técnicas com o objetivo de acelerar este processo e
aumentar o ganho genético por unidade de tempo (Almqvist & Ekberg, 2001; White et
al., 2007; Wong & Bernardo, 2008), como por exemplo, a partir da indugdo de
florescimento precoce por top graftings (Grattapaglia et al., 2018).

A produgdo de linhagens por meio de ciclos consecutivos de autofecundacio é
uma pratica comum no melhoramento de culturas autégamas. Esta é uma estratégia que
tem por objetivo aumentar a homogeneidade dos plantios seminais, devido ao alto grau
de homozigose dos individuos (Maia, 2010; Baldissera et al., 2014). Isso permite que seja
realizado o plantio direto de sementes, que é considerado mais econdmico e facil de ser
realizado operacionalmente em relacdo a clonagem. Os melhoristas da maioria das
espécies autofecundadas em desenvolvimento no pais t€ém obtido excelentes resultados,
com ganhos significativos de produtividade e sustentabilidade (Ramalho & Araujo,
2011). Isso se deve ao aprimoramento genético advindo das autofecundacdes e selecdes
realizadas, até o lancamento de novas linhagens.

No caso das alégamas de ciclo curto, como por exemplo a cultura do milho, a
intencdo do melhoramento também € produzir linhagens homozigotas a partir de
autofecundagdes, porém, estas devem ser contrastantes entre si. Com isso, torna-se

possivel realizar cruzamentos entre as linhagens e formar hibridos com alta heterose
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(Paterniani et al., 2008; Baldissera et al., 2014). A heterose € responsdvel por melhorar a
producao de culturas na forma de hibridos Fi, por ser responsavel pelo aumento da altura
das plantas e da atividade fotossintética, pela precocidade dos ciclos, dentre outras
vantagens (Sturion et al. 1999; Pires et al., 2011; Santos et al., 2016). Desta forma, ela
fornece a base para a exploracdo de combinagdes valiosas entre linhagens (Amanullah et
al., 2011). Além disso, os hibridos formados apresentam superioridade sobre seus
parentais, muitos locos em heterozigose e como consequéncia, reduzida taxa de
segregacdo entre si e poucos alelos deletérios sendo expressos (Li et al., 2008).

A relevancia da autofecundacdo e da obtencdo de hibridos, evidencia a
importancia de se realizar um procedimento semelhante ao ja que € feito, para as espécies
florestais de destaque no Brasil. O género Eucalyptus é o mais plantado atualmente no
pais e € utilizado na producao de diferentes produtos da industria florestal (Ib4, 2019). As
taxas de enraizamento dos clones de Eucalyptus produzidos ao final do melhoramento
convencional, trazem prejuizos aos produtores e as empresas. Neste sentido, a
possibilidade de se realizar plantios de sementes hibridas de Eucalyptus, formadas a partir
do cruzamento entre linhagens, € atrativa. Esta nova vertente facilitard a realizacdo dos
plantios de Eucalyptus, gerando ganhos considerdveis de recursos e produtividade
operacional. Assim, a produ¢do de linhagens com as espécies deste género e arealizagdo
de cruzamentos entre elas, tende a revolucionar o melhoramento do setor florestal
brasileiro. Ao ser efetivada, esta mudanca ird descartar a necessidade exclusiva de
propagacao florestal a partir de clonagem.

Entretanto, os entraves que ocorrem neste processo referem-se ao efeito da
endogamia sobre cada geracdo autofecundada, visto que as espécies de Eucalyptus sdo
al6dgamas, assim como o milho. Além disso, estas espécies possuem ciclo longo entre o
momento de plantio das progénies até o de selecdo do melhor gendtipo, sendo que este

periodo pode durar entre dois a sete anos (Castro et al., 2016). A realizacdo de ciclos
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consecutivos de autofecundagdo, pelo modo tradicional de melhoramento, torna-se
invidvel, visto que a obten¢do de linhagens homozigotas pode levar até sete ciclos de
autofecundacdo e selecdo. Desta forma, a producido de linhagens de espécies florestais
requer a busca por alternativas que tornem possivel diminuir a duracdo dos ciclos de
melhoramento.

Neste sentido, os top graftings de Eucalyptus sao uma metodologia promissora,
pois se baseia na enxertia de um material genético de interesse nas copas de arvores
maduras e reprodutivas (Almgqvist, 2013b). Esta técnica apresenta como principal
vantagem a aceleracdo do florescimento e se mostra usual nos géneros Pinus e Araucaria,
nos quais ja foi testada (Almqvist & Ekberg, 2001; Liang et al., 2011; Almgqvist, 2013a;
Gaspar et al., 2017). A adaptacdo da metodologia de top graftings é necessaria para que
esta seja efetiva em espécies de Eucalyptus, visando facilitar o seu emprego de forma
operacional em programas de melhoramento. Com isso, autofecundagdes poderdo ser
realizadas rapidamente e assim, as linhagens serdo selecionadas e obtidas em menor
periodo. Diante das consideracdes expostas, o objetivo consistiu em estabelecer uma
metodologia padrdo para a realizacdo de fop graftings em gendtipos autofecundados do

género Eucalyptus, visando a inducdo de florescimento precoce.

2. Material e métodos

2.1.  Condicoes ambientais e material genético

O experimento foi conduzido em pomares de hibridacdo de campo da empresa
Celulose Nipo Brasileira — CENIBRA S.A., no municipio de Guanhaes (latitude 18° 46'
30" S; longitude 42° 55' 57" W; altitude 744 m), localizado no estado de Minas Gerais,
Brasil. O clima do municipio € do tipo Cwa segundo a classificacdo de Koppen e Geiger,
com pluviosidade e temperatura média anual de 1497 mm e 19,9 °C.

Os gendtipos selecionados para a realizacdo do estudo se dividiram entre as
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espécies Eucalyptus grandis, E. urophylla e hibridos de E. urophylla x E. grandis. Foram
selecionados 7 materiais genéticos, advindos do primeiro ciclo de autofecundacdo, que
foram plantados em 2012 e devidamente confirmados por marcadores moleculares
(Tabela 1). A defini¢ao destes gendtipos foi determinada pelo desempenho silvicultural e
pela dificuldade que estes apresentaram em florescer entre os 20 que foram confirmados
como autofecundados e pela dificuldade de resgatar o material pelo método tradicional de
melhoramento. A partir desta etapa, foram coletados rametes do terco médio da copa das
plantas em desenvolvimento no Teste de Progénies Endogamicas (TPE), aos 5 anos, com
o intuito de que estes fossem utilizados como enxertos nos top graftings. Esta coleta foi
realizada no ano de 2017, assim como a realizacdo dos fop graftings ocorreu neste

mesmo periodo.

Tabela 1: Materiais genéticos utilizados como enxertos para a realizacdo dos fop

graftings, visando o rdpido florescimento, para a realizacdo dos ciclos posteriores de

autofecundacao.
Codigos Espécies Procedéncias Localizacio
CENO1 E. urophylla x E. grandis TPEOOS PH24
CENO2 E. urophylla x E. grandis TPEOOS PH24
CENO3 E. urophylla x E. grandis TPEOOS PH24
CENO0O4 E. urophylla TPEOOS PH14
CENO5 E. grandis TPEOOS PH14
CENO06 E. grandis TPEOOS5 PH16
CENO7 E. grandis TPEOOS PHI16

A partir do momento em que os rametes foram coletados, estes foram
acondicionados em uma caixa de isopor contendo gelos bag congelados. O gelo foi
mantido no fundo da caixa e uma prote¢do de papeldo impediu o seu contato direto com
as amostras. Os propagulos coletados foram envoltos em papel toalha umedecido com
agua. Apos este procedimento, uma nova camada de papel aluminio e um saco de papel

com a identificacdo foram utilizados para o armazenamento adequado do material. Os
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enxertos foram armazenados de forma adequada (em local refrigerado) por um periodo de
no méximo 7 dias, até o momento de realizacdo dos top graftings.

Foram selecionadas genitoras maternas dos enxertos, que continham 2 réplicas no
Pomar de Hibridacdo Clonal (PHC), para a realizacdo das enxertias de cada um dos sete
materiais genéticos usados como enxertos. Desta forma, foram utilizadas 14 matrizes
como porta-enxertos. A escolha de genitoras maternas visou aumentar a probabilidade de
haver compatibilidade entre o conjunto criado entre enxertos e porta-enxertos, evitando
rejeicdes. As réplicas foram utilizadas com o objetivo de testar o efeito da aplicacdo de
paclobutrazol (PBZ) sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos top graftings.
Considerou-se ainda, o fato de os porta-enxertos serem fisiologicamente maduros
(florescendo), o seu potencial para a produ¢do abundante de flores e frutos, boa formagao

da copa, porte e estado fitossanitario.

2.2.  Delineamento experimental

O objetivo foi avaliar 2 efeitos sobre os top graftings: sendo o primeiro quanto ao
uso de PBZ e o segundo em relagdo a melhor época do ano para a realizacdo do
procedimento. As épocas testadas foram 6 e 3 meses antes da época de florescimento
convencional das espécies (janeiro-marco), ou seja, os fop graftings foram realizados nos
meses de julho (época 1) e novembro (época 2) do ano de 2017, respectivamente. O
delineamento utilizado foi definido como blocos casualizados, com a realiza¢do de quatro
blocos em cada porta-enxerto (B1 a B4), em cada época de enxertia. Cada bloco foi
estabelecido a partir da enxertia de quatro top graftings em um diferente galho do porta-
enxerto. Além disso, para testar o efeito do PBZ, foi selecionado uma das réplicas das
matrizes utilizadas como porta-enxertos para sua aplica¢do (Figura 1). Desta forma, os 2

efeitos foram avaliados sobre as réplicas de cada gendtipo selecionado.
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Figura 1: Representacdo da realizacdo dos top graftings de cada um dos sete materiais

genéticos selecionados como enxertos, com e sem paclobutrazol. Os retangulos em verde
indicam os oito blocos realizados no més de julho (época 1), enquanto, os em vermelho,
foram realizados em novembro (época 2). Em cada bloco, foram realizados quatro fop

graftings. Portanto, houve 16 top graftings por porta-enxerto, em cada época.

De forma geral, foram feitos 32 top graftings por material genético, sendo 16 em
cada uma das réplicas dos porta-enxertos (com e sem PBZ), em cada época (6 e 3 meses
antes do florescimento). Assim, foram feitos um total de 448 top graftings (16 top
graftings x 2 tratamentos (com e sem PBZ) x 7 genétipos x 2 épocas), visando atestar a

inducdo de florescimento sobre gendtipos autofecundados.

2.3.  Processos de aceleracao do florescimento

2.3.1. Top graftings de genotipos autofecundados

A partir do primeiro ciclo de autofecundacido em gendtipos de importancia, o TPE0OS foi
plantado em campo. Em 2017, a predisposicio dos individuos autofecundados ao
florescimento foi avaliada e entdo, foi feita a selecdo dos gendtipos a serem enxertados.

Assim, os top graftings foram realizados utilizando a metodologia denominada de
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enxertia do tipo garfagem em fenda cheia, com algumas adaptacdes, nos melhores galhos

da copa dos porta-enxertos (Figura 2).

Figura 2: Metodologia adaptada de fop graftings de materiais genéticos autofecundados.
A- Rametes coletados e armazenados, para a realizacdo dos fop graftings; B- Apods a selecdo de
um ramete para ser o enxerto, é necessario verificar se o seu didmetro é compativel com o do
galho onde este serd enxertado; C- Em caso afirmativo, realizar dois cortes laterais no enxerto,
visando formar uma cunha e um corte central no galho, dando origem a uma fenda; D- Encaixar
os dois componentes de forma que a lateral destes seja compativel e permita a translocacido de
fluidos entre o cambio da planta e o do enxerto; E- Recobrir o top grafting com parafilme e

reforcar com o fitilho ou arame na drea de ligacdo entre o enxerto e o porta-enxerto; F-



45

Demonstragdo do top grafting ap6s a realizacdo do procedimento padrao.

Os melhores rametes foram coletados em campo nas copas de cada um dos 7
individuos selecionados para serem os enxertos durante a realizacdo dos top graftings
(Figura 2-A). A partir deste procedimento, foi preciso transportar os rametes ao pomar de
hibridacdo da empresa, onde as matrizes adultas (porta-enxertos) estdo localizadas.

Ap6s selecionar as matrizes adequadas para serem os porta-enxertos, foi
necessdrio encontrar em cada uma, galhos que possuissem ramos com a mesma
circunferéncia dos enxertos (Figura 2-B). Além disso, o mesmo galho deveria comportar
a realizacdo de quatro top graftings, pois esta seria a determinacdo de um bloco. Apds a
definicdo do galho, efetuou-se uma fenda central no ramo do porta-enxerto utilizando-se
canivete. O enxerto foi cortado dos dois lados (cunha) com tamanho adequado, para
garantir a aderéncia no galho selecionado (Figura 2-C). A cunha foi introduzida na fenda.
Foi preciso cuidar para que pelo menos um dos lados da casca do enxerto, coincidisse
com a borda do galho do porta-enxerto (Figura 2-D). Ap6s este procedimento, € preciso
revestir o material enxertado com o parafilme. O local em que houve a conexdo entre
enxerto e porta-enxerto foi pressionado com um fitilho, arame ou fita veda-rosca (Figura
2-E). Apo6s a realizacdo dos procedimentos citados, o top grafting encontra-se propicio
para seu desenvolvimento adequado (Figura 2-E). Apds 45 dias passa a ser possivel

atestar sobre a sua sobrevivéncia.

23.2. Aplicagdo de paclobutrazol

ApOs a realizacdo dos fop graftings de cada material genético autofecundado, um
dos porta-enxertos foi selecionado para que o PBZ fosse aplicado sobre a sua area

radicular (Figura 3).
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Figura 3: Demonstracdo da metodologia de aplicagdo do indutor de florescimento sob os
porta-enxertos. A- Medir o tronco do porta-enxerto; B- O PBZ deve ser incluido em um
recipiente graduado, para que seja mensurada a quantidade de PBZ a ser diluida em 4gua;
C- Homogeneizar o PBZ em dgua; D- Aplicar a solucdo sobre o solo que estd sob toda a
drea da copa de cada porta-enxerto. Para a realizacdo destes procedimentos foi

indispensavel o uso de EPI’s (Equipamentos de Prote¢ao Individual).

O procedimento foi iniciado com a medic¢do da circunferéncia da base do tronco
do porta-enxerto (Figura 3-A). A relacdo utilizada foi de 1 ml de PBZ em suspensio
concentrada (Cultar 250SC) para cada centimetro de circunferéncia. A partir desta etapa,

foi necessdrio medir em um recipiente graduado a quantidade de PBZ a ser aplicada
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(Figura 3-B). A quantidade de 4dgua usada para diluir o produto foi definida dias antes da
aplicacdo de PBZ. Foi preciso regar as plantas de interesse utilizando apenas &4gua,
visando corresponder a toda a drea sob a copa, até atingir o ponto de saturacdo do solo.
Esta area foi suficiente para garantir que a drea radicular das matrizes fosse abrangida,
garantindo a melhor absor¢ao do produto. Apés este teste, o PBZ foi entdo diluido em 5
litros de 4gua e esta solucdo foi transferida para um regador (Figura 3-C). A aplicacdo do
produto foi realizada de forma a recobrir o solo, novamente, sob toda a drea da copa dos

porta-enxertos (Figura 3-D).

2.4. Coleta de dados

Foram realizadas avaliacdes periddicas do experimento em intervalos
aproximados de trés meses. Desta forma, a sobrevivéncia, o florescimento foram
contabilizados e o desenvolvimento da drea de copa foi mensurado (Figura 4). A taxa
sobrevivéncia, em cada avaliacdo, foi obtida a partir da contagem de top graftings que
permaneceram vivos durante o decorrer do tempo, sempre discriminando os genétipos e a
parte do delineamento que estes representavam. Além disso, o florescimento foi
contabilizado por meio da contagem de top grafitngs que apresentaram desenvolvimento
de primérdios florais, flores e frutos (Figura 4-A). A partir do momento em que foi
detectado o florescimento em cada top grafting, o procedimento, em algumas avaliagdes,
consistiu em realizar a contagem de botdes florais e frutos presentes. A taxa de efetividade
da técnica foi aferida por meio da relacio entre fop graftings vivos na ultima avaliagdo,
realizada em agosto de 2019 e, entre estes, os que apresentaram florescimento. A
representacdo grafica destes resultados foi construida a partir do software SigmaPlot 11.0,

para os top graftings realizados em cada época de enxertia.
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Figura 4: A- AvaliacOes periddicas incluiram a contagem dos botdes florais e frutos
presentes nos fop graftings sobreviventes; B e C- Mensuragdo da drea de copa

(comprimento e largura, respectivamente), utilizando fita métrica.

Além disso, foram realizadas medi¢des individuais das dreas de copa dos top
graftings utilizando fita métrica (Figura 4-B e C). Assim, foram mensuradas as larguras e
comprimentos, em cm, da totalidade dos individuos vivos em cada avaliacdo. A partir
destas medidas, foi possivel realizar o cdlculo de drea de copa, em m?, dos top graftings e
acompanhar o desenvolvimento destes com o passar do tempo.

. . comprimento (cm) * largura (cm)
Area de copa dos top graftings (m?) =

10.000

Utilizando como base os dados coletados em 8 avaliacdes (setembro de 2017 a

agosto de 2019), foi possivel realizar comparacdes entre top graftings instalados em
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diferentes tratamentos. Estas comparacdes entre o desempenho dos top graftings que
estavam em matrizes com ou sem PBZ e os que foram realizados 6 ou 3 meses antes do
florescimento, visaram o estabelecimento do melhor protocolo para a realizagdo do
procedimento.

Por fim, as idas a campo, que foram realizadas com a finalidade de se avaliar o
experimento, foram aproveitadas para a realizacdo de manutencdes nos porta-enxertos
onde os top graftings foram instalados. Desta forma, podas estratégicas foram realizadas,
para remocao de galhos que sombreavam os top graftings vivos ou que poderiam causar a
estagnacdo do desenvolvimento destes, por competirem pelos nutrientes que sao
transportados pelas matrizes. Além disso, recomendacdes especificas em relacdo a
adubagdo e o manejo do pomar foram realizadas, além de melhorias na identificacdo dos

enxertos, com o objetivo de melhorar as condi¢des do material.

2.5. Analises estatisticas

A partir dos dados coletados nas avaliacdes periddicas, foram realizadas diferentes
andlises com base em modelos do software Selegen REML/BLUP (Resende, 2016). Os
modelos foram usados para avaliar a diferenca entre os gendtipos e os tratamentos (épocas
de enxertia e uso de PBZ) sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento de copa dos top
graftings. Além disso, permitiram a anélise conjunta dos dados coletados em todas as
avaliacdes, para o caractere drea de copa dos enxertos. Para o efeito fixo de tratamento
relativo ao uso de PBZ, foi feito um teste t a 5% de significancia pelo erro do tipo 1,

visando comparar a relevancia de sua aplicagcdo sobre os top graftings realizados.

25.1.  Modelo estatistico para andlise individual

Baseou-se na avaliacio de conjuntos de dados de sobrevivéncia e de

desenvolvimento de drea de copa dos fop graftings que foram realizados em cada uma
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das épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do florescimento), separadamente. Desta forma,
os quatro conjuntos criados pela divisdo relatada foram analisados a partir do modelo

estatistico descrito abaixo:

y=Xf+Zal+Wa2+Ta3+ Qa4+ Pa5 +e
Em que y € o vetor de dados, f € o vetor que representa o efeito do PBZ, assumido
como fixo, somado a média geral. Os vetores al, a2, a3, a4, aS sdo os efeitos aleatdrios
do modelo, referentes aos genotipos, periodos de avaliagdo, interacdes entre gendtipos X
tratamentos, avaliagdes X tratamentos e gendtipos X avaliagdes, respectivamente. O vetor
de erros ou residuos (efeito aleatério) é demonstrado como e. As letras maitsculas (X, Z,

W, T, Q e P) representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

2.5.2.  Modelo estatistico para andlise conjunta

A avaliac@o conjunta foi realizada visando avaliar o desenvolvimento de area de
copa dos fop graftings. Desta forma, o conjunto conteve os dados de todas as avaliacdes,
dos top graftings realizados nos dois periodos (6 e 3 meses antes do florescimento), para

a variavel area. O modelo estatistico usado encontra-se descrito abaixo:

y =Xr+Zg+ Wp +Ti +e
Em que y € o vetor de dados, r é o vetor dos efeitos de repeti¢ao (relativos aos
genotipos e assumidos como fixos), somados a média geral; g € o vetor dos efeitos da
interacdo entre épocas X tratamentos (aleatorio), p € o vetor dos efeitos da interacdo entre
gendtipos x tratamentos (aleatério), i € vetor dos efeitos da interagdo entre gendtipos X
épocas (aleatdrio) e e € o vetor de erros ou residuos (aleatdrio). As letras maiusculas (X,

Z, W e T), representam as matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.
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3. Resultados
3.1. Anadlise do florescimento

Os top graftings que foram realizados 6 meses antes do florescimento produziram
botdes florais (BF) desde a primeira avalia¢do, que foi realizada 3 meses apds a enxertia.
Neste periodo, nove top graftings do gendtipo CENO3 floresceram. Entretanto, o inicio
do florescimento dos demais gendtipos avaliados variou com o decorrer do tempo. Na
dltima avaliacdo, realizada em agosto de 2019 (25 meses apds a enxertia), constatamos
que houve uma alta relacdo de top graftings que floresceram entre os que permaneceram
vivos (Figura 5). De forma geral, esta relacdo foi superior a 83% e quatro dos genétipos
que se mantiveram com fop graftings vivos, a porcentagem foi igual a 100%. O gendtipo
que demonstrou possuir a maior predisposi¢do ao florescimento precoce quando utilizado
como enxerto foi o CENO3. Este material genético apresentou 13 top graftings com
florescimento e esta foi a maior quantidade obtida em um mesmo gendtipo para esta
época. Nao foi possivel avaliar a capacidade de florescimento dos fop graftings para os
gendtipos CENO1, CENO4 e CENO7, que foram realizados 6 meses antes do
florescimento, pois seus enxertos morreram de forma precoce.

Além disso, a aplicacdo de PBZ, foi eficiente para promover o florescimento dos
top graftings. Para os top graftings realizados nesta época, houve um total de 16 com PBZ
e 8 sem PBZ (Figura 5). Assim, a fim de promover de forma mais efetiva o florescimento
por meio da técnica de fop graftings, se mostra necessdrio a aplicacao deste regulador de

crescimento.
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Figura S: Florescimento de fop graftings vivos 25 meses apds a enxertia (agosto de 2019)

entre os que foram realizados de na época 6 meses antes do florescimento.

Os top graftings que foram realizados na época de 3 meses antes do florescimento
também floresceram desde a primeira avaliacdo, realizada 3 meses apds a realizagcdo das
enxertias. Nesta ocasido floresceram dois enxertos, sendo um do genétipo CENO3 e outro
do CENOS. O gendtipo que demonstrou possuir a maior predisposi¢do ao florescimento
precoce quando utilizado como enxerto foi o CENO4, que apresentou o total de 16 top
graftings em florescimento. Além disso, os dados da avaliacdo realizada em agosto de
2019 (23 meses apos a enxertia) demonstram que houve, na maioria dos casos, uma alta
relacdo de gendtipos que floresceram entre os que permaneceram vivos (Figura 6).
Novamente, ndo foi possivel avaliar a capacidade de florescimento dos genotipos CENO1
e CENO7, visto que seus top graftings morreram de forma precoce. Os demais genotipos

que permaneceram vivos, tiveram o inicio de se florescimento em periodos variados,
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quando avaliados com o decorrer do tempo.

O PBZ foi novamente eficiente em relacdo a inducdo do florescimento, pois houve
um total de 26 top graftings floresceram na presenga do PBZ, enquanto apenas 12
floresceram em sua auséncia (Figura 6). Por fim, constatamos que a quantidade total de
top graftings que floresceram foi maior entre os que foram realizados 3 meses antes do

florescimento em detrimento dos de 6 meses (Figuras 5 e 6).
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Figura 6: Florescimento de top graftings vivos (23 meses apds a enxertia), entre os que

foram realizados de na época 3 meses antes do florescimento.

A quantidade de BF produzidos em 2018 foi significativamente maior para os top
graftings de 6 meses, os quais produziram 5.223 BF. Neste mesmo ano, os de 3 meses
produziram 251 BF (Tabela 2). Apesar deste resultado promissor a curto prazo, para os
top graftings de 6 meses, ao se avaliar de forma geral o ano de 2019, percebemos que os
top graftings de 3 meses se destacaram. Observamos, portanto, maior produ¢do de BF e

frutos para os materiais desta época. Enquanto os top graftings de 6 meses produziram
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19.650 BF e 6.659 frutos, os de 3 meses produziram 26.697 BF e 12.285 frutos. De forma
geral, a aplicacdo de PBZ foi eficiente para induzir a produ¢do de maior quantidade de
botdes florais e frutos (Tabela 2). Devido a esta larga produgdo, 8 top graftings
apresentaram uma quantidade considerdvel de BF e frutos em sua copa nas dltimas
avaliacdes, tendo superado a quantidade de 2 mil BF em um tdnico top grafting (Figura 7-
A). Além disso, a manutencio dos frutos mostrou-se satisfatéria com o decorrer do tempo
(Figura 7-B), com a manutencao de 34% de frutos para os top graftings de 6 meses antes

do florescimento e 48% para os de 3 meses antes.

Tabela 2: Quantidade de top graftings que floresceram, botdes florais (BF) e frutos, nos
anos de 2018 e 2019. Foi realizada a contabilizacdo acumulativa do florescimento dos top

graftings de 6 meses e 3 meses antes do florescimento.

6 meses antes do florescimento

Avaliacoes PBZ Fev_18 Mai_18 Out_18 2018 Fev_19 Mai_19 Ago_19 2019

. Com 6 7 10 16 16 16
Top graftings Sem 6 6 p 16 p 5 s 21
Com 1.883 74 11.562 153
ek e
BE Sem 2966 300 5223 7908 27 19.650
Com 3.434
Frutos Sem ] ] ] ] ] 3005 % 6.659

3 meses antes do florescimento

Avaliacoes PBZ Jan_18 Mai_18 Out_18 2018 Fev_19 Mai_19 Ago_19 2019

. Com 1 3 18 23 23 23
Top graftings Sem 1 2 4 22 12 10 10 33
Com 178 13.745 156
BF Sem - 73 Ak 251 12.796 i ek 26.697
Com 6.585
Frutos Sem - - - - - 5700 ek 12.285

**Quantidade de botdes florais e frutos produzidos nesta avaliacdo nao foi contabilizada,

apenas foram contados quantos fop graftings floresceram.



Figura 7: A- Demonstracdo do florescimento em alguns dos fop graftings realizados; B- Manutencao satisfatéria dos frutos com o decorrer do

tempo.
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3.2. Analise da sobrevivéncia dos top graftings

A demonstracao gréfica dos dados da tltima avaliacdo de sobrevivéncia, do més
de agosto de 2019, evidencia uma diferenca significativa da capacidade dos top graftings
em permanecerem vivos ao longo do tempo, de acordo com as épocas de enxertia em que
eles foram realizados. Os top graftings da época de 3 meses antes do florescimento
apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia a longo prazo (23 meses apds a enxertia).
Além disso, para os fop graftings enxertados nesta época, houve diferenca consideravel
da taxa de sobrevivéncia entre os gendtipos. Nao restaram top graftings vivos doCENO1
até a dltima avaliacdo, enquanto para o CENO2 as taxas de sobrevivéncia foram as
maiores e permaneceram altas neste periodo, com porcentagem igual a 50% sem PBZ e

69% com PBZ.
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Figura 8: Porcentagens de sobrevivéncia dos top graftings, realizados 6 e 3 meses antes
do florescimento, obtidas em agosto de 2019, ou seja, apds 25 e 23 meses da enxertia,

respectivamente. Foram demonstradas as taxas referentes aos enxertos vivos de cada
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genotipo, separando-se as épocas de enxertia e a presenca ou auséncia de PBZ.

3.3. Influéncia do PBZ sobre a sobrevivéncia e a area de copa dos fop
graftings

O PBZ ¢ um regulador de crescimento que proporciona diversas alteracoes
fisioldgicas nas plantas. Com o objetivo de verificar a significancia de sua aplicacdo, o
regulador foi incluido como efeito fixo no modelo utilizado para anélise individual por
meio do software Selegen REML/BLUP. Ele foi avaliado comparando os dados de
sobrevivéncia e de crescimento de drea de copa dos fop graftings, em sua presenca ou
auséncia. A partir do teste t a 5% de significancia do erro tipo 1, a diferenca entre os

tratamentos foi avaliada em cada época de enxertia (Tabela 3).

Tabela 3: Teste t para o efeito fixo (PBZ), para as duas varidveis analisadas nas
avaliacdes dos top graftings e para as duas épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do
florescimento). Foram separados os resultados relativos aos fop graftings na presenca e
auséncia de PBZ. Este resultado foi obtido a partir da anélise individual realizada com o
modelo do software Selegen REML/BLUP. Além disso, foram destacados os valores de

tcal e p-valor, obtidos a partir de teste t, realizado no software R.

Variavel Sobrevivéncia (%) Area (m?)
Tratamentos 6 meses 3 meses 6 meses 3 meses
Com PBZ 0,221 0,429 0,210 0,223
Sem PBZ 0,148 0,372 0,132 0,244

tcalc 1,567 1,077 2,405 -0,908
p-valor 0,120 0,284 0,016* 0,364

*Diferenca entre tratamentos € significativa, considerando p-valor a 5% de significancia.
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Observamos anteriormente que a aplicacio de PBZ proporcionou maior
quantidade de top graftings em florescimento (Tabela 2). No entanto, a diferenca entre os
valores apresentados pelos tratamentos ndo foi estatisticamente significativa para a
sobrevivéncia e o crescimento de drea de copa, na maioria dos casos. Desta forma, a sua
aplicacdo ndo se mostra necessaria para garantir a obtencao de maiores valores para estas
duas varidveis. A diferenca entre os valores referentes com e sem PBZ foi maior para
ambas as varidveis nos fop graftings de 6 meses antes do florescimento. Porém, o tinico
cendrio em que a presenca de PBZ foi um diferencial estatistico ocorreu com a varavel

area de copa nesta mesma época.

34. Parametros genéticos da analise individual

Os parametros genéticos das varidveis avaliadas (sobrevivéncia e drea de copa)
foram estimados a partir de um modelo do software Selegen. A obtengdo destes valores
visou a detec¢do de diferencas no desenvolvimento dos fop graftings, em cada uma das
duas épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do florescimento). A partir da andlise do
florescimento e destes parametros, foi determinada qual a época € a mais recomendada
para a realiza¢do da técnica em gendtipos autofecundados de Eucalyptus.

O coeficiente de determinacdo dos efeitos de genétipo (c2Genétipo) foram altos
(0,836 e 0,704, aos 6 e 3 meses antes do florescimento, respectivamente) para a variavel
sobrevivéncia (Tabela 4). Entretanto, o c2Gendtipo para a varidvel area ndo apresentou
valores elevados (0,109 e 0,076, aos 6 e 3 meses antes do florescimento,
respectivamente). Os menores valores deste parametro para a drea indicam que para os
top graftings vivos nao houve grande variacao de crescimento de copa entre os genotipos,
nas duas épocas de enxertia, quando avaliadas separadamente.

A avaliagio conjunta dos baixos valores de c?Avaliagdo (variaram entre 0,011 a

0,116) e os altos valores de rGen-Ava (superiores a 0,894) indicam que um baixo nimero
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de avaliacOes seria suficiente para determinar os melhores genétipos para arealizacdo de
top graftings. Além disso, os valores de rGen-Trat foram superiores a 0,882 e indicaram

que ndo hd interacdo significativa entre gendtipos e tratamentos para o uso de PBZ.

Tabela 4: Componentes de variancia (REML Individual) segundo a anélise individual
realizada com o software Selegen REML/BLUP. Foram separadas as duas varidveis
analisadas nas avaliacdes dos top graftings e para as duas épocas de enxertia (6 e 3 meses
antes do florescimento). Além disso, sdo demonstrados os resultados dos célculos das
correlacdes entre gendtipos-tratamentos, gendtipos-avaliagdes e genotipos-tratamentos-

avaliacodes, em relacdo a expressdo destas varidveis.

Variavel Sobrevivéncia (%) Area (m?)

Epoca de 6 3 6 3
enxertia meses meses meses Meses
c®Genoétipo 0,836 0,704 0,109 0,076
c?Avaliacdo 0,025 0,116 0,011 0,061
c®’Gen-Trat 0,077 0,087 0,015 0,004
c?Ava-Trat 0,000 0,003 0,000 0,000
c®’Gen-Ava 0,043 0,031 0,001 0,009
Média geral 0,185 0,401 0,171 0,234
rGen-Trat 0,915 0,890 0,882 0,946
rGen-Ava 0,951 0,958 0,990 0,894
rGen-Trat-Ava 0,000 9,3e’ 0,000 0,000

Sendo os parimetros: c*Genétipo: coeficiente de determinacdo dos efeitos de gen6tipo;
c*Avaliacdo: coeficiente de determinagdo dos efeitos das avaliacdes; c*Gen-Trat:
coeficiente de determinacdo da intera¢do entre gendtipo e tratamento; c’Ava-Trat:
coeficiente de determinacdo da interagdo entre avaliagdo e tratamento; c’Gen-Ava:
coeficiente de determinacdo da interacdo entre genétipo e avaliacdo; Média geral do
experimento; rGen-Trat: correlacdo genotipica entre o desempenho dos genétipos nos
diferentes tratamentos; rGen-Ava: correlacdo genotipica entre o desempenho dos
gendtipos nas diferentes avaliacdes; rGen-Trat-Ava: correlagdo genotipica entre o
desempenho dos genétipos nos diferentes tratamentos e avaliagdes.
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3.5. Parametros genéticos da analise conjunta para a variavel area de
copa

A avaliagdo conjunta de todos os dados da varidvel 4rea dos top graftings, que
foram realizados nas duas épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do florescimento), foi
realizada a partir do software Selegen. De acordo com os parametros genéticos,
constatamos que a herdabilidade individual no sentido amplo (h2g) apresentou o valor
0,039, sendo este considerado como baixo (Tabela 5). A partir da andlise dos Rgloc e
c2int foi possivel inferir que a interacdo entre os genétipos x épocas sofreu variacdo de
acordo com a época do ano em que os top graftings foram realizados, pois os valores
foram considerados baixos na andlise conjunta. Além disso, a acurdcia de predicdo

destas estimativas foi igual a 0,363.

Tabela 5: Componentes de variancia (REML Individual) realizada com o modelo do
software Selegen REML/BLUP. Os dados referentes a varidvel drea (m?), coletados nas
avaliacoes dos fop graftings, nas duas €pocas de enxertia (6 e 3 meses antes do

florescimento) foram analisados de forma conjunta.

Variavel Area (m?)
Epocas .de 6 e 3 meses antes do florescimento
enxertia
h’g 0,039
CZparc 0,005
c?int 0,058
h’mg 0,132
Acgen 0,363
Rgloc 0,400
CVgi% 53,675
CVe% 259,198
Média 0,202

Sendo os parimetros: h?g: herdabilidade de parcelas individuais no sentido amplo, ou
seja, dos efeitos genotipicos totais; c’pare: coeficiente de determinacdo dos efeitos de
parcela; c’int: coeficiente de determinacdo dos efeitos da interacdo genétipos x épocas;
h’mg: herdabilidade ajustada da média de genétipo, assumindo sobrevivéncia completa;
Acgen: acuricia da selecdo de gendtipos, assumindo sobrevivéncia completa; Rgloc:
correlagdo genotipica entre o desempenho nas diferentes épocas de enxertia; CVgi%
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coeficiente de variacdo genotipica; CVe%: coeficiente de variacdo residual; Média
geral do experimento.

Ao avaliar o ranqueamento dos sete gendtipos em cada época, para a varidvel 4rea,
foi possivel constatar que o ranqueamento sofreu mudangcas de ordenamento,
corroborando com os resultados apresentados pela Tabela 5. Isto pode estar relacionado
ao perfil genético de cada gendtipo, que acarretou variagdo na predisposi¢cao de alguns a
serem utilizados como enxertos em fop graftings. De acordo com o ranqueamento,
observamos que o gendtipo CENO3 apresentou maior média e ganhos em relacdo aos
demais, quando foi enxertado 6 meses antes do florescimento. Porém, a sua posi¢ao do
ranqueamento foi reduzida a quinto lugar no ranking para top graftings de 3 meses antes
do florescimento. O mesmo tipo de variacdo no ranqueamento ocorreu para os genotipos
CENO04, CENOS5 e CENO06. Entretanto, a colocacio do CEN0O2 nao variou. Além disso,
conforme relatado anteriormente, os gendtipos CENO1 e CENO7 apresentaram morte
precoce de seus top graftings. Desta forma, em ambos os rankings estes materiais

genéticos foram apresentados nas piores colocagdes (Tabela 6).

Tabela 6: Ranqueamento e ganhos genéticos dos gendtipos autofecundados
avaliados na andlise conjunta, em cada uma das épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do

florescimento), considerando o caréter drea de copa (m?).

6 meses antes do florescimento

Ordem Genétipos g+ge u+g+ge Ganho Nova Média

1 CENO3 0,2739  0,4526  0,2739 0,4526
2 CENO06 0,1334  0,3121 0,2037 0,3824
3 CENO5 0,1293  0,3080  0,1789 0,3576
4 CENO2 -0,0407 0,1380  0,1240 0,3027
5 CENO4*  -0,1634 0,0153  0,0665 0,2452
6 CENO7*  -0,1660 0,0127  0,0278 0,2065
7 CENOI*  -0,1666 0,0122  0,0000 0,1787
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3 meses antes do florescimento
Ordem Genétipos g+ge u+g+ge Ganho Nova Média

1 CENO5 0,2261  0,4520  0,2261 0,4520
2 CENO04 0,1201  0,3460  0,1731 0,3990
3 CENO06 0,0324  0,2583  0,1262 0,3521
4 CENO2 0,0075  0,2334  0,0965 0,3224
5 CENO3 -0,0252  0,2007  0,0722 0,2981
6 CENO7*  -0,1521 0,0737  0,0348 0,2607
7 CENOI*  -0,2088 0,0171  0,0000 0,2259

Sendo wu+g: valores genotipicos preditos livres de interacdo; u+g+ge: valores
genotipicos preditos; *Genotipos que apresentaram morte precoce de seus top graftings.

4. Discussao

4.1. Anadlise do florescimento e da influéncia do paclobutrazol sobre o

desenvolvimento dos fop graftings

Uma forma de acelerar o processo de melhoramento genético das espécies de
Eucalyptus envolve métodos de inducdo precoce de florescimento por top graftings
(Hasan & Reid, 1995; Grattapaglia et al., 2018). A aplicacdo desta técnica foi realizada
em dois diferentes meses, sendo estes julho e novembro, ou seja, 6 € 3 meses antes do
florescimento convencional das espécies deste género. Estas épocas foram selecionadas,
pois para a realizacdo de enxertos de lenhosas, € aconselhdvel proceder em baixas
temperaturas, como ocorre nas estagdes inverno e primavera (Larson, 2006; Gaspar et al.,
2017). Nestes periodos, as plantas apresentam menor atividade fisiolégica e direcionam
os seus compostos para a inducio de brotacdo e florescimento quando ocorre o inicio do
periodo chuvoso. Esses fatores beneficiam o desenvolvimento dos fop graftings e torna a
inducao de florescimento mais efetiva durante o verdo. A avaliacdo dos dados obtidos nos
top graftings demonstraram a efetividade da técnica para Eucalyptus ao ser realizada
nestes meses. Em ambas as épocas houve florescimento a partir de 3 meses ap0s as
enxertias (Figura 7-Al). Os top graftings proporcionaram, portanto, florescimento

precoce dos genotipos autofecundados (Figuras 5 € 6).
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Além disso, de acordo com a contagem de top graftings que floresceram, de BFe
frutos produzidos em cada época, constatamos que a realizacdo das enxertias 6 meses
antes do florescimento € interessante para se obter resultados a curto prazo (Tabela 2).
Assim, ao enxertar nesta época, € garantido tempo suficiente para que os fop graftingsse
desenvolvam e iniciem a produ¢do de maior quantidade de BF logo no primeiro ano apds
as enxertias (Tabela 2).

Porém, os top graftings de 3 meses antes do florescimento garantiram maior
producdo de BF e frutos no segundo ano e de maneira geral. O desempenho superior dos
top graftings que foram realizados nesta época pode ser justificado pela maior taxa de
sobrevivéncia a longo prazo. Ou seja, devido a uma maior quantidade de enxertos terem
se mantido e desenvolvido até o ponto de maturidade necessario para o florescimento,
houve uma consequente produgdo superior de botdes florais e frutos por eles. Desta
forma, apesar de requerer um maior periodo de espera, a época de 3 meses antes
demonstrou ser mais adequada, por garantir resultado mais consistente e com a adaptacao
de um maior nimero de gendtipos a técnica.

Os materiais genéticos autofecundados utilizados como enxertos, apresentaram
diferencas em relacdo a predisposi¢do e ao tempo necessdrio para iniciarem o
florescimento. Esta diferenciacdo pode ser justificada devido ao processo de floracdo em
plantas ser complexo e envolver interagdes genéticas, fatores ambientais e o estddio de
desenvolvimento (Ha, 2014; Lee & Lee, 2010). Alguns dos genotipos, a exemplo o
CENO3, foram capazes de produzir quantidade suficiente de BF para que o proximo ciclo
de autofecundacdo e outras recombinacdes estratégicas fossem realizadas. Ceballo et al.,
2017, também constataram que o sucesso de enxertos em relagdo a inducdo de

florescimento, para programas de melhoramento de mandioca, € dependente do genétipo.
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Existem fatores que podem influenciar na predisposicio dos genétipos ao
fendmeno de florescimento, como a adaptacdo ao ambiente (temperatura média e
fotoperiodo) e a expressao da proteina Flowering locus T -FT (Searle & Coupland, 2004;
Amasino, 2010; Turck et al., 2008; Yeoh et al., 2011; McClung et al., 2016). Esta proteina
¢ um sinal mével produzido nas folhas e transportado via floema para o meristema apical,
onde interage com outros fatores de transcricdo para iniciar o desenvolvimento floral
(Zeevaart, 2008; Amasino, 2010). A inducdo da expressdo de FT nas folhas e seu
movimento para o dpice desencadeiam a floracdo (Wigge, 2011; Yeoh et al., 2011).
Técnicas de enxertia, como a de fop grafting, podem ser utilizadas para aproveitar a
mobilidade da proteina e induzir o florescimento (Notaguchi et al., 2009). Uma vez que
ha a associacdo de duas plantas, na qual uma delas deve estar em estidio de
desenvolvimento avancado (porta-enxerto), essa proteina ja € naturalmente produzida e
pode ser translocada até o dpice dos top graftings.

Outro aspecto avaliado em relacdo ao florescimento foi o desempenho dos top
graftings em relacdo ao uso de PBZ. A aplicag¢do deste regulador de crescimento foi
testada, pois estudos demonstram que este tipo de produto pode induzir a floragdo precoce
em muitas espécies de plantas. No entanto, o efeito varia de acordo com a espécies, idade
e concentracdo de fito hormonios utilizados (Wei et al., 2018). Esse regulador de
crescimento € predominantemente eficaz na indu¢do e manipulacio de
florescimento/frutificacdo em espécies de plantas como manga (Blaikie et al., 2004;
Srivastav et al., 2010; Yadav et al., 2005) e Eucalyptus (Griffin et al., 1993). A aplicacio
de PBZ pode induzir ainda o aumento nas concentracdes de ABA e citocinina (Fhetcher
et al., 2000). Comportamento observado em plantas de Solanum Trilobatum, indicouque
quando tratadas com PBZ, sintetizaram mais citocinina. A maior concentracdo de
citocinina melhorou a diferenciacdo de cloroplastos e a biossintese de clorofila,

impedindo também a degradacdo desses pigmentos (Nivedithadevi et al., 2015)
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Os top graftings avaliados demonstraram maior quantidade de florescimento
quando estavam presentes em matrizes em presenca de PBZ (Tabela 2). Isso se deve a
capacidade desse regulador de crescimento em proporcionar reducdo do crescimento,
aceleracdo da maturidade, concentracio de clorofila e maior translocacdo de
fotoassimilados (Hajihashemi, 2018). Sabe-se que a maior producio e crescimento das
plantas depende das taxas fotossintéticas, sendo fundamental para crescimento e
desenvolvimento das plantas. A garantia de maior rendimento fotossintético por unidade
de 4rea foliar e melhor particio dos fotoassimilados pode ser alcancado com aplicac@o
de PBZ (Xia et al., 2018). Assim, possivelmente essa maior producdo de
fotoassimilados foi traduzida em maior pegamento de botdes florais. Isso demonstra
que, levando em consideracio apenas o aspecto relativo ao florescimento, o uso do PBZ
é recomendavel.

Durante as avaliacdes realizadas foi efetuado o manejo das matrizes nos quais os
top graftings vivos estavam localizados, o que permitiu a constatacdo de aspectos
relacionados ao seu desenvolvimento. O vigor dos top graftings € um fator, determinante
no sucesso da técnica, pois garante a permanéncia dos enxertos vivos e o desenvolvimento
adequado dos frutos. O vigor favoreceu a sobrevivéncia dos ramos jovens em araucdria
em comparacdo com ramos mais proximos da senescéncia (Wendling et al., 2017). O
efeito da senescéncia do ramo na taxa de sobrevivéncia dos enxertos superiores também
foi descrito para Pinus elliottii var. elliottii. Maiores taxas de sobrevida para esses
enxertos foram observadas na por¢do média da coroa, seguidos pelo dpice, menores
porcentagens foram observadas na por¢do basal (Perez et al., 2007).

Dois fatores que podem diminuir o vigor dos fop graftings sdo a variacao entre 0s
ramos selecionados em galhos dos porta-enxertos para a realizagdo das enxertias e a
adubacdo. Assim, devido aos blocos terem se baseado na realizagdo de quatro fop

graftings em um mesmo galho, constatamos que os ramos principais dos galhos
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apresentaram crescimento de copa superior aos demais, que se estagnavam ou morriam
em alguns casos. Além disso, para favorecer o desenvolvimento dos fop graftings vivos,
foi relevante a aplicacao de adubacdo periddica sobre o porta-enxerto e a poda regular de
brotacdes que estivessem desenvolvendo de forma préxima e pudessem causar
sombreamento indesejado sobre a folhagem dos fop graftings.

A afinidade entre o enxerto e o porta-enxerto também foi considerada, visto que
os porta-enxertos utilizados foram os genitores maternos dos enxertos. Este € outro fator
chave no processo de enxertia e abrange aspectos morfoldgicos, anatdmicos, fisiolégicos
e bioquimicos de uma planta (Yin et al., 2012). Assegurar o alto grau de parentesco entre
0 enxerto e porta-enxerto garantiu afinidade fisiolégica e anatdomica entre estes dois
componentes. O aspecto fisiologico refere-se a capacidade da planta de transportar
nutrientes, fitohormonios e compostos orgéanicos da raiz para a copa e vice-versa (Nanda
& Melnyk, 2018). O anatomico estd relacionado a associacao intima dos tecidos trocaveis
que formam uma conexdo continua que pode ser comprometida quando o enxerto e o
porta-enxerto apresentam diferengas no tamanho, forma e consisténcia celular.

Além dos fatores citados, a depressdo por endogamia € algo que poderd interferir
neste processo a medida em que as geracdes forem avangadas, visto que as espécies de
Eucalyptus sao alégamas, assim como o milho. Entretanto, o efeito da depressdo por
endogamia em dez clones comerciais de Eucalyptus foi avaliado e constataram que ela
foi de pequena magnitude para circunferéncia a altura do peito (depressdo média de
17,5%) e, especialmente, para a densidade (Bison et al., 2004). Desta forma, espera-se
que seja possivel contornar os efeitos da endogamia a partir da selecio dos melhores
individuos autofecundados de cada geragdo. Com isso sera possivel alcancar a alta taxa
de homozigose esperada para as linhagens produzidas.

A efetivacdo da técnica de fop graftings tornaré possivel que as sementes, obtidas

a cada ciclo de autofecundagdes e conduzidas em campo (plantio convencional) ou em
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viveiro (mudas jovens a serem selecionadas pela SGA), sejam novamente enxertadas,
originando o ciclo subsequente. Neste sentido, dois métodos de melhoramento poderdo
ser utilizados, visando incluir o florescimento dos top graftings em seus ciclos a fim de

acelerar o processo (Figura 9).
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Figura 9: Representacio dos métodos de melhoramento a serem seguidos visando a
producdo de linhagens de Eucalyptus por meio do florescimento precoce dos top
graftings. A- Método intitulado “Produ¢@o de hibridos entre linhagens autofecundadas
utilizando top graftings”, que inclui o plantio das sementes autofecundadas em Testes de
Progénies Hibridas (TPH); B- Método intitulado “Selecdo recorrente com uso de
autofecundacdo, top graftings ¢ SGA”, que consiste em selecionar as mudas jovens de
Eucalyptus, ainda em viveiro. Apds a selecdo estas serdo novamente enxertadas e

induzidas a florescer rapidamente.

Conforme demonstrado na Figura 8, a Selecdo Genomica Ampla podera ser
utilizada para selecionar os melhores individuos de cada geracdo, ainda em estado juvenil
de desenvolvimento. Isto ird solucionar o problema dos programas de melhoramento
genético, relacionado ao tempo necessdrio para o avango de geragdes. A obtengdo de
linhagens sera entdo possivel por meio do uso complementar de diferentes metodologias
(top graftings e SGA).

Ap6s a obtencdo das linhagens de interesse, estas serdo cruzadas entre si,
originando sementes hibridas altamente produtivas e pouco segregantes entre si. A
obtencdo destas sementes hibridas de Eucalyptus serd possivel por meio da ativagao do
gene de macho esterilidade. Além disso, poderdo ser usados cruzamentos controlados ou
mesmo, pela condu¢do de um pomar biclonal com confirmagdo de cruzamentos via
marcadores moleculares, visando eliminar as autofecundacdes. A escolha do método
utilizado para a obten¢do das sementes hibridas deve-se basear nas estruturas disponiveis
por parte do interessado em obté-las.

Tendo como exemplo o material disponibilizado pelo florescimento dos enxertos
deste projeto, os top graftings produziram material suficiente para que fosse realizado o

segundo ciclo de autofecundag@o dos genétipos e cruzamentos S1 x Si. Desta forma, os
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resultados animadores apresentados para top grafting aqui dao suporte para o
prosseguimento dos estudos com producdo de linhagens endogimicas de Eucalyptus e
producdo de hibridos interespecificos. Alguns fatores devem ser observados com cautela
para garantir a eficiéncia na geracdo de materiais superiores: heranca genética das
caracteristicas, carga genética, alteracdes climdticas, o tamanho das familias geradas,
cruzamentos entre pseudolinhas, teste cross e uso de marcadores moleculares para
eliminar individuos com alta carga genética e para predizer desempenho de hibridos ainda
ndo produzidos. A partir do momento em que estas sementes forem obtidas com sucesso,
elas poderdo ser plantadas em campo, descartando a necessidade de propagacao clonal de

mudas em viveiros.

4.2. Anadlise dos parametros genéticos

O uso de procedimentos estatisticos acurados, como a metodologia de modelos
mistos (REML/BLUP), é uma realidade no melhoramento genético de plantas. Estes
procedimentos fornecem relevante auxilio na interpretacdo adequada dos resultados
obtidos em experimentos (Ramalho & Aradjo, 2011). Desta forma, a partir dos dados de
medicdes individuais de sobrevivéncia e drea de copa dos fop graftings realizados nas
épocas de 6 e 3 meses antes do florescimento, foram obtidas estimativas de parametros
genéticos. As andlises estatisticas visaram a detec¢do de diferengas entre os tratamentos
e foram realizadas por meio da andlise individual no software Selegen (Tabelas 3 e 4).

Os altos valores de c2Genotipo para a varidvel sobrevivéncia indicam que houve
discriminacdo de genétipos quanto ao seu desenvolvimento como fop graftings para as
duas épocas de enxertia. Ou seja, existem genotipos que Sa0 mais propensos a
apresentarem bom vingamento do que outros. A afinidade morfo-anatdmica pode ser

descrita como um dos fatores preponderantes para o sucesso nas conexdes vasculares e
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consequente vingamento dos fop graftings. Além disso, a similaridade entre os
propédgulos em relacdo a fisiologia, anatomia, consisténcia do tecido, tamanho e vigor
entre enxerto e porta-enxerto deve ser respeitada para garantir melhores resultados
(Wendling et al., 2017). A diferenca na predisposicdo dos gendtipos para sobrevivéncia
foi demonstrada pela Figura 8.

O fato de alguns materiais genéticos terem apresentado mortalidade precoce,
interferiu negativamente na avaliacdo do florescimento, visto que estes ndo apresentaram
top graftings vivos para serem acompanhados. Esta diferenca foi mais intensa quando os
top graftings foram realizados 6 meses antes do florescimento. Neste sentido, os
gen6tipos CENO1, CEN0O4 e CENO7 nao tiveram enxertos vivos nas Ultimas avaliacdes.
Isso indica que as condi¢des ambientais sdo desfavordveis para a enxertia de alguns
genotipos nesta época do ano. Levando em consideracio que o més de julho possui
maiores oscilacdes de temperaturas em relacdo as do més de novembro, este é um fator
que tende a afetar o vingamento inicial dos top graftings de Eucalyptus, aumentando a
sua mortalidade precoce. A €poca em que os top graftings sdo realizados também
influenciaram na taxa de pegamento para a espécie Araucaria augustifolia (Bertol.)
Kuntze (Gaspar et al., 2017).

Os valores dos parametros c2Avaliacdo e rGen-Ava indicaram que, para as duas
varidveis analisadas (sobrevivéncia e drea), um baixo nimero de avaliagdes seria
suficiente para determinar os melhores genotipos em ambas as épocas. As primeiras
avaliacdes possibilitariam, portanto, a realizagdo de um ranqueamento adequado entre os
genotipos, para determinar quais os mais efetivos para o prosseguimento das
autofecundagdes a partir de top graftings. Além disso, os valores de rGen-Trat, por serem
superiores a 0,882, sugerem que ndo ha gendtipos especificos para aplicar o PBZ, ou seja,
que sobreviveram ou se desenvolveram de forma mais acentuada a partir da aplicacio do

regulador. Assim, ao se optar ou ndo pelo uso do PBZ, pode-se padronizar a metodologia
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para todos os gendtipos. As médias gerais para as duas varidveis, sobrevivéncia e drea,
sdo maiores para os fop gratings de 3 meses antes do florescimento, com valores iguais a
0,401 e 0,234, respectivamente. Pode-se considerar, portanto, que esta seja a época mais
adequada para a realizacdo do procedimento em relacdo a estes caracteres (Tabela 4).

A andlise conjunta, forneceu um cendrio geral em relacdo ao desenvolvimento da
copa dos fop graftings. Ao utilizar este modelo, foram unidos os dados de drea de todas
as avaliacOes realizadas nas duas épocas de enxertias (Tabela 5). A andlise forneceu como
resultado a estimativa de h2g que é considerado um importante pardmetro entre os obtidos.
Ele quantifica a fracdo da variacdo fenotipica de natureza herddvel, que pode ser
explorada nos ciclos de selecao (Rosado et al., 2012). Este parametro pode ser utilizado
neste caso para demonstrar a predisposi¢do dos gendtipos em geral a serem enxertados e
a se desenvolverem de forma adequada. O valor obtido para a herdabilidade no sentido
amplo (h2g), foi igual a 0,039, que € um valor classificado como baixo (Rosado et al.,
2002). Isso demonstra, que a selecdo individual dos gendtipos com melhor
desenvolvimento como top graftings, ndo pode ser considerada como eficiente ao se
variar as épocas de enxertia. Desta forma, nao ha diferenca no desenvolvimento dos top
graftings de mesmo genétipo, realizados em uma mesma época, ainda que essa diferencga
seja considerdvel entre as épocas.

O baixo valor relativo a acuricia da andlise conjunta (0,363) também ¢é justificado
pela variacdo de comportamento entre as épocas (Resende & Duarte, 2007). Concluimos,
portanto, que a partir do momento em que os fop graftings advindos de um mesmo
genotipo e época de enxertia se mantém vivos, que o crescimento de copa € homogéneo
entre eles. O baixo valor da correlacdo genotipica entre o desempenho dos genotipos nas
duas épocas (Rgloc) corrobora com o sentido expresso pelas herdabilidade e acuricia. Ele
indica que houve inversdo de ranking dos melhores gendtipos para enxertia aos 6 e 3

meses antes do florescimento (Tabela 6). Devido aos materiais genéticos terem sofrido
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alteracdo em sua colocacdo entre os rankings das duas épocas, a selecdo dos melhores
gendtipos realizados em cada época resultaria na priorizagdo de diferentes
autofecundacgdes. A definicdo de genétipos autofecundados mais propicios para a
realizacdo dos top graftings, deve ser realizada, portanto, apds a definicdo da melhor
época de enxertia para as espécies. Assim, a época do ano em que a técnica ¢ realizada é
um fator relevante neste processo, pois a escolha adequada pode garantir a adaptacio de
um maior nimero de gendtipos, com maiores taxas de sobrevivéncia e crescimento de

area de copa.

5. Conclusoes

A técnica conhecida como fop grafting € viavel para Eucalyptus e pode ser
replicada para as espécies do género, seguindo os procedimentos recomendados. Porém,
a predisposicao dos top graftings a enxertia varia de acordo com o material genético
utilizado.

A quantidade de botdes florais e frutos produzida pelo projeto foi satisfatoria,
considerando que foram obtidos ao final das avalia¢des, aproximadamente, 51 mil botdes
florais e 19 mil frutos, contabilizando as duas épocas de enxertia.

Levando em consideracdo a inducdo de florescimento, sobrevivéncia e
desenvolvimento da area de copa nos top graftings realizados, melhores resultados sao
obtidos para a época de 3 meses antes do florescimento.

A aplicacdo de paclobutrazol favorece o florescimento dos top graftings.
Entretanto, de forma geral, a aplicacdo do regulador ndo afeta a taxa de sobrevivéncia e

o desenvolvimento de drea de copa dos enxertos, segundo o teste t.
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A aceleracdo do florescimento por top graftings permite a diminui¢ao de tempo
necessdrio para a formacdo de linhagens endogamicas de Eucalyptus e em consequéncia,
possibilita a sua propagacao por sementes.

Com o uso do top grafting dois novos métodos de melhoramento (‘“Produgdo de
hibridos entre linhagens autofecundadas utilizando top graftings” e “Sele¢do recorrente
com uso de autofecundacgio, top graftings ¢ SGA”) podem ser aplicados em espécies

arboreas de ciclo longo.
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CAPITULO 2

Florescimento ultra-precoce de mudas jovens de Eucalyptus por top graftings

RESUMO

Os ciclos de selecio e recombinacdo podem ter seus tempos reduzidos de forma
considerdvel, agilizando a recomendacdo de novos clones, a partir do uso de top graftings
de mudas jovens. Os top graftings de Eucalyptus mostram-se promissores, Visto que esta
técnica de enxertia € capaz de induzir o florescimento ultra-precoce, tornando efetivo o
uso da SGA. Desta forma, o objetivo foi estabelecer uma metodologia padrdo para a
técnica de fop graftings de mudas jovens para possibilitar o florescimento ultra-precoce
de progénies de Eucalyptus. Neste sentido, foram realizados 384 top graftings, divididos
entre progénies de 3 cruzamentos. As recombinacdes foram realizadas entre as espécies
E. urophylla x E. grandis, E. urophylla x E. urophylla e E. grandis x E. grandis. A partir
desta etapa, as sementes foram semeadas e conduzidas como mudas, até que atingissem
60-90 dias e 150-180 dias de desenvolvimento. As enxertias foram realizadas em duas
diferentes épocas do ano: julho e outubro (6 e 3 meses antes do florescimento
convencional das espécies). Além destes efeitos, a eficiéncia do uso de paclobutrazol foi
analisada a partir de sua aplicacdo sobre cada gendtipo dos porta-enxertos. Em intervalos
de 3 meses, os top graftings vivos foram avaliados em relacao a inducao do florescimento
(contagem de botdes forais e frutos) e do seu desenvolvimento (taxa de sobrevivéncia e
mensuracdo da drea de copa). As diferencas entre os tratamentos e as suas interagdes
foram detectadas por meio do teste Scott-Knott, utilizando-se o software R. Os top
graftings se mostraram efetivos a indugdo de florescimento ultra-precoce de Eucalyptus,
pois produziram quantidade de botdes florais suficiente para se realizacdo do préximo
ciclo de recombinag@o em progénies do cruzamento G3. O florescimento ocorreu apds 3

meses em relacdo ao momento de enxertia. A enxertia de mudas jovens com idade de
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150-180 dias apresentou resultados melhores em todos os efeitos avaliados. A aplicacdo
de paclobutrazol favoreceu o florescimento dos top graftings, visto que todos os que
floresceram estavam em matrizes em que o regulador foi aplicado. A melhor época para
realizar a enxertia de é a de 6 meses antes do florescimento, visto que acarretou maior
producdo de florescimento e crescimento de &drea de copa. Entretanto, a taxa de
sobrevivéncia nesta época foi inferior. Considerando estes resultados, constatamos que a
realizacdo de rop graftings de mudas jovens de Eucalyptus, garantird a rapida producao
de botdes florais e frutos. Assim, serd possivel realizar os ciclos consecutivos de
recombinacdo das progénies selecionadas pela Selecdo Gendmica Ampla, tornando a

técnica efetiva no melhoramento florestal.

Palavras-chave: Melhoramento Florestal; Progénies; Selecdo Genomica Ampla.
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ABSTRACT

The selection and recombination cycles can be reduced considerably, speeding up the
recommendation of new clones, using top graftings of young seedlings. The top graftings
of Eucalyptus are promising, since this grafting technique can induce ultra-early
flowering, to make the use of the Genome-Wide Selection effective. Thus, the objective
was to establish a standard methodology for the top graftings technique of young
seedlings to enable the ultra-early flowering of Eucalyptus progenies. In this sense, 384
top graftings were performed, divided in 3 different crossing progenies. Recombinations
were carried out E. urophylla x E. grandis, E. urophylla x E. urophylla and E. grandis x
E. grandis. The seeds of the progenies were sown and conducted as seedlings, until they
reached 60-90 days and 150-180 days of development. The grafts were performed at two
different times of the year: July and October (6 and 3 months before the conventional
flowering of the species). In addition to these effects, the efficiency of the use of
paclobutrazol was analyzed from its application on each rootstock genotype. At 3-month
intervals, the alive grafts were evaluated in relation to flower induction (counting fruit
buds and fruits), and their development (calculation rates and canopy area calculation).
The differences between treatments and their interaction were detected using the Scott-
Knott test, through the R software. The top graftings proved to be effective in inducing
ultra-early flowering of Eucalyptus, as they produce enough flower buds to carry out the
next recombination cycle in progenies of the G3 crossing. Flowering occurred after 3
months in relation to the time of grafting. The top graftings of 150-180 days old seedlings
showed better results in all evaluated effects. The application of paclobutrazol favored
the flowering of top grafting, since all that bloomed were in matrices where the regulator
was applied. The best time for grafting young seedlings is 6 months before flowering,
since it has resulted in greater production of flowering and growth of the graft area.

However, the survival rate at this time was lower. Considering these results, we found
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that the realization of top graftings of young Eucalyptus seedlings, will guarantee the fast
production of flower buds and fruits. Thus, it will de possible to perform the consecutive
recombination cycles of the progenies selected by Genome-Wide Selection, making the

technique effective in forest improvement.

Keywords: Forest breeding; Progenies; Genome-Wide Selection.
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1. Introducao

A inducao precoce de florescimento por meio top graftings ja tem sido comumente
utilizada para algumas espécies florestais (Almqvist & Ekberg, 2001; Liang et al., 2011;
Gaspar et al., 2017; Stuepp et al., 2018). A realizacdo de top graftings a partir do uso de
mudas jovens pré-selecionadas por Selecio Gendmica Ampla (SGA), é uma estratégia
que garante rdpida obten¢do de botdes florais e pdlen para a realizacio de novos ciclos de
recombinacao no melhoramento florestal. Assim, espécies de Eucalyptus, que éo género
mais plantado no Brasil, podem ser recombinadas com uma reduc¢do considerdvel de
tempo. O uso integrado das duas metodologias agiliza a recomendacdo de novos clones
comerciais. Desta forma, a efetivacdo da técnica de top grafting e, consequentemente, da
SGA em espécies de Eucalyptus, serd um avango significativo para o setor. Uma vez que,
as espécies deste género podem demorar até 12 anos para apresentarem florescimento de
forma natural (Rocha et al., 2018).

A longa duracao dos programas de melhoramento florestal ¢ um constante desafio
a ser trabalhado pelos melhoristas, que buscam continuamente reduzir o tempo necessario
para a recomendacdo de um novo clone. O método de melhoramento comumente
empregado para espécies de Eucalyptus € conhecido como selecdo recorrente e é
composto por ciclos de recombinagdo e selecdo. Estes ciclos possuem uma etapa de
fundamental importancia para a sua efetividade, que € a selecdo de progénies advindas
dos cruzamentos estratégicos, por meio de testes experimentais (Pires et al., 2011). Os
testes de progénies requerem a instalacio de mudas em campo, seguindo delineamento
adequado, para que estas sejam conduzidas e se desenvolvam até a época de avaliagdo
fenotipica. Este € um processo oneroso, que demanda um tempo considerdvel e requer a
espera de 3 a 7 anos, para o crescimento das drvores e definicdo dos melhores genotipos
de Eucalyptus (Castro et al., 2016). A Selecdo Gendmica Ampla (SGA) surge neste

cendrio como uma abordagem valiosa, pois descarta a necessidade de testes de progénie,
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da forma como é realizado no método convencional de melhoramento do género.

A utilizacdo conjunta de fop graftings e SGA mostra-se efetiva no melhoramento
de coniferas (Pinus), visto que garantiu a selecdo e florescimento precoces. Além disso,
possibilita o aumento considerdvel de ganhos genéticos por unidade de tempo, obtidos
tanto para a selecdo de progénies, quanto de clones (Li & Dungey, 2018). Apesar das
dificuldades ainda encontradas em relacdo a SGA, diversos avancos estdo sendo
conquistados por pesquisas de grande impacto no melhoramento florestal (Resende Jr et
al., 2012). O uso em conjunto com top graftings é um exemplo de associacdo entre
metodologias que tende a tornar a SGA factivel (Grattapaglia et al., 2018).

A SGA baseia-se na predi¢cdo simultanea de efeitos genéticos de marcadores
moleculares, visando explicar grande parte da variacdo genética de caracteres
quantitativos (Meuwissen et al., 2001). Assim, ela permite a selecdo de genétipos a partir
de modelos estatisticos, que utilizam dados fenotipicos e fornecidos pelos marcadores,
resultando em ranqueamentos de alta precisdao (Resende et al., 2012). Estes modelos
conseguem indicar os melhores gendtipos, mesmo quando estes ainda se encontram em
fase juvenil de desenvolvimento, como mudas jovens em viveiros (Fritsche-Neto et al.,
2012). Conforme relatado, estas mudas podem ser enxertadas em matrizes com
maturidade fisiolégica, dando origem a top graftings que florescem de forma ultra-
precoce. Desta forma, pode-se realizar a sele¢do simultinea e adiantada de multiplas
caracteristicas em muitos individuos (Resende et al., 2012; Grattapaglia et al., 2018; Li
& Dungey, 2018). Ela acelera ainda a entrega de ganhos genéticos e fornece estimativas
das variancias genéticas aditivas e ndo aditivas (Grattapaglia et al., 2018; Li & Dungey,

2018), sendo estas vantagens altamente significativas para o melhoramento florestal.

O uso de SGA esta sendo cada vez mais difundido no melhoramento animal e
vegetal (Van Eenennaam et al., 2014; Bevan, et al., 2017; Shi et al., 2017). Em florestas

plantadas, a SGA ainda tem que ser incluida de forma efetiva em programas de
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melhoramento, visto que ainda tem sido utilizada em simulacdes envolvendo espéciesde
Pinus e Eucalyptus (Resende et al., 2017). O principal empecilho em sua efetivagdo no
setor € o alto custo de genotipagem de uma grande quantidade de individuos, na etapade
constru¢do do modelo estatistico. A relutincia de pesquisadores em recomendar e clonar
gendtipos com base nos valores gendmicos, sem testes de campo € outro fator que
interfere em sua efetivacdo. Além disso, as etapas a serem executadas apés a selecdo por
meio da SGA devem ser muito bem definidas, visando evitar a perda das melhores
progénies neste processo (Resende et al., 2017; Grattapaglia et al., 2018).

Diante do exposto, o objetivo consistiu em estabelecer uma metodologia padrao
para a realizacdo de top graftings em mudas jovens do género Eucalyptus, visando a

selec@o e recombinagdo ultra-precoce de progénies selecionadas via SGA.

2. Material e métodos

2.1. Condicoes ambientais e materiais genéticos

O experimento foi conduzido em pomares de hibridagao de campo da empresa
Celulose Nipo Brasileira — CENIBRA S.A., no municipio de Guanhaes (latitude 18° 46'
30" S; longitude 42° 55' 57" W; altitude 744 m), localizado no estado de Minas Gerais,
Brasil. O clima do municipio € do tipo Cwa, segundo a classificacdo de Koppen e Geiger,
com pluviosidade e temperatura média anual de 1.497 mm e 19,9 °C.

Foram selecionados trés cruzamentos estratégicos, previamente realizados pela
equipe de melhoramento, para a obtencdo das mudas jovens (progénies), a serem
enxertadas (Tabela 1). Os gendtipos originados pertenceram as espécies Eucalyptus
grandis, E. urophylla e hibridos de E. urophylla x E. grandis. A defini¢do dos materiais
genéticos a serem recombinados foi determinada por ranqueamento apds avaliagdo

fenotipica (DAP e altura). A partir da obtencdo das sementes de cada cruzamento, estas
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foram semeadas em tubetes. Os semeios foram realizados, em trés periodos, 02 de janeiro,
06 de abril e 02 de julho de 2018. O desenvolvimento das mudas foi acompanhado em
viveiro de pesquisas da empresa, na cidade de Belo Oriente (latitude 19° 11’ 25" S;
longitude 42° 29" 43" W; altitude 402 m), Minas Gerais. Foi determinado que as mudas a
serem enxertadas teriam duas diferentes idades, visando comparar qual € a mais adequada
para a realizacdo da técnica. Assim, as mudas de cada cruzamento se desenvolveram até

atingirem 60-90 e 150-180 dias.

Tabela 1: Mudas jovens utilizadas como enxertos para a realizacdo dos fop graftings,

visando o rdpido florescimento, para a realizacao dos ciclos posteriores de recombinagao.

Cruzamentos Espécies Progénies Localizaciao
Gl E. urophylla x E. urophylla 17498 PH14

A G2 E. grandis x E. grandis 18001 PH15
G3 E. urophylla x E. grandis 18002 PH14

A escolha dos porta-enxertos se baseou em seu alto grau de parentesco com o
enxerto (genitor materno), visando aumentar a compatibilidade entre eles. Assim, foram
selecionadas duas genitoras maternas dos enxertos, que tivessem duas cépias no Pomar
de Hibridag¢ao Clonal (PHC) para a realizacdo das enxertias das progénies advindas de
cada um dos trés cruzamentos. Desta forma, foram utilizadas 6 matrizes como porta-
enxertos. O objetivo do uso de 2 réplicas de cada matriz foi testar o efeito da aplicagdo
de paclobutrazol (PBZ), sobre o florescimento, a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos
top graftings. Consideramos também, o fato de os porta-enxertos serem fisiologicamente
maduros (florescendo), seu potencial para a producdo abundante de flores e frutos, boa

formagdo da copa, porte e estado fitossanitdrio.
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2.2 Delineamento experimental

O objetivo foi avaliar 3 efeitos sobre os fop graftings: sendo, a idade em que as
mudas devem ser enxertadas, a eficiéncia do PBZ e qual a melhor época do ano para a
realizacdo do procedimento. As épocas testadas foram 6 e 3 meses antes da época de
florescimento convencional das espécies (janeiro-marc¢o). Ou seja, os fop graftings foram
realizados nos meses de julho (época 1), e outubro (época 2), de 2018. O delineamento
utilizado foi definido como blocos casualizados, com a realiza¢do de quatro blocos de
cada idade de muda para cada porta-enxerto (B1 a B4), com mudas em 2 idades (mudas
de 60-90 dias- tratamento 3; mudas de 150-180 dias- tratamento 4), em cada época de
enxertia. Cada bloco foi estabelecido a partir da enxertia de quatro fop graftings em um
diferente galho do porta-enxerto. Além disso, para testar o efeito do PBZ, foi selecionado

uma das matrizes genitoras (réplica) para sua aplicacdo (Figura 1).
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Figura 1: Representacdo da realizacdo dos top graftings de cada um dos trés
cruzamentos selecionados como enxertos, com e sem paclobutrazol. Os retangulos
verdes (mudas de 60-90 dias) e amarelo (mudas de 150-180 dias) indicam os blocos
realizados no més de julho (época 1). Enquanto os que os vermelhos (mudas de 60-90

dias) e azuis (mudas de 150-180 dias) foram realizados em outubro (época 2). Em cada
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bloco, foram realizados quatro top graftings.

Foram feitos 128 top graftings por cruzamento, sendo estes divididos entre 16 em
cada idade de mudas (60-90 dias e 150-180 dias), em cada uma das replicatas dos porta-
enxertos (com e sem paclobutrazol) e em cada época (6 e 3 meses antes do florescimento).
Desta forma, foram feitos um total de 384 rop graftings (16 top graftings x 2 idades x 2
tratamentos (com e sem PBZ) x 3 cruzamentos x 2 épocas). Devido a cada top grafting

ser uma progénie, a identificagdo dos materiais foi individualizada.

2.3. Processos de aceleracao do florescimento

2.3.1 Top graftings de mudas jovens

Os top graftings foram realizados utilizando metodologia denominada de enxertia
do tipo garfagem em fenda cheia, com algumas adaptagdes, nos melhores galhos da copa
dos porta-enxertos (Figura 2). As mudas jovens foram conduzidas em viveiro até
alcancarem 60-90 e 150-180 dias de desenvolvimento, para serem usadas como enxertos
(Figura 2-A e Figura 2-B). A partir deste procedimento, foi preciso transportd-las ao
pomar de hibrida¢do de campo da empresa, onde as matrizes adultas, estdo localizadas.

A realizacdo de top graftings por meio de mudas de 60-90 dias requer que sejam
retiradas todas as folhas do caule das mudas de forma cuidadosa (Figura 2-A). A partir
disso, realizamos um corte basal, rente ao substrato. Desta forma, a base do enxerto
tornou-se apta para a realizacdo da cunha. Para o uso das mudas de 150-180 dias, €
necessdrio perceber, a partir do dpice da muda, o ponto em que ela passa a ter o caule
mais rigido (ponto superior de corte do enxerto). Medir aproximadamente 20 cm, para
determinar o ponto inferior de corte (Figura 2-B).

ApOs selecionar as matrizes adequadas para serem os porta-enxertos, foi

necessdrio encontrar em cada uma, galhos que possuissem ramos com a mesma
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circunferéncia dos enxertos. Além disso, o mesmo galho deveria comportar a realiza¢do
de quatro fop graftings, pois esta seria a determinacdo de um bloco. Apéds a defini¢cdo do
galho, efetuamos uma fenda central no ramo do porta-enxerto utilizando canivete. O
enxerto foi cortado dos dois lados (cunha), com tamanho adequado, para garantir a
aderéncia no galho selecionado. A cunha foi introduzida na fenda (Figura 2-C). Foi
preciso cuidar para que pelo menos um dos lados da casca do enxerto, coincidisse com a
borda do galho do porta-enxerto (Figura 2-D). Apds este procedimento, revestimos o
material enxertado com parafilme. O local em que houve a conexao entre enxerto e porta-
enxerto foi pressionado com um fitilho, arame ou fita veda-rosca (Figura 2-E). Apds a
realizacdo dos procedimentos citados, o fop grafting encontrava-se propicio para a sua
sobrevivéncia e desenvolvimento adequado (Figura 2-F). Apds 45 dias passou a ser
possivel atestar sobre a sua sobrevivéncia, porém a primeira avaliacdo foi realizada com

3 meses de enxertia.
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Figura 2: Metodologia adaptada de fop graftings de mudas jovens (progénies). A- Mudas
jovens de 60-90 dias; B- Muda jovem de 150-180 dias; C- Apds a selecdo de uma muda
para ser o enxerto, & necessdrio verificar se o seu diametro é compativel com o do galho
onde este serd enxertado. Em caso afirmativo, realizar os procedimentos de adequacdo da
muda com o enxerto, de acordo com cada idade. Em seguida, fazer dois cortes laterais no
enxerto, visando formar uma cunha e um corte central no galho, dando origem a uma
fenda; D- Encaixar os dois componentes de forma que a lateral destes seja compativel e
permita a translocacio de dgua, sais minerais e fotoassimilados entre o cambio da planta
e o do enxerto; E- Recobrir o top grafting com parafilme e refor¢car com o fitilho ou arame
na area de ligac@o entre o enxerto e o porta-enxerto; F- Demonstracido do top grafting

apos a realizagdo do procedimento padrao.
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2.3.2. Aplicacgao de paclobutrazol

Ap0s a realizacdo dos fop graftings de cada material genético autofecundado, um
dos porta-enxertos foi selecionado para que o PBZ fosse aplicado sobre a sua drea

radicular (Figura 3).

Figura 3: Demonstra¢do da metodologia de aplicacdo do regulador de crescimento sob
os porta-enxertos. A- Medicdo do tronco do porta-enxerto; B- O PBZ deve ser incluido
em um recipiente graduado, para que seja mensurada a quantidade a ser diluida em 4gua;
C- Aplicacdo da solucdo homogeneizada do PBZ em dgua sobre o solo, com um regador.

Garantir que a drea aplicada abranja todo o solo sob a drea da copa do porta-enxerto.

O procedimento foi iniciado com a medicdo da circunferéncia da base do tronco
do porta-enxerto (Figura 3-A). A relacdo utilizada foi de 1 ml de PBZ em suspensao

concentrada (Cultar 250SC) para cada centimetro de circunferéncia. A partir desta etapa,
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foi necessario medir em um recipiente graduado a quantidade de PBZ a ser aplicada
(Figura 3-B). A quantidade de 4gua usada para diluir o produto foi definida dias antes da
aplicacdo de PBZ. Foi preciso regar as plantas de interesse utilizando apenas dgua,
correspondendo a toda a drea sob a copa, até atingir o ponto de saturacdo do solo. Esta
area de abrangéncia foi o suficiente para garantir que a drea radicular das matrizes fosse
atigida, o que garante a melhor absorcdo do produto. Apds este teste, o PBZ foi entdao
diluido em 5 litros de 4gua e esta solugdo foi transferida para um regador. A aplicacdo do
produto foi realizada de forma a recobrir o solo, novamente, sob toda a drea da copa dos
porta-enxertos (Figura 3-C). Para a realizacdo destes procedimentos foi indispensavel o

uso de EPI’s (Equipamentos de Protecdo Individual).

24. Coleta de dados

Foram realizadas avaliacdes periddicas do experimento em intervalos
aproximados de trés meses. Desta forma, a sobrevivéncia e o florescimento foram
contabilizados e o desenvolvimento da darea de copa foi mensurado. O florescimento foi
contabilizado por meio da contagem de fop grafitngs que apresentaram desenvolvimento
de primérdios florais, flores e frutos. A partir do momento em que foi detectado o
florescimento em cada top grafting, o procedimento, em algumas avaliacdes, consistiu
em realizar a contagem de botdes florais e frutos presentes. Além disso, a taxa de
sobrevivéncia, em cada avaliagcdo, foi obtida a partir da contagem de fop graftings que
permaneceram vivos durante o decorrer do tempo, sempre discriminando os genoétipos e
o delineamento. A taxa de efetividade da técnica foi aferida por meio da relagdo entre fop
graftings vivos na ultima avaliacdo, realizada em agosto de 2019 e, entre estes, os que
apresentaram florescimento. Esta avaliagdo correspondeu a 13 e 10 meses apds as
enxertias, para os top graftings realizados nas épocas de 6 e 3 meses apos o florescimento,

respectivamente.
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Além disso, foram realizadas medi¢des individuais das areas de copa dos top

graftings utilizando fita métrica. Assim, foram mensuradas as larguras e comprimentos,

em cm, da totalidade dos individuos vivos em cada avaliacdo. A partir destas medidas,

foi possivel realizar o cdlculo de drea de copa, em m?, dos fop graftings e acompanhar o
desenvolvimento destes com o passar do tempo.

. ) comprimento (cm) * largura (cm)
Area de copa dos top graftings (m?) =

10.000

Utilizando como base os dados coletados em 4 avaliagdes (outubro de 2018 a
agosto de 2019), foi possivel realizar comparagdes entre fop graftings instalados em
diferentes tratamentos. Estas comparagdes entre o desempenho dos top graftings que
estavam em matrizes com ou sem PBZ e os que foram realizados 6 ou 3 meses antes do
florescimento, visaram o estabelecimento do melhor protocolo para a realizacdo do
procedimento.

Durante a avaliacdo do experimento, foram realizadas manutengdes nos porta-
enxertos onde os top graftings foram instalados. Assim, podas estratégicas foram
realizadas, para remocdo de galhos desnecessdrios que sombreavam 0s enxertos vivos.
Além disso, foram fornecidas recomendagdes especificas em relagao a adubacao e manejo
do pomar e para melhorias na identificacdo dos enxertos, com o objetivo de melhorar as

condicdes do material.

2.5. Analises estatisticas

A partir dos dados coletados nas avaliagdes periddicas, estes foram submetidos a
aplicagdo do método de separagdo de médias, conhecido como Scott-Knott, a 5% de
significancia do erro tipo 1 (Scott & Knott, 1974). As andlises foram realizadas

utilizando-se o software R. O objetivo foi avaliar a diferenca entre os genétipos, além do
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efeito dos tratamentos (idades das mudas, épocas de enxertia e uso de PBZ) durante o
decorrer do tempo (efeito das avaliacdes). Além disso, foram analisadas as interacdes
entre os tratamentos, os quais foram submetidos as mesmas matrizes de forma conjunta.
Estas comparacoes entre médias foram realizadas em relagdo a sobrevivéncia (%) e ao
desenvolvimento de drea de copa (m?) dos top graftings. A representacdo gréafica destes

resultados foi construida a partir do software SigmaPlot 11.0.

3. Resultados

3.1. Analise do florescimento

A producdo de primérdios florais nos fop graftings de mudas jovens foi iniciada
de forma ultra-precoce, ou seja, 3 meses ap0Os a realizacdo das enxertias (Figura 4-A).
Além disso, o numero de fop graftings que floresceram foi semelhante (cinco),
independente da época em que estes foram realizados (Tabela 2). Porém, naqueles
realizados 6 meses antes do florescimento, a producdo de botdes florais e frutos foi
superior. Enquanto os top graftings realizados 6 meses antes garantiram 2.938 botdes
florais e 387 frutos apds 13 meses da enxertias, os de 3 meses antes produziram 1.330
botdes florais e 219 frutos apés 10 meses das enxertias. A contabilizag¢do dos frutos nao
foi acumulativa, visto que os de uma avaliacdo anterior foram os mesmos na seguinte.
Desta forma, foram contabilizados os maiores valores refentes a producdo de frutos de
cada top grafting para o calculo do total produzido. Outro aspecto avaliado foi a influéncia
do PBZ como indutor de florescimento. De maneira geral, os top graftings que
produziram botdes florais e frutos estavam presentes em matrizes nas quais o PBZ foi
aplicado. Isso demonstrou que ha uma maior efetividade da técnica de fop grafting na sua

presenca (Tabela 2).

Tabela 2: Quantidade de top graftings que floresceram, botdes florais (BF) e frutos, no
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ano 2019. Foi realizada a contabilizagao acumulativa do florescimento dos fop graftings

de 6 meses e 3 meses antes do florescimento.

6 meses antes do florescimento

Avaliacoes PBZ Out_18 Fev_19 Mai_19 Ago_19 2019

Top graftings (S:::)nnll ? ? ? 5 5
ksk
BE Com 2.616 260 62 2.938
Sem - - R .
Frutos Com ) ) 363 347 387
Sem - .
3 meses antes do florescimento
Avaliacoes PBZ Fev_19 Mai_19 Ago_19 2019
Top graftings Csjgnn]l ? ? 5 5
BE Cslom 810 520 _ 1.330
em - .
Frutos (Sjom ; ] 219 219
em -

Além disso, uma maior quantidade de enxertos da idade de 150-180 dias floresceu
em ambas as épocas, quando comparado a outra idade das mudas que foram avaliadas
(60-90 dias). Desta forma, relagdo de florescimento entre as idades foi igual a 3 rop
graftings de 150-180 dias e 2 de 60-90 dias para os realizados na época de 6 meses antes
do florescimento. Além disso, houve 4 de 150-180 dias e 1 de 60-90 dias florescendo
entre os que sdo de 3 meses antes do florescimento. Percebemos ainda que os rop graftings
das plantas de ambas as épocas e idades foram capazes, ndo apenas de iniciar o
florescimento, mas também de desenvolver os botdes florais até¢ a formagdo de frutos
(Figura 4-B a E). O efeito genético também se mostrou significativo em relacdo a
predisposi¢do ao florescimento. Ainda que tenhamos observado top graftings vivos
advindos de todos os cruzamentos até a ultima avaliagdo, apenas as progénies do 18002

floresceram.
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Figura 4: A- Emissdo de primérdios florais, 3 meses apds as enxertias; B a E-

Demonstracdo de top graftings de mudas jovens que apresentaram florescimento.

3.2. Interacao entre os tratamentos em relacio a sobrevivéncia dos top
graftings
A andlise da sobrevivéncia foi realizada pelo método de Scott-Knott, levando em

consideracdo os dados coletados nas trés avaliagdes em que os fop graftings de 6 e 3
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meses foram avaliados (a partir do terceiro més, apds o segundo periodo de enxertia).
Desta forma, determinamos as interacdes entre os tratamentos e o efeito destas sobre o
desempenho dos top graftings (Figura 5). A partir da andlise da interacdo entre as Idades
x Genotipos, percebemos que o melhor cendrio foi o constituido pela enxertia de mudas
de 150-180 dias do cruzamento G3 (progénies 18002). Este cendrio apresentou valor
maximo de 65% de sobrevivéncia, com diferenca significativa a 5% de significancia do
erro tipo 1, demonstrando que o efeito genético e de idade da muda afetam este
comportamento. Ao se avaliar as duas maiores médias entre as interacdes, percebemos
que a idade de 150-180 dias demonstrou melhores resultados (Figura 5-A).

A avaliacdo da interacdo entre GenGtipos x Epocas indica que o melhor periodo
do ano para que as mudas sejam enxertadas e apresentem pegamento, ao serem utilizadas
como enxertos, € o de 3 meses antes do florescimento (Figura 5-B). Ao se considerar
também o uso de PBZ (Tratamento) sobre os top graftings de cada época, novamente a
de 3 meses apresentou maiores médias (Figura 5-C). Em ambos os casos de intera¢io
houve diferenga significativa entre as médias. demonstrando que este periodo (outubro)
deve ser o indicado para arealizacdo das enxertias, considerando apenas a sobrevivéncia.

Os cruzamentos realizados demonstraram em progénies com maior pegamento ao
serem usadas como enxertos foi o G3 (progénies 18002). Portanto, além de este ter sido
0o Uunico a apresentar florescimento, foi também o de maior sobrevivéncia. O
desenvolvimento do G3 sofreu influéncia significativa da idade das mudas e da época de
enxertias, sendo necessdrio, portanto, considerar as recomendagdes anteriores ao se
realizar a enxertia de um mesmo genotipo.

A aplicagdo de PBZ ndo influenciou na obtencdo de maiores taxas de
sobrevivéncia para os top graftings realizados em uma mesma época (Figura 5-C). O
mesmo ocorreu quando se avaliou o efeito especifico do regulador de crescimento sobre

cada genotipo (Figura 5-D). Desta forma, consideramos que, para obter vantagem em
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relacdo a estas duas varidveis (épocas e genotipos), a sua aplicacdo ndo € necessaria.
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Figura 5: Porcentagem de sobrevivéncia de fop graftings, considerando a interagcdo entre
tratamentos. Médias seguidas de mesma nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade do erro tipo 1. A- Interacdo entre os efeitos das idades das mudas
(60-90 dias e 150-180 dias) e dos genétipos advindos de cada cruzamento; B- Interagdo

entre os efeitos dos gendtipos advindos de cada cruzamento e das épocas de enxertia (6¢
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3 meses antes do florescimento); C- Interacdo entre o efeito da aplicagdo de PBZ e das
épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do florescimento); D- Interacdo entre os efeitos dos

genotipos advindos de cada cruzamento e da aplicacdo de PBZ.

3.3. Efeito simples dos tratamentos em relacao ao crescimento da area
de copa dos top graftings

Os efeitos simples dos tratamentos em relacdo ao desenvolvimento da copa dos
top graftings foram avaliados (Figura 6). Estes fatores simples apresentam influéncias
semelhantes sobre a sobrevivéncia e reforcam a recomendacdo dos padrdes a serem
seguidos. Considerando, primeiramente, os dados dos top graftings de mudas nas
diferentes idades (60-90 e 150-180 dias), constatamos que as de maior idade resultaram
em média relativa a drea de copa (0,194 m?) mais elevada (Figura 6-A). Essa diferenca
foi significativa em relacdo a média dos que foram realizados com mudas de 60-90 dias,
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade do erro tipo 1. Desta forma, constatamos
que para obtermos top graftings com copas maiores, o periodo de desenvolvimento em
viveiro das mudas utilizadas como enxertos deve ser de 150-180 dias. Houve diferenca
entre os gendtipos e assim, como nas avaliacdes de florescimento e sobrevivéncia, os fop
graftings de G3 (progénies 18002) apresentaram desempenho superior aos demais (média
igual a 0,255 m?). As médias que foram obtidas por meio dos top graftings de G1 (0,067

m?) e G2 (0,082 m?) foram consideravelmente inferiores (Figura 6-B).
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Figura 6: Médias das dimensdes de area de copa dos top graftings avaliados, de acordo
com os tratamentos utilizados. As médias seguidas de mesma letra entre os tratamentos
nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade do erro tipo 1. A-
Efeito das idades 60-90 e 150-190 dias sobre a drea; B- Efeito dos genétipos advindos de
cada cruzamento sobre a area; C- Efeito das épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do

florescimento) sobre a drea; D- Efeito do tratamento (aplicacdo de PBZ) sobre a drea.

As médias de area, divididas pelas épocas de enxertias, demonstram que os top
graftings realizados 6 meses antes do florescimento apresentaram valores superiores
(Figura 6-C). E necessario considerarmos um fator na avaliagdo deste resultado, pois estes
enxertos contavam com 3 meses a mais de desenvolvimento, em relacio aos top graftings
da época de 3 meses antes do florescimento, quando avaliados em um mesmo periodo.

Entretanto, a taxa de sobrevivéncia dos top graftings de 6 meses antes do florescimento
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foi significativamente maior (Figura 5-B). Isso demonstra que mesmo que tenham restado
menor quantidade de fop graftings vivos desta época, estes apresentaram drea de copa
consideravelmente maior. Outro fator considerado foi a aplicacio de PBZ e a sua
influéncia como regulador de crescimento. O PBZ apresentou efeito negativo, pois nos

top graftings sem aplicacdo de PBZ, as médias foram inferiores (Figura 6-D).

34. Interacio entre os tratamentos em relacao ao crescimento da area
de copa

A avaliacdo dos efeitos causados pelas interacdes entre os tratamentos, em relacao
ao desenvolvimento de 4rea de copa dos fop graftings, garantiu a confirmacdo das
recomendacdes a serem feitas. Neste sentido, ao analisarmos a interacdo entre Idades x
Genodtipos, percebemos que o cendrio constituido por mudas em idade igual a 150-180
dias, das progénies do cruzamento G3 (progénies 18002), foram novamente as que
apresentaram melhor desempenho (Figura 7-A). Outras interacdes também indicaram a
influéncia significativa dos gendtipos sobre o desempenho dos top graftings, pois em
todas elas, o G3 prevaleceu como superior (Figura 7-D a F). O efeito do PBZ nao foi
significativo para o desenvolvimento da drea de copa, quando avaliado em interacio
com as épocas, avaliacdes e os gendtipos (Figura 7-B a D). Desta forma, considerando
esta varidvel, a aplica¢do de PBZ poderia ser descartada.

Além disso, os top graftings realizados na época de 6 meses antes do
florescimento natural das espécies de Eucalyptus foram os que apresentaram maior
média, quando em interacdo com os tratamentos (Figura 7-B) e com os genotipos
(Figura 7-E). Concluimos, portanto, que para a variavel drea de copa a melhor época de
enxertia € o periodo do més de julho. Por fim, o efeito das avaliagdes também foi

considerado em interagdes com tratamentos (PBZ) e gendtipos, demonstrando o

desenvolvimento dos fop graftings com o decorrer do tempo (Figuras 7-C e F).
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Figura 7: Médias das dimensdes de area de copa dos top graftings avaliados, de acordo
com os tratamentos utilizados. As médias seguidas de mesma letra entre os tratamentos
ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de significancia do erro tipo 1. A-
Interacdo entre os efeitos das idades das mudas (60-90 dias e 150-180 dias) e dos
genotipos advindos de cada cruzamento; B- Interacdo entre os efeitos da aplicacdo de
PBZ e das épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do florescimento); C- Interacdo entre o
efeito das avaliacOes e da aplicacao de PBZ; D- Interacdo entre os efeitos dos gendtipos
advindos de cada cruzamento e da aplicacao de PBZ; E- Interacdo entre os efeitos dos
gendtipos advindos de cada cruzamento e das épocas de enxertia (6 € 3 meses antes do
florescimento); F- Interacdo entre o efeito das avaliacdes e dos genétipos advindos de

cada cruzamento.

4. Discussao

4.1. Analise do florescimento

Os programas de melhoramento tradicionais seguem o método de Selecdo
Recorrente Reciproca (SRR) convencional (Resende & Higa, 1990). A partir do uso do
novo método proposto neste trabalho, o processo para se originar hibridos intra ou
interespecificos superiores seguird uma nova vertente. Assim, os fendtipos das progénies
serdo previstos quando as mudas ainda estiverem com algumas semanas de idade, via
SGA (Resende et al., 2012). Os melhores materiais poderdo ser entdo selecionados e isso
possibilitard a rapida instalacdo de testes clonais (TC) ou testes clonais ampliados (TCA)
em campo. ApoOs a selecdo das melhores progénies por meio da SGA, recomenda-se que
as mudas selecionadas sejam direcionadas a viveiros e multiplicadas (Grattapaglia et al.,
2018). Por meio da enxertia de diversas mudas da mesma progé€nie, serd possivel

assegurar uma taxa de pegamento suficiente para que fop graftings de cada genétipo se
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desenvolvam e florescam. Desta forma, os programas de melhoramento poderdo ser
delineados com um novo modelo, que inclui fop graftings em suas etapas, garantindo que

as progénies produzam botdes florais, flores e frutos rapidamente (Figura 8).
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Figura 8: Representacio do método de melhoramento a ser seguido visando o
florescimento ultra-precoce de mudas jovens de Eucalyptus selecionadas via SGA, por
top graftings. Método intitulado “Selecdo recorrente com uso de fop graftings de mudas
jovens e SGA”, que pode ser adaptado para modelos de selecdo recorrente dos tipos intra

e interespecificos.

Por meio deste método, torna-se possivel aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento e agilizar as fases posteriores que se baseiam em testes clonais. Desta,
forma serd possivel instalar testes com menor nimero de drvores pré-selecionadas, para
serem avaliadas em ensaios expandidos em varios locais (Resende et al., 2012). Além
disso, a comparacdo dos ganhos genéticos com a implantacio de material genético
selecionado na SGA, em conjunto com o uso de fop graftings, demonstrou a obtengao de
aumento consideravel dos ganhos genéticos, quando comparado ao método tradicional de
melhoramento de Pinus (Li & Dungey, 2018). Considerando que as espécies de
Eucalyptus também sdo perenes, estes ganhos por unidade de tempo sdo parametros
cruciais a serem obtidos no melhoramento do género (Wong & Bernardo, 2008).

A realizacdo de top graftings de mudas jovens de Eucalyptus, visando a indug¢do
de florescimento ultra-precoce, é uma estratégia inédita. O melhoramento deste género
ainda nao tem explorado a translocacao de fito-hormonios a partir do porta-enxerto, para
garantir a rdpida maturacdo do enxerto juvenil, induzindo-o a florescer. Neste sentido,
foram realizados top graftings visando testar a efetividade da técnica e o total de 10 rop
graftings apresentaram florescimento por meio do procedimento adotado (Tabela 2). Este
resultado foi obtido a partir de 3 meses apos as enxertias. Isso demonstrou que a inducao
do florescimento por esta técnica € factivel e podera ser aprimorada, ao se utilizar as
recomendacdes advindas dos resultados obtidos. A obtencdo de florescimento ultra-

precoce por meio de fop graftings representa um importante avanco, visto que acarretard
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a reducgdo considerdavel no tempo dos ciclos de melhoramento (Mitani et al., 2008; Li &
Dungey, 2018).

A variagdo de predisposi¢do ao florescimento entre os cruzamentos ird afetar este
processo, visto que foi perceptivel a influéncia do efeito genético sobre os resultados.
Apenas as progénies do cruzamento G3 (progénies 18002) floresceram e garantiram o
total de 4.268 botdes florais e 606 frutos para o programa de melhoramento. Além disso,
o efeito da idade das mudas influenciou no florescimento, visto que as de 150-180 dias
foram as mais adequadas para promover a inducdo (Tabela 2). Esse fato pode ser
justificado pela maior facilidade no momento de execu¢do da técnica com as mudas nesta
idade, devido ao seu maior porte e rusticidade em relagcao as de 60-90 dias. Isso garantiu
que um maior ndmero de top graftings desta idade se mantivessem vivos, com bom
desenvolvimento de copa e aptos a florescer. A melhor qualidade da enxertia conferiu
também uma ligacdo mais eficiente dos tecidos do cambio e consequente, melhoria na
translocacao de hormonios.

Outra questdo perceptivel sobre o florescimento foi a melhor produgdo de botdes
florais e frutos naqueles que foram realizados na época de 6 meses antes do florescimento
(julho de 2018). Este resultado superior pode estar relacionado ao melhor crescimento de
area de copa dos top graftings realizados nesta época. Teoricamente, o metabolismo das
plantas no final do periodo de inverno e de dorméncia fisioldgica, aumenta a circulagio
de fotoassimilados e garante maior producdo de botdes florais e flores nos fop graftings
na época de 3 meses antes (Franzon et al., 2008). Porém, a presenca de mais folhagens e
atividade fotossintética nos de 6 meses antes acarretou uma producdo superior para esta
época. Como estes fop graftings apresentam um periodo maior para se desenvolverem até
o verdo, que € a época de florescimento do Eucalyptus, estes apresentam maior
maturidade para reagirem aos compostos fisiologicos do porta-enxerto e drea de copa para

desenvolverem gemas florais.
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O beneficio da presenca de PBZ foi significativo sobre o resultado, visto que
todos os top graftings que floresceram estavam em matrizes nas quais ele foi aplicado.
Este regulador foi, portanto, fundamental para a efetividade da técnica e indugdo precoce
do florescimento. A indugd@o por meio do uso de PBZ estd associada a restricio da
expansao celular e ao acimulo de compostos fendlicos no dpice do caule (Oliveira et al.,
2020). O PBZ é comumente utilizado em pomares de Eucalyptus, visando aumentar a
producdo de sementes (Hasan & Reid, 1995; Auras, 2001; Gardner et al., 2016). Este
regulador também € utilizado em outras culturas com a finalidade de as fazerem
florescer (Wei et al., 2018; Oliveira et al., 2020). Desta forma, consideramos que a

aplicacao de PBZ deve ser recomendada para os top graftings de mudas jovens, visando

que o florescimento seja induzido.

4.2. Anadlise dos efeitos dos tratamentos e de suas interacoes em relacao
a sobrevivéncia e ao crescimento de copa dos fop graftings

O efeito dos tratamentos e da interacao entre eles foi avaliado com o método de
separagao de médias conhecido como Scott-Knott (Scott & Knott, 1974). Este tipo de
andlise possui a vantagem sobre outros métodos, pois separa as médias em grupos
distintos, sem sobreposi¢ao entre eles. O método de Scott-Knott mostra-se ainda, como
uma alternativa vidvel para se obter resultados mais diretos e mais faceis de serem
interpretados (Canteri et al., 2001). Com base nos gréficos construidos a partir dos
resultados, tornou-se possivel, portanto, determinar os melhores padrdes a serem
utilizados, visando obter maiores taxas de sobrevivéncia e crescimento de drea de copa
dos top graftings.

A avaliacdo das interagOes entre os tratamentos demonstrou que a melhor época
para se realizar as enxertias e obter altas taxas de sobrevivéncia, € a época de 3 meses

antes do florescimento (outubro). Em relacdo a enxertia de pitangueira, autores
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compararam as diferencas para brotagdo e pegamento dos enxertos em relaciao a época de
realizacdo da técnica. Para ambas as varidveis, os melhores resultados foram obtidos no
més de setembro (Franzon et al., 2008). A enxertia nesta época garantiu porcentagem de
sobrevivéncia igual a 59% (Com PBZ) e 48% (Sem PBZ), considerando os fop graftings
das mudas de ambas as idades. Essas porcentagens condizem com os valores encontrados
na literatura em relacdo a producdo de enxertos para espécies do género Eucalyptus
(Santos et al., 2012). Os autores objetivaram a formagdo de pomar de hibridacdo, e
obtiveram taxas de sobrevivéncia para as espécies E. dunnii de 60% e para E. Benthamii
de 32%, sendo a média para as duas espécies de 46%. Enquanto os indices de
sobrevivéncia obtidos por Moraes et al. (2013), foram de 74 % para os enxertos de E.
dunnii, 62% para o hibrido e 55% para o E. urophylla.

A obtengdo de taxa de sobrevivéncia satisfatoria para a época de 3 meses antes
pode ser justificada pelo ambiente ameno e propicio a enxertia (Larson, 2006; Gaspar et
al., 2017). Estes maiores percentuais podem estar relacionados com o aumento da
atividade metabdlica, fazendo com que haja maior movimentacdo de reguladores de
crescimento, o que pode auxiliar para o maior indice de pegamento. Desse modo, as
células da regido cambial, que sdo as responsdveis pela unido entre porta-enxerto e
enxerto, tiveram seus processos de divisao e multiplicagdo acelerados (Franzon et al.,
2008). A temperatura € um fator importante que esta envolvido no processo da enxertia e,
assim como a umidade, pode influenciar na taxa de divisdo celular e afetar a formacdo de
novas células, responsaveis pela unido entre os tecidos (Fachinello et al., 2005).

Além disso, a utilizacdo de material adequado para a realizacdo dos top graftings
também favoreceu a obtengdo de maior sobrevivéncia. O uso de parafilme, por exemplo,
€ aplicado na fruticultura e foi utilizado sobre o enxerto para evitar a desidratagdo. O
parafilme ¢ um material a prova d’agua, bastante flexivel e maledvel, que ndo obstrui a

emissdo de brotacdes (Jacomino et al., 2000). O emprego de parafilme na metodologia
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proporcionou maior sobrevivéncia inicial dos enxertos realizados, visto que eles se
localizaram em campo outdoor e estavam sujeitos as variagdes ambientais. Foram obtidos
excelentes resultados ao se utilizar fitas de parafilme no processo de enxertia de roseiras
(Davies Junior et al., 1986).

Outro fator que afetou a sobrevivéncia foi a idade das mudas, sendo que os top
graftings das mudas de 150-180 dias conseguiram se manter vivos em maior quantidade
(Figura 6-A). Além disso, estes apresentaram maiores médias de crescimento de copa.
Levando em consideracdo estes fatores e o de que esta idade também foi a que acarretou
maior florescimento, recomenda-se utilizar enxertos de mudas de 150-180 dias para a
realizacdo dos top graftings. A realizacdo da técnica a partir de mudas nesta idade
mostrou-se facilitada, conforme citado anteriormente, sendo este uma vantagem para a
operacionalizacdo da técnica.

Além disso, foi detectado em fop graftings de mudas de 60-90 dias o crescimento
de raizes na regido de insercao do enxerto no porta-enxerto. Esse fendmeno pode afetar
de forma negativa a sobrevivéncia destes enxertos a longo prazo e € explicado pelo
acimulo de auxina na regido basal do enxerto (Nanda & Melnyk, 2018). Este acimulo
ocorreu devido ao fato de as mudas desta idade serem cortadas rentes ao substrato do
tubete, ou seja, em seu coleto. As células desta regido sdo programadas para a
diferenciagdo e produgdo de raizes. Além disso, a presenca de raiz nesta regido, demonstra
que a enxertia pode ter sido mal realizada, dificultando a translocacdo da auxina e
favocendo seu acimulo (Nanda & Melnyk, 2018). Outro fator que pode ter facilitado esta
ocorréncia € a escolha de um material genético com boa taxa de enraizamento para ser
enxertado em fase juvenil.

Para o sucesso da enxertia de espécies lenhosas, € aconselhdvel selecionar
enxertos (mudas) e porta-enxertos da mais alta qualidade possivel e alto grau de

parentesco (Darikova et al., 2011). O vigor e o estagio de desenvolvimento também sdo
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fatores determinantes na efeitividade e favorecem os ramos jovens em comparagdo com
os mais proximos da senescéncia (Wendling et al., 2017). Esse fator foi detectado
durante as avaliacOes dos fop graftings vivos, visto que os fop graftings que foram
realizados em ramos principais e juvenis, geralmente, apresentaram maior sobrevivéncia
e crescimento de copa. Desta forma, estes devem ser priorizados. A manutencao do vigor
com o decorrer do tempo pode ser garantida com adubagdes periddicas e podas no
excesso de folhagens do porta-enxerto. As condi¢cdes de manejo do porta-enxerto
durante e apds a enxertiasdo de essenciais (Carignato et al., 2012).

Apesar de a aplicacdo de PBZ ter sido fundamental para o florescimento, este
ndo apresentou efeito significativo para a sobrevivéncia e inibiu o crescimento de copa
dos top graftings vivos, segundo o teste de Scott-Knott. Este regulador do crescimento
causa como efeito nas plantas a reducdo de altura, aumento do diametro e redugdo do
nimero de folhas. Foi relatado na literatura também, que o PBZ interfere na biossintese
da giberelina e € usado principalmente como retardador de crescimento e protetor do
estresse (Gopi & Jaleel, 2009; Soumya et al., 2017). Sendo, portanto, justificavel o efeito
inibitério sobre a drea dos fop graftings de mudas, visto que se encontram em fase
juvenil e sofrem influéncia de forma mais acentuada o efeito do regulador. Conforme
demonstrado pelos resultados, isso ocorreu tanto para a indugao do florescimento quanto

para a inibi¢ao do crescimento de drea de copa.

5. Conclusoes

Trata-se da primeira vez na literatura que se consegue fazer florescer Eucalyptus
em estagio tdo juvenil (menos de 150 dias da germinacdo). A técnica de fop grafting
utilizada em mudas jovens podera modificar muito do que se sabe hoje sobre duracdo dos
ciclos de melhoramento genético em espécies arboreas perenes.

A realizacdo de fop graftings de mudas jovens garante a obtencao satisfatoria de
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botdes florais e frutos. O florescimento iniciou-se 3 meses apds a realizacao das enxertias
e € considerado como ultra-precoce, por ter sido obtido com mudas juvenis.

Os top graftings que floresceram eram progénies advindas do cruzamento G3,
demonstrando que h4 efeito genético significativo sobre a predisposicdo ao florescimento.

Em relacdo a sobrevivéncia dos top graftings, melhores resultados sdo obtidos
para a época de 3 meses antes do florescimento. Entretanto, foi definida como a melhor
para realizacdo do fop grafiting, a época de 6 meses antes do florescimento, visto que
acarreta maior quantidade de botdes florais e frutos produzidos. Além disso, os fop
graftings realizados neste periodo apresentam maior crescimento de drea de copa.

A aplicacdo de paclobutrazol favorece o florescimento dos fop graftings vivos,
pois todos os enxertos que floresceram estavam em matrizes no qual o regulador foi
aplicado. De forma geral, a aplicagao do paclobutrazol ndo afeta a taxa de sobrevivéncia
e possui efeito negativo sobre o desenvolvimento de drea de copa, segundo a andlise de
Scott-Knott.

A idade das mudas jovens utilizadas como enxertos influencia no florescimento,
sobrevivéncia e crescimento de copa dos fop graftings. Para todas estas varidveis, 0 uso
de mudas de 150-180 dias demonstra melhores resultados.

A realizagdo de top graftings com materiais adequados, como o parafilme e em
galhos principais dos porta-enxertos garante maiores porcentagens de sobrevivéncia e
valores de drea referentes ao desenvolvimento de copa, quando comparados aos dos
galhos secunddrios.

A aceleracdo do florescimento ultra-precoce por fop graftings permitird a
efetivagdo do uso de Selecao Gendmica Ampla no melhoramento genético de Eucalyptus
e em consequéncia, reduzird o tempo necessdrio para o avanco de geracdes e
recomendacdes de novos clones comerciais.

Com o uso do fop grafting um novo método de melhoramento (“Selecdo
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recorrente com uso de fop graftings de mudas jovens e SGA”) pode ser aplicado em

espécies arboreas de ciclo longo.
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CONCLUSOES GERAIS

O uso de top grafting foi testado para as finalidades de agilizar o avango de
geracdes de autofecundacdo, para a producdo de linhagens e para efetivar a selecdo
ultra-precoce de progénies por meio da SGA. Constatamos que a técnica € vidvel para
Eucalyptus e pode ser replicada para as espécies do género, seguindo os procedimentos
recomendados neste projeto. Porém, a predisposi¢ao dos top graftings a enxertia varia de
acordo com o material genético utilizado.

A quantidade de botdes florais e frutos produzida pelos top graftings foi
satisfatéria. Este material disponibilizado permitiu que um segundo ciclo de
autofecundacao fosse realizado e estes que pélen e frutos fossem coletados, para serem
utilizados em cruzamentos estratégicos para o programa de melhoramento.

Levando em consideracdo o desempenho dos enxertos para florescimento, a
melhor época para realizacdo do top grafiting varia de acordo com a sua finalidade,
sendo que para a enxertia de genotipos autofecundados, o ideal € a época de 3 meses antes
do florescimento. Ja para a enxertia de mudas jovens, os top graftings de 6 meses antes
apresentaram melhores resultados para florescimento e crescimento de drea de copa.

A idade das mudas utilizadas como enxertos influencia no florescimento,
sobrevivéncia e crescimento de copa dos fop graftings. Para todas estas varidveis, o uso
de mudas jovens de 150-180 dias demonstrou melhores resultados.

Em relagdo as taxas de sobrevivéncia dos fop graftings realizados, melhores
resultados foram obtidos para a época de 3 meses antes do florescimento, independente
do seu tipo,ou seja, se € advindo de gendtipos autofecundados ou mudas jovens.

A aplicacdo de paclobutrazol favoreceu o florescimento dos fop graftings, visto
que um maior nimero de enxertos floresceu em sua presenca, tanto em genotipos
autofecundados quanto em mudas jovens. Além disso, de forma geral, a aplicagdo do

paclobutrazol ndo afeta a taxa de sobrevivéncia, segundo o teste t.
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N

O efeito do paclobutrazol variou em relacdio a sua influéncia sobre o
desenvolvimento de drea de copa, pois para top graftings de genétipos autofecundados, a
sua aplicacdo ndo foi relevante, enquanto ele pode ter afetado negativamente os fop
graftings de mudas jovens, segundo o teste t.

A realizacdo de top graftings em galhos principais dos porta-enxertos garante
maiores porcentagens de sobrevivéncia e valores de drea, referentes ao desenvolvimento
de copa, quando comparados aos dos galhos secundérios.

A aceleracdo do florescimento por meio do uso de top graftings permitird a
diminui¢do de tempo na formacdo de linhagens endogimicas de Eucalyptus e em
consequéncia, garantird o melhor aproveitamento da heterose no melhoramento genético
da espécie. Além disso, permitird a efetivacdo do uso de Selecio Gendmica Ampla no
melhoramento genético do género e em consequéncia, garantird a reducdo do tempo
necessdrio para o avango de geracdes e recomendacgdes de novos clones comerciais.

A juncdo da indugdo do florescimento em materiais genéticos autofecundados
por top grafting e o posterior florescimento ultra-precoce das mudas (formadas via
sementes), formadas a partir desses gendétipos autofecundados, poderd permitir a redugdo
do tempo para formacdo de linhagens em Eucalyptus. Além disso, ird aproximar o
melhoramento florestal dos prazos e ganhos por unidade de tempo do que se pode obter
em culturas de ciclo anual como milho e soja. Nao ha ddvidas que uma nova fase do
melhoramento florestal, com maiores ganhos por unidade de tempo, serd vislumbrada a

partir dos resultados dessa dissertacdo.
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APENDICE Capitulo 1

Suplementar 1: Avaliacdes de florescimento realizadas nos anos 2017 e 2018, nos top graftings de 6 meses antes do florescimento. A sigla BF

corresponde a quantidade de botdes florais contabilizados em cada top grafting. Presenca de florescimento (x), quando ndo foi realizada a contagem

da quantidade de botdes florais presentes em cada top grafting durante a avaliacdo.

Top graftings realizados 6 meses antes do florescimento
Genoétipos Tratamento Bloco Parcela: Set_17 @ Jan_18 BF Arfaev_l(guant/érea BF All\-/::l_lguant/érea Out_18 2](3)1?8
CENO3 Com PBZ 1 3 - - - - - - - - X -
CENO3 Com PBZ 1 4 - - - - - - - - X -
CENO3 Com PBZ 2 2 - - - - - - - - X -
CENO3 Com PBZ 2 4 X X 462 1,053 439 26 1,150 23 X 488
CENO3 Com PBZ 3 1 X X 238 0,640 372 3 1,080 3 X 241
**CENO3  Com PBZ 3 4 X X 126 0,728 173 - - - - 126
CENO3 Com PBZ 4 1 X X 21 0,893 24 12 0,585 21 - 33
CENO3 Com PBZ 4 2 X X 966 0,910 1.062 11 0,910 12 - 977
*CENO3 Com PBZ 4 3 X X 70 0,540 130 4 0,525 8 - 74
CENO3 Com PBZ 4 4 - - - - - 18 1,140 16 - 18
CENO3 Sem PBZ 1 4 X 175 0,371 472 27 0,563 48 - 202
CENO3 Sem PBZ 2 1 X 364 0,850 428 49 1,000 49 X 413
CENO3 Sem PBZ 4 1 X X 1.092 1,950 560 198 1,950 102 - 1.290
**CENOS Sem PBZ 3 2 - X 285 0,744 383 19 1,045 18 - 304
**CENOS Sem PBZ 3 3 - - 1.025 0,784 1.307 7 1,190 6 - 1.032
*CENOS5 Sem PBZ 4 1 - - 25 0,907 28 - - - - 25
Soma (top graftings/botoes florais) 9 10 4.849 - - 374 - - 6 5.223

* Top grafting morreu nas avaliagdes posteriores ao seu florescimento; ** Top grafting ndo apresentou florescimento em avaliagdes posteriores ao demarcado
pela tabela, mas continuou vivo e a ser contabilizado entre os fop graftings que floresceram nas avaliagdes (graficos).
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Suplementar 2: Avaliagdes de florescimento realizadas no ano 2019, nos top graftings de 6 meses antes do florescimento. A sigla BF corresponde

a quantidade de botdes florais contabilizados em cada top grafting. Presenca de florescimento (x), quando ndo foi realizada a contagem da

quantidade de botdes florais presentes em cada fop grafting durante a avaliacdo. % Ving corresponde a porcentagem de botdes florais da avaliacao

de fevereiro de 2019 que se mantiverame se desenvolveram como frutos nos top graftings até a avaliacdo posterior (mai_19).

Top graftings realizados 6 meses antes do florescimento

Fev_19

Mai_19

o BF
Genédtipos Tratamento Bloco Parcela BF Area Quant/irea Frutos BF % Ving Area fru?ol;?g; . B%l/lg:-:gta Ago_19 F2r(1)11t(9)s 2019
CENO02 Com PBZ 1 3 5.604 1,702 3.293 934 17 17% 2,288 408 7 X 934 5.621
CENO02 Com PBZ 2 4 696 2,945 236 336 116  48% 3,450 97 34 X 336 812
CENO02 Com PBZ 3 2 24 1,440 17 4 20 17% 1,220 3 16 X 4 44
*CENO3 Com PBZ 1 3 36 0416 87 - - - - - - - - 36
CENO3 Com PBZ 1 4 126 1,250 101 63 - 50% 1,333 47 - X 63 126
CENO3 Com PBZ 2 2 198 0,689 287 22 - 11% 0,694 32 - X 22 198
CENO3 Com PBZ 2 4 666 1,123 593 184 - 28% 1,236 149 - X 184 666
CENO3 Com PBZ 3 1 42 1,205 35 30 - 71% 1,155 26 - X 30 42
CENO3 Com PBZ 4 1 66 1,089 61 3 - 5% 0,837 4 - X 3 66
CENO3 Com PBZ 4 2 288 1,399 206 4 - 1% 1,518 3 - X 4 288
CENO3 Com PBZ 4 4 174 1,200 145 81 - 47% 1,430 57 - X 81 174
CENO3 Sem PBZ 2 1 1.116 1,729 645 5 - 0% 2,240 2 - X 5 1.116
CENO3 Sem PBZ 3 3 48 1,070 45 32 - 67% 1,452 22 - X 32 48
CENO3 Sem PBZ 3 4 36 0,924 39 32 - 89% 1,163 28 - X 32 36
CENO3 Sem PBZ 4 1 852 2,486 343 575 27 67% 2,220 259 12 X 575 879
CENO06 Com PBZ 1 1 2.814 1,415 1.988 1.080 - 38% 1,918 563 - X 1.080 @ 2.814
CENO06 Com PBZ 2 1 12 0,995 12 12 - 100% 1,006 12 - X 12 12
CENO06 Com PBZ 2 2 60 1,322 45 59 - 98% 1,785 33 - X 59 60
CENO06 Com PBZ 2 3 546 1,877 291 237 - 43% 1,778 133 - X 237 546
CENO06 Com PBZ 3 3 210 3,960 53 385 - 183% 3,990 96 - X 385 210
CENO06 Sem PBZ 3 4 5.856 3,870 1.513 2.581 - 44% 5,734 450 - X 2.581  5.856
Soma (top graftings/botoes florais/frutos) 19.470 - - 6.659 180 - - - - 20 6.659 | 19.650
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Suplementar 3: Avaliagcdes de florescimento realizadas no ano 2018, nos top graftings de 3 meses antes do florescimento. A sigla BF corresponde

a quantidade de botdes florais contabilizados em cada top grafting. Presenca de florescimento (x), quando ndo foi realizada a contagem da

quantidade de botdes florais presentes em cada top grafting durante a avaliagao

Top graftings realizados 3 meses antes do florescimento
L. Mai_18 BF
Genétipos Tratamento Bloco Parcela Jan_18 BF Area Quant/area Out_18 2018
CENO02 Com PBZ 1 1 - - - - X -
CENO02 Com PBZ 3 1 - - - - X -
CENO2 Com PBZ 3 2 - - - - X -
CENO02 Com PBZ 3 3 - - - - X -
CENO02 Com PBZ 4 1 - - - - X -
CENO02 Com PBZ 4 3 - 120 0,143 842 X 120
CENO02 Com PBZ 4 4 - - - - X -
CENO02 Sem PBZ 1 4 - - - - X -
**CENO3 Com PBZ 2 4 X - - - - -
**CENO3 Com PBZ 4 1 - - - - X -
CENO3 Sem PBZ 3 1 - 73 0,360 203 X 73
CENO3 Sem PBZ 4 1 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 1 1 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 1 2 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 1 3 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 1 4 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 2 1 - 58 0,538 108 - 58
CENO0O4 Com PBZ 2 3 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 2 4 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 3 1 - - - - X -
CENO0O4 Com PBZ 3 2 - - - - X -
CENO5 Sem PBZ 3 2 X - - - - -
Soma (top graftings/botoes florais) 2 251 - - 19 251
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Suplementar 4: Avaliagdes de florescimento realizadas no ano 2019, nos top graftings de 3 meses antes do florescimento. A sigla BF corresponde

a quantidade de botdes florais contabilizados em cada top grafting. Presenca de florescimento (x), quando ndo foi realizada a contagem da

quantidade de botdes florais presentes em cada fop grafting durante a avaliacdo. % Ving corresponde a porcentagem de botdes florais daavaliacao

de fevereiro de 2019 que se mantiverame se desenvolveram como frutos nos top graftings até a avaliacdo posterior (mai_19).

Top graftings realizados 3 meses antes do florescimento

Fev_19

Mai_19

. Y BF Frutos
Genotipos Tratamento Bloco Parcela p uant ° p uant uant. Ago_19

b BF Area B%/érea Frutos BF Ving Area fru?os/érea gF /area ; AU 20
CENO02 Com PBZ 1 1 630 1,589 396 14 - 2% 1,354 10 - X 630 14
CENO02 Com PBZ 3 1 270 0,948 285 104 94 39% 1,150 90 82 X 364 104
CENO02 Com PBZ 3 2 198 0,940 211 130 - 66% 1,157 112 - X 198 130
CENO02 Com PBZ 3 3 138 0,936 147 75 - 54% 0,856 88 - X 138 75
CENO2 Com PBZ 4 1 186 0,511 364 75 - 40% 0,713 105 - X 186 75
CENO2 Com PBZ 4 2 90 0,574 157 69 62 77% 0,910 76 68 X 152 69
CENO2 Com PBZ 4 3 102 0,504 202 40 - 39% 0,600 67 - X 102 40
CENO2 Com PBZ 4 4 1.380 0,764 1.806 20 - 1% 0,880 23 - X 1.380 20
CENO2 Sem PBZ 1 4 312 0,608 513 - - 0% - - - - 312 -
CENO3 Com PBZ 3 2 198 0,328 604 44 - 22% 0,439 100 - X 198 44
CENO3 Com PBZ 3 3 150 0,630 238 24 - 16% 0,938 26 - X 150 24
CENO3 Com PBZ 4 2 84 0,712 118 3 - 4% 0,680 4 - X 84 3
CENO3 Com PBZ 4 3 510 0,840 607 26 - 5% 1,075 24 - X 510 26
CENO3 Com PBZ 4 4 185 0,664 279 26 - 14% 0,863 30 - X 185 26
CENO3 Sem PBZ 3 1 510 1,012 504 - - 0% - - - X 510 -
CENO3 Sem PBZ 4 1 47 0,397 118 39 - 83% 0,472 83 - X 47 39
CENO04 Com PBZ 1 1 420 0,621 676 208 - 50% 0,755 276 - X 420 208
CENO04 Com PBZ 1 2 354 0,469 755 72 - 20% 0,497 145 - X 354 72
CENO04 Com PBZ 1 3 174 0,480 363 190 - 109% 0,504 377 - X 174 190
CENO04 Com PBZ 1 4 1.596 0,635 2.513 1.410 - 88% 0,616 2.289 - X 1.596 1.410
CENO04 Com PBZ 2 1 24 0,623 39 22 - 92% 1,068 21 - X 24 22
CENO04 Com PBZ 2 2 - - - - - - - - - X = =
CENO04 Com PBZ 2 3 510 0,593 860 195 - 38% 0,756 258 - X 510 195
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Fev_19

Mai_19

Genotipos Tratamento Bloco Parcela BF Area Qufmt Frutos BF 'f" Area Qllal,lt Quz}nt. Ago_19 2]3;?9 Fzr(l)lltgs
BF/area Ving frutos/area BF/area

CENO04 Com PBZ 2 4 2.172 0,880 2.468 1.347 - 62% 1,320 1.020 - X 2172 1.347
CENO04 Com PBZ 3 1 2.778 0,780 3.562 1.609 - 58% 0,970 1.659 - X 2.778  1.609
CEN04 Com PBZ 3 2 816 0,561 1.455 814 - 100% 0,664 1.226 - X 816 814
CENO04 Sem PBZ 2 2 2.520 1,297 1.943 1.367 - 54% 1,760 777 - X 2.520  1.367
CENO04 Sem PBZ 2 4 3480 1,330 2.617 1.610 - 46% 2,052 785 - X 3.480 1.610
CENO04 Sem PBZ 3 2 4.164 1,391 2.994 1.770 - 43% 1,389 1.274 - X 4.164 1.770
CENO0O4 Sem PBZ 4 1 300 2,093 143 842 - 281% 2,700 312 - X 300 842
CENO04 Sem PBZ 4 2 5 1,560 3 - - 0% - - - X 5 -
CENO04 Sem PBZ 4 4 84 1,950 43 16 - 19% 1,945 8 - X 84 16
CENO5 Sem PBZ 1 4 1.260 2,861 440 56 - 4% 3,040 18 - X 1.260 56
*CENO5  Sem PBZ 3 2 36 1,908 19 - - 0% - - - - 36 -
*CENO5  Sem PBZ 3 4 78 1,697 46 - - 0% - - - - 78 -
CENO06 Com PBZ 1 1 780 1,455 536 68 - 9% 1,680 40 - X 780 68
Soma (top graftings/botoes florais/frutos) : 26.541 - - 12.285 15 - - - - 33 26.697 12.285

* Top grafting morreu nas avaliagdes posteriores ao seu florescimento.
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Suplementar 5: Dados de florescimento, relativos a todos os top graftings vivos até a dltima avaliagdo, realizada no més de agosto de 2019.

Também foram apresentados os valores coletados no més de maio, visando informar sobre os valores de drea de copa destes top graftings.

Més de Avaliacao Mai_19 Ago_19
Epoca de Enxertia . Florescimento Area Florescimento
(antes do florescimento) Genotipos PBZ Bloco Parcela Ndo Sim Quant. BF N°de BF/m?de enxerto Comp. Larg. Area/m?de enxerto. N#o  Sim

6 meses antes CENO2 Sim 1 3 X 951 416 137 167 2,288 X
6 meses antes CENO2 Sim 2 4 X 452 131 150 230 3,450 X
6 meses antes CENO2 Sim 3 2 X 24 20 100 122 1,220 X
6 meses antes CENO3 Sim 1 4 X 63 47 112 119 1,333 X
6 meses antes CENO3 Sim 2 2 X 22 32 95 73 0,694 X
6 meses antes CENO3 Sim 2 4 X 184 149 103 120 1,236 X
6 meses antes CENO3 Sim 3 1 X 30 26 110 105 1,155 X
6 meses antes CENO3 Sim 3 4 X 74 39 0,289 X

6 meses antes CENO3 Sim 4 1 X 3 4 106 79 0,837 X
6 meses antes CENO3 Sim 4 2 X 4 3 110 138 1,518 X
6 meses antes CENO3 Sim 4 4 X 81 57 110 130 1,430 X
6 meses antes CENO3 Nido 1 3 X 91 86 0,783 X

6 meses antes CENO3 Nido 1 4 X 99 106 1,049 X

6 meses antes CENO3 Nido 2 1 X 5 2 160 140 2,240 X
6 meses antes CENO3 Nido 3 3 X 32 22 120 121 1,452 X
6 meses antes CENO3 Nido 3 4 X 32 28 114 102 1,163 X
6 meses antes CENO3 Nido 4 1 X 602 271 150 148 2,220 X
6 meses antes CENO5 Sim 1 1 X 210 240 5,040 X

6 meses antes CENO5 Sim 2 1 X 205 180 3,690 X

6 meses antes CENO5 Nido 3 2 X 174 140 2,436 X

6 meses antes CENO5 Nido 3 3 X 135 125 1,688 X

6 meses antes CENO6  Sim 1 1 X 1.080 563 137 140 1,918 X
6 meses antes CENO6  Sim 2 1 X 12 12 94 107 1,006 X
6 meses antes CENO6  Sim 2 2 X 59 33 119 150 1,785 X
6 meses antes CENO6  Sim 2 3 X 237 133 140 127 1,778 X
6 meses antes CENO6  Sim 3 3 X 385 96 190 210 3,990 X
6 meses antes CENO6 Nio 3 4 X 2.581 450 244 235 5,734 X
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Epoca de enxertia Genétinos PBZ Bloco Parcela Florescimento Area Florescimento
(antes do florescimento) P Nao Sim Quant. BF N°de BF/m? de enxerto Comp. Larg. Area/m?de enxerto. Nao Sim
3 meses antes CENO2 Sim 1 1 X 14 10 96 141 1,354 X
3 meses antes CENO2 Sim 2 2 X 66 52 0,343 X
3 meses antes CENO2 Sim 2 3 X 68 72 0,490 X
3 meses antes CENO2 Sim 2 4 X 72 69 0,497 X
3 meses antes CENO2 Sim 3 1 X 198 172 95 121 1,150 X
3 meses antes CENO2 Sim 3 2 X 130 112 89 130 1,157 X
3 meses antes CENO2 Sim 3 3 X 75 88 80 107 0,856 X
3 meses antes CENO2 Sim 4 1 X 75 105 82 87 0,713 X
3 meses antes CENO2 Sim 4 2 X 131 144 85 107 0,910 X
3 meses antes CENO2 Sim 4 3 X 40 67 75 80 0,600 X
3 meses antes CENO2 Sim 4 4 X 20 23 80 110 0,880 X
3 meses antes CENO2 Nido 1 1 X 77 94 0,724 X
3 meses antes CENO2 Nido 1 4 X 75 81 0,608 X
3 meses antes CENO2 Niao 3 1 X 79 60 0,474 X
3 meses antes CENO2 Nido 3 4 X 80 93 0,744 X
3 meses antes CENO2 Nido 4 1 X 58 87 0,505 X
3 meses antes CENO2 Nido 4 2 X 75 104 0,780 X
3 meses antes CENO2 Nido 4 3 X 70 72 0,504 X
3 meses antes CENO2 Nido 4 4 X 69 75 0,518 X
3 meses antes CENO3 Sim 3 2 X 44 100 86 51 0,439 X
3 meses antes CENO3 Sim 3 3 X 24 26 102 92 0,938 X
3 meses antes CENO3 Sim 3 4 X 55 60 0,330 X
3 meses antes CENO3 Sim 4 1 X 84 65 0,546 X
3 meses antes CENO3 Sim 4 2 X 3 4 85 80 0,680 X
3 meses antes CENO3 Sim 4 3 X 26 24 96 112 1,075 X
3 meses antes CENO3 Sim 4 4 X 26 30 97 89 0,863 X
3 meses antes CENO3 Nao 2 3 X 69 80 0,552 X
3 meses antes CENO3 Niao 2 4 X 59 56 0,330 X
3 meses antes CENO3 Nao 3 1 X 110 127 1,397 X
3 meses antes CENO3 Nao 4 1 X 39 83 59 80 0,472 X
3 meses antes CENO3 Nao 4 2 X 76 90 0,684 X

130



Epoca de enxertia Genétinos PBZ Bloco Parcela Florescimento Area Florescimento
(antes do florescimento) P Nao Sim Quant. BF N°de BF/m? de enxerto Comp. Larg. Area/m?de enxerto. Nao Sim
3 meses antes CENO3 Nido 4 3 X 88 109 0,959 X
3 meses antes CENO4 Sim 1 1 X 208 276 102 74 0,755 X
3 meses antes CENO4 Sim 1 2 X 72 145 71 70 0,497 X
3 meses antes CENO4 Sim 1 3 X 190 377 90 56 0,504 X
3 meses antes CENO4 Sim 1 4 X 1410 2289 77 80 0,616 X
3 meses antes CENO4 Sim 2 1 X 22 21 89 120 1,068 X
3 meses antes CENO4 Sim 2 2 X 70 55 0,385 X
3 meses antes CENO4 Sim 2 3 X 195 258 84 90 0,756 X
3 meses antes CEN0O4 Sim 2 4 X 1347 1020 110 120 1,320 X
3 meses antes CEN0O4 Sim 3 1 X 1609 1659 97 100 0,970 X
3 meses antes CEN0O4 Sim 3 2 X 814 1226 83 80 0,664 X
3 meses antes CEN0O4 Nido 2 2 X 1367 777 110 160 1,760 X
3 meses antes CEN0O4 Nido 2 4 X 1610 785 135 152 2,052 X
3 meses antes CENO4 Niao 3 2 X 1770 1274 112 124 1,389 X
3 meses antes CENO4 Niao 4 1 X 842 312 150 180 2,700 X
3 meses antes CENO4 Niao 4 2 X 0 110 180 1,980 X
3 meses antes CENO4 Niao 4 4 X 16 8 137 142 1,945 X
3 meses antes CENO5 Sim 2 3 X 276 280 7,728 X
3 meses antes CENO5 Sim 4 1 X 78 73 0,569 X
3 meses antes CENO5 Sim 4 2 X 134 226 3,028 X
3 meses antes CENO5 Nido 1 4 X 56 18 160 190 3,040 X
3 meses antes CENO6 Sim 1 1 X 68 40 140 120 1,680 X
3 meses antes CENO6  Sim 2 1 X 175 84 1,470 X
3 meses antes CENO6  Sim 2 4 X 298 160 4,768 X
3 meses antes CENO6 Nido 1 4 X 137 163 2,233 X
3 meses antes CENO6 Nido 2 3 X 206 220 4,532 X
3 meses antes CENO6 Nido 2 4 X 127 185 2,350 X
3 meses antes CENO6 Nio 4 3 X 204 150 3,060 X
3 meses antes CENO7 Sim 1 3 X 120 130 1,560 X
3 meses antes CENO7 Sim 1 4 X 93 37 0,344 X
3 meses antes CENO7 Niao 2 1 X 150 110 1,650 X
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Suplementar 6: Quantidade de rop graftings que floresceram, entre os realizados 6 meses antes do florescimento, em todas as avaliacdes periddicas.
A aplicacdo de PBZ encontra-se identificada (sim e ndo, indicam presenga e auséncia de PBZ, respectivamente). Os nimeros demonstrados
correspondem a uma avaliacdo acumulativa, ou seja, os top graftings que floresceram em um determinado periodo continuaram a ser contabilizados

até esta ultima avaliacdo. Houve reducdo na quantidade contabilizada em casos nos quais houve a morte de fop graftings que haviam florescido.
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Suplementar 7: Quantidade de rop graftings que floresceram, entre os realizados 3 meses antes do florescimento, em todas as avaliacdes periddicas.
A aplicacdo de PBZ encontra-se identificada (sim e ndo, indicam presenga e auséncia de PBZ, respectivamente). Os nimeros demonstrados
correspondem a uma avaliacdo acumulativa, ou seja, os top graftings que floresceram em um determinado periodo continuaram a ser contabilizados

até esta ultima avaliacdo. Houve reducdo na quantidade contabilizada em casos nos quais houve a morte de fop graftings que haviam florescido.
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Suplementar 8: Comparativos entre a sobrevivéncia de top graftings vivos, em dois
periodos avaliados: maio de 2018 e de 2019. As taxas referentes aos top graftings
realizados de cada época de enxertia foram demonstradas separadamente, visando ilustrar

as diferencas no comportamento destes de acordo com este efeito.
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Suplementar 9: A- Demonstracdo da matriz utilizada como porta-enxerto durante a
realizacdo do projeto; B- Manejo realizado no decorrer das avalia¢des dos top graftings
vivos se baseou na poda de folhagens em excesso dos porta-enxertos, que pudessem estar

estagnando o desenvolvimento dos enxertos.



Suplementar 10: A a C- Demonstracio do crescimento da drea de copa de fop graftings de genétipos autofecundados, realizados durante o projeto

e avaliados meses apds as enxertias.
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Suplementar 11: Ranqueamento dos melhores genétipos (BLUP Individual) segundo
a andlise individual realizada com o modelo 125 do software Selegen REML/BLUP.
Foram separadas as duas varidveis analisadas nas avaliacdes dos fop graftings

(Sobrevivéncia e Area) e para as duas épocas de enxertia (6 e 3 meses antes do

florescimento).
Variavel Sobrevivéncia Variavel Sobrevivéncia
Epoca de enxertia 6 meses Epoca de enxertia 3 meses
Ordem Ef.Aleat. el u+el Ordem Ef.Aleat. el u+el
1 CENO3 0,4759 0,6605 1 CENO2 0,2394 0,6401
2 CENO06 0,0679 0,2526 2 CENO3 0,2055 0,6062
3 CENO5 0,0448 0,2295 3 CENO0O4 0,1829 0,5836
4 CENO2 -0,0744 10,1103 4 CENO5 0,0525 0,4533
5 CENO7 -0,1639 0,0207 5 CENO6  -0,1097 0,2910
6 CENO1 -0,1752 0,0095 6 CENO7  -0,2521 10,1486
7 CENO4  -0,1752 0.,0095 7 CENOI1 -0,3186 0,0821
Variavel Area Variavel Area
Epoca de enxertia 6 meses Epoca de enxertia 3 meses
Ordem Ef.Aleat. el u+el Ordem Ef.Aleat. el u+el
1 CENO1 0,2730 10,4440 1 CENO5 0,2106 0,4443
2 CENO5 0,1303 0,3013 2 CENO6 0,1108 0,3445
3 CEN04 0,0876 00,2586 3 CENO0O4 0,0715 0,3052
4 CENO7  -0,0326 0,1383 4 CENO7 0,0007 0,2344
5 CENO2 -0,1528 0,0182 5 137 CENO1 -0,0338 0,1998
6 CENO3  -0,1528 0,0182 6 CENO3  -0,1526 0,0811
7 CENO6  -0,1528 0,0182 7 CENO2  -0,2074 0,0262
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Suplementar 12: Andlise de deviance e teste da razdo de verossimilhanga (LRT) para
as caracteristicas Sobrevivéncia e Area de copa dos fop graftings de Eucalyptus spp.,
realizados 6 e 3 meses antes do florescimento convencional das espécies. Informacdes

foram obtidas a partir do modelo 125 do software Selegen e avaliadas em andlise

individual.
Sobrevivéncia Area
Efeito
6 meses 3 meses 6 meses 3 meses
Modelo reduzido -427,71 -313,33 -375,77 -289,32
Modelo completo -458,63 -317,89 -375,78 -290,40
LRT 30,92% 4,56 0,01m™ 1,08 ™

* e ™: significativo e ndo significativo ao nivel de 0,01 de probabilidade pelo teste de
Qui-Quadrado (2 tabelado: 6,63). Ho: hip6tese nula (modelo completo = modelo
reduzido, em que: modelo reduzido é o modelo sem o efeito de sobrevivéncia e drea,

respectivamente).

Suplementar 13: Ranqueamento e ganhos genéticos dos gendtipos autofecundados
avaliados a partir do modelo 51, para o caréter Area (m2), para a andlise conjunta entre

todas as épocas de enxertia.

Ordem Genétipos g u+g Ganho o u+g+gem
Média
1 CENO5 0,1015 0,3038 0,1015 0,3038 0,3800
2 CENO1 0,0710 0,2733 0,0863 0,2886 0,3267
3 CENO4 0,0473 0,2496 0,0733 0,2756 0,2852
4 CENO7 -0,0095 0,1928 0,0526 0,2549 0,1857
5 CENO6 -0,0124 0,1899 0,0396 0,2419 0,1807
6 CENO3 -0,0908 0,1114 0,0179 0,2202 0,0432
7 CENO2 -0,1072 0,0951 0,0000 0,2023 0,0146

Sendo u+g: valores genotipicos preditos livres de interacdo; u+g+gem: valores
genotipicos predito



Suplementar 14: Dados de florescimento e de drea de copa, relativos a todos os fop graftings realizados 6 meses antes do florescimento e que se

APENDICE Capitulo 2

mantiveram vivos até a dltima avaliacdo, realizada no més de agosto de 2019. A quantidade de botdes florais (BF) e frutos (F) foi destacada.

Top graftings realizados 6 meses antes do florescimento

Florescimento Area de copa
Progénies Gen Trat Idade Quant. N°de BF/m2de  Quant. N° de F/m? de Area/m2de
BF enxerto F enxerto Comp  Larg enxerto
17498 189 Sem PBZ  150-180 dias - - - - 83 118 0,979
17498 196 Sem PBZ  150-180 dias - - - - 75 106 0,795
17498 197 Sem PBZ  150-180 dias - - - - 79 86 0,679
17498 202 SemPBZ  150-180 dias - - - - 85 70 0,595
17498 205 ComPBZ 150-180 dias - - - - 43 26 0,112
17498 208 ComPBZ  150-180 dias - - - - 48 59 0,283
17498 215 ComPBZ 150-180 dias - - - - 26 28 0,073
17498 216 ComPBZ  150-180 dias - - - - 50 60 0,300
18001 496 Sem PBZ  150-180 dias - - - - 79 120 0,948
18001 501 SemPBZ  150-180 dias - - - - 44 17 0,075
18001 510 ComPBZ 150-180 dias - - - - 96 70 0,672
18001 511 ComPBZ 150-180 dias - - - - 125 100 1,250
18001 512 ComPBZ 150-180 dias - - - - 66 67 0,442
18001 513 ComPBZ 150-180 dias - - - - 74 95 0,703
18001 518 ComPBZ 150-180 dias - - - - 105 147 1,544
18002 624 Sem PBZ  150-180 dias - - - - 128 182 2,330
18002 626 Sem PBZ  150-180 dias - - - - 99 125 1,238
18002 627 SemPBZ  150-180 dias - - - - 165 176 2,904
18002 630 SemPBZ  150-180 dias - - - - 120 127 1,524
18002 631 SemPBZ  150-180 dias - - - - 118 188 2,218
18002 632 SemPBZ  150-180 dias - - - - 143 220 3,146
18002 633 SemPBZ  150-180 dias - - - - 87 70 0,609
18002 635 SemPBZ  150-180 dias - - - - 190 210 3,990
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Top graftings realizados 6 meses antes do florescimento

Florescimento Area de copa
eni o 2 o 2
Progénies Gen Trat Idade QlllﬁTnt. N de(; Egtl(l)l de Qulz;nt. N ;II?XIZI::) de Comp Larg Area/m?de enxerto
18002 638 ComPBZ 150-180 dias - - - - 66 72 0,475
18002 639 Com PBZ 150-180 dias - - 6 9 64 102 0,653
18002 641 ComPBZ 150-180 dias - - 69 85 0,587
18002 650 ComPBZ 150-180 dias - - - - 60 55 0,330
18002 652 Com PBZ 150-180 dias - - 25 71 50 70 0,350
18002 653 Com PBZ 150-180 dias - - 14 14 85 114 0,969
17498 223 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 74 110 0,814
17498 231 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 49 56 0,274
17498 232  Sem PBZ 60-90 dias - - - - 46 35 0,161
17498 234 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 45 36 0,162
17498 240 Com PBZ 60-90 dias - - - - 41 40 0,164
18001 534 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 165 212 3,498
18001 542 Com PBZ 60-90 dias - - - - 67 80 0,536
18001 543 Com PBZ 60-90 dias - - - - 52 50 0,260
18001 545 Com PBZ 60-90 dias - - - - 43 41 0,176
18002 657 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 160 140 2,240
18002 659 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 80 120 0,960
18002 665 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 80 125 1,000
18002 668 Sem PBZ 60-90 dias - - - - 100 125 1,250
18002 670 Com PBZ 60-90 dias - 198 409 57 85 0,484
18002 675 Com PBZ 60-90 dias 62 65 104 109 97 98 0,951
18002 676 Com PBZ 60-90 dias - - - - 28 26 0,073
18002 684 Com PBZ 60-90 dias - - - - 72 80 0,576
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Suplementar 15: Dados de florescimento e de drea de copa, relativos a todos os top graftings realizados 3 meses antes do florescimento e que se

mantiveram vivos até a dltima avaliacdo, realizada no més de agosto de 2019. A quantidade de botdes florais (BF) e frutos (F) foi destacada.

Top graftings realizados 3 meses antes do florescimento

Florescimento Area de copa
Progénies Gen Trat Idade Quant. N°de BF/m?de  Quant. N°de F/m?de Area/mde
BF enxerto F enxerto Comp  Larg enxerto
17498 251 Com PBZ 150-180 dias - - - - 48 39 0,187
17498 252 Com PBZ 150-180 dias - - - - 44 29 0,128
17498 253 Com PBZ 150-180 dias - - - - 44 28 0,123
17498 254 Com PBZ 150-180 dias - - - - 54 44 0,238
17498 255 Com PBZ 150-180 dias - - - - 59 50 0,295
17498 257 Com PBZ 150-180 dias - - - - 43 45 0,194
17498 258 Com PBZ 150-180 dias - - - - 46 32 0,147
17498 259 Com PBZ 150-180 dias - - - - 53 52 0,275
17498 260 Com PBZ 150-180 dias - - - - 42 22 0,092
17498 261 Com PBZ 150-180 dias - - - - 44 49 0,216
17498 262 Com PBZ 150-180 dias - - - - 55 35 0,193
17498 263 Com PBZ 150-180 dias - - - - 39 28 0,109
17498 267 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 65 50 0,325
17498 268 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 55 34 0,187
17498 269 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 69 70 0,483
17498 270  Sem PBZ 150-180 dias - - - - 72 90 0,648
17498 273  Sem PBZ 150-180 dias - - - - 48 20 0,096
17498 274  Sem PBZ 150-180 dias - - - - 67 38 0,255
17498 276  Sem PBZ 150-180 dias - - - - 33 8 0,026
17498 280 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 60 70 0,420
18001 560 Com PBZ 150-180 dias - - - - 65 100 0,650
18001 561 Com PBZ 150-180 dias - - - - 62 65 0,403
18001 562 Com PBZ 150-180 dias - - - - 52 36 0,187
18001 565 Com PBZ 150-180 dias - - - - 63 45 0,284
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Top graftings realizados 3 meses antes do florescimento

Florescimento Area de copa
Progénies Gen Trat Idade Quant. N° de BF/m? de Quant. N°de F/m?de Area/m2de
BF enxerto F enxerto Comp  Larg enxerto
18001 567 Com PBZ 150-180 dias - - - 27 10 0,027
18001 568 Com PBZ 150-180 dias - - - 43 55 0,237
18001 569 Com PBZ 150-180 dias - - - 77 74 0,570
*18001 579 Sem PBZ 150-180 dias - - - 92 77 0,708
*18001 581 Sem PBZ 150-180 dias - - - 80 72 0,576
*18001 582 Sem PBZ 150-180 dias - - - 33 34 0,112
*18001 585 Sem PBZ 150-180 dias - - - 46 18 0,083
18002 686 Com PBZ 150-180 dias - - - 31 32 0,099
18002 687 Com PBZ 150-180 dias - 100 241 50 83 0,415
18002 688 Com PBZ 150-180 dias - 4 5 87 90 0,783
18002 691 Com PBZ 150-180 dias - - - 44 52 0,229
18002 692 Com PBZ 150-180 dias - - - 63 74 0,466
18002 694 Com PBZ 150-180 dias - - - 64 60 0,384
18002 695 Com PBZ 150-180 dias - 89 89 100 100 1,000
18002 696 Com PBZ 150-180 dias - - - 38 14 0,053
18002 697 Com PBZ 150-180 dias - - - 38 32 0,122
18002 698 Com PBZ 150-180 dias - - - 31 10 0,031
18002 699 Com PBZ 150-180 dias - - - 31 21 0,065
18002 700 Com PBZ 150-180 dias - - - 50 70 0,350
18002 702  Sem PBZ 150-180 dias - - - 75 70 0,525
18002 703  Sem PBZ 150-180 dias - - - 102 84 0,857
18002 704 Sem PBZ 150-180 dias - - - 107 140 1,498
18002 705 Sem PBZ 150-180 dias - - - 126 146 1,840
18002 706  Sem PBZ 150-180 dias - - - 90 120 1,080
18002 707  Sem PBZ 150-180 dias - - - 75 107 0,803
18002 708 Sem PBZ 150-180 dias - - - 60 60 0,360

* Galho onde estes enxertos estavam localizados se quebrou apds a avaliag@o.
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Top graftings realizados 3 meses antes do florescimento

Florescimento Area de copa
Progénies Gen Trat Idade Quant. N° de BF/m? de Quant. N°de F/m?de Area/m2de
BF enxerto F enxerto Comp Larg enxerto
18002 710 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 40 30 0,120
18002 711  Sem PBZ 150-180 dias - - - - 45 50 0,225
18002 712 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 74 84 0,622
18002 713 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 75 82 0,615
18002 714  Sem PBZ 150-180 dias - - - - 117 130 1,521
18002 715 Sem PBZ 150-180 dias - - - - 80 116 0,928
18002 716  Sem PBZ 150-180 dias - - - - 67 56 0,375
17498 284 Com PBZ  60-90 dias - - - - 41 43 0,176
17498 285 Com PBZ  60-90 dias - - - - 42 45 0,189
17498 286 Com PBZ  60-90 dias - - - - 35 34 0,119
17498 287 Com PBZ  60-90 dias - - - - 48 36 0,173
17498 288 Com PBZ  60-90 dias - - - - 42 34 0,143
17498 289 Com PBZ  60-90 dias - - - - 40 22 0,088
17498 291 Com PBZ  60-90 dias - - - - 26 20 0,052
17498 296 Com PBZ  60-90 dias - - - - 33 16 0,053
17498 297 Com PBZ  60-90 dias - - - - 31 30 0,093
17498 298 Com PBZ  60-90 dias - - - - 46 39 0,179
17498 300 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 74 97 0,718
17498 301 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 33 41 0,135
17498 302 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 52 63 0,328
17498 304 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 36 32 0,115
17498 307 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 58 63 0,365
18001 591 Com PBZ 60-90 dias - - - - 34 20 0,068
18001 592 Com PBZ  60-90 dias - - - - 33 22 0,073
18002 718 Com PBZ  60-90 dias - - - - 52 44 0,229
18002 719 Com PBZ 60-90 dias - - 26 83 58 54 0,313
18002 721 Com PBZ  60-90 dias - - - - 47 30 0,141
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Top graftings realizados 3 meses antes do florescimento

Florescimento Area de copa
Progénies Gen Trat Idade Quant. N° de BF/m? de Quant. N°de F/m?de Area/m2de
BF enxerto F enxerto Comp  Larg enxerto
18002 722  Com PBZ  60-90 dias - - - - 34 40 0,136
18002 723  Com PBZ  60-90 dias - - - - 30 37 0,111
18002 727 Com PBZ  60-90 dias - - - - 42 54 0,227
18002 728 Com PBZ  60-90 dias - - - - 33 43 0,142
18002 729 Com PBZ  60-90 dias - - - - 30 30 0,090
18002 730 Com PBZ  60-90 dias - - - - 21 26 0,055
18002 733 Com PBZ  60-90 dias - - - - 45 54 0,243
18002 737 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 96 100 0,960
18002 741  Sem PBZ  60-90 dias - - - - 86 110 0,946
18002 743 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 98 110 1,078
18002 744  Sem PBZ  60-90 dias - - - - 55 40 0,220
18002 745 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 88 81 0,713
18002 746 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 92 100 0,920
18002 747 Sem PBZ  60-90 dias - - - - 32 23 0,074
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Suplementar 16: Avaliagdes de florescimento realizadas nos anos 2018 e 2019, nos top graftings de mudas jovens realizados 6 e 3 meses antes do

florescimento. Quantidade de botdes florais (BF) e frutos (F) contabilizados em cada top grafting. Contagem de top graftings com presenga de

florescimento (x), quando nao foi realizada a contagem da quantidade de botdes florais presentes durante a avaliagdo.

Top graftings realizados 6 meses antes do florescimento

Fev_19 Mai_19 Ago_19 Botdes
Prog Gen  Trat {g?aii Out_18 BF Area Quant BF/ BF F Area Q];l;;lt Qu}ant F/ BF F Area Qll;;;lt Ql;f;nt florais F21'(1)11tgs
(m?) Area m? | area (m?) p 2019
area area area
18002 670 Com PBZ 60-90 X 804 0,196 4102 50 230 0,312 737 160 - 198 0,485 - 409 854 230
18002 675 Com PBZ 60-90 X 630 0,317 1986 210 80 0,488 164 430 62 104 0,951 65 109 902 104
18002 639 Com PBZ 150-180 X 912 0,244 3744 - 12 0416 29 - - 6 0,653 - 9 912 12
18002 652 Com PBZ 150-180 - 192 0,205 937 - 26 0335 78 - - 25 0,350 - 71 192 26
18002 653 Com PBZ 150-180 - 78 0,284 274 - 15 0,562 27 - - 14 0,969 - 14 78 15
Soma (’””ﬂg’“f fings/botoes 3 2616 - - 260 363 - - - 62 M7 - - . 2938 387
orais)
Top graftings realizados 3 meses antes do florescimento
Idade ’Fev_19 _ Mai_19 ] Ago_19 Botoes Frutos
Prog Gen Trat . Area  Quant BF/ Area Quant BF/ Area  Quant F/  florais
(dias) BF , BF , F , 2019
(m?) area (m?) area (m2) area 2019
18002 719 Com PBZ 60-90 126 0,099 1273 - 0,244 - 26 0,313 83 126 26
18002 687 Com PBZ 150-180 132 0,084 1571 16 0,153 105 100 0,415 241 148 100
18002 688 Com PBZ 150-180 210 0,291 721 298 0,371 803 4 0,783 5 508 4
18002 689* Com PBZ 150-180 210 0,264 795 - - - - - - 210 =
18002 695 Com PBZ 150-180 132 0,389 340 206 0,696 296 89 1,000 89 338 89
Soma (fop graftings/botoes florais/frutos) 810 - - 520 - - 219 - - 1.330 219

* Top grafting morreu nas avaliagdes posteriores ao seu florescimento.
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Suplementar 17: Mudas juvenis, ainda em desenvolvimento em viveiro, selecionadas para
serem utilizadas como enxertos durante a realizacido dos top graftings. A- Mudas de 150-
150 dias; B- Mudas de 60-90 dias; C- Demonstracdo comparativa entre o porte das mudas
nas duas idades, sendo que a de 150-180 dias possui, naturalmente, maior estatura e

rusticidade.



Suplementar 18: A e B- Demonstracdo do crescimento de raizes na regido de unifio entre o enxerto € o porta-enxerto.
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Suplementar 19: A e B- Demonstrac¢do do crescimento da drea de copa de fop graftings de mudas jovens, realizados durante o projeto e avaliados

meses apods as enxertias.
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