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RESUMO

O pau-de-leite (Sapium glandulatum (Vell) Pax., Euphorbiaceae) € uma arvore nativa de
varios biomas brasileiros, com grande interesse para a recuperagdo de ecossistemas
degradados devido a sua rusticidade e ornitocoria intensa. Contudo, sua propagagao
sexuada é dificil, uma vez que a maioria das flores € masculina e a porcentagem de
germinagdo das sementes & muito baixa. Considerando a dificuldade de propagacéo via
sementes, durante os anos de 2001 e 2002 foram realizados trabalhos de propagacao
vegetativa via estaquia na Embrapa Florestas (Colombo-PR). Foram confeccionadas
estacas semilenhosas de 15 cm de comprimento e duas folhas com 50% de sua area,
coletadas nas quatro estagdes do ano. As bases das estacas foram tratadas com 0, 6000 e
12000 mg L™ &cido indol butirico (IBA), associado ou ndo com 100 mg L' de uniconazo!
(UZ) em solugdo por 10 segundos de imerséo. Posteriormente, as estacas foram plantadas
em caixas de polipropileno contendo vermiculita e casca de arroz carbonizada, sendo
mantidas em casa-de-vegetagido com nebulizacdo por 70 dias. Cada tratamento foi repetido
4 vezes com 20 estacas por parcela, num delineamento inteiramente casualizado. Foram
utilizados dois arranjos fatoriais, sendo o primeiro constituido de 6 tratamentos de estacas
em 2 substratos e 0 segundo, de 3 doses de IBA na presenca e auséncia de UZ, perfazendo
um total de 960 estacas por eépoca do ano. Nas avaliagbes foram observadas as variaveis:
porcentagem de enraizamento; porcentagem de sobrevivéncia e porcentagem de
mortalidade. A maior porcentagem de enraizamento (11,3%) ocorreu na primavera de 2001
com 6000 mg L' IBA + 100 mg L' UZ no substrato casca de arroz carbonizada. A
mortalidade das estacas foi superior a 88% em todas as épocas e tratamentos estudados.
Para elucidar as causas do baixo enraizamento da espeécie, foram iniciadas investigagcées
com o proposito de determinar a presengca de compostos fenodlicos atuantes no
enraizamento de estacas e determinar as concentragdes enddgena de triptofano e de acido
indol acético (IAA), os quais apresentam, dentre seus efeitos fisioldgicos, a indugdo radicial.
ApoOs extragdo com tampao fosfato e purificagdo em coluna de silica, a amostra foi analisada
por cromatografia liquida de alta eficiéncia, sendo encontrado um composto nao identificado
e baixa concentragdo de IAA. O aminoacido triptofano ndo foi detectado na amostra.

Palavras-chave: Pau-de-leite, estaquia, auxina, compostos fendlicos, CLAE.



INTERACTIONS BETWEEN PLANT GROWTH REGULATORS. SEASONS OF THE
YEAR AND GROWING MEDI!A IN THE ROOTING OF STEM CUTTINGS
OF Sapium glandulatum (Vell.) Pax.

ABSTRACT

Pau-de-leite (Sapium glandulatum (Vell.) Pax., Euphorbiaceae) is a native tree of several
Brazilian biomes, with great interest for rehabilitation of degraded ecosystems due to its
rusticity and intense ornithic traits. However, its sexual propagation is difficult because the
majority of the flowers are male and seed germination is very low. Considering the
propagation difficulty using seeds, during the years of 2001 and 2002 a trial of vegetative
propagation by cuttings were done at the Embrapa Florestas (Colombo-PR). Stem cuttings of
approximately 15 cm of length and two half leaves left, collected during the four seasons of
the year, were tested. The stem cuttings were treated at the base with 0, 6000 and 12000
mg L' of only indolebutyric acid (IBA) or associated with 100 mg L' of uniconazol (UZ) in
solfution by 10 seconds. Once treated the cuttings were pianted in polypropylene boxes with
vermiculite and carbonized rind of rice growing media, remaining in a greenhouse under
intermittent mist during 70 days. Data were analyzed using a completely randomized design
with 12 treatments with 4 replications each, the experimental unit being 20 cuttings. The
treatments represent a factorial arrangement of the 6 doses tested over the two growing
media and another factorial arrangement of the 3 doses IBA tested with presence and
absence UZ, totaling 960 cuttings for each season. The variables evaluated were rooted
stem cutting percentage, alive stem cutting and dead stem cutting percentage. The highest
rooted stem cutting percentage (11.3%) occurred in the spring of 2001 with 6000 mg L' IBA
+ 100 mg L™ UZ in carbonized rind of rice growing media. Dead stem cutting percentage was
upper 88% in all seasons for all tested treatments. Aiming to explain the causes of the low
rooting of the species, a research were started with the objective of determining the presence
of active phenolic compounds and the presence of endogenous concentration of tryptophan
and indoleacetic acid (IAA) in the rooting stem cuttings, because they might have, among its
physiological effects, the radicial induction. After extraction with phosphate bung and
purification in silica column, the sample was analyzed by high performance liquid
chromatography, with finding of a not identified phenol and fow [AA concentration.
Tryptophan amino acid was not found.

Key words: Pau-de-leite, cutting, auxin, phenolic compounds, HPLC.
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1 INTRODUGAO

Popularmente conhecida como pau-de-leite ou leiteiro, Sapium glandulatum (Vell.)
Pax. (Euphorbiaceae) € uma planta decidua e helidfila comum em beira de estradas, cursos
d'agua e encostas de barrancos. No Brasil, encontra-se expressivamente distribuida desde
os Estados do Rio Grande do Sul a Minas Gerais, em biomas variados como 0s campos
sulinos, florestas estacionais, florestas ombrofilas e outros. Também & encontrada no
Paraguai. nordeste da Argentina e Uruguai (SANCHOTENE. 1989; LORENZI, 1992).

Dentre as utilidades desta espécie, a melhor aplicagdo se da na reabilitacdo de
ecossistemas degradados, pela sua capacidade de regenerag¢ao natural, intensa ornitocoria,
rapido crescimento e resisténcia ao frio e 4 seca (SANCHOTENE, 1989; PALAZZO JUNIOR
e BOTH, 1993; FERREIRA et al, 2001a). Todavia, as sementes desta espécie sio
recaicitrantes com baixa taxa de germinacdo. Além disso, na auséncia de umidade a
semente perde o poder germinativo. Isso faz com que a propagacgao vegetativa por estaquia
seja mais comumente utilizada (SANCHOTENE, 1989).

A propagagdo vegetativa via estaquia € uma técnica que pode garantir a
disseminagao das espécies que apresentam alguma restricao na germinagao de sementes e
assegurar outros beneficios como a conservacdo de clones, ecotipos ou variedades
importantes, além de antecipar o periodo de florescimento. Essa técnica de propagacao é
amplamente empregada na horticuitura e na silvicultura devido suas facilidade, rapidez e
eficiéncia (IRITANI, 1981; SILVA, 1985).

A obtencao de plantas por estaguia &€ um processo lento e impraticavel para algumas
espécies que nao possuem a composicdo quimica endogena necessaria. Esse obstaculo
pode ser resolvido com o emprego de alguns reguladores vegetais, especificamente do
grupo das auxinas e de co-fatores do enraizamento, que além de estimularem e acelerarem
o enraizamento das estacas, uniformizam e induzem a formacao de raizes em plantas tidas
como de dificil enraizamento (ONO et al., 1994). Dentre os co-fatores do enraizamento
estdo as substancias derivadas do triazol como o uniconazol, que tem induzido a formagao
de raizes em estacas, por ser um retardante vegetal, atuando em antagonismo as
giberelinas (HARTMANN et al., 2002).



Outro fator de grande relevancia que pode afetar o enraizamento de estacas.
principaimente em plantas de dificil enraizamento, € o substrato (HOFFMANN et al., 1994
TILLMANN et al., 1994). Este deve apresentar boa capacidade de retencdo de agua para
evitar a desidratacdo e porosidade adequada para permitir as trocas gasosas
(KAMPF, 2000a;: HARTMANN et al., 2002).

Assim, se a utilizacdo de auxinas, retardantes vegetais e diferentes substratos
podem influenciar no enraizamento de estacas, entdo o tratamento de estacas caulinares
com uma concentracao ideal de acido indol butirico associado a uniconazol com posterior
plantio em um substrato que contenha as caracteristicas necessarias ao enraizamento,
podera levar a definicdo de um protocolo para a propagacao vegetativa via estaquia da
espécie em questdo, porque a combina¢do desses fatores pode ser essencial ao

enraizamento de estacas.

Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi verificar o enraizamento de estacas
caulinares de Sapium glandulatum coletadas nas quatro estacbes do ano submetidas a
aplicacdo de diferentes concentracées de acido indol butirico associado ou ndo a

uniconazol, em dois tipos de substrato.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O GENERO Sapium

A familia Euphorbiaceae € representada por aproximadamente 290 géneros e 7.500
espécies distribuidas em todas as regides tropicais e subtropicais do globo, principaimente
da América e da Africa. No Brasil. ocorrem 72 géneros compreendendo cerca de 1.100

espécies, de habito e habitat diferentes (BARROSO, 1984).

Plantas pertencentes a tal familia sao ricas em compostos fenolicos, especialmente
taninos, 0s quais sdo usados como medicamentos psicotropicos e anticancerigenos.
Pertencente a esta familia encontra-se o género Sapium, com ampla distribuicdo pelo
planeta. Sapium sebiferum (L.) Roxb. € uma das especies mais importante do género,
devido a producdo de grande quantidade de biomassa, dleo e taninos hidrolisaveis. Dos
tecidos desta espécie foram isolados os acidos clorogénico, chebulagico, galico e
compostos fenolicos comumente utilizados pela industria farmacéutica (NEERA e
ISHIMARU, 1992). Nativa da China, S. sebiferum também & empregada como espécie
ornamental e no fornecimento de matéria-prima para a producdao de sabao e velas
(CAMERON, GLUMAC e ESHELMAN, 2000).

Na Indonésia, Sapium baccatum Roxb. € utilizada como remédio para o tratamento
de asma bronquica e para aliviar a dor. Nesta espécie foi identificado um alcaléide com
atividade antiinflamatoria e analgésica similar ao acido acetil salicilico (PANTHONG et al.,
1998). Sapium insigne Benth. é uma pequena arvore da india que produz latex azedo,
cicatrizante, que pode causar cancer de pele; compostos com atividade antiinflamatdria
derivados de phorbol, foram isolados desta espécie (TAYLOR, WILLIAMSON e EVANS,
1983).

Dentre as espécies nativas do Brasili encontram-se, na Amazénia, Sapium
aucuparium Jacq. e Sapium hamantum Pax. Hoffm. que produzem borracha. S. hamantum
também tem seu latex empregado no tratamento de verrugas, ulceras, elefantiase e sifilis.

No Piaui, Sapium longifolium Huber. que pode ser empregada na fabricacao de caixotes, &



muito utilizada na composicao de cercas-vivas. uma vez que basta destacar um de seus
ramos e enterra-lo para que este se desenvolva numa nova planta com muita rapidez
(CORREA, 1984a). No Estado do Rio Grande do Sul encontra-se Sapium hoematospermum
Mueil. Arg., que produz madeira leve empregada na carpintaria e frutos toxicos que sao

utilizados para matar ratos e outros animais (CORREA, 1984b).

Embora o género Sapium seja importante e bem distribuido pelo planeta, poucos s&o
os trabalhos relacionados ao cultivo e manejo de suas espécies. Alguns trabalhos referentes
a propagacado de S. sebiferum direcionam para a reproducdo sexuada, porém as sementes
apresentam dorméncia. Sementes desta espécie foram submetidas a tratamentos que
variavam desde imersdao em agua a imersdo em acido sulftrico concentrado, sendo este
uitimo o mais eficaz na germinagao (70%) (SIRIL, DHAR e DHYANI, 1998). Na verificacdo
da germinagdo de sementes de S. sebiferum em relagao ao tempo de armazenamento e a
epoca de plantio, foi constatado que as sementes armazenadas por dois anos apresentam
maior porcentagem de germinagao quando comparadas a sementes com zero, quatro, cinco
e sete anos de armazenamento. Com relagao a época do plantio, os meses de janeiro (94%)
e fevereiro (92%) apresentaram maior germinagdo das sementes que 0os meses de marco
(76%), abril (46%) e novembro (82%) (CAMERON, GLUMAC e ESHELMAN, 2000).

Outros estudos de Sapium sao voltados para a propagacdo vegetativa utilizando
cultura de tecidos. Tecidos de folhas e caules de S. sebiferum foram cultivados em meio de
cultura com acido indol acetico (IAA), acido indol butirico (IBA) e acido indol propidnico
(IPA). Com a combinagao das trés auxinas foi verificado 70% de enraizamento em
brotagdes destes tecidos (MRIDULA, GUPTA e MASCARENHAS, 1983).

2.2 A ESPECIE Sapium glandulatum

Nativa do Brasil, Sapium glandulatum (Vell.) Pax. (Euphorbiaceae), popularmente
conhecida como pau-de-leite ou leiteiro, € uma espécie que pode ser encontrada desde os
Estados do Rio Grande do Sul a Minas Gerais. Ela tem porte arboreo, com 5 a 20 m de
altura com tronco liso e acinzentado de 20 a 70 cm de diametro, reto e cilindrico quando
dentro da floresta. Suas folhas s&o glabras e se adensam em diregdo a ponta dos ramos
formando uma copa irregular de folhagem clara, levemente avermelhada, caducifolia e

lactifera. A madeira & leve (0,5 g cm?), com cerne e alburno brancos, constituidos de tecido



frouxo e mole (INOUE. RODERJAN e KUNIYOSHI, 1984; LORENZI. 1992). Sua
inflorescéncia € tipo espiga, grossa, terminal, com flores amarelas, unissexuadas. sendo
maior o numero de flores masculinas. Os frutos sao capsulas lenhosas com deiscéncia
explosiva. As sementes sao escuras. lustrosas. enrijecidas, com 5 mm de comprimento. Seu
florescimento se da nos meses de setembro a abril, com a maturacao dos frutos iniciando no
final de dezembro, estendendo-se até abril. As sementes germinam entre 10 a 35 dias apds
a maturacdo e a taxa de germinagdo é geralmente muito baixa (SANCHOTENE. 1989;
LORENZI. 1992).

Embora Sapium glandulatum nao produza um latex de qualidade a ser aproveitado
comercialmente, sua madeira pode ser utilizada em caixotaria leve, como particulas para
chapa compensada e fornecimento de lenha para carvao. Além disso, a espécie apresenta
excelentes caracteristicas ornamentais que possibilitam emprega-la em diversos
logradouros publicos e no paisagismo em geral (INOUE, RODERJAN e KUNIYOSH!, 1984;
SANCHOTENE, 1989; LORENZI, 1992). O latex produzido por Sapium glandulatum é
utilizado como visgo na captura de aves. No campo é comum verificar os ferimentos
realizados nos ramos que servem de armadilha ou para a retirada do latex que €

transportado para lugares frequentados por aves.

Estudos anatdmicos e ecologicos de Sapium glandulatum revelaram hidrocarbonetos
com cadeias de C,7 e C,, sendo constatada atividade analgésica e antiinflamatoria em
extratos aquosos das folhas. A espécie apresenta propriedades téxicas que causam irritacao
na pele (VALLE e KAPLAN, 2000).

Sapium glandulatum € considerado como um dos principais elementos da flora
fanerogamica de Santa Catarina, como componente do estagio primario e avancado de
regeneragao da restinga arbustiva e estagio médio de regenerag¢ao da restinga arborea
(CONAMA, 1999). A espécie & recomendada para reflorestamentos heterogéneos com fins
ecologicos (SANCHOTENE, 1989; LORENZI, 1992).

Em trabalhos relacionados a propagacao vegetativa via estaquia de Sapium
glandulatum foram testados tratamentos contendo IBA e acido bérico, aplicados em talco e
em solucdo, em estacas coletadas nas quatro estacoes do ano de 1999. Neste trabalho foi
constatado baixo enraizamento, sendo que o verao foi a melhor época para a coleta das
estacas, com 28% de enraizamento utilizando 4000 mg L™' IBA em solugao. (FERREIRA et
al., 2001a; FERREIRA et al., 2001b). Porém, SANCHOTENE (1989) afirma que o meio mais

comum de propagacac desta espécie € a estaquia.



2.3 AUXINAS

A palavra auxina, de origem grega (Auxein — crescer), representa um grupo de
compostos indutores do alongamento celular nas regides meristematicas de ramos e raizes,
além de participar de outros processos fisiolégicos como iniciagdo radicial (ARTECA, 1996).
A primeira auxina endogena isolada foi o acido indol acético (IAA), responsdvel por
numerosos processos biolégicos (AWAD e CASTRO, 1983).

Os principais centros de sintese de auxinas sao os tecidos meristematicos tais como
gemas, folhas jovens, extremidades de raizes, flores ou inflorescéncias de ramos florais em
crescimento, frutos e sementes (SALISBURY e ROSS, 1992; MOHR e SCHOPFER, 1995;
ARTECA, 1996, CASTRO e VIEIRA, 2001; RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2001).

Ha varios mecanismos conhecidos para a sintese de IAA, sintetizado a partir do
aminoacido triptofano (Figura 1). A via preferida de muitas espécies vegetais provaveimente
envoive desaminacgdo do triptofano pela enzima triptofano transaminase, formando acido
piruvico, o qual & posteriormente descarboxilado, formando aideido indol acético. Finalmente
este aldeido indol acético é oxidado a IAA. Outra via envolve a descarboxilagdo do triptofano
originando triptamina, que sofre uma desaminacdo formando aldeido indol acético e,
posteriormente, IAA (AWAD e CASTRO, 1983; VALIO, 1986;: SALISBURY e ROSS, 1992:
HOPKINS, 1999: TAIZ e ZEIGER, 2004). Além do IAA existem outras substancias auxinicas
endégenas como o acido indol butirico (IBA), o acido 4-cloro indol acético (4-Cloro 1AA) e o
acido fenil acético (PAA) (SALISBURY e ROSS, 1992).
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Figura 1 — Mecanismo de biossintese de acido indol acético a partir do aminoacido triptofano
(SALISBURY e ROSS, 1992; HOPKINS, 1999; TAIZ e ZEIGER, 2004).

O movimento das auxinas tanto em sistemas caulinares como em raizes € lento, com
velocidade aproximada de um centimetro por hora. Esse transporte € polar, basipeto nos
caules e folhas e acropeto nas raizes. A auxina € transportada através de células do
parénquima do floema, de células parenquimaticas que circundam o tecido vascular e de
células da regido do cambio em plantas com crescimento secundario (SALISBURY e
ROSS, 1992; RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2001).

A auxina endogena, sobretudo o IAA, nao é apenas sintetizada nas plantas, mas
também inativada durante os processos de crescimento e diferenciagdo. A inativagao se da
por processos fotoquimicos ou enzimaticos que degradam a molécula de IAA. No processo
de foto-oxidacdo os pigmentos riboflavina e violaxantina atuam como catalisadores

absorvendo a energia luminosa que ativa a oxidag¢ao do IAA. Porém, a foto-oxidagéo ndo é o



processo mais importante de inativacdo do IAA e sim as reagoes de oxidacao catalisadas
por enzimas. Esse sistema enzimatico que neutraliza a acao do IAA é conhecido como
IAA-oxidase/peroxidase (IAA-O) (HESS. 1975; VALIO, 1986). A oxidacdo do IAA (Figura 2)
resulta no acido oxindol acético, e metileno-oxindol (TING. 1982; VALIO. 1986: SALISBURY
e ROSS. 1992; BANDURSKI et al. 1995; TAIZ e ZEIGER. 2004).
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Figura 2 — Mecanismo de biodegradacdo do acido indol acético (SALISBURY e ROSS,
1992; HOPKINS, 1999; TAIZ e ZEIGER, 2004).

ApoOs a constatacdo de que o IAA era a auxina de maior ocorréncia nas plantas
superiores, iniciou-se uma investigacdo em busca de compostos sintéticos de constituicao
quimica e atividade fisiologica semelhantes ac |AA. Esses estudos levaram a descoberta de
substancias como o acido indol butirico (IBA) e o acido naftaleno acético (NAA) dentre
outras (AWAD e CASTRO, 1983; CASTRO e VIEIRA, 2001).



A formacdo de raizes adventicias em estacas € ocasionada em resposta a
concentragdo de auxina, a qual promove o aiongamento e divisdo celular. Esse
alongamento se deve a acidificacao da parede celular, em funcdo de uma bomba de protons
que segrega ions hidrogénio para fora da membrana plasmatica. A acidificacdo promove a
ativagcdao de enzimas preexistentes com propriedades de romper as ligagdes glicosidicas
entre polissacarideos da parede celular, tornando-a frouxa. A diferenca de potencial hidrico
gerada favorece a entrada de agua. aumentando o turgor da célula, pela expansdo do
vacuolo, que por sua vez pressiona a parede celular causando deslizamento das
microfibrilas de celulose, sendo as ligagdes glicosidicas posteriormente reconstituidas. A
mitose pode ocorrer em células de tecidos totalmente diferenciados, desde que haja a
desdiferenciacdo destas células a ceiulas totipotentes (AWAD e CASTRO, 1983;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1987; RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2001; TAIZ e ZEIGER,
2004).

Dentre as varias substancias sintéticas com atividade semelhante ao I1AA, o IBA
destaca-se pela capacidade de promover formacdo de primordios radiciais e acelerar o
enraizamento de estacas na propagacao vegetativa de inumeras espécies vegetais
(BLEASDALE, 1977; AWAD e CASTRO, 1983). As propriedades das auxinas naturais e
sintéticas em promover o enraizamento ajudam apenas a superar algumas das dificuldades
inerentes encontradas no processo, podendo ter um efeito inibitério se aplicadas em
concentragdes inadequadas (BLEASDALE, 1977).

O nivel das auxinas encontra-se associado, de maneira muito intima, a formagao de
raizes adventicias nas estacas de caules, embora as relagdes exatas nao estejam bem
claras. As concentragées de auxina abaixo do nivel critico ndo sao eficazes no
enraizamento, porém aquelas acima desse nivel impedem a formacdo de raizes e gemas,

podendo ainda causar danos a planta (JANICK, 1966).

Se concentragdes de auxinas s3o aplicadas em celulas passiveis de alongamento,
estas podem produzir efeitos crescentes até um fimite maximo da concentracdo utilizada.
Usuaimente, os efeitos de crescimentos séo produzidos por uma pequena concentragio, da
ordem de 107 M, estando a concentragdo 6tima em torno de 10° M a 10° M (GALSTON e
DAVIES, 1972; HESS, 1975).

Sabe-se que diferentes espécies, quando submetidas a tratamentos auxinicos,
sobretudo IBA, visando formagdo de raizes em estacas, respondem diferentemente
conforme a concentragao do fitorregulador e a espécie utilizada. Estacas de Sclerolobium

paniculatum Vogel apresentaram porcentagens de enraizamento de 60% e 52% quando
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tratadas com 4000 mg L' e 6000 mg L' IBA, respectivamente (ROSA. 1997). Entretanto.
4000 mg L' IBA agiu de maneira tdxica, influenciando negativamente a sobrevivéncia das
estacas de Ocotea puberula Nees. e Ocotea pretiosa Benth. e Hook. (SILVA. 1984). e de
Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze. (IRITANI, 1981).

Substancias auxinicas ndo influencigaram na porcentagem de enraizamento de
estacas de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi.), de canela sassafras (Ocotea pretiosa),
de cedro (Cedrela fissilis Vell.) (RODRIGUES, 1990), de seringueira (Hevea spp) (SANTOS,
1986) e de stevia (Stevia rebaudiana Bert.); porém, o acido indol butirico foi eficiente para
aumentar o numero de raizes formadas em estacas desta ultima espécie (CARVALHO e
ZAIDAN. 1995). Este mesmo fitorregulador, na concentragao de 1000 mg L', promoveu o
enraizamento de estacas de Psidium guajava L. em 25%, enquanto na testemunha. apenas
3% enraizaram (GONZALES e SCHMIDT, 1992). Concentragdes de 1200 mg L™ IBA, 1800
mg L' IBA e 2400 mg L' IBA aumentaram significativamente a porcentagem de estacas
enraizadas em Malpighia glabra L., sendo a maior porcentagem (45%) obtida na

concentracdo mais elevada (ALVES et al., 1991).

Em Pyrus calleryana Dcne. os melhores resultados para o total de estacas
enraizadas (45,82%) e massa de matéria seca das raizes (0,199 g), foram obtidos utilizando
2000 mg L' IBA (ANTUNES et al., 1996). Bons resuitados também foram encontrados em
Vaccinium ashei Reade com 29,41% de enraizamento superior a testemunha quando as
estacas foram tratadas com 2000 mg L' IBA (HOFFMANN, FACHINELLO e
SANTOS, 1995). O tratamento com 2000 mg L' IBA associado & sacarose influenciou
positivamente a sobrevivéncia, o brotamento e a formacgao de calos em estacas de Ocotea
puberula e QOcotea pretiosa (SILVA, 1984). Para o enraizamento de pessegueiro (Prunus
persica L. Batsch.), sdo indicadas concentragdes entre 2000 mg L' IBA e 3000 mg L' IBA
(TOFANELLI et al., 1997; FINARDI, 1998).

Existem espécies que respondem melhor quanto submetidas a concentragdes mais
elevadas de IBA, como € o caso da erva-mate (llex paraguanensis St. Hil.). Estacas desta
espécie foram tratadas com 5000 mg L' IBA e 8000 mg L' IBA o que resultou em 62% e
47% de enraizamento, respectivamente (EMBRAPA, 1988). Estacas de Platanus acerifolia
Ait. tratadas com 6000 mg L™' IBA apresentaram maior porcentagem de enraizamento, maior
numero de raizes formadas e melhor comprimento das raizes, quando comparadas com
estacas sem o fitorregulador (DIAS, FRANCO e DIAS, 1999). Algumas espécies como a
lima acida "Tahiti" (Citrus latifolia Tan.) dispensam o uso de fitorreguladores. uma vez que

atingem 96% de enraizamento sem tratamento hormonal (PRATI et al., 1999).



Essa variacdo gue ocorre na propagacao vegetativa por estaquia entre as diferentes
espécies esta relacionada a composicao endogena da planta. Algumas especies possuem
auxina endogena suficiente para o enraizamento e dispensam totaimente, ou em parte. a
aplicacdo exogena deste composto. Outras. por nao possuirem a auxina endégena em
concentragdes suficientes ao enraizamento. necessitam de complementagdo com doses
mais altas. Além disso. as espécies que ndo contém inibidores vegetais tém maior

possibilidade de propagacao por estaquia.

Os inibidores vegetais, por sua vez. sdo substancias reguladoras que retardam os
processos de crescimento e desenvolvimento das plantas. Estas substdncias sdo capazes
de reprimir o crescimento de segmentos isolados de caules, bem como inibir a indugao

radicial, agindo como antagonistas dos promotores (DIETRICH, 1986).

2.4 COMPOSTOS FENOLICOS E UNICONAZOL

Varios co-fatores estao relacionados com a iniciacdo de raizes adventicias em
estacas, agindo como promotores ou inibidores do enraizamento (Figura 3) (HARTMANN
etal., 2002).
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Figura 3 - Relagées hipotéticas de varios co-fatores levando a iniciagcdo de raizes
adventicias em estacas (HARTMANN et al., 2002).



Com relacdo ao enraizamento. as plantas podem ser divididas em 3 classes

(HARTMANN et al., 2002):

1. plantas nas quais os tecidos tém todas as substancias endogenas. inclusive as

auxinas. essenciais a iniciacdo radicial. Sa3o plantas cujas estacas enraizam

facilmente;

2. plantas em que os co-fatores estao presentes em concentragdes satisfatorias,
sendo a auxina limitante. Estas sdo as plantas cujas estacas enraizam com a
aplicagdo de auxinas exogenas. sendo consideradas plantas relativamente

faceis de enraizar; e

3. plantas que ndo possuem um ou mais co-fatores, embora possuam ou néo
abundante auxina endégena. Estacas de plantas nestas condigbes nao
respondem, ou respondem muito pouco, a aplicacdo de auxinas. Sao

consideradas plantas dificeis de enraizar.

Estacas de facil enraizamento respondem a tratamentos com IAA ou auxinas
sintéticas, porém estacas consideradas de dificil enraizamento ndo respondem ao IAA,
respondendo mais as auxinas sintéticas, em particular ao IBA (HAISSIG, 1979). Isso ocorre
devido a agdo de co-fatores do enraizamento, de natureza fendlica, que interagem com as
auxinas endégenas, inibindo a formacao de raizes adventicias em estacas. Porém, a
resposta fisiolégica dos compostos fenodlicos ndo € apenas a inibigdo do enraizamento mas
também o estimulo deste, dependendo de sua composi¢cdo quimica. Os compostos fenoiicos
estdo classificados em dois grandes grupos: cs monofenois, que atuam potenciaiizando o
sistema |AA-oxidase/peroxidase (IAA-O), inativando a a¢ao da auxina enddgena; € 0s
polifendis, que inibem a destruicdo do IAA por inativarem o sistema IAA-O (MAYNARD e
BASSUK, 1988).

Os compostos fendlicos sintetizados ativamente por tecidos verdes acumulam-se nos
orgaos em que os efeitos sdo manifestados, ndao sendo degradados por tecidos com baixa
atividade fisioldgica. Sua sintese €& suscetivel a intensidade de luz, podendo inibir o

crescimento de raizes ou a abertura de gemas (DIETRICH, 1986).

No enraizamento de estacas de Genista monosperma Lam., foi constatada redugao
do enraizamento & medida que aumentou a concentracdo endogena do monofenol &cido
hidroximandélico. Entretanto, a preseng¢a do composto polifenol tri-hidroxiisoflavona exerceu
influencia positiva no enraizamento desta espécie (CURIR et al., 1992).



Outros compostos que atuam no processo de enraizamento de estacas sao
retardantes vegetais, normalmente derivados do triazol. O uniconazol € um destes
compostos que tém demonstrado propriedades reguladoras de crescimento, afetando o
alongamento do caule. Isso se deve ao fato que, logo apos sua absorcao pela pianta, ele &
transiocado via xilema para as regides mernstematicas. onde inibe a biossintese de
giberelina. pela inibicdo da oxidacdo do caureno a acido caurenoico (Figura 4). Com isso. o
resuitado € a supressdo do alongamento das células e, conseguentemente, a redugio do
crescimento vegetativo (SUMITOMO CHEMICAL CORPORATION Ltd. s/d.; RODRIGUES.
ONO e FOLONI, 1998). Essa reacao provocada pelo retardante vegetal € importante, uma
vez que em concentracdes elevadas (10 M) a giberelina inibe o enraizamento de estacas
por bloquear a divisdo celular (JARVIS, 1986; FACHINELLO et al., 1995; HARTMANN et al.,
2002). Baixas concentragdes de derivados do triazol, como o uniconazol, tém estimulado a
formacao de raizes em espécies ditas faceis de enraizar. O uniconazol também aumenta a
resisténcia das plantas aos fatores ambientais adversos, como baixas temperaturas, aita
salinidade e mudangas do pH no solo (Cathey'; Tanaka e Yamamoto® citados por
RODRIGUES, ONO e FOLONI, 1998).

" CATHEY. M. H. Physioiogy of growth retarding chemicals. Annual review of piant physiotogy, Palo Alto, v. 15,
p.271-302. 1964.

? TANAKA. S. YAMAMOTO, T. Studies on internode elongation in soyabeans plants: |V. Effects of gibberellin
biosynthesis inhibitors on internode elongation. Japanese journal of crop science. Tokyo, v.60, n.1. p.20-
24,1991
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Figura 4 - Mecanismo simplificado da biossintese de giberelinas a partir do acido
mevalénico (ARTECA, 1996; TAIZ e ZEIGER, 2004)

Em trabalhos realizados com ervilha, o uniconazol reduziu o alongamento e a divisao
celular, retardando o crescimento do caule e da folha. Possivelmente, isso se deve 3o fato
de que plantulas tratadas com uniconazol apresentam grande perda de agua se
comparadas aquelas ndo tratadas, sugerindo que o retardante vegetal tambeém pode afetar
a transpiragdo da planta (COSGROVE e SOVONICK-DUNFORD, 1989).

Em investigagdes referentes ao crescimento de raizes em cultura de tecidos de
Lemna minor L. constatou-se que a aplicacdo de 10 uM de uniconazol ao meio de cultura
aumentou o comprimento de raizes em reia¢ao aquelas crescidas em meio de cultura sem
uniconazol. Também foram realizadas analises morfolégicas que revelaram diminuigdo
significativa do numero de células com atividade mitotica nas regides meristematicas,

indicando que a divisdo celular foi inibida pelo tratamento com o retardante vegetal. Como



consequéncia houve uma diminuicdo do diametro das raizes (INADA. TOMINAGA e

SHIMMEN. 2000).

Em estacas de Eucalyptus grandis W. Hill. Ex Maiden.. tratamentos com 4000 mg L™
e 6000 mgl' IBA apresentaram porcentagem de enraizamento de 12% e 16%
respectivamente: ja a associacdo de 100 mg L' de UZ as mesmas concentracdes de IBA

promoveu 48% e 56% de enraizamento. respectivamente (RIBAS. 1997).

2.5 EPOCA DE COLETA

A escolha da epoca do ano mais adequada para a multiplicacado de uma determinada
espécie é fundamental para o sucesso da propagacao vegetativa via estaquia. Algumas
espécies enraizam facilmente independente da época do ano em que as estacas sao
coletadas. QOutras sO enraizam satisfatoriamente se as estacas sdo coletadas em periodo
pré-definido do ano, quando o material vegetal se encontra num determinado estadio de
desenvolvimento (BROWSE, 1989; HARTMANN et al., 2002).

Diversos fatores estdo relacionados com a época de coleta das estacas, tais como o
estadio de desenvolvimento fenoldgico, grau de lignificacdo e balango hormonal. Assim, as

estacas estdo classificadas em trés tipos distintos (HARTMANN et a/., 2002):

1. estacas lenhosas, provenientes de ramos lignificados, coletadas no final do

outono ou inicio do inverno, quando estao dormentes:

2. estacas semilenhosas, oriundas de ramos jovens parcialmente lignificados,

coletadas no verao, inicio do outono ou final da primavera; e

3. estacas herbaceas cujos ramos de origem sao tenros, suculentos e macios,

coletadas na primavera.

Estacas semilenhosas tendem a enraizar com maior facilidade se coletadas durante
a primavera ou O verao, enquanto aquelas coletadas durante o inverno podem nao

apresentar qualquer enraizamento (HARTMANN et al., 2002).

A primavera &€ uma época adequada para a realizagdo da estaquia em
diversas espécies, uma vez que constitui o periodo vegetativo da planta. A presenca de

folhas em estacas € um fator que auxilia o enraizamento em muitas espécies, pois as



mesmas s3o fontes de auxinas e co-fatores do enraizamento. 0s quais continuam a ser
sintetizado durante a permanéncia das estacas no substrato. Estas folhas funcionam como

um laboratério de producdo de hormoénios e nutrientes (ANTUNES et al.; 1996. FERRI.
1997).

Para a estaguia de Ocotea pretiosa. a primavera € uma época inadequada. uma vez
que estacas provenientes de plantas adultas, mesmo tratadas com IBA. ndo enraizaram
(SILVA, 1984). Estacas de Salix humboldtiana Willd. coletadas na primavera.
proporcionaram uma taxa de enraizamento semelhante aquelas coletadas no inverno,
porém a mortalidade das estacas pds enraizamento na primavera foi alta (60%), o que nao
ocorreu no inverno (EMBRAPA, 1999). A primavera € a melhor época para a retirada dos
ramos para a estaquia de Prunus salicina Lindl. quando o nivel de triptofano e considerado
adequado (ROSSAL, KERSTEN e CONTER, 1997). Para Platanus acerifolia a primavera
também constituiu a melhor época do ano para a propagacéo por estacas, confirmada pelo
maior comprimento medio de raizes, massa fresca. massa seca total e massa media de
raizes, embora no outono o numero de estacas enraizadas tenho sido maior (ONO et al.,
1994). A primavera também constituiu @ melhor época do ano para o enraizamento de
estacas de Vaccinium ashei, pela maior massa de matéria seca e maior numero de estacas
enraizadas (HOFFMANN, FACHINELLO e SANTOS, 1995).

Para Sapium glandulatum, o verao foi a melhor época para retirada de ramos
destinados a estaquia, uma vez que apresentou a maior taxa de enraizamento quando
comparada as outras épocas do ano. Esse comportamento pode ser atribuido ao fato que
no verao 0s ramos apresentavam-se em pleno crescimento vegetativo, com grande emissao
de gemas e folhas jovens, importantes fontes de auxina endogena (FERREIRA et al,
2001b).

Para Stevia rebaudiana, a sobrevivéncia das estacas foi mantida superior a 50% em
todas as épocas do ano; porém no verao foi obtida a maior sobrevivéncia (93%) e no
inverno a maior porcentagem de enraizamento (80%) (CARVALHO e ZAIDAN, 1995).
FINARDI (1998) recomenda a época do verao para o enraizamento de estacas
semilenhosas e com folhas de pessegueiro. FACHINELLO, MIELKE e NACHTIGAL (1992)
trabalhando com estacas de Fejjoa sellowiana Berg, tratadas com 5000mg L' IBA
constataram enraizamento num total de 2166% e 3166% no verdo e outono,

respectivamente.

A umidade € um dos fatores primordiais e de relevante importdncia para a

propagacgao vegetativa, sendo mais critica para estacas enfolhadas. A perda de agua pelas



folhas pode causar desidratacao da estaca e consequentemente sua morte antes que se
formem as raizes (ZUFFELLATO-RIBAS e RODRIGUES. 2001; HARTMANN et al., 2002).
Assim. é recomendado que a pressao de vapor da atmosfera seja semeihante a da agua na
folha para que a transpiracéo seja reduzida. Isso € conseguido utilizando-se um sistema de
nebulizacdo intermitente que eleve a umidade relativa do ar e forme uma pelicula de agua

sobre as folhas (KAMPF. 2000c).

Temperaturas do ar elevadas devem ser evitadas. pois o aumento do metabolismo.
embora estimule o desenvolvimento das raizes. pode favorecer a perda de agua pelas
folhas (ZUFFELLATO-RIBAS e RODRIGUES. 2001). A temperatura ideal para enraizamento
de estacas & de 21,1°C a 26,7°C durante o dia e 15,6°C a 21,1°C durante a noite, para a
maioria das espécies; entretanto. algumas delas enraizam melhor em temperaturas mais
baixas (HARTMANN et al, 2002). A temperatura do substrato tambem influencia o
enraizamento de estacas que pode variar para cada espécie. De forma geral, temperaturas

entre 18°C e 24°C, no substrato, exercem efeito estimulante na fase inicial do enraizamento

(KAMPF, 2000b).

A presenca de folhas no enraizamento de estacas pode contribuir com a indugao de
raizes. Os produtos da fotossintese sao transiocados para a base da estaca, auxiliando o
processo. Normalmente, o fotoperiodo favoravel ao crescimento da planta matriz pode
influenciar no enraizamento das estacas oriundas dessa planta. Entretanto, essa situacao é
muito complexa, uma vez que o fotoperiodo também pode induzir o crescimento de
brotagées (HARTMANN et al., 2002).

2.6 SUBSTRATO

Substratos comerciais sao comumente utilizados na produgao agricola como meio de
enraizamento e crescimento de plantas. Esses substratos, formados por solo mineral,
organico ou pela mistura de ambos, entre outros compostos, servem de suporte para os

vegetais e regulam a disponibilidade de nutrientes para as raizes (KAMPF, 2000a).

O tipo de substrato utilizado constitui um dos fatores fundamentais para a obtencao
de mudas de alta qualidade. A variabilidade dos constituintes do substrato tem a funcao de
fornecer além dos nutrientes, agua e ar para o sistema radicular (SOUZA, LOPES e
FONTES, 1995; BARBIZAN et al., 1999).



Normalmente. para o plantio em bandejas e necessaria a utilizacao de substratos
uniformes e de boa qualidade quanto as propriedades fisicas. quimicas e biologicas
(GRAZIANO et al. 1995). Um substrato ideal para o enraizamento de estacas deve
proporcionar elevada porosidade, facilitar a drenagem e ter capacidade de retencdo de agua

suficiente para manter a umidade das estacas (HARTMANN et a/.. 2002).

O proposito da porosidade do substrato e permitir as trocas gasosas. garantindo um
elevado suprimento de oxigénio e a rapida remog¢ao do gas carbdnico, facilitando inclusive a
atividade dos microrganismos. Outra propriedade fisica relevante € a densidade. ou relagao
entre a massa e o volume do substrato (kg m”). Os materiais utilizados em substratos
variam de 100 a 1500 kg m>, porém, quanto mais alta a densidade. mais dificil o cuitivo
(SOUZA. LOPES e FONTES, 1995; KAMPF, 2000a).

A casca de arroz carbonizada. obtida apds um processo simples de carbonizagdo, €
um substrato muito empregado no enraizamento de estacas. puro ou em misturas com solo
mineral. turfa ou compostos organicos. Ela tem como caracteristicas baixa densidade que
varia entre 150 e 250 kg m>, baixa capacidade de retencdo de agua e boa aeracdo, uma
vez que apresenta porosidade total em torno de 70%. Sua drenagem e rapida e eficiente e o

pH proximo da neutralidade (KAMPF, 2000a).

Qutro substrato comercial de uso comum na producao vegetal € a vermiculita. Ela
pode ser utilizada pura no enraizamento de estacas, em misturas no cultivo realizado em
bandejas e na cobertura de sementeiras. Sua producdo se da a partir da expansao de argila
submetida a temperaturas elevadas e, fisicamente, apresenta alta densidade variando entre

650 e 850 kg m™, alta capacidade de retencéo de agua e boa aeragio (KAMPF, 2000a).

Na estaquia de erva-mate, a vermiculita foi excelente quando comparada com o
substrato areia (EMBRAPA, 1988). Em estacas de Eucalyptus dunnii Maiden tratadas com
4000 mg L' IBA e plantadas em vermiculita, a porcentagem de enraizamento chegou a
100% (COOPER, 1990). A vermiculita € indicada para a estaquia de croton pela boa
capacidade de reten¢ao de agua e espag¢o poroso adequado (TILLMANN et a/., 1994).

Comparando a eficiéncia dos substratos vermiculita e casca de arroz carbonizada no
enraizamento de Salix humboldtiana, foi evidenciado o fato do substrato utilizado nao afetar
a porcentagem de enraizamento. No entanto, houve diferengcas na quantidade e no
comprimento de raizes desenvolvidas em ambos 0s substratos, sendo a casca de arroz
carbonizada superior (EMBRAPA, 1999). O substrato casca de arroz carbonizada
destaca-se pela sua eficiéncia quanto as medias de producdo de matéria fresca total de
raizes de Chrysanthemum morifolium Ramat. (SOUZA, LOPES e FONTES, 1995).



2.7 CROMATOGRAFIA

A cromatografia € uma técnica que permite separar. analisar e identificar
componentes de uma mistura de compostos quimicos. A amostra e distribuida entre duas
fases, uma estacionaria e outra movel, de tal forma gque cada um dos componentes
envolvidos seja relativamente retido pela fase estacionaria. Essa separacdo € possivel
devido a uma coluna tubular preenchida com uma substancia sdlida e porosa finamente
dividida, que pode atuar como fase estacionaria propriamente dita ou como suporte de uma
fase estacionaria liquida (McNAIR e ESQUIVEL. 1973).

Varios nomes tém sido utilizados para denominar uma destas técnicas: cromatografia
de alta velocidade, de alta pressao, alto desempenho e alta resolugdo. Porém, o nome mais
aceitavel e utilizado no Brasil & cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

(GUIMARAES e COLLINS, 1997).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia difere dos metodos classicos de
cromatografia liquida pela resolugdo e velocidade de analise, reutilizagdo de suas colunas,
controle dos parametros da separagdo. automatizacdo da operagdo e preparacdo de
procedimentos em larga escala. Isso faz da CLAE uma tecnica ideal para a separagao e
identificacdo de aminoacidos, carboidratos. lipidios, acidos nucléicos, proteinas e muitas
outras moléculas com atividade biologica (GORDON e MACRAE. 1987; CELEGHINI,
VILEGAS e LANCAS, 1999; BOYER, 2000). O didmetro interno de suas colunas, o tamanho
e a uniformidade das particulas que preenchem essas colunas, 0s processos quimicos de
preparagdo de materiais de fase estacionaria e o desenvolvimento de processos de
enchimentos das colunas, fazem da CLAE um metodo muito eficaz de separacgdo e
identificacdo de muitos compostos quimicos (GUIMARAES e COLLINS, 1997).

Métodos eletroquimicos de detecgao oferecem provavelmente a mais promissora
solucdo para o problema de desenvolvimento de um detector para a CLAE suficientemente
sensivel e ndo baseado em absorbancia da luz. Eles oferecem vantagens de aita
seletividade e aita sensibilidade. Esses detectores eletroquimicos sao bons para as

modalidades de cromatografia que usam fases moveis aquosas ou fases reversas com



compostos oxidaveis na fase movel (GORDON e MACRAE. 1987 GUIMARAES e
COLLINS. 1997).

Rizomas de bananeira comum e bananeira ana (Musa sp.), incubados por 5 dias em
meio de cultura liquido, foram submetidos a quantificacdo de acido indol acético pelo
método de ELISA (Enzyme linked immune sorbent assay), sendo constatadas medias de
118.1 pmol g e 78,7 pmol g’ de massa fresca, respectivamente. A separacdo da amostra
foi realizada utilizando a CLAE onde o tempo de retencdo para a analise foi muito alto, de

aproximadamente 51 minutos (ZAFFARI et a/., 2002).

Em trabalhos com orquidea (Campylocentrum burchellii Cogniaux) e bromeélia
(Tillandsia recurvata L.) utilizando a CLAE para separagéo da amostra de |IAA constatou-se
um tempo de retenca@o alto. em torno de 51 minutos. Para a quantificagao do IAA foi
empregado o método de ELISA onde constataram 52,50 umoles Kg' de peso fresco na

orquidea e 26.53 ymoles Kg'' de peso fresco na bromélia (PERES et al., 1997).

A técnica CLAE também foi empregada para a analise de teores de |AA em extratos
de hipocatilos de Lupinus albus L., constatando-se média em peso fresco de 657 ng g' IAA
na regido apical, 261 ng g"' 1AA na regido mediana e 145 ng g'' IAA na regido basal. O
tempo de retencao das amostras foi de 27,5 minutos (GUERRERQO et al., 2001).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE INSTALACAO

O experimento foi conduzido durante os anos de 2001 e 2002, em
casa-de-vegetacao com sistema de nebulizagao intermitente de 5 segundos a cada 10
minutos. pertencente @ Embrapa Florestas, localizada no municipio de Colombo — PR,
situada 49° 09' W e 25° 19' S, numa altitude de 941 metros (DATUM SAD 69).

3.2 OBTENCAO E PREPARO DAS ESTACAS

Para a obtencdo das estacas de Sapium glandulatum, foram coletados ramos
semilenhosos oriundos de plantas matrizes localizadas no Sitio Mocelim, regido de Tarimba,
municipio de Bocaiuva do Sul — PR, a 49° 06' 30" W e 25° 13' 00" S, numa altitude de 980
metros e na Vila Rural Itajacuru, municipio de Colombo ~ PR, a 49° 15 00" W e
25° 17' 00" S, numa altitude de 950 metros (PARANA CIDADE, 2003). A temperatura da
regido de coleta encontra-se no Anexo 1. As coletas foram realizadas nas quatro estacgdes
do ano (primavera de 2001, verdo, outono e inverno de 2002), a fim de se determinar a
melhor época para obtencac de estacas. As plantas nativas utilizadas (Figura 5) foram

escolhidas aleatoriamente, totalizando aproximadamente 40 gendtipos.
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Figura 5 — Plantas matrizes de Sapium glandulatum no campo, Colombo, PR, 2003.

As coletas foram realizadas no segundo més de cada estagao, no periodo da manh3,
sendo os ramos umedecidos e acondicionados em caixas de polipropileno, até o transporte
a Embrapa Florestas. O preparo e instalagdo dos experimentos se deram no mesmo dia da
coleta. As estacas foram confeccionadas com um corte em bisel abaixo da ultima gema
basal e corte reto acima da ultima gema apical, deixando-as com um comprimento
aproximado de 15 cm e diametro médio de 0,6 cm, sendo mantidas duas folhas na porgao
apical com sua area reduzida a metade (Figura 6).



Figura 6 — Estacas de Sapium glandulatum, Colombo, PR, 2003.

3.3 TRATAMENTOS DAS ESTACAS

Para a desinfestacao, as estacas foram imersas em hipoclorito de sédio a 0,5% por
10 minutos, com posterior lavagem em agua corrente por 5 minutos. Em seguida, suas
bases foram imersas em benomyl (Benlate® 0,5 g L™"), durante 15 minutos (Figura 7).



Figura 7 — Tratamento das estaca de Sapium glandulatum com o fungicida Benlate®,
Colombo, PR, 2003.

Para os tratamentos com fitorreguladores, as bases das estacas foram imersas por
10 segundos, a uma altura de aproximadamente 3 cm, em solugao alcodlica (50%) contendo
acido indol butirico (IBA) associado ou ndo com uniconazol (UZ). Em seguida elas foram
plantadas em caixas de polipropileno de 15 cm de largura por 30 cm de comprimento e
12 cm de profundidade, com vermiculita (VER) e casca de arroz carbonizada (CAC) como
substratos. Apdés o plantio, as caixas contendo as estacas foram levadas para

casa-de-vegetacao, onde permaneceram por 70 dias.

Das combinagbes entre &cido indol butirico e uniconazol resultaram os seguintes
tratamentos nas estacas:

Ts O0mgL" IBA
T,: 6.000 mg L IBA
Ts: 12.000 mg L™ IBA
T OmgL'IBA+100mgL"' UZ
Ts: 6.000mg L' IBA+100mg L™ UZ

Te: 12.000 mg L™ IBA + 100 mg L™ UZ
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O acido indol butirico P. A. utilizado foi do Laboratorio Sigma e o uniconazol P. A. do

Laboratorio Sumitomo Chemical Corporation Ltd.

3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram testados 12 tratamentos. aplicados em 4 parcelas de 20 estacas por parcela
em delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos representavam o arranjo fatorial
de 6 tratamentos aplicados as estacas com dois substratos. Cada época do ano foi

analisada separadamente, perfazendo um total de 960 estacas por época.

Paralelamente, foi realizada uma segunda analise, num delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial de 3 doses de IBA (0, 6000 e 12000 mg L") na presenca e

auséncia de UZ, em cada substrato e em cada época separadamente.

3.5 VARIAVEIS AVALIADAS

As avaliacoes foram realizadas apds 70 dias da instalacdo dos experimentos, sendo

determinadas as médias das 20 estacas por unidade experimental das seguintes variaveis:

» porcentagem de enraizamento (estacas que apresentavam primardio radicial a partir

de 0,1 cm de comprimento);
> porcentagem de sobrevivéncia (estacas vivas porém sem raiz); e

» porcentagem de mortalidade.



3.6 ANALISES FITOQUIMICAS

No momento da coieta de ramos de Sapium glandulatum foram selecionadas
aleatoriamente 10 estacas j4 confeccionadas, as quais foram acondicionadas em saco
plastico e congeladas (0°C) para as analises fitoquimicas. Essas analises foram realizadas
no Laboratorio de Produtos Naturais, do Departamento de Quimica, no Setor de Ciéncias
Exatas da Universidade Federal do Parana. com o proposito de determinar os niveis

enddgenos das seguintes substancias:

» monofenol (&cido 4 hidroxibenzoico);

polifenois (acido galico, acido caféico e acido m-cumarico);

A\ %

» aminoacido L-triptofano; e

» acido indo!l acético.

A escolha dos compostos fenolicos utilizados como padrao foi baseada em revisdo
bibliografica, onde o composto se fazia presente em alguma espécie de Sapium ou atuava
em processos bioquimicos das plantas direta ou indiretamente relacionados ao
enraizamento (MARTINEZ-CAYUELA et al., 1988; VIEITEZ e BALLESTER, 1988: NEERA e
ISHIMARU, 1992).

3.6.1 Anaiise dos compostos fendlicos e do aminoacido triptofano

Para a extracdo dos compostos fendlicos e do aminoacido triptofano, as estacas
foram cortadas em sua totalidade, inclusive as duas metades de folhas, com tesoura de
poda em discos de aproximadamente 2 mm de comprimento e transferidas para um grai.

Nestes fragmentos foi adicionado nitrogénio liquido para faciiitar a trituracdo manuat feita



com um martelo. Em seguida o materiai foi peneirado em peneira de poliamida com
diametro de 10 cm e malha 17, e 5 g do po obtido foram acondicionados em um béguer com
capacidade para 50 mi. O extrato foi preparado utilizando 15 ml de metanol com sonicacéo
por 15 minutos. O solvente foi removido com filtro de papel: mais metanol foi adicionado e o
procedimento foi repetido por duas vezes. Os extratos foram combinados em um erlenmeyer

e o volume foi completado para 50 mi com o mesmo solvente.

Uma aliquota de 1 mi do extrato foi diluida em 1 mi de agua Mili-Q e deixada em
repouso por 15 horas, sendo posteriormente centrifugada em 5000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi fitrado em uma coluna de silica PC-18 (300 mg), previamente
condicionada com 2 mi de metanol e 2 mt de agua Mili-Q. A eluicao foi feita com 1,5 mi de
metanol/agua (9:1). Para preparar essa amostra foi utilizado o sistema de preparacdo de

amostras a vacuo da marca Varian modelo Vac Elut 20.

A analise foi realizada utilizando o sistema CLAE analitico da marca Varian com
bomba quaternaria modelo 9012Q, detector de ultravioleta (UV) fotodiodo modelo 9065 com
comprimento de onda de 282 nanometros (nm) e injetor automatico modelo Al200. A fase
movel utilizada foi um gradiente metanol/agua (35:65 de 0 a 5 min; 40:60 a 90:10 de 5a 10

min), com fluxo de 1 mi/minuto.

Os padrdes disponiveis utilizados: acido 4 hidroxibenzoico, acido galico, acido

caféico, acido m-cumarico e o aminoacido L-triptofano, foram dissolvidos em metanol.

3.6.2 Anadlise do acido indol acetico (método adaptado de OLSSON et af., 1996)

Para a extracdo do acido indol acético as estacas foram cortadas em sua totalidade,
inclusive as duas metades de folhas, com tesoura de poda em discos de aproximadamente
2 mm de comprimento e transferidas para um gral. Nos fragmentos foi adicionado nitrogénio
liquido para faclilitar a trituracdo feita com um martelo. Em seguida o material foi peneirado
em peneira de poliamida com didmetro de 10 cm e matha 17 e, 1,0 g do po obtido foi

acondicionado em um béquer com capacidade para 50 ml.

A extragdo foi realizada utilizando 10 mi de tampao fosfato 50 mM, pH 8,0 contendo

1,10 mg de butil-hidroxitolueno (BHT) (5 uM), com sonicagéo por 15 minutos. Apds repouso



de 15 horas na geiladeira. o solvente foi removido a vacuo com papel filtro e o volume

ajustado para 20 ml com o mesmo solvente.

Uma coluna de silica PC-18 (500 mg) foi condicionada com 4 mi de etanol (2 x 2),
2 mi de agua Mili-Q e 2 mi do tampao fosfato com o pH ajustado péra 2.5. Posteriormente,
uma aliquota de 5 ml do extrato teve o pH ajustado para 2,5 com acido fosforico, sendo
adicionada a coluna e deixada percolar a uma vazao de 1 a 5 ml por hora. A coluna foi
favada com 2 mi de agua Mili-Q e o analito eluido com 1 mi de metanol. O metanoi foi
evaporado sob nitrogénio e o residuo redissolvido com 0,1 ml de agua/metanol (9:1). Para a
preparacao dessa amostra foi utilizado um sistema de preparagcdo de amostras a vacuo

marca Varian modelo Vac Elut 20.

A analise foi realizada utilizando um sistema CLAE analitico marca Varian com
bomba quaternaria modelo 9012Q, detector eletroquimico modelo 9080 e injetor automatico
modelo Al200. A fase movel utilizada foi preparada com 7,16 g de difosfato
(Na;HPO, 12H,0), 4,20 g de acido citrico, 40 mg de EDTA, 550 mg de octanosulfonato de
sodio, 800 mi de agua Mili-Q e 100 mi de metanol. O pH foi ajustado para 2,64, sendo
adicionado 3% de acetonitrila. Finaimente o pH foi ajustado para 4,70 com KOH. O fluxo foi

de 1 mi/minuto e a deteccdo com temperatura de 29°C.

Com o propésito de testar a eficiéncia do método foi realizado um experimento de
extracdo de IAA adicionando 0,4 ug de IAA (200 ul de uma solugdo 2 pg/ml) a 1,0 g de pod
das estacas e procedido conforme metodologia adaptada de OLSSON et al. (1996)

anteriormente descrita.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis analisadas foram agrupadas de acordo com a época de instalacéo,
obedecendo a sequéncia de enraizamento, sobrevivéncia e mortalidade das estacas em
cada substrato. Os resultados estatisticos apresentados sdo os da analise de variancia e do
teste de Tukey para compara¢ao das medias. As variaveis que apresentaram grande
numero de valores nulos n3o foram analisadas estatisticamente, sendo apresentadas

somente as médias obtidas.

4.1 PRIMAVERA

4.1.1 Interacoes entre substratos utilizados e tratamentos das estacas

Os resultados da analise de variancia (2 substratos x 6 tratamentos das estacas)
para 0 numero de estacas de Sapium glandulatum enraizadas, vivas e mortas sio

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Resultados da anadlise de variancia para o numero de estacas de Sapium
glandulatum enraizadas, vivas e mortas, coletadas na primavera de 2001.

QUADRADO MEDIO

Fator de Variagao G.L. Enraizadas'  Vivas' Mortas
Substrato 1 0,502* 0,026™ 2,5621™
Tratamentos 5 0,239"™ 0,169™ 4.071™
Substrato x Tratamentos 5 0,142™ 0,070 2,671
Erro 36 0,097 0,128 1,771
Coeficiente de Variagcao (%) 32,10 38,45 7,06
Teste de Bartlett () 18,578" 16,583 18,954"

™ nao significativo ac nivel de 5% de probabiiidade
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade
' dados transformados por raiz quadrada (x + 0.5)
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A analise de variancia (Tabela 1) revelou que a interacdo dos fatores substratos e
tratamentos ndo foi estatisticamente significativa para ambas as variaveis, indicando que

estes sao independentes.

Entre os substratos. a analise de vanancia revelou que ha diferencas estatisticas
significativas para a variavel porcentagem de estacas enraizadas, nao sendo significativo

para as demais variaveis (Tabela 1).

Tabela 2 — Resultados da comparacao dos substratos para porcentagem de estacas de
Sapium glandufatum enraizadas. vivas e mortas, pelo teste de Tukey, coletadas
na primavera de 2001.

ESTACAS
SUBSTRATOS Enraizadas’ (%) Vivas' (%) Mortas (%)
Vermiculita 1,78 29A 954 A
Casca de arroz carbonizada 42 A 2,7A 93,1 A

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

Probabilidade
dados transformados por raiz quadrada (x + 0.5).

O teste de comparacao de meédias dos substratos (Tabela 2) revela a superioridade
da casca de arroz carbonizada, com 4,2% de estacas enraizadas, em relagdo a vermiculita
com 1,7%. No entanto, esta superioridade estatistica &€ muito baixa para fins fisiolégicos,

fazendo com que a técnica nao seja recomendada para 0 emprego comercial.

A casca de arroz carbonizada foi eficiente quanto a produgao de massa fresca total
de raizes em Chrysanthemum morifolium (SOUZA, LOPES e FONTES, 1995). Ja para
Codiaeumn variegatum L. o substrato indicado & a vermiculita, pela boa capacidade de
retencdo de &gua e espago poroso total. Na estaquia de Salix humboldtiana nao foi
constatada diferenca na porcentagem de enraizamento para estacas plantadas na
vermiculita e na casca de arroz carbonizada (EMBRAPA, 1999). Embora na maioria dos
trabaihos relacionados a estaquia o meio de enraizamento recomendado seja a vermiculita,
esse substrato pode se tornar muito compacto inviabilizando a propagac¢ao. Possivelmente,
o melhor desempenho da casca de arroz carbonizada em relacdo a vermiculita é devido a

sua baixa densidade e baixa capacidade de retencdo de agua, além da boa aeracdo.

Os altos indices de mortalidade (Tabela 2) podem estar relacionados com a abscisdo
foliar ocorrida nas estacas, uma vez que ap0s quinze dias da instalacao do experimento

basicamente n&o havia mais folhas. Qutra hipétese para a monralidade é a sua
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vuinerabilidade a agua. tendo em vista que as estacas morriam da base para o apice. sendo
mais demorada a morte na parte da estaca que ficava acima do substrato e, portanto, com

maior aeracao e menor quantidade de agua.

Elevadas porcentagens de mortalidade (86%) foram encontradas na estaquia de
Sapium glandufatum realizada na primavera de 1999, independentemente dos tratamentos
utilizados (FERREIRA et al., 2001b). Porcentagens altas de mortalidade também foram
constatadas na propagacgao de aragazeiro com até 100% de estacas mortas de acordo com
o substrato utilizado (HOFFMANN et al., 1994).

4 1.2 Interagdes entre uniconazol e acido indol butirico

Os resultados da analise de variancia (2 doses de UZ x 3 doses de IBA) para o

numero de estacas de Sapium glandulatum enraizadas, vivas e mortas sao apresentados na

Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados da andlise de variancia para o numero de estacas de Sapium
glandulatum enraizadas, vivas e mortas coletadas na primavera de 2001 e
plantadas nos substratos vermiculita e casca de arroz carbonizada.

QUADRADQO MEDIO

ng qi G.L. Vermiculita Casca de arroz carbonizada
@ Enraizadas' Vivas' Mortas Enraizadas' Vivas' Mortas
uz 1 0,043 ™ 0,043™ 0,000™ 1,005* 0,308™ 18,375*
(BA 2 0,015™  0,198™ 2,042™ 0,326 " 0,307™ 3,500"
UZ x IBA 5 0,100™ 0,011™ 0,125™ 0,036™ 0,059™ 2,000
Erro 36 0,789 0,096 2,083 0,149 0,161 1,458
Coeficiente de

Variacdo (%) 24,13 32,37 7.56 36,01 44 13 6,48
Teste de

Bartlett (19 10,464™ 4701™ 9,213™ 9,624 "™ 9,667"™ 9,081™

"™ nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade
! dados transfarmados por raiz quadrada (x + 0,5)

A interacdo dos fatores UZ e IBA nao foi estatisticamente significativa para todas as
variaveis, nos substratos vermiculita e casca de arroz carbonizada, indicando que os fatores

sao independentes (Tabela 3).



O fator UZ foi estatisticamente significativo para as variaveis enraizamento e
mortalidade no substrato casca de arroz carbonizada. nao sendo significativo para a variavel

sobrevivéncia desse substrato e para todas as vanaveis do substrato vermiculita (Tabela 3).

A aplicacdo de IBA nao foi estatisticamente significativa em todas as variaveis nos

dois substratos estudados (Tabeia 3).

O teste de comparagdo de meédias (Tabela 4) revelou que houve diferencas
estatisticamente significativas para as variaveis estacas enraizadas e estacas mortas no
substrato casca de arroz carbonizada. O uso do UZ aumentou de 1,7% para 6,7% a

porcentagem de enraizamento das estacas de Sapium glandulatum.

Tabela 4 — Resultados da comparagdo das medias para porcentagem de estacas de Sapium
glandulatum enraizadas, vivas e mortas entre os tratamentos sem e com
uniconazol (UZ), pelo teste de Tukey, coletadas na primavera de 2001.

SUBSTRATOS
Vermicuiita Casca de arroz carbonizada
TRATAMENTOS Enraizadas’ Vivas' Mortas Enraizadas’ Vivas' Mortas
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Sem uniconazol 13A 33A 954 A 1,78 08A 97 5A
Com uniconazol 2,1A 25A 94 3 A 6,7 A 45A 88,7 B

Médias seguidas de mesma ietra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
Probabilidade
dados transformados por raiz quadrada (x + 0.5)

Embora a interagdo entre tratamento e UZ nado tenha sido estatisticamente
significativa, comparando as médias dos tratamentos sem UZ (T,, T,, e T;,) com as médias
dos tratamentos com UZ (T4, Ts, € Tg), nota-se uma tendéncia para melhor porcentagem de

estacas enraizadas nos tratamentos que apresentavam o UZ (Tabela 5).

O efeito positivo do UZ no enraizamento de estacas jd havia sido observado por
RIBAS (1997) quando aplicou 6000 mg L' IBA e 6000 mg L' IBA associado a 100 mg L' UZ
em estacas de Eucalyptus grandis, elevando de 16% para 56% a porcentagem de estacas
enraizadas, respectivamente. Esse efeito do UZ sobre o enraizamento de estacas se deve
ao fato que, apos ser absorvido pela planta, ele é translocado paras as regides
meristematicas onde inibe a biossintese de giberelina, que por sua vez impede o
enraizamento de estacas por bloquear a divisdo celular (JARVIS, 1986; FACHINELLO et al.,
1995; HARTMANN et al., 2002).

Quanto a variavel estacas mortas, a media dos tratamentos sem UZ no substrato

casca de arroz carbonizada foi estatisticamente superior (97 5%) a média dos tratamentos



com UZ (88.7%). Embora nao tenha havido diferenca estatisticamente significativa para as
meédias da variavel estacas vivas, nota-se uma tendéncia para a maior sobrevivéncia nos

tratamentos com UZ (Tabela 4).

Os dados apresentados sugerem que a aplicagdo do UZ pode influenciar
positivamente na sobrevivéncia das estacas de Sapium glandulatum. Uma das hipoteses
sobre a influéncia deste inibidor da sintese de giberelina na diminuicdo da mortalidade das
estacas €& que o UZ atrasa a formag¢do de novas folhas, que consomem as reservas da
estaca antes que esta forme as raizes. ALMEIDA e PEREIRA (1996) testaram o efeito do
paclobutrazol no desenvolvimento vegetativo de girassol e observaram que este inibidor da
sintese de giberelina atrasa o desenvolvimento dos primardios foliares. Qutra hipétese
consiste no fato que substancias derivadas de triazol podem aumentar a resisténcia das

plantas a fatores ambientais adversos.

A analise de variancia (Tabela 1) revelou que o fator tratamentos ndo foi
estatisticamente significativo em todas as variaveis estudadas. Assim, os resultados obtidos
para porcentagem de estacas de Sapium glandulatum enraizadas, vivas e mortas coletadas

na primavera de 2001 sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 ~ Resuitados da comparac¢do das médias obtidas para porcentagem de estacas de
Sapium glandulatum enraizadas, vivas e mortas entre os tratamentos e nos
substratos vermiculita e casca de arroz carbonizada, coletadas na primavera de

2001.
SUBSTRATOS

Vermiculita Casca de arroz carbonizada

TRATAMENTOS Enraizadas Vivas Mortas Enraizadas Vivas Mortas
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Ty OmgL"IBA 2,5 5,0 92,5 0,0 1,3 987
T, 6000 mg L IBA 1,3 3,7 95,0 3.8 12 950
Ty 12000 mg L IBA 0,0 1,3 98,7 1,3 00 987
Te OmgL'IBA+100mg L’ UZ 1,3 5.0 93,7 50 10,0 850
Ts: 6000 mg L™ IBA+100mg L' UZ 2,5 2,5 95,0 11,3 25 862
Te: 12000 mg L' 1IBA + 100 mg L™ UZ 2,5 0,0 97,5 3,8 12 950
Média Geral (%) 17 2.9 95,4 42 27 931

A maior porcentagem de enraizamento de Sapium glandulatum no substrato
vermiculita foi 2,5% (Ty, Ts e Ts) (Anexo 2). FERREIRA et al/. (2001b) trabalhando com
estacas de Sapium glandulatum na mesma época do ano, tratadas com 2000 mg L' e 4000

mg L' IBA e utilizando vermiculita como substrato, ndo constataram enraizamento. Esses
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dados sugerem que a pequena diferenga encontrada entre os experimentos possivelmente
esta relacionada a aplicagdo do inibidor da sintese de giberelina e ndo ao aumento da

concentragdo de IBA, uma vez que em T, e T; o enraizamento foi de 1,3% e 0,0%,
respectivamente.

Para o substrato casca de arroz carbonizada, as melhores respostas de

enraizamento (Figura 8) foram obtidas com os tratamentos Ts (11,3%) e T4 (5,0%)
(Anexo 2).

Figura 8 — Estacas enraizadas de Sapium glandulatum, Colombo, PR, 2003.

Considerando a dose do IBA, & conclusivo que 6000 mg L™ foi a melhor dose para o
enraizamento das estacas de Sapium glandulatum, ja que os tratamentos com 12000 mg L’
IBA (T; e Te) apresentaram 1,3% e 3,8% das estacas enraizadas, respectivamente
(Tabela 5). A semelhanca de enraizamento que ha entre os tratamentos T, e T3 (3,8%)
possivelmente se deve ao efeito do UZ e nao a diferenga da concentracéo de IBA.

O aumento da concentragdo de auxina exégena aplicada em estacas provoca efeito

estimulador de raizes até um maximo, a partir do qual qualquer acréscimo de auxinas tem

-

levar a fitotoxicidade & variavel de acordo com a espécie utilizada. Assim, ha uma
possibilidade de que 12000 mg L' IBA tenha agido de maneira toxica nas estacas de



Sapium glandulatum, como ocorrido nas estacas de araucaria (IRITANI. 1981) e de duas

espécies de canela (SILVA. 1984) tratadas com 4000 mg L' IBA.

4.2 VERAQ, OUTONO E INVERNO

O grande numero de valores nulos inviabilizou a realizacdo da analise estatistica
referente aos experimentos oriundos de estacas coletadas no verao, outono e inverno de

2002. sendo apresentadas somente as medias dos resultados obtidos.

4 2.1Verao

Os resultados para porcentagem de estacas de Sapium glandulatum vivas e mortas
cofetadas no verdo, outono e inverno de 2002 estao apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8,

respectivamente.

Tabela 6 ~ Resultados das medias obtidas para porcentagem de estacas de Sapium
glandulatum vivas e mortas entre os tratamentos nos substratos vermiculita e
casca de arroz carbonizada, coletadas no verdo de 2002.

SUBSTRATOS
TRATAMENTOS Vermiculita Casca dg arroz
carbonizada
Vivas (%) Mortas (%) Vivas (%) Mortas (%)
T, OmgL"IBA 0,0 100,0 0,0 100,0
T,; 6000 mg L' IBA 2,5 97,5 0,0 100,0
Ty 12000 mg L' IBA 0,0 100,0 0,0 100,0
Te OmgL'IBA+100mg L’ UZ 0,0 100,0 0,0 100,0
Ts: 6000 mg L' IBA+ 100 mg L' UZ 0,0 100,0 0,0 100,0
Ts: 12000 mg L' IBA + 100 mg L' UZ 0,0 100,0 0,0 100,0
Média Geral (%) 0,4 99,6 0,0 100,0

Os resuitados das meédias dos tratamentos apresentados na Tabela 6 revelam
porcentagens de mortalidade proximas a 100% na vermiculita e 100% na casca de arroz

carbonizada, independente do tratamento utilizado. Além da hipdtese relacionada com a



abscisao foliar das estacas. outro fator que pode ter agravado para o alto indice de
mortalidade é a elevagdo da temperatura durante o verao. uma vez que nao havia controle

térmico dentro da casa-de-vegetac¢ao utilizada.

Para a estaquia de figueira (Ficus carica L.) e aracazeiro (Psidium catteleyanum
Sabine), o verdo também se mostrou uma epoca inadequada devido a mortalidade das
estacas (100%), quando plantadas em cinza de casca de arroz. A aita mortalidade é
decorréncia do baixo grau de lignificacdo dos tecidos, aliado a elevada temperatura da
época em que o material foi retirado (HOFFMANN et al., 1994). Por outro lado, estacas de
Araucaria angustifolia tém elevadas porcentagens de sobrevivéncia, superiores a 81%, em
experimentos conduzidos no verao, assim como em estacas de /lex paraguariensis, onde a
sobrevivéncia foi superior a 72% (IRITANI, SOARES e GOMES, 19864a; IRITANI, SOARES e
GOMES, 1986b).

Elevada mortalidade de estacas também foi detectada em Sapium glandulatum na
época do verdo, variando de 58% a 78% de acordo com o tratamento utilizado. No entanto,
esta época é recomendada para a coleta do material, uma vez que foi a mais promissora

para o sucesso do enraizamento (28%) (FERREIRA et al., 2001a).

4 2.2 Outono e inverno

Nos experimentos de estaquia de Sapium glandulatum realizados nas épocas do
outono e invemo de 2002 ndo houve enraizamento de estacas e as porcentagens de
mortalidade foram aitas. No outono foram constatadas médias gerais de 95,0% de estacas
mortas na vermiculita e 97,7% na casca de arroz carbonizada (Tabela 7). No inverno, as
medias gerais foram de 92,7% e 88,7% de estacas mortas, respectivamente em vermiculita

e casca de arroz carbonizada (Tabela 8).
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Tabela 7 - Resuitados das médias obtidas para porcentagem de estacas de Sapium
glandulatum vivas e mortas entre os tratamentos nos substratos vermiculita e
casca de arroz carbonizada. coletadas no outono de 2002.

SUBSTRATOS

TRATAMENTOS Vermiculita Casca de arroz
carbonizada

Vivas (%) Monas (%) Vivas (%) Mortas (%)

T.: 0mgL'IBA 2.5 97,5 6.3 93.7
T,: 6000 mg L' IBA 8.8 917 0,0 100.0
Ts: 12000 mg L' IBA 5.0 95,0 6.3 93.7
Te OmgL'IBA+100mg L' UZ 10,0 90.0 1,3 98.7
Ts: 6000 mgL"' I1BA + 100 mg L' UZ 2,5 97.5 0,0 100.0
Ts: 12000 mg L' 1BA + 100 mg L' UZ 1.3 98.7 0,0 100.0
Média Geral (%) 50 95.0 2.3 97.7

Embora a mortalidade das estacas de Sapium glandufatum tenha sido menor quando
coletadas no inverno (Tabela 8), esses valores sdo superiores aos encontrados por RIBAS
(1997) em estacas de Eucalyptus grandis, que constatou média de 4 6% de mortalidade
nessa mesma época. Para a estaquia de Stevia rebaudiana a porcentagem de mortalidade
foi mantida inferior a 50%, independente da época do ano (CARVALHO e ZAIDAN, 1995).

Tabela 8 - Resultados das meédias obtidas para porcentagem de estacas de Sapium
glandulatum vivas e mortas entre os tratamentos nos substratos vermicuiita e
casca de arroz carbonizada, coletadas no inverno de 2002.

SUBSTRATOS
TRATAMENTOS Vermiculita Casca dg arroz
carbonizada
Vivas (%) Mortas (%) Vivas (%) Mortas (%)
T, OmgL"IBA 15,0 85,0 22,5 77,5
T,: 6000 mg L™ IBA 3,8 96,2 1,3 98,7
Ty 12000 mg L' IBA 7,5 92,5 10,0 90,0
Ts OmgL'IBA+100mgL'UZ 12,5 875 12,5 875
Ts: 6000mg L' IBA + 100 mg L' UZ 3,8 96,2 7.5 g25
Te: 12000 mg L' IBA+ 100 mg L™ UZ 1.3 98,7 13,8 86,2

Média Geral (%) 7,3 92,7 11,3 88,7
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4.3 COMENTARIOS SOBRE AS QUATRO EPOCAS ESTUDADAS

Estudos anatémicos em estacas de Sapium glandulatum comprovaram que ndo ha
barreiras fisicas que dificultem a passagem dos primérdios radiciais (FERREIRA et al.,
2001b). Assim, o baixo enraizamento e a alta mortalidade das estacas desta espécie em
todas as épocas estudadas pode ser consequéncia de barreiras quimicas que estejam
interferindo no processo de enraizamento da pianta. Essas barreiras quimicas podem ser
originarias dos tecidos da planta ou do latex. A composicdo quimica desse latex é
desconhecida, porém sabe-se que ha propriedades toxicas que provocam irritagcées na pele
humana. Além disso, o latex pode influenciar no processo de enraizamento das estacas

caso constitua uma obstrugao fisica que impec¢a a absor¢do dos fitorreguladores.

Comparando a meédia da porcentagem de sobrevivéncia das estacas de Sapium
glandulatum coletadas no invemo (Tabela 8) com as demais épocas estudadas (Tabela 5, 6
e 7), observou-se que no inverno houve maior sobrevivéncia (Anexo 3). Também foi
observada, no inverno, a permanéncia das folhas nas estacas por um periodo maior que em
outras épocas, assim como a mortalidade dessas estacas iniciou-se no quadragésimo dia,
enquanto nas outras épocas ja se encontravam estacas mortas a partir do vigésimo-quinto
dia. Nao foi verificada a formagdo de calos nas estacas de Sapium glandulatum em todas as

épocas estudadas.

FERREIRA et al. (2001b) também constataram que no inverno a sobrevivéncia das
estacas de Sapium glandulatum foi maior. Os autores também nao constataram

enraizamento das estacas durante o inverno.

Espécies caducifdlias apresentam dorméncia de gemas durante o invernc, o que
diminui o consumo de suas reservas (HARTMANN et al., 2002). Possivelmente, a maior
porcentagem de sobrevivéncia das estacas de Sapiurm glandulatum nessa época se deu em
razao da dorméncia das gemas, ja que a espécie € caducifélia e se encontrava em pleno

repouso vegetativo.

O problema para a propaga¢do vegetativa via estaquia de Sapium glandulatum

parece estar relacionado com a manutengao das estacas na casa-de-vegeta¢ao durante o



periodo de enraizamento. A alta mortalidade das estacas constatada nas quatro épocas do
ano estudadas (Anexo 4) pode estar relacionada com a abscisdo das folhas deixadas nas
estacas no momento de sua confeccao. uma vez que elas funcionam como um laboratdrio
de producao de hormoénios. A queda precoce das folhas, alem de prejudicar o enraizamento.
pode comprometer a sobrevivéncia das estacas pela escassez de acgucares. proteinas e
horménios, substratos essenciais para as reagées metabadlicas das estacas (ANTUNES
et al., 1996; FERRI; 1997: FERREIRA et al., 2001b).
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4.4 ANALISES FITOQUIMICAS

Em cada época de instalacdo do experimento foram preparados extratos das estacas
coletadas. conforme descrito nos itens 3.6.1 (analise dos compostos fenolicos e do

aminoacido triptofano) e 3.6.2 (analise do acido indol acético).

Durante os anos de 2002 e 2003 varios ensaios foram realizados com os extratos
das estacas de Sapium glandulatum. Os resultados apresentados sdo referentes as analises
fitoquimicas correspondentes ao material coletado na primavera de 2001. sem delineamento
experimental que envolva tratamento e repeticdo. Os cromatogramas dos padrées serdo

sucedidos pelos cromatogramas das respectivas amostras.

Apos este periodo foi verificado que a metodologia de andlise necessitava ser
aperfeicoada, sobretudo na purificagdo do extrato, fato que inviabilizou a realizacdo das

analises com o material coletado nas épocas do verao, outono e inverno de 2002.

4.4 1 Compostos fendlicos e triptofano

Os resultados referentes aos padrdes utilizados sdo apresentados na Figura 9, com
0s picos na ordem crescente de tempo de retencdo iniciando pelo acido galico seguido do

triptofano. acido hidroxibenzoico, acido caféico e acido m-cumarico.

No cromatograma da amostra de Sapium glandulatum ha um pico bem separado em
aproximadamente 9 minutos cujo tempo de retencao € igual ao do padrao, sugerindo que se
trata do acido hidroxibenzéico. O pico referente ao aminoacido triptofano ndo aparece nesse
cromatograma, possivelmente por nao estar presente na amostra ou possuir quantidades
inferiores & sensibilidade minima do detector. Nos tempos de retengdo proximos aos 5
minutos e apds 10 minutos do cromatograma, onde deveriam aparecer os polifendis acido
galico, acido caféico e acido m-cumarico, ha varios picos juntos que podem ou nao ser os

compostos pesquisados (Figura 10).
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Figura 9 — Cromatograma dos padroes dos compostos fendlicos (acido galico,
acido 4-hidroxibenzoico, acido caféico e acido m-cumarico) € do aminoacido
triptofano
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Figura 10 — Cromatograma da amostra de Sapium glandulatum evidenciando o suposto

acido hidroxibenzéico (primavera de 2001)
! Unidade de absorcao.



Pesquisas que visam a identificacdo de compostos fenolicos ndo devem ser
concluidas com base exclusivamente no cromatograma da analise. Na Figura 10 ha uma
confirmacao da existéncia do acido hidroxibenzdico: entretanto uma analise do espectro no
ultravioleta pode contradizer esta afirmacgdo. Observando o espectro em UV referente ao
padrao do acido hidroxibenzoico (Figura 11) nota-se que o pico aparece com o comprimento
de onda de 254,0 nanometros. Ja no espectro em UV realizado com a amostra (Figura 12)
fica constatado que o composto em questdo nao € o acido hidroxibenzdico, uma vez que o

comprimento de onda & de 289.5 nandmetros diferindo do padrao.

Essa substancia, embora ndo seja o acido hidroxibenzoéico pode ser um composto
similar pertencente ao grupo dos monofendis que atuam potencializando o sistema
IAA-oxidase/peroxidase (IAA-O), que inativa a acdo da auxina endogena e como resposta
fisiologica inibe o enraizamento das estacas (MAYNARD e BASSUK, 1988). Isso foi
comprovado por CURIR et al. (1992) quando pesquisaram o enraizamento de estacas de
Genista monosperma e constataram uma reducdo do enraizamento a medida que aumentou
a concentragdo do monofenol acido hidroximandélico. Ja os polifendis sdo substancias que
favorecem o enraizamento de estacas uma vez que impedem a destruicdo do IAA por
inativarem o sistema IAA-O (MAYNARD e BASSUK, 1988).
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4.4.2 Acido indol acético

O resultado referente ao padrao utilizado é apresentado na Figura 13, com o pico do
acido indol acético no tempo de retencao proximo aos 20 minutos.

Minutos

Figura 13 — Cromatograma do padrao de acido indol acético (IAA)

Os cromatogramas obtidos por deteccdo eletroquimica da amostra de Sapium
glandulatum (Figuras 14 e 15) revelam que o extrato utilizado esta muito impuro, com
substancias extremamente concentradas no inicio do cromatograma, dificuitando a
identificacao do pico de IAA. No tempo de retengao padronizado para esse composto
(aproximadamente 20 minutos) aparecem dois picos baixos, muito proximos, nao permitindo
identificar qual deles & o do 1AA (Figura 14).

Para identificar qual o pico correto foi adicionada uma pequena quantidade do
padrao (0,4 ug) a amostra e esta foi analisada novamente. O resultado esta apresentado na
Figura 15, onde houve uma elevacao do pico referente ao IAA. Isso prova a presenga do
composto pesquisado na amostra estudada, porém em quantidade muito pequena que ndo
permite sua quantificacdo.
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Figura 14 — Cromatograma da amostra de Sapium glandulatum visando o IAA (primavera de
2001)
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Figura 15 — Cromatograma da amostra de Sapium glandulatum com adicao de 0,4 ug de IAA
do padrao (primavera de 2001)
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O tempo de retencao da amostra de Sapium glandulatum obtido nesse experimento.
para a extracdo de IAA (Figuras 14 e 15), foi semelhante ao tempo de reten¢ao encontrado
por GUERREROQO et al. (2001) os quais obtiveram 27,5 minutos como tempo de retencéo

para |IAA extraido de hipocotilos de Lupinus albus.

No entanto, resultados constatados por PERES et al. (1997) relataram um tempo de
retencdo para JIAA de 51 minutos, utitizando extratos de orquidea (Campylocentrum
burchelliiy e bromélia (Tillandsia recurvata). ZAFFARI et al. (2001) também constataram um
tempo de retencdo de 51 minutos para IAA, trabalhando com bananeira (Musa sp.). Porém,
tanto no trabalho de PERES et al. (1997) como no trabalho de ZAFFARI et al. (2001) a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e utilizada somente na fase inicial da
extra¢do durante o periodo de fracionamento dos extratos. sendo que a quantificagao é feita

pelo metodo de ELISA.

A maioria das pesquisas envolvendo a extracado e quantificacao de |AA é realizada
utilizando o método ELISA, tendo em vista que ja existe uma metodologia definida. Ao
contrario, para extracdo de IAA pela CLAE pouco se conhece sobre o método, o que
dificulta seu emprego. Porém, uma otimizagdo do processo de extragdo e definicdo de uma
metodologia que permita utilizar a CLAE para quantificar IAA endégeno de plantas, seria um
grande avango cientifico para pesquisas que visem a extracdo de componentes inddlicos de

plantas.

Considerando que a formacgao de raizes adventicias em estacas € ocasionada em
resposta & concentracio de auxina e que essa concentragdo deve ser na ordem de 107 M
conforme citado por GALSTON e DAVIES (1972) e HESS (1975); possivelmente a causa do
baixissimo enraizamento de estacas de Sapium glandulatum possa estar relacionada a uma

quantidade insuficiente de IAA nas estacas.

A baixa concentracdo de |AA nas estacas possivelmente € devido a presenca de
compostos fendlicos (monofenodis) que promovem a destruicdo do IAA, uma vez que
potencializam o sistema IAA-oxidase/peroxidase (HARTMANN et al., 2002). Embora o
composto fenolico encontrado na amostra (Figura 10) ndo seja o acido hidroxibenzébico,
pode ser um monofenol semelhante ao proprio acido hidroxibenzodico. Além disso, as
espécies do género Sapium apresentam abundantes concentragées de compostos fenodlicos
especialmente taninos, comumente utilizados pela industria farmacéutica (NEERA e
ISHIMARU, 1992).
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5 CONCLUSOES

Fundamentando-se nos resuitados obtidos no processo de enraizamento das

estacas caulinares de Sapium glandulatum, conclui-se que:

1. A época de coleta do material pode exercer influéncia no enraizamento de estacas

de Sapium glandulatum.

2. A primavera de 2001 foi a época mais propicia para a induc¢do radicial,
apresentando 11,3% de enraizamento com o tratamento de 6000 mgL"' IBA + 100

mgL"' UZ no substrato casca de arroz carbonizada.

3. A aplicacao de UZ influencia no enraizamento de estacas de Sapium glandulatum.

4. Sapium glandulatum pode ser considerada uma espécie de dificil enraizamento.
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ANEXOS
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Anexo 1 — Temperaturas medias da maxima, média e da minima mensal da regido de
Pinhais — PR, durante outubro de 2001 a setembro de 2002.

Temperatura media da Temperatura media Temperatura meédia da

maxima mensal (°C)" mensal (°C)’ minima mensal (°C)'
Outubro/2001 23,3 16.8 127
Novembro/2001 24 4 18,8 14,9
Dezembro/2001 252 19,3 15,5
Janeiro/2002 26,6 20,5 16,6
Fevereiro/2002 26,1 19,7 15,7
Mar¢o/2002 28,7 21,8 17.5
Abril/2002 256 19,8 16,2
Maio/2002 21,7 16,5 13,5
Junho/2002 218 158 11,7
Julho/2002 19,1 12.9 08.8
Agosto/2002 229 16,3 114
Setembro/2002 211 143 0928

T Dados fornecidos pelo Servico Meteoroldgico do Parana (SIMEPAR), Estagdo 25254905. localizada no
municipio de Pinhais — PR.



Anexo 2 - Resultados em ordem decrescente das porcentagens de estacas de Sapium
glandulatum enraizadas, para os tratamentos utilizados nos substratos
vermiculita e casca de arroz carbonizada. coletadas na primavera de 2001,
Colombo, PR, 2003.
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Anexo 3 — Resultados em ordem decrescente da média geral das porcentagens de estacas
de Sapium glandulatum vivas, nos substratos vermiculita e casca de arroz
carbonizada, coletadas na primavera de 2001, verdo, outono e invemo de 2002,
Colombo. PR, 2003.
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Anexo 4 — Resultados em ordem decrescente da média geral das porcentagens de estacas
de Sapium glandulatum mortas, nos substratos vermiculita e casca de arroz
carbonizada, coletadas na primavera de 2001, verao, outono e invemo de 2002,
Colombo, PR, 2003.

Vermiculita

)
o
<
o

H

(
©
o
o

i

ortalida
[e] <o}
a O
(@] Q
i "

Verdo Primavera QOutono inverno

Estacdes

Casca de arroz carbonizada

100,0

95,0

90,0 -

85,0

Mortalidade (%)

80,0

Verao Qutono Primavera Inverno

Estacdes



