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"Somos a personificagdo local de um Cosmos que cresceu pelo autoconhecimento.
Comegamos a contemplar nossas origens: material estelar meditando sobre
estrelas; assembléias organizadas de dezenas de bilhdes de bilhdes de bilhdes de
atomos considerando a evolugdo dos atomos, tragando a longa jornada através da
qual, pelo menos aqui, a consciéncia surgiu. Nossas lealdades sdo para com a
espécie e com o planeta. Nds respondemos pela Terra. Nossa obrigagdo quanto a
sobrevivéncia é devida ndo somente a nés mesmos, mas também a esse Cosmos,
antigo e vasto, do qual surgimos.”

Carl Sagan
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RESUMO

A Araucaria angustifolia estd ameacgada de extincdo devido a extracdo predatéria
realizada pelo homem nas dltimas décadas. Atualmente existem pequenos
fragmentos da Floresta Atlantica, local onde a espécie esté inserida. A A. angustifolia
se destaca pela grande importancia na conservacdo do ecossistema, pois além de
servir como alimento para os animais no interior da floresta, cria condi¢cdes de
sombreamento para o crescimento de outras espécies vegetais como a erva-mate,
imbuia e canela-sassafras. E de fundamental importancia incentivar o seu plantio
visando a producdo de pinhdo, alimento altamente nutritivo. A producdo de mudas
com caracteristicas desejaveis como a escolha do sexo, precocidade reprodutiva,
alta produtividade de pinhdo e diminuicdo do porte, podem ser realizadas por meio
da clonagem. Esta pesquisa teve como objetivo estabelecer um protocolo para a
producéo de arvores clonadas, por meio da enxertia e da microenxertia e conhecer o
tropismo dos ramos de A. angustifolia. A enxertia, do tipo placagem lenhosa, foi
realizada em porta-enxertos com trés anos de idade e com borbulhas provenientes
de ramos ortotropicos jovens de plantas adultas. Com o0 objetivo de determinar a
melhor época do ano para se fazer a enxertia. Este procedimento foi realizado no
inicio de cada estacdo do ano, com duas repeti¢cdes, totalizando 160 enxertos. Os
enxertos realizados no inicio do outono tiveram a taxa de sobrevivéncia média de
50%. Nas demais estacbes nao foram obtidos resultados significativos. Conclui-se
que a enxertia por placagem lenhosa é viavel para a producdo de mudas de
araucaria. Para a microenxertia, foram utilizados microporta-enxertos preparados a
partir de embribes germinados in vitro. O material vegetal utilizado nas
microenxertias foi retirado de ramos ortotropicos jovens de individuos adultos pré-
selecionados. A microenxertia foi realizada na regido de epicotilo em microporta-
enxertos de dois meses de idade, utilizando a garfagem de topo e da borbulha com
corte horizontal, no local de contato dos tecidos. Os microenxertos realizados com o
apice caulinar apresentaram 54% de sobrevivéncia aos trinta dias, mas ndo ocorreu
0 crescimento dos propagulos. Os microenxertos realizados com as borbulhas
oxidaram e nao sobreviveram. A descricdo do habito de crescimento de ramos
ortotrépicos e plagiotropicos permitiu conhecer os propagulos que poderdo ser
utilizados na clonagem da araucaria.

Palavras-chave: Pinheiro do Parana, propagac¢éo vegetativa, micropropagacao



Grafting, micrografting and tropism description in the Araucaria angustifolia

ABSTRACT

The Araucaria angustifolia is an endangered species due to the predatory extraction
performed by humans in the recent decades. Currently, there are small Atlantic
Forest fragments where the species is inserted. The Araucaria angustifolia has an
outstanding role in the conservation of the ecosystem: besides supplying with food
the animals in the inner forest during winter, it creates shading conditions for the
growth of other vegetable species such as Paraguay tea (llex paraguariensis), the
imbuya phoebe (P. porosa) and sassafras-cinnamon, among others. It is fundamental
to stimulate its plantation aiming pine seed production which is a highly nutritious
food. The production of seedlings with desired characteristics such as sex
determination, high production of pine seeds in female trees, precocious reproduction
and low height may be carried out through cloning. This research aimed to establish
a protocol for the production of cloned trees, through grafting and micrografting,
besides describing the growth habit of Araucaria angustifolia branches. The grafting
of the bark patch type was held in three-year-old rootstocks and with graftings from
adult plants. The aim of the grafting was to determine the best season of the year to
make the grafting. This procedure was carried out in the beginning of each season of
the year, with two repetitions in the total of 160 graftings. The graftings carried out in
the beginning of the fall had 50% of tissue union. During all the other seasons,
winter, spring and summer, there were not meaningful results. There can be
concluded that the grafting through bark patching is viable for the production of the
Araucaria angustifolia seedlings. For the micrografting, micro-rootstocks from seeds
germinated in vitro were used. The vegetable material used in the micrografting was
withdrawn from young orthotropic branches of pre-selected adult individuals. The
micrografting was held in the epicotyl region, in two-month-old micro-rootstocks
through the grafting of top and horizontal cut bud technique where there was tissue
contact. The microgratfing hold with the caulinar apex had a good tissue union result
with 54% but there was no growth of propagules. The micrografting performed with
buds oxidized and did not survive. These results open new paths for future
micrografting works. The description of the growth habit of the orthotropic and
plagiotropic branches was important for the comprehension of the porpagule
induction mechanisms that may be used for the Araucaria angustifolia cloning.

Key-words: Parana-pine, vegetative propagation, micropropagation.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a Floresta Ombrdfila Mista ou Floresta com Araucaria forma um
importante depdsito da biodiversidade do planeta. A intensa exploracéo desta floresta
gerou grande devastacdo sem precedentes, restando apenas 1 a 2% de sua area
original, sendo considerado o bioma mais ameacado de extincdo do mundo (KOCH e
CORREA, 2002). A Araucaria angustifolia chegou a representar mais de 40% das
arvores existentes na Floresta e cobriu 200.000 km? do territorio brasileiro,
principalmente nos Estados do Sul e Sudeste (RMA, 2005). Um dos grandes desafios
do século XXI é reverter o processo de degradacdo ambiental que ocorreu apos a
revolucao industrial, quando o processo extrativista tomou grandes proporc¢oes.

Atualmente, a A. angustifolia integra a lista das espécies ameacadas de
extincdo (IBAMA, 2009). Trata-se de uma espécie chave na conservagdo do
ecossistema (SOLORZANO-FILHO, 2001), estando ligada culturalmente & populacéo
por apresentar grande valor social e econdbmico, além de ser a arvore simbolo do
estado do Parana.

A formacédo de mudas provenientes de sementes se restringe a poucos
meses do ano (CARVALHO, 1994), devido a perda de 45% da sua capacidade
germinativa apés 120 dias de armazenamento (SUITER FILHO! 1966 apud
CARVALHO, MEDRADO e HOEFLICH, 2003). Somando-se a essa caracteristica, as
arvores normalmente produzem sementes apO0s quinze a vinte anos de idade
(BANDEL e GURGEL, 1967). Visando trabalhos de preservagdo, € fundamental
conhecer a morfologia (HERTEL, 1980), fenologia (SHIMOYA, 1962; MANTOVANI,
MORELLATO e REIS, 2004; ANSELMINI, 2005; ANSELMINI, ZANETTE e BONA,
2006) e a fisiologia dos processos de propagacao vegetativa.

As técnicas de propagacdo por estaquia (IRITANI, SOARES e GOMES,
1986), por enxertia (KAGEYAMA e FERREIRA, 1975) e por micropropagacao
(ZANETTE, IRITANI e PAULA, 1987; IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992, 1993;
IRITANI, 1997; ASTERITA e GUERRA, 1998; GUERRA et al., 2000; SANTOS et al.,
2002; ANSELMINI e ZANETTE, 2008a; STEINER, SILVEIRA e GUERRA, 2007) tem

! Suiter Filho, W. Conservacéo de sementes de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze . Piracicaba:
ESALQ, p. 15, 1966. Mimeografado
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sido utilizadas na tentativa de desenvolver um protocolo eficiente para a producéo de
mudas de A. angustifolia, mas sem resultados satisfatérios para a producdo em
grande escala. Estas pesquisas visaram o melhoramento genético, bancos de
germoplasma, pomares clonais e pomares com a maximizacdo da producdo do
pinh&o, alimento altamente nutritivo.

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de
multiplicacdo vegetativa da A. angustifolia visando producdo de arvores clonadas
para a producdo de pinhdo, explorando a técnica da enxertia e microenxertia,

incluindo o estudo do tropismo no crescimento dos ramos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE

A espécie representa um fossil vivo, que evoluiu da era mesozoica, ha
aproximadamente 250 milh6es de anos. Sobreviveu a grandes transformacoes
geoldgicas, teve momentos favoraveis e se expandiu. Quando as mudancas
climaticas e as alteragdes no ambiente foram hostis, diminuiu o territério ocupado. E
por este motivo que fésseis de A. angustifolia sdo encontrados no nordeste do pais
(IBGE, 1992).

Apés milhdes de anos de selecdo natural, a A. angustifolia representa
grande sucesso ecoldgico, entretanto, apenas meio século de extrativismo
predatorio levou a espécie ao risco de extincdo (IBAMA, 2009). A distribuicdo
geografica da A. angustifolia limita-se as latitudes de 19° e 30° S e longitudes de 40°
e 57° W, concentrando-se nos estados do Sul do pais. Normalmente é encontrada
em altitudes que variam entre 500 a 1500 m, podendo chegar até 2300 m (HUECK,
1972; REITZ, KLEIN e REIS, 1979; KOCH e CORREA, 2002).

A A. angustifolia € uma espécie dioica (raramente monoica), perenifolia,
helidfita pioneira, tipica de regido de altitude, possui tronco reto, cilindrico, com altura
meédia variando entre 20 a 25 m, com diametro na altura do peito de 1,30 ma 2,5 m
(LORENZI, 2002; FRANCO e DILLENBURG, 2007; SOUSA et al, 2008).
Inicialmente as plantas jovens apresentam copa cOnica, 0S ramos primarios sao
cilindricos e curvados para cima, sendo os inferiores maiores. As folhas ou aciculas
sdo presas diretamente aos ramos da planta, sdo simples, alternadas, espiraladas,
lineares a lanceoladas, coriaceas, com até 60 mm de comprimento por 10 mm de
largura.

Até o terceiro ano ocorre um crescimento lento das mudas de araucéria
(AQUINO, 2005), embora este fator esteja relacionado com a disponibilidade de
nutrientes (HOPPE, 1980), umidade, temperatura, genétipo da planta, luminosidade
e espacamento entre as arvores a medida em que a planta cresce (OLIVEIRA,
PILLAR e ROIG, 2007). Aos trés anos de idade ja existe uma diferenca morfologica

nitida entre os ramos com crescimento plagiotrépico e o tronco principal, ortotrépico.
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As arvores adultas apresentam ramos dispostos em 8 a 15 verticilos, cada
verticilo com 6 a 10 ramos espiralados, os verticilos encontram-se mais préximos em
direcdo ao apice. Nesta fase a arvore apresenta a forma de um candelabro.
Raramente ocorrem brota¢ées ao longo do caule (HERTEL, 1980; SOLORZANO-
FILHO, 2001).

A é&rvore € longeva atingindo em média 200 a 300 anos, existindo
exemplares com 386 anos de idade, que foram identificados de acordo com a
contagem dos anéis de crescimento (GOLFARI, 1971; MATTOS? apud CARVALHO,
2003; KOCH e CORREA, 2002; OLIVEIRA, PILLAR e ROIG, 2007).

A idade em que ocorre a primeira floracdo das arvores ou a producéo de
pinhdo varia individualmente. Em plantas isoladas, observou-se producdo de
sementes com dez e quinze anos, podendo ocorrer apds vinte a vinte seis anos em
povoamentos com arvores plantadas proximas. Uma arvore pode produzir pinhdo
por mais de 200 anos, em média produz 40 pinhas por ano, chegando a atingir até
398 pinhas (MATTOS? apud CARVALHO, 2003; KAYUVA, 2009). A extracido de
pinhbes pelo homem €& uma atividade predatoria, mas, se manejada
adequadamente, pode ser usada como aliada para a preservacdo da espécie.
Estudos apontam que o produto ndo madeireiro como o pinhdo contribui para
preservacdo da floresta, mas € preciso avancar na direcdo de critérios de acesso
sustentavel, utilizando a agricultura familiar como parceira na conservacdo da
floresta (SOLORZANO-FILHO, 2001; FLORIANI, 2007).

2.2 REPRODUCAO SEXUADA

O primeiro trabalho sobre a reproducdo da A. angustifolia ocorreu quando
a espécie tinha o nome de Araucaria brasiliana, tendo o autor feito uma descricao
taxonémica, dando enfoque as estruturas reprodutivas por meio de ilustracdes
detalhadas (LAMB,1863). Na sequéncia, Burligame (1913, 1914 e 1915) publicou
trés artigos referentes a reproducdo da Araucaria brasiliensis, descrevendo o

processo de formacgao dos androstrobilos, ginostrébilos e fertilizacao.

% Mattos, J. R. O pinheiro brasileiro . Sd0 Paulo: Grémio Politécnico, 1972. 620 p.
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2.2.1 Androstrébilo

O ciclo do androstrébilo na A. angustifolia é simples quando comparado
com o do ginostrobilo. Todos os androstrobilos presentes na planta encontram-se no
mesmo estadio de desenvolvimento, ao contrario do que acontece com 0S
ginostrobilos, podendo-se em uma mesma arvore observar ginostrébilos no 1°, 2° e
3° ano de desenvolvimento (ANSELMINI, 2005; ANSELMINI e ZANETTEDb, 2008).

Para Mantovani, Morellato e Reis (2004), o crescimento do androstrobilo
ocorre em um periodo de sete meses, desde o inicio da formacao em fevereiro até a
liberacdo do podlen a partir de agosto. Entretanto, para Anselmini e Zanette (2006), o
ciclo inicia-se em novembro e dezembro, totalizando dez a onze meses de
desenvolvimento até a maturacdo. Esta diferenca de trés meses provavelmente se
deve ao fato do trabalho realizado por Anselmini e Zanette (2006) ter contado com
ajuda de uma plataforma elevatéria de 18 m de altura, com observacgfes feitas no
topo da arvore. Desta forma, o inicio da formacdo dos androstrobilos foi registrado
precocemente com estruturas visiveis a partir de 4 mm. No inicio do
desenvolvimento, o androstrébilo € protegido pelas folhas terminais e é de dificil
visualizacdo. Num estddio mais avangado de desenvolvimento, mede
aproximadamente 10 cm, apresenta coloragdo verde e um eixo longitudinal retilineo;
posteriormente, durante a maturacdo, observa-se mudanga na cor para marrom e
um curvamento no eixo longitudinal. Na fase da polinizacdo, aproximadamente em
setembro, observa-se um afrouxamento dos microsporéfilos dando acesso ao vento
para a liberacéo do pdlen (HERTEL, 1980).

Vérios autores citam que a liberacdo do polen ocorre em setembro, porém
as condicbes ambientais como pluviosidade e temperatura podem antecipar ou
retardar o amadurecimento do polen (SOUSA, 2000; MANTOVANI, MORELLATO e
REIS, 2004; ANSELMINI e ZANETTE, 2006). Em anos mais secos, a dispersao do
polen é rapida, enquanto em anos com alta umidade do ar, a dispersao do pélen
pode levar até 3 meses (SOUSA, 2000). Desta forma, a liberacdo do pdélen pode
ocorrer entre agosto e setembro (MANTOVANI, MORELLATO e REIS, 2004), ou
entre agosto e outubro (ANSELMINI e ZANETTE, 2006).

Internamente ao androstrébilo, sdo observados pequenos agrupamentos,
os microesporofilos. Burlingame (1913) observou 1000 microespordfilos dispostos

em espiral, enquanto Hertel (1980) observou 1300 microesporéfilos por
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androstrobilos. Cada microesporéfilo contém aproximadamente 10 a 15
microesporangios, com deiscéncia longitudinal. Em cada microesporangio
aproximadamente entre 500 a 1000 grdos de polen que sdo produzidos
(BURLINGAME, 1913) a partir do armazenamento dos microsporos (GIFFORD e
FOSTER, 1989). Desta forma, cada androstrébilo produz faciimente um milhdo de
graos de pélen.

Para Burlingame (1913), os microsporangios sao formados a partir das
divisbes periclinais das células da hipoderme. Na sequéncia do desenvolvimento, a
célula mée do grao de pdélen aumenta seu volume (citoplasma, vacuolos, nacleos) e
mudancas quimicas sao realizadas internamente no esporangio, principalmente com
relacdo as estruturas mucilaginosas.

O gréo de polen de A. angustifolia apresenta uma estrutura esferoidal com
diametro entre 60-90 um. A exina apresenta cerca de 3 um de espessura, sendo
finamente granulada e um tanto fragil e se rompe no processo de acetélise
(ERDTMA, 1952). No grao de pdlen, numerosos nucleos foram encontrados
(BURLINGAME, 1913), fato esse né&o encontrado em Podocarpus, Dacrydium,
Phyllocladus e Saxegotha (GIFFORD e FOSTER, 1989).

Estudos sobre a germinacdo do grdo de podlen de A. angustifolia foram
realizados, tendo mostrado que diferentes tipos de aglcares e concentra¢cdes nao
influenciaram sua germinacao. Os resultados de germinacao foram inferiores a 3%,
porém, novas pesquisas, utilizando concentracdes inferiores de 25% de acucar,
sugeriram que acgucares poderiam provocar um efeito estimulante na germinacao do
polen (SOUSA-LANG e PINTO, 1997).

2.2.2 Ginostrobilo

O desenvolvimento do ginostrébilo ou estrobilo feminino da A. angustifolia
traz algumas discussdes estruturais, morfologicas e fenoldgicas. As fases precoces
do desenvolvimento do ginostrébilo sdo de dificil deteccdo (SHIMOYA, 1962;
HERTEL, 1980; ANSELMINI, 2005). Inicialmente, as estruturas estdo escondidas
nos monofilos terminais; posteriormente, 0s ginostrébilos sdo expostos ao ambiente.
Essa observacdo precoce do ginostrobilo s6 foi possivel gracas as observacdes
realizadas na altura da copa (ANSELMINI e ZANETTE, 2006).
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Desta forma, fica facil compreender os diferentes resultados do ciclo
reprodutivo da A. angustifolia. Burlingame (1914) e Mantovani, Morellato e Reis
(2004) observaram um ciclo reprodutivo visivel de até 24 meses. Shimoya (1962)
determinou o periodo de 46 a 48 meses e Hertel (1980) descreveu a necessidade de
36 a 48 meses para a maturacdo dos pinhdes. Anselmini, Zanette e Bona (2006)
relataram um periodo de 29 a 34 meses para o ciclo completo de reprodugdo nas
condicbes ambientais da regido de Curitiba. Além da dificil visualizacdo das
estruturas reprodutivas no inicio do desenvolvimento, fatores genéticos e climaticos
também interferem nos processos do desenvolvimento do pinh&o, tornando dificil
afirmar o periodo exato do inicio até o final da formacéo do pinh&o.

Shimoya (1962) classificou os estrobilos em trés grupos. O primeiro grupo
foi formado por ginostrobilos com 3 ou 4 cm de diametro, que nao apresentaram
nenhuma formacéo ovular, apenas tegumento e massa nucelar simples. O segundo
grupo foi formado por ginostrobilos com 4 cm até 6 cm, observando-se tubos
polinicos no apice nucelar e formacdo de cameras de tubos. O terceiro grupo foi
formado por ginostrébilos de 7 a 8 cm, que apresentaram oosferas ja fecundadas.
Anselmini e Zanette (2008b) observaram que, entre 0 més de novembro a junho,
pode-se constatar a presenca de ginostrébilos com trés estadios de desenvolvimento
em uma mesma arvore, porém estadios diferentes daqueles descritos por Shimoya
(1962). O primeiro estadio do ginostrobilo, ndo € visivel, pois esta protegido por
aciculas e somente apO0s nove meses é exposto. No segundo estadio, os
ginostrobilos estdo prontos para receber o podlen. No terceiro estéddio de
desenvolvimento, os ginostrébilos ja foram polinizados. Entretanto, o trabalho
realizado por Anselmini, Zanette e Bona (2006) merece uma atencao especial, pois
contou com equipamento especial para pesquisar no topo da arvore, diminuindo o
erro durante a observagao dos ginostrobilos.

Na ocasido da polinizacdo, que se inicia em setembro (MANTOVANI,
MORELLATO e REIS, 2004; ANSELMINI, 2005) ou em outubro (SHIMOYA, 1962),
0S megasporangios ndo completaram seu desenvolvimento. Entre a polinizacéo e a
fertilizacdo, foi registrada uma variagdo entre doze a quatorze meses
(BURLINGAME, 1913, 1915; SHIMOYA, 1962). Nesse tempo, entre a polinizacao e
a fertilizacdo, os gametofitos femininos e masculinos terminam seu desenvolvimento.

O polen cai a uma distancia consideravel do évulo (BURLINGAME, 1913).
Hertel (1980) cita que ndo h& estrutura especificamente captadora do pélen, mas,
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segundo Shimoya (1962), foram encontradas glandulas que secretam uma
substancia adesiva para reter o polen e promover o desenvolvimento do tubo
polinico na regido de unido dos megasporangios, o que facilita o processo.

A polinizacéo dirigida esta sendo usada como ferramenta para cruzamento
com populacdes distantes, abrindo novas expectativas para a produgcdo de mudas
selecionadas (ANSELMINI, ZANETTE e BONA, 2006; ZANETTE, 2007a; 2007Db).

O desenvolvimento do tubo polinico ocorre em duas fases, uma externa e
outra interna. Na fase externa, os graos de podlen levam aproximadamente dois
meses para germinar entre os megasporangios, formando uma delicada teia. Na
fase interna, apés a penetragdo do tubo polinico na nucela apical, as células da
nucela tornam-se ricas em amido. E esse amido é assimilado pelo tubo polinico no
seu desenvolvimento, formando a primeira camara do tubo (SHIMOYA, 1962). Os
tubos s6 crescem onde ha células ricas em amido. A destruigcdo do tecido nucelar
pela penetracdo dos tubos polinicos estimula a formag¢do de numerosos arquegonios
(SHIMOYA, 1962; GIFFORD e FOSTER, 1989).

O inicio da formacédo do pré-embrido € muito rapida, sendo o embrido
formado por radicula, regido do suspensor, hipocétilo e dois cotilédones. Foram
observados trés ou até quatro pro-embrides por semente. As células pro-
embridnicas podem ser numerosas, mas a maioria fica nas cavidades arquegonais
primitivas e apenas uma se desenvolve até o final. O tecido endospérmico primario
desenvolve-se paralelamente ao pro-embrido, contém dez ou mais nucleos por
célula como consequéncia de muitas mitoses. Quando cessam as mitoses, ocorre a
formacdo do amido, passando entdo a endosperma secundario, tecido nutritivo do
pré-embrido. O endosperma secundario se forma somente na regidao aonde o pro-
embrido ou pro-embrides irdo se desenvolver. Nem todos os arquegbnios
fecundados irdo formar o embrido, pois se houver uma diferenca de maturidade dos
gametas ou algum defeito, ocorrerd sua degeneragcdo, sem que haja o

desenvolvimento do embrido, formando pinhdo chocho (SHIMOYA, 1962).

2.2.3 Mudas de sementes

A producdo de mudas a partir de semente da A. angustifolia € simples,

mas se restringe a alguns meses no ano. A maturacao das sementes ocorre de entre
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abril a setembro (ANSELMINI, 2005). No entanto, as sementes sao do tipo
recalcitrante (TOMPSETT, 1984), ndo toleram a perda de umidade abaixo de 37% e
nem o armazenamento a baixa temperatura. Existe uma queda de germinagdo com
o aumento do periodo de armazenamento das sementes (FONTES, DAVIDE e
DAVIDE, 2001).

A selecdo das sementes € importante para a producdo de arvores com
qualidade. Antes da semeadura € aconselhavel colocar as sementes em um
recipiente com agua, as que boiarem devem ser eliminadas, pois dificiimente irdo
germinar. Para acelerar a germinagéo as sementes devem permanecer na agua por
24 horas. Varios recipientes podem ser usados para a producdo de mudas,
entretanto, o uso de tubetes € aconselhavel, pois ndo enovelam as raizes, facilitam o
manejo e o plantio a campo. O uso de substrato deve ser adaptado a disponibilidade
de material que cada produtor possui, mas tem que ter boa drenagem, boa
homogeneidade, baixa densidade e ser livre de pragas (WENDLING e DELGADO,
2008). A germinacéo inicio da-se entre 20 a 110 dias (KUNIYOSHI, 1983). As mudas
devem passar por uma rustificacdo antes de serem levadas para o campo, 0S

demais cuidados sdo os mesmos as demais espécies florestais.

2.3 PROPAGACAO VEGETATIVA

A propagacdo vegetativa é uma importante ferramenta na cadeia do
melhoramento genético, maximizando ganhos em uma Unica geracao, mantendo as
caracteristicas favoraveis, evitando a variabilidade encontrada em arvores obtidas de
semente. A propagacao clonal de pinus e eucaliptos evoluiu muito nas ultimas trés
décadas (HIGASHI, SILVEIRA e GONCALVES, 2000), mas poucos trabalhos com A.
angustifolia foram desenvolvidos em macropropagacdo (GURGEL, GURGEL-FILHO,
1967; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975; BETTIO, WENDING e DUTRA, 2008) e
micropropagacao (ZANETTE, IRITANI e PAULA 1987; IRITANI, 1981; IRITANI,
SOARES e GOMES, 1986; IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992, 1993; IRITANI,
1997; ANSELMINI e ZANETTE, 2008a).
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A propagacao vegetativa da A. angustifolia pode contornar duas barreiras
existentes quando se tem como objetivo a producgéo de pinh&o: antecipar a producéo
da semente, que ocorre naturalmente apds aproximadamente quinze anos de idade
(BANDEL e GURGEL, 1967), e determinar o sexo da arvore. Aléem disso, a
clonagem leva a selecdo de matrizes com alta produgcdo de pinh&o, selecdo de
arvores de menor estatura (facilitando a coleta de pinhdes), uniformidade no
crescimento e disponibilidade imediata de mudas de alta qualidade para o plantio

comercial.

2.3.1 Macropropagacédo de Araucaria angustifolia

N&o existe um protocolo eficiente para propagar A. angustifolia em grande
escala por estaquia (IRITANI, SOARES e GOMES, 1986) ou enxertia (GURGEL e
GURGEL-FILHO,1967; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975). O habito de crescimento
dos ramos é uma barreira para a propagacao vegetativa, pois apresentam
crescimento plagiotrépico ou ortotrépico.

Os ramos ortotropicos crescem no apice da arvore ou em brotacdes
laterais do tronco, na maioria das vezes com diametro avantajado para se fazer
enxertia (KAGEYAMA e FERREIRA, 1975). Os ramos plagiotropicos apresentam
crescimento lateral, simetria bilateral, crescimento e tempo de vida limitado (IRITANI,
ZANETTE e CISLINSKI, 1992). Esses ramos, quando utilizados para enxertia
(KAGEYAMA e FERREIRA, 1975) ou estaquia (IRITANI, 1981), n&do formam
individuos normais, pois desenvolvem individuos com crescimento lateralizado
(IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992). Entretanto, em Araucaria excelsa ocorreu
uma reversao parcial do plagiotropismo apds quatro enxertias sucessivas em mudas
muito jovens, mas ainda com simetria bilateral (MAENE e DEBERGH, 1987). Este
resultado abre uma perspectiva para futuros trabalhos com A. angustifolia.

N&o se conhecem os mecanismos que levam o meristema apical do caule
a formar gema axilar ortotropica ou plagiotrépica. Sabe-se que as células
meristematicas encontradas nas axilas das folhas ao longo do caule séo capazes de
produzir brotacdes ortotropicas. As mudancas ambientais, nutricionais e hormonais
podem causar mudancas fisiolégicas e morfologicas, temporarias ou permanentes
(IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992).
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E fundamental, para desenvolver a macropropagacdo da A. angustifolia, a
inducéo de brotacdes epicormicas. Wendling et al. (2009) induziram quatro regides
distintas da arvore a produzir brotagdes ortotropicas. Os ramos laterais de arvores
adultas emitiram o maior numero de brotos, incluindo brotacdes ortotropicas,
plagiotropicas e brotacdes sem definicdo quanto ao tropismo. As brotagbes
resultantes do corte raso da arvore apresentaram um indice 90% de brotos com

crescimento ortotrépico, com aproximadamente 40 brotac¢des por planta.

2.3.1.1 Estaquia

A estaquia de A. angustifolia foi realizada com os ramos que
apresentavam crescimento plagiotropico, de planta com quatro anos de idade. As
estacas foram retiradas de segmentos com 17 a 20 cm, e ap0s a assepsia, 0
material botanico foi tratado com duas auxinas: acido indol-3-acético (AlA) e acido
indol-3-butirico (AIB). Uma boa taxa de sobrevivéncia e formacdo de calo foi
observada, mas a formacéo de raizes ocorreu em 19,44% do material. Seccdes
transversais feitas nas raizes mostraram sua origem nos meristemas formados pela
desdiferenciacdo de células parenquiméticas do calo. Foram observados em média
4-5 primoérdios radiciais, mas somente um ou dois emergiram da estaca formando a
raiz, que era funcional e com conexdes vasculares (IRITANI, SOARES e GOMES,
1986).

Em outro trabalho, foi realizada a estaquia de ramos provenientes da
brotacdo ap0s o corte raso das arvores, com bons resultados. Apos 120 dias, as
estacas apresentaram 96,6% de sobrevivéncia, com raizes de 3 mm em média,
sendo que a aplicacdo do Acido indol-3-butirico (AIB) até 6000 mg L™* néo
apresentou efeito (BETTIO, WENDLING e DUTRA, 2008).

2.3.1.2 Enxertia

Poucos trabalhos foram realizados com a enxertia de A. angustifolia, ndo
tendo havido continuidade nas pesquisas. Alguns tipos de garfagem foram testados
(GURGEL e GURGEL-FILHO,1967; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975), mas existem
dois problemas que impedem o éxito da enxertia. Os ramos ortotropicos possuem
diametro incompativel com os do porta-enxerto, e 0s ramos plagiotropicos
apresentam o diametro compativel, mas com crescimento lateralizado do enxerto,

caracteristica indesejavel.
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A precocidade reprodutiva apds trés anos da enxertia foi descrita em
Araucaria cunnighamii. A producéo de estrobilos provenientes de enxertos de ramos
plagiotrépicos ocorreu antes dos enxertos provenientes de ramos ortotropicos
(NIKLES, 1961). Dessa forma, abrem-se questbes importantes a serem
pesquisadas, principalmente com relacdo ao tropismo dos ramos e a producdo de
pinhdes antecipadamente.

2.3.2 Cultura de tecidos de Araucaria angustifolia

2.3.2.1 Micropropagacao

A micropropagacao de espécies lenhosas vem sendo estudada ha varias
décadas e tem como objetivo basico o estabelecimento de uma metodologia de
multiplicacé@o clonal de individuos superiores. A micropropagacao pode ser realizada
via gemas pré-existentes ou cultura de calos derivados de diferentes tecidos,
visando a regeneracdo pela organogénese direta ou indireta (TEIXEIRA, 2001).
Entre os problemas existentes na micropropagacado de espécies lenhosas, esta a
perda parcial ou total da capacidade de regeneragdo conforme a idade (IRITANI,
1997), oxidacao fendlica e contaminacdo (TEIXEIRA, 2001).

A micropropagacao de A. angustifolia foi pesquisada por Zanette, Iritani e
Paula (1986), Iritani, Zanette e Cislinski (1992 e 1993) e Anselmini e Zanette
(2008a). Um protocolo eficiente para se micropropagar A. angustifolia em grande
escala ainda nao foi estabelecido, pois 0os mesmos problemas descritos na
macropropagacao sao encontrados na micropropagacao.

Com o objetivo de estabelecer um protocolo de multiplicagéo in vitro de
genotipos superiores da espécie, Zanette, Iritani e Paula (1987) pesquisaram a
capacidade morfogénica de segmentos caulinares de mudas de A. angustifolia com
50 a 60 dias de vida. Foram coletados segmentos de aproximadamente 1,5 a 2,0 cm
de comprimento do eixo principal na regido basal, mediana, subapicais contendo as
regibes meristemas. Testaram-se diferentes concentragdes de mioinositol e glicina
em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962). O melhor resultado obtido ocorreu em
segmentos basais, que formaram o maior numero de brotos a partir de meristemas
de folhas. O meio de cultura que melhor respondeu foi 0 MS/2 + glicina a 4 mg/L e

250 mg/L de mioinositol. Concluiu-se que segmentos de material juvenil do caule da
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A. angustifolia tém alta capacidade de regeneracéo, nao requerendo o fornecimento
exdgeno de reguladores vegetais, quando cultivados in vitro. Com esse experimento,
ficou evidente que as regifes basais do caule apresentaram maior capacidade
morfogénica de formacdo de brotos do que as regides superiores do caule,
provavelmente ocorreu influéncia positiva da citocinina na base do caule e maior
distancia do apice (auxina).

Dando continuidade aos trabalhos com segmentos caulinares com plantas
jovens de 2 a 3 meses de idade, foram realizados dois trabalhos (IRITANI,
ZANETTE e CISLINSKI, 1992; IRITANI, 1997).

No primeiro, os segmentos caulinares foram cultivados em meio MS/2,
sem reguladores vegetais. As células meristematicas axilares ortotropicas romperam
0 cortex e ocorreu desenvolvimento normal de apices caulinares apés 13° ao 15° dia
de cultivo in vitro. Porém, foi observado que existiu uma forte correlacdo de
dominancia (ramo ortotrépico), um broto se desenvolvendo mais e impedindo o
crescimento dos outros. Possivelmente uma série de fatores como o teor endégeno
de horménios, estacbes do ano e fatores ambientais de cultivo exerceram influéncia
nas respostas dos meristemas (IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992).

No segundo trabalho, foram testados varios tratamentos a partir de ramos
axilares. O maior numero de brotos ocorreu sob a influéncia da zeatina em meio
MCM “Medium for conifer morphogenesis” (BORNMAN, 1983). O alongamento de
gemas apicais ocorreu melhor em MS/2, com contribuicdo significativa do carvao
ativado. O enraizamento de gemas apicais (plagiotrépicos) de brotos dominados
ocorreu em meio MS/2 com carvao ativado. O enraizamento dos brotos dominantes
(ortotropicos) ocorreu em meio MS contento AIB. Porém os indices de enraizamento
nao foram satisfatorios, tendo ocorrido variacdes de 0% a 50%, mostrando uma
dependéncia quase que total da capacidade de enraizamento conforme a
capacidade individual da planta matriz (IRITANI, 1997).

2.3.2.2 Microestaquia

Microestacas de A. angustifolia de brotos ortotropicos de material jovem
foram cultivadas em meio bésico, acrescido de acido indo-3-butirico (AIB), tendo
apresentado uma porcentagem muito baixa de enraizamento (0-50%). Fatores como
condicbes do cultivo, estacbes do ano, capacidade individual de enraizamento,

procedéncia e idade dos individuos podem estar envolvidos no resultado do indice
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de enraizamento. No material que enraizou foi observado a desdiferenciacédo de
células parenquimaticas, formando células do cambio isoladas que originam ninhos
de tragueides e células parenquimaticas calosas. No decorrer do desenvolvimento,
foi possivel verificar a conexdo direta do sistema vascular da microestaca com o
ninho de traqueides muito proximo ao sistema vascular da raiz formada. As raizes
formadas apresentaram-se morfologicamente e fisiologicamente funcionais,
permitindo uma boa sobrevivéncia das microestacas (IRITANI, ZANETTE e
CISLINSKI, 1993).

2.3.2.3 Microenxertia

A microenxertia € utilizada quando a gema obtida de uma cultura de
meristemas ndo regenera uma planta inteira e as partes aéreas regeneradas
apresentam dificuldade para enraizar. Esta técnica é extremamente importante para
espécies lenhosas, principalmente quando se deseja a manutencdo das
caracteristicas adultas no propagulo vegetativo (PIERIK, 1987; TORRES, CALDAS e
BUSO, 1999), como é caso da A. angustifolia. O primeiro trabalho de microenxertia
da espécie foi publicado por Anselmini e Zanette (2008b), e teve como principal
objetivo determinar a melhor técnica utilizada para automicroenxertia e microenxertia
de ramos plagiotropicos. Em plantas germinadas in vitro, com 2, 3, e 12 meses
idade, foram testados dois locais de enxertia no porta-enxerto, epicotilo e hipocatilo,
e dois tipos de enxertia, garfagem de topo com e sem fenda. O melhor resultado foi
o de microenxertias realizada no epic6tilo em mudas de 2 meses de idade com
garfagem de topo sem fenda. A alta taxa de sucesso e o crescimento dos enxertos
comprovou a capacidade organogenética dos tecidos, com o reestabelecimento da
conexdo cambial entre os tecidos, aclimatizacdo das plantas, comprovando que a
técnica é eficiente e factivel. Esses excelentes resultados abriram boas expectativas
para se trabalhar com a micropropaga¢édo de ramos com crescimento ortotrépico de

plantas adultas.

2.3.2.4 Estudos sobre a embriogénese somatica
A embriogénese somatica em A. angustifolia foi estudada com a utilizacéo
e estabelecimento de embribes imaturos em culturas embriogénicas. Ocorreu a

formacdo de massas suspensoras-embrionarias, dependente do estaddio de
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desenvolvimento do explante e da utilizacdo de auxinas como 2,4-D (&cido 2,4-
diclorofenoxiacético) e citocininas como BAP (6-benzilaminopurina) e cinetina
(ASTARITA e GUERRA, 1998), em meio de cultura LP (VONARNOLD e ERIKSSON,
1981). Posteriormente, em meio LP suplementado com 1% de polietileno glicol
(PEG) 8000, ndo ocorreu progressao dos pro-embrides somaticos para estadios
subsequentes, independentemente dos tratamentos para maturacao utilizados.
Guerra et al. (2000), com a utilizagdo de meio de cultivo suplementado com PEG
4000 (3, 6 e 9%) associado a maltose (3, 6 e 9%) e albumina, conseguiram
formacdo de embries somaticos no estadio de torpedo. No entanto, novamente a
maturacdo dos embrides nao foi obtida. Meios de cultura LP liquido suplementados
com PEG 3350 (6 e 9%), maltose (6 e 9%), BAP e cinetina foram efetivos para o
desenvolvimento de embrides somaticos nos estadios globular e torpedo a partir de
culturas embriogénicas (SANTOS et al., 2002).
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3 CAPITULO |

ENXERTIA DE Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE NO INICIO DAS QUATRO
ESTACOES DO ANO

RESUMO

E fundamental incentivar o plantio da Araucaria angustifolia, pois a espécie
desempenha um papel chave na conservacdo do ecossistema e integra a lista de
espécies ameacgadas de extincdo. Produzir mudas com caracteristicas que
incentivem o plantio é importante para a preservacdo da espécie. A enxertia pode
propiciar a escolha de arvores fémeas, precocidade reprodutiva e producdo de
pinhBes com alta qualidade. O objetivo deste trabalho foi determinar a melhor época
do ano para se fazer a enxertia. Foram utilizadas mudas de trés anos de idade como
porta-enxerto e ramos ortotropicos jovens de plantas adultas para os enxertos. A
técnica usada para a enxertia foi a placagem lenhosa. Este procedimento foi
realizado no inicio de cada estacdo do ano, com duas repeti¢cdes, totalizando 160
enxertos. Os enxertos realizados no inicio do outono tiveram em média 50% de
sobrevivéncia. Nas demais estacdes, os resultados foram inferiores. Conclui-se que
a enxertia por placagem é tecnicamente viavel para a producdo de mudas com o
desenvolvimento normal das plantas de A. angustifolia. Novas pesquisas devem ser
realizadas para producdo em maior escala de mudas enxertadas.

Palavras-chave: Pinheiro do Parana, propagacao vegetativa, placagem
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GRAFTING OF Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE IN THE FOUR SEASONS
OF THE YEAR

ABSTRACT

It is fundamental to stimulate Araucaria angustifolia plantation because the species
performs a key role in the conservation of the ecosystem and integrates the list of
endangered species. Producing seedlings with characteristics that stimulate the
plantation is important for the preservation of the species. The grafting provides the
choice of female trees, precocity reproduction and the production of high quality pine
seeds. The aim of this paper was to determine the best season of the year to graft.
Three-year-old seedlings were used as rootstock and orthotropic branches of young
plants were used for the grafting. The technique used for the grafting was the bark
patch. This procedure was carried out in the beginning of each season of the year,
with two repetitions, with the total of 160 graftings. The graftings carried out in the
beginning of the fall had 50% of tissue union. During all the other seasons, there
were not meaningful results. It can be concluded that the grafting through bark
patching is viable for the production of the A. angustifolia seedlings. New researches
should be carried out to produce grafted seedlings in large-scale.

Key-words: Parana-pine, vegetative propagation, bark patch
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3.1 INTRODUCAO

A A. angustifolia propaga-se naturalmente por meio de suas sementes,
gue sao produzidas apos quinze a vinte anos de idade (BANDEL e GURGEL, 1967),
e somente apds esse periodo tem-se a certeza se a arvore € fémea ou macho. A
producdo tardia de pinhdo e a indeterminacdo do sexo levaram muitos
pesquisadores a buscar formas de propagar a A. angustifolia assexuadamente
(GURGEL e GURGEL-FILHO, 1967; GURGEL-FILHO, 1980; KAGEYAMA e
FERREIRA, 1975; ZANETTE, IRITANI e PAULA, 1987; ANSELMINI, 2008;
ANSELMINI e ZANETTE, 2008). Além de eliminar esses dois problemas, a
propagacao vegetativa leva a clonagem de genatipos superiores (HARTMANN et al.,
2002), formacgao de pomares clonais (ZANETTE, IRITANI e PAULA, 1987) e bancos
clonais, visando a regeneracdo genética de material superior para a utilizagdo em
programas de melhoramento genético (KAGEYAMA e FERREIRA, 1975). A
producdo comercial em larga escala de pinus e eucaliptos enxertados ja ocorre ha
muitas décadas no Brasil (BERTOLLOTTI et al., 1979; MORA et al., 1980; GOMES e
PACHECO, 1994), o que ndo acontece com A. angustifolia.

A precocidade na producdo de pinhdo proveniente de arvores enxertadas
ocorre a partir do primeiro ano para Pinus pinea e de trés anos para Araucaria
cunninghamii (NIKLES, 1961). O pinhdo de P. pinea é utilizado na industria alimentar
em Portugal, apresentando boa rentabilidade, movendo a economia local. Cada
arvore produz pinhas com peso meédio de 300 a 350 g (CARNEIRO, 2007). A A.
angustifolia, por sua vez, apresenta pinhas com 1500 g em média. Entretanto, o
pinhdo é um recurso pouco explorado no Brasil e ainda ndo recebeu a devida
importancia, apesar do seu alto valor nutritivo (GAMA, 2006).

Entretanto, a A. angustifolia € dificil de ser propagada por estaquia
(IRITANI, 1981; IRITANI, SOARES e GOMES, 1986; DELGADO, WENDLING e
BRONDANI, 2007; BETTIO, WENDLING e DUTRA, 2008), enxertia (GURGEL e
GURGEL-FILHO,1967; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975) ou por micropropagacao
(ZANETTE, IRITANI e PAULA, 1987; IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1993;
IRITANI, 1997; ANSELMINI e ZANETTE, 2008). Existem poucos trabalhos com a
enxertia da A. angustifolia, este fato ocorre por se tratar de uma espécie endémica e

com ciclo de vida muito longo, cujas respostas das pesquisas levam anos para
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serem concluidas. Além disso, existe uma barreira técnica que dificulta a enxertia.
Os ramos da planta apresentam dimorfismo, que se caracteriza pela diferengca no
habito de crescimento, formando ramos com crescimento ortotropico e plagiotropico.

Os ramos ortotropicos crescem no apice da arvore ou em brotacoes
laterais do tronco, o que ndo é muito frequente. Na maioria das vezes, possuem
diametro avantajado sendo incompativel com o porta-enxerto, dificultando a
propagacdo (GURGEL e GURGEL-FILHO, 1967; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975).
Os ramos plagiotrépicos apresentam crescimento horizontalizado e tempo de vida
limitado (IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992). Quando utilizados para a enxertia
(GURGEL e GURGEL-FILHO, 1967; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975) ou estaquia
(IRITANI, 1981) ndo formam individuos normais, e sim individuos com crescimento
plagiotropico (IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992).

N&o se conhecem os mecanismos que levam o meristema apical do caule
a formar gema axilar ortotropica ou plagiotrépica. Sabe-se que esse fenbmeno se
caracteriza por uma diferenciacdo somatica, que na maioria dos casos €
permanente, podendo, por meio da multiplicacdo vegetativa, propagar as duas
diferentes formas (GURGEL-FILHO, 1980). As mudancas ambientais, nutricionais e
hormonais podem causar mudangas fisiolégicas e morfoldgicas, temporarias ou
permanentes (IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992).

E de fundamental importancia o desenvolvimento de mudas para
incentivar o plantio da A. angustifolia, agregando novas perspectivas para o
agricultor, como plantio de arvores selecionadas e com precocidade na producao de
pinhdes. E por estes motivos que esta pesquisa teve como principal objetivo definir
um protocolo de enxertia, escolhendo a melhor estacdo do ano para a sua

realizacao.
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3.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado ao ar livre, na unidade experimental do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana, Curitiba. O experimento foi desenvolvido de 2006
a 2009. Em 2006, os porta-enxertos foram transplantados para o ambiente externo.
No ano 2007 e 2008, durante o inicio da segunda semana de cada estacdo do ano,
foi feita a enxertia.

Para a obtencdo dos porta-enxertos, foram utilizadas plantas oriundas de
sementes pré-selecionadas de A. angustifolia. Estas plantas permaneceram em saco
plastico até os dois anos de idade, posteriormente foram transplantadas para vasos
plasticos com o volume de dezesseis litros e enxertadas apds o terceiro ano (Figura
1A). Foram utilizados 114 porta-enxertos e realizados 160 enxertos. Durante o
primeiro ano cada planta recebeu um enxerto. No segundo ano, 0s porta-enxertos
cujos enxertos ndo sobreviveram na primeira enxertia, receberam um segundo ou
terceiro enxerto. A enxertia foi realizada durante dois anos, na entrada de cada
estacdo do ano.

Os ramos usados para fazer os enxertos foram obtidos de oito arvores
adultas: quatro fémeas e quatro machos. Estes ramos se apresentavam jovens,
verdes, tenros e com crescimento ortotrépico, resultado de brotacdes laterais ao
longo da arvore (Figuras 1B e 1C). Cada ramo media aproximadamente vinte
centimetros de comprimento, contando do apice para a base (Figuras 1D e 1E).
Todos os enxertos foram realizados com material coletado no dia da enxertia. Com
auxilio de uma tesoura de ponta fina, foram retiradas as aciculas dos ramos (Figuras
1F e 1G).

As placas para as enxertias foram cortadas com uma lamina de bisturi e
mediam aproximadamente 25 a 35 mm de comprimento e 8 mm de largura (Figuras
1H e 11). Em seguida, a placa foi encaixada na janela aberta do porta-enxerto o
mais rapido possivel, evitando tocar nos tecidos de contato. Apds 0 encaixe, 0
material vegetal foi amarrado com um arame e com uma fita plastica com
aproximadamente 30 cm de comprimento, para evitar a penetracdo de agua e o

ressecamento (Figuras 1J, 1K e 1L).
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A enxertia ocorreu na regido subapical do ramo principal do porta-enxerto
(Figura 1L), na regido em que as aciculas foram retiradas. Apdés 80 dias, foram
avaliados os enxertos vivos e mortos, e a fita plastica foi retirada (Figuras 2A, 2B e
2C). Quando a placa estava verde e bem aderida (Figuras 2A e 2B), o arame foi
retirado.

A partir de 120 dias foram avaliados os enxertos que continuavam vivos
(Figuras 2D e 2E), neste periodo ocorreu a decapitacdo do broto terminal do porta-
enxerto. As brotacdes do porta-enxerto que apareciam, foram retiradas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, foram utilizados
quatro tratamentos, cada tratamento correspondendo a uma estagcdo do ano. Cada
tratamento possuiu quatro repeticdes, duas repeticbes a cada ano por estacao,
sendo que cada unidade experimental foi composta por dez plantas, totalizando
cento e sessenta enxertos. Os dados coletados foram analisados pelo teste Qui-
quadrado ao nivel de 99% de probabilidade.



FIGURA 1 - Araucaria angustifolia; A- PORTA-ENXERTOS COM TRES ANOS DE IDADE;
B, C, D E E- RAMOS ORTOTROPICOS DE ARVORES ADULTAS, UTILIZADOS PARA A
ENXERTIA; F, G, H E I- RETIRADA DAS ACICULAS PARA A ENXERTIA; J- ENCAIXE DO
ENXERTO COM O PORTA ENXERTO; K- FIXACAO DA PLACA DE ENXERTIA; L-
FIXACAO DO FITILHO.
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FIGURA 2- ENXERTIA DE Araucaria angustifolia; A E B- ENXERTOS SOBREVIVENTES
REALIZADOS NO INIiCIO DO OUTONO, APOS O TERCEIRO MES; C- ENXERTO NAO
SOBREVIVENTE, REALIZADO NA PRIMAVERA; D E E- ENXERTO REALIZADO NO
OUTONO APOS OITO MESES; F- BROTACAO DO ENXERTO E DO PORTA ENXERTO,
APOS UM ANO E OITO MESES; G E H- ENXERTIA APOS UM ANO E OITO MESES E
DOIS ANOS, RESPECTIVAMENTE; | E J- ENXERTIA APOS DOIS ANOS E OITO MESES,
MATERIAL TRANSPLANTADO PARA O CAMPO, COM A SETA INDICANDO O LOCAL DA
ENXERTIA.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Sobrevivéncia dos enxertos nas estacdes do ano

O teste de Qui-quadrado revelou existir associagdo entre a sobrevivéncia
e as estacdes do ano. O indice de sobrevivéncia foi de 65% e 35% dos enxertos
realizados no outono, 0% e 5% realizados no inverno, 0% e 20% na primavera e 0%
no verdo. O outono diferiu de todas as estacdes, com maior média de sobrevivéncia
de todos os enxertos (Tabela 1 e 2).

O sucesso da sobrevivéncia e do crescimento do enxerto depende de
varios fatores como: época do ano, fase de crescimento e idade da planta matriz,
fase de crescimento e idade do porta-enxerto, ciclo de vida dos tecidos envolvidos,
tipo de enxerto, local de cultivo, afinidade anatdmica quanto ao tamanho e forma das
células, consisténcia dos tecidos, exigéncia nutricional, porte e vigor da copa e do
porta-enxerto, producdo de compostos metabolicos secundarios como resina ou
substancias fendlicas que dificultam a formacdo de calos e condicao fitossanitaria
do enxerto e do porta-enxerto (FACHINELLO et al., 1995; HARTMANN et al., 2002).

Um fator determinante para o sucesso da enxertia nesse trabalho foi a
técnica utilizada, a placagem lenhosa de ramos ortotrépicos. O método contorna o
problema entre a diferenca de diametro dos ramos ortotropicos em relacdo ao porta-
enxerto, buscando placas de tamanho compativel com o do porta-enxerto jovem,
uma vez que os brotos ortotrépicos de plantas decapitadas e rebrotes no apice de
plantas adultas sdo sempre de diametro muito avantajado dificultando a enxertia
(GURGEL e GURGEL-FILHO, 1967; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975; WENDLING
et al., 2009). Além disso, os ramos ortotropicos originam plantas com crescimento
vertical, contornando o problema de enxertos com crescimento plagiotropico,
decorrentes de enxertos realizados com ramos laterais de menor diametro. Outra
vantagem da placagem lenhosa que merece destaque € que com apenas 20 cm de

ramo podem-se fazer mais de 10 enxertos.
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TABELA 1- PORCENTAGEM DA SOBREVIVENCIA DOS ENXERTOS DE Araucaria angustifolia
REALIZADOS NAS ESTACOES DO ANO EM 2007.

Avaliacao Estacdo do ano X?
Outono Inverno Primavera Verao

80 dias 65 0 0 0 46,56**

120 dias 65 0 0 0 46,56**

** significativo, ao nivel de 1% de significancia pelo teste X2

TABELA 2- PORCENTAGEM DA SOBREVIVENCIA DOS ENXERTOS DE Araucaria angustifolia
REALIZADOS NAS ESTACOES DO ANO EM 2008.

Avaliacao Estacdo do ano X?
Outono Inverno Primavera Verao

80 dias 40 5 20 0 14,23**

120 dias 35 5 20 0 11,74**

** significativo, ao nivel de 1% de significancia pelo teste X2

Para que ocorra a soldadura do enxerto com o porta-enxerto, a planta
precisa estar em fase de crescimento (FAUSTA, 1997). Entretanto, em A.
angustifolia existe um crescimento ininterrupto dos ramos durante todo o ano, néo
ocorrendo um tempo de repouso no crescimento da arvore (SOLORZANO-FILHO,
2001). Assuncao (2008) corroborou esta afirmacdo e acrescentou que existe um
crescimento acelerado da planta de outubro a abril, mas no més de abril, ocorre uma
desaceleracdo no crescimento. Foi justamente nesta €poca, marco e abril, em que a
planta diminui o ritmo de crescimento que a enxertia apresentou o melhor indice de
sobrevivéncia, 65% e 35% em 2007 e 2008, respectivamente (Tabela 1 e 2).

A entrada do outono e o final do verdo sdo as épocas do ano mais
indicadas para fazer enxertia de vinte trés arvores frutiferas, em que a borbulhia é
utilizada para a propagacdo. Nessa época, a planta possui nutrientes suficientes
para proporcionar a formagdo de novos tecidos utilizados na soldadura, que é
fundamental para o pegamento do enxerto (FAUSTA, 1997). Este resultado foi
relatado com o mesmo tipo de enxerto utilizando a A. cunninghamii (NIKLES, 1961),
em que o melhor indice de sobrevivéncia no outono.

Os resultados encontrados em A. cunninghamii fundamentam o
encontrado nessa pesquisa, em que a melhor época do ano para se fazer enxertia
em A. angustifolia é inicio do outono quando comparada com as outras épocas
(Figuras 2A e 2B). E possivel inferir que nesta época ocorreram mudancas

metabdlicas fundamentais que contribuiram para o sucesso da enxertia, fato este
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nao constatado em outras épocas. Nao se pode afirmar quais sdo exatamente estes
mecanismos, mas 0s horménios vegetais, sem duvida nenhuma, estéo relacionados
com a recuperacao dos vasos condutores do enxerto, principalmente as auxinas e
citocininas, além da disponibilidade de carboidratos no caule, sdo importantes para a
formacao do calo e desenvolvimento do novo broto (HARTMANN et al., 2002; TAIZ e
ZEIGER, 2004).

A segunda estacdo do ano mais indicada para a enxertia, segundo Fausta
(1997), € o inicio da primavera, época em que a planta se encontra em fase de maior
crescimento, fator determinante para algumas espécies. Entretanto, o fato da A.
angustifolia estar em fase de maior crescimento vegetativo, na primavera e no verao
(ASSUNCAO, 2008), nido proporcionou sobrevivéncia satisfatoria do enxerto.
Ocorrendo somente 0% e 20% de sobrevivéncia na primavera em 2007 e 2008,
respectivamente, e no verao os enxertos nao sobreviveram (Tabela 1 e 2).

Devido ao crescimento acelerado (ASSUNCAO, 2008), ao alto
metabolismo da planta nesta época e, consequentemente, a alta producdo de
compostos metabdlicos secundarios como a resina, € provavel que tenha ocorrido
uma migracao desta substancia via floema no local do corte da enxertia (Figura 2C).
Esta substancia quando produzida pode acarretar a obstru¢céo dos vasos, impedindo
o fluxo de seiva e impossibilitando a boa cicatriza¢ao e formagéo do calo de enxertia.

Durante o inverno, o resultado de sobrevivéncia foi de apenas 0% e 5%
em 2007 e 2008 (Tabela 1 e 2). Para outra espécie do mesmo género, a A.
cunninghamii, durante o inverno, ocorreu uma diminuicdo da sobrevivéncia dos
enxertos da ordem de 25%, quando comparado com enxertos realizados no outono
(NIKLES, 1961). Mesmo numa espécie como A. cunninghamii, em que o indice de
sobrevivéncia € de 91%, jA se observa uma tendéncia de ocorrer diminuicdo de
sobrevivéncia na época do inverno. O mesmo foi observado com A. angustifolia
neste trabalho.

Os mecanismos que levam a incompatibilidade dos enxertos ndo estao
completamente entendidos e muitos trabalhos recorrem as causas citologicas e
bioquimicas como resposta (PINA e ERREA, 2005). A A. angustifolia ndo apresentou
condi¢bes adequadas para uma boa sobrevivéncia da enxertia, o tecido vegetal do
enxerto secou, o que demonstra ndo ter havido uma conexao de tecidos e formacéo

de calo. Provavelmente no inverno, as condi¢cdes enddgenas, niveis hormonais e
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disponibilidade de carboidratos ndo foram suficientes para o desenvolvimento dos
novos tecidos e formacao de calo.

3.3.2 Primeira avaliacao

O periodo de retirada do fitilho e da exposi¢cdo do enxerto varia muito entre
os trabalhos estudados, alguns autores retiram o fitlho apdés 30 dias (MORA,
BERTOLOTI e HIGA, 1978), outros até um ano apés o procedimento (CARNEIRO,
2007), dependendo das condicbes ambientais e da espécie trabalhada. Neste
trabalho, oitenta dias foram suficientes para diferenciar os enxertos sobreviventes
dos enxertos mortos onde nao ocorreu a unido dos tecidos, pois a placa de enxertia
se encontrava totalmente seca. O tempo para a retirada do fitilho dos enxertos da A.
angustifolia pode ser reduzido nas proximas pesquisas.

3.3.3 Desenvolvimento do enxerto

A retirada do apice do porta-enxerto foi fundamental, pois somente apoés a
guebra da dominancia apical é que o desenvolvimento do enxerto ocorreu. Neste
experimento, um porta-enxerto nao foi decapitado. A placa da enxertia permaneceu
verde sem nenhum sinalizacdo de brotac&o e posteriormente ocorreu a morte deste
enxerto. Este fato mostra uma forte influéncia do apice do porta-enxerto sobre os
polos meristematicos da placa de enxertia, impedindo seu desenvolvimento.

Em todos os experimentos feitos, independentemente da época do ano,
ocorreu perda de apenas 0% dos enxertos apos trés meses e 4% apos 120 dias
(Tabela 1 e 2). Esse resultado sugere que apos a uniao dos tecidos do enxerto com
porta-enxerto a possibilidade de ocorrer a brotagédo é de aproximadamente 96%. Foi
relatado que nos primeiros anos a incompatibilidade é rara em enxertos realizados
com A.cunninghamii (NIKLES, 1961). Em outro trabalho em que varias técnicas de
enxertia foram testadas com A. angustifolia, em condi¢des de estufa, apos a primeira
avaliacdo de sobrevivéncia aos 45 dias, 100% dos enxertos sobreviventes
continuavam vivos aos 210 dias (KAGEYAMA e FERREIRA, 1975), afirmando estes
resultados adquiridos nesta pesquisa.

Entretanto a brotacdo da enxertia ndo ocorreu de forma homogénea, mas

aos 180 dias j& havia ocorrido em todas as brotacdes. Durante o processo de
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brotacdo do enxerto, foi possivel observar que, na regido superior da acicula,
ocorreu um inchaco e posteriormente emergiu um broto, com desenvolvimento de
um novo broto, por placa de enxertia (Figuras 2D e 2E). E provavel que a forte
dominancia apical do novo broto tenha inibido o desenvolvimento das células dos
polos meristematicos encontrados abaixo, pois somente um novo broto se
desenvolveu por placa. Porém, o novo broto ndo exerceu influéncia suficiente sobre
o desenvolvimento de novos brotos do porta-enxerto, que se desenvolveram (Figura
2F). Um conjunto de fatores estdo envolvidos nesta resposta, como quantidades de
hormoénios e condicdes ambientais. Possivelmente a quantidade de auxina
produzida pela brotacdo do novo enxerto nao foi suficiente ou ndo foi transportada
adequadamente para o porta-enxerto, ndo exercendo a dominéncia apical sobre
eles.

A brotacdo do enxerto teve origem no polo de células meristematicas,
localizadas na axila de cada acicula (IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1992), a qual
nao se caracteriza morfologicamente como uma gema. As células meristematicas
encontradas nas axilas das folhas foram descritas por meio de estudos anatdémicos
em varias especies da familia araucariaceae como A. biidwillii, A. Klinkii, A.
columnaris, A. palmerstonii e A.cunninghamii (NIKLES, 1961). Mesmo néo
apresentando morfologicamente uma gema completa, a A. angustifolia possui
células com a competéncia morfogénica de uma gema na axila de cada folha, que
foram ativadas no processo da enxertia e deram origem a copa das arvores neste
trabalho (Figuras 2G, 2H e 2I) e com excelente cicatrizagéo (Figura 2J).

As células dos polos meristeméaticos ou “gemas” dormentes enddgenas
sdo 0s Unicos meristemas capazes de produzir ramos ortotropicos, quando
libertados da dominancia apical (HERTEL, 1980; IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI,
1992). O crescimento da nova brotacao foi verticalizado, e a escolha do ramo com
crescimento ortotropico foi fundamental para este resultado. Alguns trabalhos
realizados (GURGEL-FILHO, 1980; NIKLES, 1961; KAGEYAMA e FERREIRA, 1975)
afirmam que, como ocorreu nesta pesquisa, o0 habito de crescimento da nova parte
aérea da planta é o mesmo do propagulo que Ihe deu origem.

Para o bom desenvolvimento e crescimento do enxerto, foi fundamental a
retirada das brotacdes do porta-enxerto, que apresentaram maior vigor do que as do
enxerto. O procedimento € importante para recuperar o equilibrio da planta

enxertada (CARNEIRO, 2007). A retirada dos rebrotes do porta-enxerto devem
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ocorrer varias vezes, pois sdo persistentes. A aplicacdo de auxina apdés a
decapitacdo do porta-enxerto foi recomendada para a Araucaria cunninghamii,
evitando o rebrote e induzindo a manutencdo da dorméncia do porta-enxerto
(HOUSE et al.,1998). Este procedimento podera ser incorporado em futuros
trabalhos de enxertia com A. angustifolia.

Ocorreu uma variacdo no crescimento dos enxertos, alguns enxertos
mediram 0,7 m, 0,8 m até 1,20 m, com dois anos e oito meses de idade, em
condicbes de vaso. Foi constatada a existéncia de uma grande variabilidade
genética representada pelo inicio da brotacdo e pelo crescimento do enxerto. Esta
observacédo ja foi registrada por outros autores (IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI,
1992; BETTIO, WEDLING e DUTRA, 2008). Em outras espécies do género, como A.
cunninghamii, foi observado um crescimento de 1,80 m, enquanto em A. robusta, de
0,6 m em 2 anos. O crescimento A. angustifolia esta dentro do esperado quando se
compara com o crescimento do enxerto de outras espécies dentro do mesmo

género.

3.3.4 Precocidade reprodutiva

Sdo0 esperados para 0s proximos anos o desenvolvimento dos
ginostrébilos e androstrébilos. As plantas apés trés anos da enxertia apresentam
uma parte aérea com um excelente crescimento vegetativo, chegando algumas
plantas a mais de 4m de altura quando transplantadas para o campo. Esta
expectativa tem base em outros trabalhos com enxertos, como a producdo de
ginostrobilo e androstrobilo em A. cunninghamii em 5 e 4 anos (NIKLES, 1961) e de

Pinus pinea em 1 ano e 5 anos, respectivamente (CARNEIRO, 2007).

3.3.5 Recuperacao do porta-enxerto

Durante o trabalho foi possivel observar que as plantas em que o0s
enxertos ndo sobreviveram, recuperavam-se muito bem e puderam ser
reaproveitados. A excelente recuperacdo dos porta-enxertos ocorreu devido ao tipo

de enxerto utilizado, a placagem lenhosa. O corte usado no porta-enxerto para
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receber a placa abriu apenas um pequeno ferimento na planta e o apice
permaneceu intocavel, o que ajudou na recuperag¢do do ferimento, pois existiu um
fluxo continuo de seiva até o apice. Desta forma, as plantas que estavam em um
bom estado recebiam um segundo ou terceiro enxerto. Carneiro (2007) concorda
que no caso de insucesso da primeira enxertia € possivel enxertar no mesmo porta-
enxerto novamente e recomendou refazer o enxerto apdés um ano, com enxertos de
garfagem de topo em Pinus pinea. Em A. angustifolia, foi possivel enxertar apds seis
meses, podendo até mesmo diminuir este prazo, pois ao contrario do trabalho
realizado por Carneiro, foi utilizada a placagem, em qual ocorre recuperacgao precoce
do porta-enxerto.
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3.4 CONCLUSOES

A enxertia de A. angustifolia do tipo placagem lenhosa de ramos
ortotrépicos € viavel. O método contorna o problema entre a diferenca de diametro
dos ramos ortotropicos em relacdo ao porta-enxerto, buscando placas de tamanho
compativel com o do porta-enxerto jovem.

O problema do crescimento plagiotrépico dos ramos enxertados foi
contornado a partir da técnica descrita neste trabalho, o que viabiliza a producéo de
arvores enxertadas. A melhor época do ano para fazer enxertia € o inicio do outono.

A brotacdo e o crescimento dos enxertos ndo ocorreram de forma
homogénea. Os enxertos originaram-se na mesma localizagéo, na regido mais apical
da placa de enxertia, acima da uUltima acicula. E possivel fazer um segundo enxerto

no porta-enxerto, quando o primeiro ndo sobrevive.
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4 CAPITULO Il

MICROENXERTIA DE Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE

RESUMO

A Araucaria angustifolia € uma espécie ameacada de extingdo devido a extracdo
predatoria feita pelo homem especialmente entre os anos de 1950 a 1980.
Atualmente existem pequenos fragmentos da Floresta Atlantica, local onde a espécie
esta inserida, sendo fundamental para o equilibrio deste ecossistema. A principal
proposta das pesquisas realizadas com a A. angustifolia é torna-la mais atrativa para
o plantio, por meio de trabalhos de melhoramento genético e clonagem de gendtipos
superiores. Esta pesquisa teve como principal objetivo a propagacéo clonal da
espécie, utilizando a microenxertia de apice caulinar e do segmento do caule. Os
microporta-enxertos foram preparados a partir de sementes germinadas in vitro. O
material vegetal utilizado nas microenxertias foi retirado de ramos ortotropicos jovens
de individuos adultos pré-selecionados. A microenxertia foi realizada na regido do
epicotilo em microporta-enxertos de dois meses de idade. Os microenxertos feitos
com o apice caulinar apresentaram um bom resultado de sobrevivéncia, 54%, mas
nao ocorreu o0 crescimento dos propagulos. Os microenxertos feitos com o
segmentos do caule oxidaram e nao sobreviveram. Entretanto, estes resultados sao
de fundamental importancia, pois abrem novos caminhos para futuros trabalhos de
microenxertia da A. angustifolia.

Palavras-chave: Pinheiro-do-parana, biotecnologia, micropropagacgédo, cultura de
tecidos.



52

MICROGRAFTING OF Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE

ABSTRACT

The Araucaria angustifolia is an endangered species due to the predatory extraction
performed by humans in the recent decades. Currently, there are small Atlantic
Forest fragments where the species is inserted which is fundamental to the balance
of this ecosystem. The main proposition of the researches carried out with the
Araucaria angustifolia is to make it more attractive for the plantation through genetic
improvement work and the superior genotype cloning. This research had as its main
goal the cloning propagation of the species, using the micrografting of the caulinar
apex and of the bud stem segment. The micro-rootstocks were prepared from seeds
germinated in-vitro. The vegetable material used in the micrografting was withdrawn
from young orthotropic branches of pre-selected adult individuals. The micrografting
was held in the epicotyl region, in two-month-old micro-rootstocks through the top
grafting and horizontal cut bud technique. The micrografting hold with the caulinar
apex had a good tissue union result with 54% but there was no growth of propagules.
The micrografting hold with the bud stem segment oxidized and did not survive.
However, these results are of fundamental importance because they prove the
species cloning capacity through adult material and open new ways to future
micrografting works.

Key-words: Parana-pine, biotechnology, micropropagation, tissue culture
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4.1 INTRODUCAO

A Araucaria angustifolia estd ameacada de extincdo (IBAMA, 2009) e
apresenta um papel chave na conservagdo do seu ecossistema (SOLORZANO-
FILHO, 2001). E uma espécie pioneira que, ao crescer em areas abertas, cria
condicbes de sombreamento, permitindo que outras espécies umbrofilas tipicas de
seu ecossistema sejam recrutadas (FRANCO e DILLENBURG, 2007; SOUZA et al.,
2008). Além disso, produz o pinh&o, alimento muito importante para os animais no
interior da floresta (KOCH e CORREA, 2002; RODRIGUES et al., 1981), que esta
disponivel durante o inverno e possui alto valor nutritivo (GAMA, 2006).

A utilizacdo da técnica in vitro na producdo vegetal teve inicio com
pesquisas de germinacdo de sementes no comec¢o do século XX. Atualmente
diversas técnicas sdo utilizadas como a embriogénese somatica, técnicas de
transformacao genética, limpeza clonal de cultivares pela cultura do apice caulinar e
propagacédo de gendtipos superiores (TORRES, CALDAS e BUSO, 1999). Além
disso, existe a vantagem que a propagacdo clonal in vitro tem sobre as outras
técnicas, que é o aumento de produ¢do em menor tempo.

Em A. angustifolia algumas técnicas de micropropagacdo vém sendo
estudadas para produzir pinhdo precocemente e fixar fenotipos desejados, pela
clonagem de material adulto. Entre as pesquisas realizadas de A. angustifolia
destacam-se: desenvolvimento de brotos ortotrépicos a partir de segmentos do caule
de mudas estioladas (HANDRO e FERRENRA, 1980; PENCHEL, 1986); estudos da
capacidade morfogénica de meristemas axilares (ZANETTE, IRITANI e PAULA,
1987); enraizamento de microestacas (IRITANI, ZANETTE, CISLINSKI, 1993;
IRITANI, 1997); inducdo da embriogénese somatica através de embrides imaturos
(ASTARITA e GUERRA, 1998; GUERRA et al.,, 2000; ASTARITA, HANDRO e
FLOH, 2003; STEINER et al., 2005; STEINER, SILVEIRA e GUERRA, 2007) e mais
recentemente a automicroenxertia por meio de plantulas germinadas in vitro
(ANSELMINI, 2008; ANSELMINI e ZANETTE, 2008).
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Apesar das pesquisas desenvolvidas, a A. angustifolia ndo possui um
protocolo eficiente para a propagacéao clonal in vitro. Existem alguns problemas que
ainda nao foram contornados na micropropagacdo, como o0 baixo indice de
enraizamento de microestacas (IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI, 1993),
plagiotropismo dos ramos microenxertados (ANSELMINI, 2008; ANSELMINI e
ZANETTE, 2008) e diferenca no didmetro dos ramos ortotrépicos para serem
microenxertados em porta-enxertos provenientes de embrides germinados in vitro.

Em geral, as espécies arbdreas e algumas frutiferas apresentam grande
dificuldade na regeneracdo de uma nova planta a partir de apices caulinares e
dificuldade no enraizamento dos explantes. Portanto, desenvolveu-se o método da
microenxertia para contornar esse problema. Desta forma, torna-se possivel a
producdo de matrizes de fruteiras com alta qualidade fitossanitaria e com
caracteristicas das plantas adultas, ndo revertendo o propagulo ao estado juvenil
(PAZ e PASQUAL, 1998). A técnica da microenxertia tem sido aplicada em citros
(CARVALHO, SANTOS e MACHADO, 2002), manga (ZACCARO, DONADIO e
LEMOS, 2006), maca (NUNES et al., 2005) e maracuja (RIBEIRO, VIEIRA e
SIMOES, 2008).

Segundo Anselmini e Zanette (2008), apesar das dificuldades encontradas
na propagacao in vitro, a alta sobrevivéncia de microenxertos provenientes de
material juvenil comprovou que a técnica é viavel, pois houve formacédo do calo,
regeneracado dos tecidos formando novas conexdes cambiais e crescimento do
propagulo microenxertado.

As solucdes dos problemas na producdo clonal de A. angustifolia
requerem avancos e continuidade nos estudos. Produzir arvores com baixa estatura,
ampliar a safra e a producdo de pinhdo sado caracteristicas que motivam as
pesquisas. Este trabalho vem complementar os estudos de microenxertia realizados
pela equipe da UFPR. O objetivo desta pesquisa foi identificar a melhor regido dos
ramos ortotropicos, apice caulinar ou segmento do caule, para a microenxertia de
material vegetal adulto, visando estabelecer um protocolo de microenxertia para a

formacéo de bancos clonais de matrizes selecionadas.
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4.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Micropropagacéo de
Plantas do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo no Setor de Ciéncias
Agréarias da Universidade Federal do Parana, Curitiba, durante o ano de 2008 e
20009.

Foram coletadas sementes de matrizes pré-selecionadas de plantas com
mais de 20 anos, localizadas no Setor Ciéncias Agrarias. As sementes foram
coletadas em agosto e acondicionadas em ambiente refrigerado. Os embrides foram
isolados em setembro e outubro. O tratamento de desinfestacdo das sementes e
isolamento dos embrides foi realizado conforme Anselmini e Zanette (2008),
seguindo o procedimento: retirada do tegumento com o auxilio de um bisturi,
imersdo em alcool 70% por dez minutos, hipoclorito de sodio a 6% por 30 minutos e
apos esse processo as sementes foram levadas para camara de fluxo laminar. As
sementes foram lavadas com agua estéril, e seu embrido foi retirado com auxilio de
um pinga e um bisturi (Figuras 3A e 3B). Na sequéncia, os embrides foram isolados
em meio de cultura WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980) acrescido de 20 gL de
sacarose, 6 gL &gar Vetec® e 1 gL™ de carvdo ativado (Figura 3C). Os tubos
ensaio contendo os embrides foram transferidos para a sala de crescimento sob
temperatura de 25 + 2 °C e 16 horas de fotoperiodo, com luz fornecida por
lampadas fluorescentes e radiacdo de 24,0 + 2 pmolm?s ™ (Figura 3D). Apds duas
semanas, os tubos contaminados por bactéria e fungos foram retirados.

Quando os microporta-enxertos atingiram dois meses de idade (Figura 3D
e 3E), no més de dezembro, foram feitas as microenxertias. Os explantes usados
para a microenxertia foram provenientes dos ramos ortotropicos de arvores adultas,
medindo aproximadamente 20 cm de altura (Figuras 3F e 3G), e todos o0s
microenxertos foram feitos com material coletado no mesmo dia. As aciculas dos

ramos do enxerto foram retiradas (Figura 3H) e a assepsia foi realizada pela imerséo
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durante cinco minutos no alcool 70% e 15 minutos hipoclorito de sddio 6 %. Esses
ramos foram levados para a cdmara de fluxo laminar e lavados em agua estéril.

Duas regides distintas dos ramos foram usadas: apice caulinar do ramo
com 3 a 4 mm de comprimento (Figura 31) e um segmento do caule na regido acima
da acicula 9 mm? (Figuras 3J e 3K). Esta regido foi escolhida por meio de
observacdes realizadas no experimento anterior (Capitulo Il), local de onde os brotos
da enxertia emergiram, firmando observacdes feitas em outro experimento com
Araucareaceae (NIKLES, 1961).

Quando os embrides atingiram dois meses de idade, foram feitas as
microenxertias. Primeiramente foi feita a limpeza do porta-enxerto, retirada parcial de
raizes secundarias para facilitar a inoculagdo em novo meio de cultura e retirada da
parte aérea na regido acima dos cotilédones por meio de um corte horizontal.
Durante a microenxertia, uma atencao especial foi dada para se fazer o contato dos
tecidos e manter a polaridade das células do enxerto. O corte usado na base do
microporta-enxerto e do enxerto foi na posi¢cédo horizontal, segundo recomendacdes
de Anselmini e Zanette (2008), pois amplia a superficie de contato dos tecidos.

No segmento apical do ramo, algumas aciculas que cobriam a regido
meristematica, foram retiradas com auxilio de uma pin¢a de ponta fina. Quando o
apice do ramo estava medindo aproximadamente 3 a 4 mm de comprimento e
restavam apenas alguns pares de folhas cobrindo a regido meristematica, este
material foi enxertado no microporta-enxerto (Figura 3L). Os enxertos do segmento
caulinar foram cortados em aproximadamente 9 mm? e submetidos ao mesmo
procedimento de assepsia e da retirada da acicula (Figura 3M).

O enxerto foi equilibrado sobre o porta-enxerto com auxilio do bisturi e de
uma pinca de ponta fina (Figuras 3L e 3M). Desta forma, efetuaram-se as
microenxertias do tipo apice caulinar e segmento do caule, sem fenda na regido do
epicotilo.

Os tubos de ensaio contendo as plantulas enxertadas foram transferidos
para a sala de crescimento nas mesmas condi¢des descridas anteriormente. Apos
duas semanas, o0s tubos contaminados foram retirados e ap6és um més ocorreu a
avaliacdo do experimento. Os tecidos vegetais enxertados que continuaram verdes
foram considerados como sobreviventes, os enxertos de coloragdo marrom, nao
sobreviventes. As avaliacbes foram realizadas apdés um, quatro e oito meses da

microenxertia.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, foram utilizados

dois tratamentos, cada tratamento correspondeu a um tipo de material enxertado:
enxerto de apice de ramo ortotrépico e enxerto de segmento de caule de ramo
ortotrépico. Cada tratamento possui trés repeticdes, cada repeticdo foi composta por
onze plantas, totalizando sessentas e seis microenxertias. Os dados coletados foram

analisados pelo teste Qui-quadrado ao nivel de 99% de probabilidade.
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FIGURA 3- Araucaria angustifolia A- PINHAO SEM O TEGUMENTO; B- EMBRIAO; C-
EMBRIAO ISOLADO EM MEIO DE CULTURA; D- EMBRIOES GERMINADOS IN VITRO; E-
MICROPORTA-ENXERTO; F E G- ASPECTO GERAL DE RAMOS ORTOTROPICOS
UTILIZADOS COMO MICROENXERTOS; H- APICE CAULINAR APOS A RETIRADA DE
ALGUMAS ACICULAS; |- APICE CAULINAR SECCIONADO UTILIZADO NA
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MICROENXERTIA; J E K- SEGMENTO CAULINAR UTILIZADA NA MICROENXERTIA; L-
MICROENXERTIA DE APICE CAULINAR; M- MICROENXERTIA DO SEGMENTO DO
CAULE.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste do Qui-quadrado revelou que existe associacdo entre 0sS
tratamentos (Tabela 3). As microenxertias com 4pice caulinar de ramo ortotropico
tiveram 54% de sobrevivéncia no primeiro més, 48% no quarto més e 45% no oitavo

més, contra 0% das enxertias realizadas com segmento de caule.

TABELA 3- PORCENTAGEM DE SOBREV]VENCIA DE MICROENXERTOS REALIZADOS COM
Araucaria angustifolia PELO METODO DE MICROENXERTO DE APICE CAULINAR E
SEGMENTO DO CAULE

Tipo de enxertia

Apice caulinar Segmento do caule X2
30 dias 54 0 24, 74%*
120 dias 48 0 21,12**
240 dias 45 0 19 4%+

** = significativo, ao nivel de 1% de significancia pelo teste X*

4.3.1 Microenxertia de apice caulinar

O indice de sobrevivéncia foi satisfatério para 0os microenxertos com o
apice caulinar, tendo ocorrido formacao do calo, significando soldadura dos tecidos
entre o enxerto e 0 microporta-enxerto.

O calo é formado por células do parénquima que preenchem os espacos
entre ambas as partes, tornando continua a conexdo do enxerto com o porta-
enxerto (ESAU, 1974). Um estudo histologico sobre a microenxertia revelou que nas
primeiras horas apds o procedimento ja existe evidéncia de divisdo celular a partir de
células parenquimatosas (ESTRADA, LOPES e CARDENAS, 2002).

A enxertia esta ligada diretamente com a multiplicacdo de células para a
formacdo de calo, desdiferenciagdo de células do parénquima em traqueides e
células crivadas para a formacdo dos vasos (GLORIA e GUERREIRO, 2003),
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competéncia morfogénica para a formacdo de gemas e finalmente o
desenvolvimento de uma nova parte aérea a partir de um apice caulinar
microenxertado. Esses processos sdo regulados por multiplos fatores extremamente
complexos, como, por exemplo, o balanco hormonal de auxina e citocinina e a
disponibilidade de carboidratos (HARTMANN et al., 2002; TAIZ e ZEIGER, 2004).

O processo de sobrevivéncia teve inicio nos microenxertos realizados com
o apice de A. angustifolia, porém estes, ndo cresceram e permaneceram com 3 a 4
mm, mesmo apos oito meses. Uma parte do processo de enxertia descrita acima
nao foi efetivada e, consequentemente, o desenvolvimento do enxerto ndo teve
continuidade.

Este resultado a principio contraria os resultados descritos por Anselmini
(2008), que trabalhou com automicroenxertia de apice caulinar e apice de ramos
plagiotrépicos de plantulas germinadas in vitro de A. angustifolia. A autora descreve
que apos 30 dias do enxerto a proliferacao de células meristeméaticas foi constatada,
aos 90 dias foi observada a reconstituicdo dos vasos, posteriormente, as plantas
cresceram e foram aclimatizadas.

Embora ambos os trabalhos tenham sido realizados com a mesma
espécie, o explante utilizado por Anselmini (2008) foi um material proveniente de
plantula, por outro lado, o material usado nesta pesquisa foi extraido de brotagfes
de planta adulta. Diante deste contexto, pode-se aferir que existem diferencas
significativas entre os dois estadios de desenvolvimento das plantas, principalmente
nas caracteristicas fisioldgicas, bioquimicas e anatbmicas (WENDLING e XAVIER,
2001). O explante jovem proveniente de sementes apresenta maior capacidade
morfogénica dos tecidos (TEIXEIRA, 2001), quando se compara com material adulto
proveniente de brotacfes de planta adulta. Fato que foi confirmado por Deogratias,
Lutz e Dosba (1986), que realizaram ensaios de microenxertia in vitro de Prunus
avium, utilizando apices meristematicos em estagio jovem e adulto, e obtiveram 50
% de sobrevivéncia com os apices em estadio juvenil, mas somente de 15 a 20 % de
sucesso com meristemas em estadio adulto.

Além disso, sabe-se que o ramo ortotropico da A. angustifolia apresenta
forte dominancia apical sobre os demais ramos, sendo que a dominancia apical é
impulsionada por fatores como a alta concentracdo de auxina no apice caulinar
(TAIZ e ZEIGER, 2004). O comportamento da planta in vivo parece estar relacionado

com o comportamento dos explantes in vitro. Plantas com dominancia apical
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pronunciada apresentam uma capacidade menor de proliferacdo celular do apice
caulinar do que plantas que apresentam baixa e média dominancia apical (DEBIASI
et al., 2002).

E provavel que pela alta concentracdo de auxina ndo tenha ocorrido a
formacédo dos vasos devidamente e na nutricdo dos tecidos tenha ocorrido difuséo e
osmose, fato compativel com o tamanho do explante. Possivelmente a premissa
basica ndo foi alcancada para a formacdo adequada dos vasos, que é a
desdiferenciacéo celular, o que depende do balanco hormonal de auxina e citocinina
entre outras condi¢cdes metabdlicas (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Pode-se inferir que o apice caulinar do ramo ortotrépico de material
proveniente de rebrota tem uma concentracdo maior de auxina (dominancia apical) e
menor de citocinina quando comparado com o apice caulinar de uma plantula
desenvolvida in vitro (ANSELMINI, 2008), justificando parcialmente a diferenca nos
resultados.

Somando-se a estas observacbes, Zanette, Iritani e Paula (1987)
concluiram que a capacidade morfogénica € menor nas regiées apicais do que nas
regides basais de plantas jovens de A. angustifolia. Essa diferenca no
comportamento foi possivelmente proveniente da maior concentracdo de auxina nas
regides apicais e maior concentracdo de citocininas nas regidbes mais basais do
caule. Estes dados corroboram as afirmacdes observadas nesta pesquisa.

Quando os reguladores vegetais sao aplicados no ponto da microenxertia,
aumenta-se o0 potencial regenerativo dos tecidos em algumas espécies,
especialmente no tecido do cambio, pelo alongamento e formac&o de novas
camadas celulares, assegurando o0 estabelecimento e continuidade da
vascularizacdo entre o porta-enxerto e a copa (JEFFREE e YEOMAN, 1983). O
tratamento com BAP (6-benzilaminoporina) aumentou a viabilidade de microenxertos
de 4pice de 40% para 90% em citros (STARRANTINO e CARUSO, 1988). O uso de
reguladores vegetais € uma alternativa viavel que deve ser considerada em futuros

trabalhos de microenxertia de apice caulinar de A. angustifolia.
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4.3.2 Microenxertia do segmento do caule

A regido selecionada do caule, para coletar material vegetal da
microenxertia, foi a regido superior da emergéncia da acicula. Esta regidao foi
escolhida apés as observacgOes realizadas durante a enxertia do tipo placagem de
lenho da A. angustifolia, local onde ocorreu o rebrote do enxerto, dando origem a
formacdo da parte aérea da nova planta (Capitulo I). Essa informagdo somou-se
aos resultados de pesquisas que revelaram a existéncia de polos meristematicos
encontrados acima do local de emergéncia das aciculas (IRITANI, ZANETTE e
CISLINSKI, 1992; NIKLES; 1961). Estas células sdo as Unicas capazes de
desenvolver ramos com crescimento ortotropico (NIKLES, 1961; HERTEL, 1980). Os
enxertos com A. angustifolia comprovaram a eficiéncia deste polo meristemético
para formar uma nova parte aérea da planta.

Entretanto, neste experimento ndo ocorreu o mecanismo de cicatrizagéo, e
a inexisténcia de calo indica que ndo houve resposta morfogénica a cicatrizagdo dos
tecidos na regido do enxerto. Apos o primeiro més de avaliacdo, 0os segmentos
microenxertados apresentaram ressecamento e oxidacdo dos tecidos vegetais
(Tabela 3). A oxidacdo influenciou negativamente a sobrevivéncia do enxerto e a
primeira premissa da enxertia ndo foi alcancada, que € a nutricdo do microenxerto
(MACDONALD, 1996).

Comparando este resultado com o obtido na microenxertia do apice
caulinar, conclui-se que a area de contato da placa de 9 mm? quadrados (Figuras 1J,
1K e 1M) apresentou maior contato com o ar do que 0 microenxerto de apice
(Figura 1L). Na microenxertia com o apice caulinar, os primérdios foliares
protegeram 0 enxerto contra a oxidacdo, sendo evidente que este fator foi
determinante para o ndo crescimento e desenvolvimento do microenxerto do
segmento do caule.

Os resultados obtidos com relagdo a oxidacdo dos enxertos estdo de
acordo com Paz e Pasqual (1998) e Mneney e Mantell (2001), que relatam que a
oxidacdo das superficies cortadas restringe o percentual de sobrevivéncia dos

microenxertos e, com isso, as chances de sucesso no estabelecimento das plantas
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microeenxertadas em muitas espécies. As plantas perenes lenhosas sao
consideradas ricas em polifendéis, derivados do metabolismo secundario, muito
importantes na defesa da planta. A oxidacdo dos polifenois leva a producdo de
substancias amareladas de composicdo complexa do tipo quinonas. Estas
substancias podem se ligar a proteinas das membranas ou enzimas, acarretando
toxidez e por consequéncia a morte da célula (TEIXEIRA, 2001), impedindo assim a
conexdo do enxerto com o porta-enxerto, como ocorreu com A. angustifolia, que é
rica em compostos fendlicos (BUNDCHEN, 2001).

Visando minimizar os efeitos da oxidacdo, Grattapaglia e Machado (1998)
recomendam a adi¢do de antioxidantes ao meio de cultivo ou em pré-tratamento dos
explantes de uma solucdo desta substancia, para diminuir da oxidacdo. O pré-
tratamento realizado nos explantes com a solucdo do antioxidante, citrato de
potassio teve efeito positivo em cultura de tecido com 4&pices caulinares que
apresentavam o problema de oxidagdo. O uso de antioxidante pode ser uma
alternativa para os préximos trabalhos com A. angustifolia.
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4.4 CONCLUSOES

Microenxertos de ambas as regides, apices de ramos ortotropicos e placas
laterais, provenientes de rebrota dos ramos ortotropicos de arvores adultas, ndo sao
viaveis para serem utilizados na propagacdo clonal por meio da microenxertia in
vitro, nas condicdes deste experimento.

Sugere-se que a aplicacdo de reguladores vegetais devem ser testados
em futuros trabalhos.

A inducao de novos brotos, provenientes de ramos ortotropicos jovens de

plantas a adultas é um passo fundamental para o sucesso da microenxertia.
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5 CAPITULO 1l

O TROPISMO EM Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE

RESUMO

A A. angustifolia se reproduz naturalmente por meio de suas sementes, mas a
propagacdo clonal se faz necessaria para a producdo de &rvores selecionadas.
Caracteristicas como determinacdo do sexo, alta producdo de pinhdo, precocidade
reprodutiva e porte reduzido sdo desejaveis para um pomar de producdo de pinhao.
Vérias pesquisas vém sendo realizadas para a propagac¢ao via macropropagacao ou
micropropagac¢do, mas, atualmente ndo existe um protocolo para se propagar A.
angustifolia em larga escala. O habito de crescimento dos ramos plagiotropicos e a
falta de disponibilidade de ramos ortotropicos sé@o obstaculos a propagacéo
vegetativa da espécie. O objetivo deste trabalho foi descrever morfologicamente o
habito de crescimento de ramos ortotrépicos e plagiotrpicos em estacas e enxertos.
Foi observado que enxertos e estacas realizados com ramos plagiotrépicos
originaram plantas com crescimento plagiotrépico. Os enxertos realizados com
ramos ortotrépicos originaram plantas com crescimento verticalizado.

Palavras-chave: habito de crescimento, plagiotropismo, ortotropismo
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TROPISM DESCRIPTION IN Araucaria angustifolia (BERT.) O. KTZE

ABSTRACT

The Araucaria angustifolia reproduces naturally through its seeds but the propagation
of the cloned trees is necessary for the production of the selected ones.
Characteristics such as sex determination, high quality pine seeds, precocious
reproduction and low height are desired for a pine seed production orchard. Several
researches have been held for the propagation through staking, grafting and micro-
propagation. However, currently there is not a protocol to propagate the Araucaria
angustifolia in large-scale. The growth habit of the plagiotropic branches and the lack
of availability of the orthotropic branches are obstacles to achieve the vegetative
propagation of the species. The aim of this work was to describe morphologically the
growth habit of the orthotropic and plagiotropic branches through the observation of
the plant growth in its normal development in re-sprouting, stakings and graftings.

Key-words: growth habit, plagiotropism, orthotropism.
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5.1 INTRODUCAO

Araucaria angustifolia é considerada um féssil vivo, tendo acompanhado
inimeras transformacdes ocorridas no planeta e, apos algumas décadas de
exploracdo (HERTEL, 1980; KOCH e CORREA, 2002), integra a lista oficial do
Ibama (2009) de espécies ameacadas de extingdo. Representa mais de 40% das
arvores que compdem a Floresta Ombrofila Mista, sendo uma espécie dominante no
dossel. Tronco de fuste Unico, colunar e cinlidrico, perenifélia, com folhas de
coloracdo verde-escura, que se destacam na paisagem da floresta, tendo essa
recebido o nome de Floresta com Araucaria (CARVALHO, 1994).

Espécie longeva, atingindo em meédia entre 140 a 250 anos, existindo
exemplares, de acordo com o0s anéis de crescimento, com até 386 anos de idade,
porém sao raros (SANQUETTA et al., 2007). As arvores sdo dioicas, raramente
monoicas, o ciclo reprodutivo pode se iniciar aos 15 a 20 anos de idade (BANDEL e
GURGEL, 1967), a producdo de pinhbes leva aproximadamente entre 29 a 34
meses (ANSELMINI, 2005; ANSELMINI, ZANETTE e BONA, 2006). O pinhdo € um
alimento altamente nutritivo, € uma rica fonte de energia, amido e proteina, serve
tanto para os animais no interior da floresta quanto para o homem. A producéo de
pinhdo se restringe aos meses de abril até setembro (ZANETTE, ANSELMINI e
OLIVEIRA, 2007) e a extracdo pelo homem ocorre de forma predatoria sem
planejamento (SOLORZANO-FILHO, 2001), com a retirada do produto nos locais de
ocorréncia natural da arvore.

A. angustifolia ndo € plantada com o objetivo de produzir pinhdo e néao é
vista como economicamente viavel (AQUINO, 2005). No Brasil, este recurso ainda é
pouco explorado e merece uma atencdo especial. Porém, em Portugal, o pinhdo
proveniente de Pinus pinea € utilizado como fonte de alimento e move a economia
da regido de Alcacer. As pinhas sédo consideradas pelos agricultores altamente
rentaveis, cada arvore produzindo entre cem e duzentas pinhas de 300 a 400 g
(CARNEIRO, 2007). A A. angustifolia produz pinhas de 1.300 g chegando facilmente
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em pinhas com 2300 g, podendo atingir em caso extremo a produc¢ao de 398 pinhas
(KAYUVA, 2009).

A propagacéo vegetativa € uma ferramenta importante para proporcionar a
maximizacdo de producdo, mantendo as caracteristicas desejaveis de arvores
selecionadas, para formar pomares clonais (HIGASHI, SILVEIRA e GONCALVES,
2000). Alguns trabalhos foram realizados no Brasil para propagar a A. angustifolia
vegetativamente pela estaquia (IRITANI, SOARES e GOMES, 1986), enxertia
(KAGEYAMA e FERREIRA, 1975) e micropropagacao (ZANETTE, IRITANI e PAULA
1987; IRITANI, ZANETTE, CISLINSKI, 1992; IRITANI, ZANETTE e CISLINSKI 1993;
IRITANI 1997; ASTERITA e GUERRA 1998; GUERRA et al., 2000; ANSELMINI e
ZANETTE 2008; STEINER, SILVEIRA e GUERRA, 2007). Entretanto, ainda ndo se
estabeleceu um protocolo eficiente para a produgcéo de mudas de A. angustifolia em
larga escala.

Os ramos da arvore apresentam diferencas no habito de crescimento e na
morfologia. As modificacdes sdo provocadas pelo tropismo, podendo formar ramos
com crescimento plagiotrépico ou ortotropico, que limitam a propagacao clonal da
espécie.

O crescimento destes ramos sdo respostas de um processo enddgeno,
relacionado a redistribuicdo desigual da auxina, mediante a distribuicdo e
posicionamento dos estatolitos. Os estatoélitos sdo sensores de gravidade formados
por amiloplastos, grandes e densos, presentes em muitas células vegetais. Esses
sdo responsaveis pela primeira resposta da planta mediante a percepcdo da
mudanca espacial, e a segunda resposta € visivel pelas modificagdes morfogénicas
(TAIZ e ZEIGER, 2004).

O objetivo deste trabalho foi fazer a descricdo do comportamento do
tropismo por meio da andlise qualitativa do habito de crescimento dos ramos,
ortotropicos e plagiotropicos, em estacas e enxertos. Este estudo visa dar subsidios
para futuras pesquisas que abordem a inducéo de ramos e a clonagem de genotipos

superiores.
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5.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na unidade experimental do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo no Setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Parana, Curitiba. O trabalho foi desenvolvido de 2006 a
2010 e foi dividido em dois experimentos: o primeiro utilizou ramos plagiotrépicos em

estacas e enxertos, 0 segundo usou ramos ortotrépicos em enxertos.

5.2.1 Experimento com ramos plagiotropicos

5.2.1.1 Coleta de ramos para a estaquia e enxertia
A coleta dos ramos plagiotropicos ocorreu em ramos secundarios e
terciarios de arvores adultas, com o sexo conhecido. Os ramos foram retirados no dia

da estaquia e da enxertia (Figura 4A).

5.2.1.2 Estaquia de ramos plagiotropicos

As estacas foram preparadas com 5 cm de comprimento e, na metade
basal, as aciculas foram retiradas e o corte em bisel foi realizado. Apds o processo
de desinfestacdo, as estacas foram submetidas a imersdo por um minuto em
solucdo de &cido indo-3-butirico (3000 mg.L™), foram plantadas em bandejas
contendo vermiculita e permaneceram em casa de vegetacdo com nebulizacéo
intermitente.

Apds 18 meses, as estacas enraizadas, em 2006 passaram para 0
ambiente externo e foram plantas no solo em pleno sol. Apés o plantio, as estacas
foram divididas em dois grupos: o primeiro se desenvolveu rasteiro na superficie do
solo, o segundo foi tutorado com estacas de bambu e conduzido na vertical. No

periodo de quatro anos, o crescimento das plantas foi monitorado.
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5.2.1.3 Enxertos plagiotropicos

Foram realizados dois tipos de enxertia: garfagem de topo e placagem.
Para a garfagem de topo, em 2006, foram utilizados porta-enxertos com 1 ano e sete
meses idade. A enxertia foi realizada no més de marco, em casa de vegetacao e 0s
garfos foram fixados com fita plastica. ApOs trés meses da enxertia, as fitas foram
retiradas e as plantas transferidas de sacos plasticos para vasos com capacidade de
12 litros. As plantas foram levadas para o jardim na unidade experimental do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo no Setor de Ciéncias Agrarias, neste
local permanecendo por quatro anos, até a avaliacdo final do experimento.

Na placagem, as placas para a enxertia foram retiradas da regido
subapical dos ramos de arvores fémeas adultas. Os porta-enxertos utilizados tinham
cinco anos de idade, estavam plantados no chéo e a enxertia ocorreu no més de
marco de 2009. As placas de enxertia apresentavam aproximadamente 20 mm de
comprimento e 5 mm de largura e foram fixadas em ramos secundarios
(plagiotrépicos) da arvore. A fixacdo da placa ocorreu com o auxilio de um arame e
com uma fita plastica. Apos trés meses, a fita foi retirada e foi cortada a parte do
porta-enxerto superior a placa. O enxerto foi avaliado aos oito e aos dez meses. Os

dois tipos de enxerto foram avaliados quanto ao tropismo dos ramos enxertados.

5.2.2 Experimento com ramos ortotropicos

5.2.2.1 Coleta de ramos ortotropicos para enxertia

Os brotos ortotropicos (Figura 4B) utilizados na enxertia foram provenientes
de rebrote de planta adulta com sexo identificado. Os rebrotes tiveram origem natural
e/ou induzida. Os rebrotes de origem natural foram provenientes de brotacdes
ortotrépicas laterais ao longo do tronco (Figura 4C e D). Os rebrotes induzidos
(DELGADO, WENDLING e BRONDANI, 2007; WENDLING, et al. 2009), tiveram
origem, no tronco principal com a retirada de parte da copa, ou de rebrotes que

surgiram apos a derrubada de pinheiros adultos ou ainda com a eliminagdo somente



75

0 apice de plantas adultas (Figura 4 E e F). Apés dez meses do corte do tronco, 0s

brotos com crescimento ortotropico foram retirados e enxertados no mesmo dia.

5.2.2.2 Enxertos ortotropicos

A enxertia do tipo garfagem de topo e placagem lenhosa foram realizadas
em porta-enxertos com um e trés anos, respectivamente. Os enxertos do tipo
garfagem foram realizados com ramos de 120 mm de comprimento com corte em
bisel. Para o tipo placagem, as placas para enxertia foram cortadas com a lamina de
bisturi e mediam aproximadamente 25 mm de comprimento e 8 mm de largura. Em
seguida foram encaixadas na janela aberta do porta-enxerto o mais rapido possivel,
evitando-se tocar nos tecidos de contato. A enxertia ocorreu na regido subapical do
ramo principal do porta-enxerto, local em que as aciculas foram retiradas.

Apds o encaixe, em ambos os enxertos o material enxertado foi amarrado
com um arame e com uma fita plastica. Apés oitenta dias, a fita plastica foi retirada
para verificar a sobrevivéncia ou ndo do enxerto.

Apéds 120 dias, foi avaliada a sobrevivéncia dos enxertos, quando ocorreu
a decapitacao do porta-enxerto, no caso da enxertia do tipo placagem. As brotacdes
do enxerto foram avaliadas quanto a morfologia e dire¢cdo do crescimento. Durante o

experimento as brotacdes do porta-enxerto foram retiradas.
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5.3 RESULTADO E DISCUSSAO

5.3.1 Experimento com ramos plagiotropicos

5.3.1.1 Crescimento das plantas provenientes de estaquia sem tutoramento

As estacas provenientes de ramos plagiotropicos de plantas adultas apos
0 enraizamento, permaneceram com crescimento continuo e horizontalizado rente
ao chéo, simetria bilateral e diametro visivelmente reduzido (Figura 5A). Estas
caracteristicas foram marcantes e persistiram apos cinco, ndo permitindo a formacao
de individuos normais, como observado também por Iritani (1997) em microestaquia
de A. angustifolia.

Sabe-se gue a nova planta tem o habito de crescimento do propagulo que
Ihe deu origem, isto &, se o propagulo foi proveniente de segmentos de ramo lateral,
0 crescimento da nova parte aérea resultara em um ramo com crescimento
horizontalizado. Em outras espécie como Coffea arabica (CARVALHO e FILHO,
1952), Theobroma grandiflorum (cupuacu) (GONDIM et al., 2001) e Piper aduncum
(ALVARENGA et al., 2009), o plagiotropismo dos ramos acompanha o crescimento
das plantas que tiveram origem em ramos plagiotrépicos, assim como observado
neste trabalho.

O plagiotropismo € um fendbmeno que se caracteriza por uma
diferenciacdo somatica, que na maioria dos casos € permanente, podendo ocorrer
devido as condi¢cdes ambientais, nutricionais ou hormonais. Os mecanismos que
levam a estas transformacdes sdo extremamente complexos e ainda ndo estdo bem
elucidados (IRITANI, 1981; KAGEYAMA e FERREIRA 1975; IRITANI, ZANETTE e
CISLINSKI, 1992).

O crescimento plagiotrépico € muito comum em plantas que possuem
dominancia apical. Os ramos plagiotropicos de Araucariaceae podem ser mais ou
menos horizontalizados. Em Araucaria excelsa, os ramos apresentavam crescimento

mais horizontal quando comparados com os ramos de Araucaria cunninghamii e
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Araucaria robusta. Logo, concluiu-se que esta diferenca do plagiotropismo dos
ramos ocorreu devido a uma dominancia apical mais pronunciada em A. excelsa
(NIKLES, 1961). Quanto mais evidente a dominancia apical da planta, maior sera a
canalizacdo progressiva do desenvolvimento, representado pelo crescimento
plagiotrépico. Este fato pode ser confirmado com a A. angustifolia, que apresenta
uma forte dominancia apical e um plagiotropismo bem caracterizado, com ramos

formando angulo de 90° com o eixo principal.

5.3.1.2 Crescimento das plantas provenientes de estaquia com tutoramento

As plantas que receberam o auxilio do tutor para orientar seu crescimento
na vertical permaneceram com caracteristicas de ramos plagiotropicos, simetria
bilateral e diametro do caule limitado, quando comparadas com uma planta vinda de
semente com a mesma idade. O comportamento das plantas foi 0 mesmo dos ramos
jovens ligados a planta méae. Entretanto, no quarto ano de cultivo, com 1,5 m de
altura (Figura 5B) e ap0s sete verticilos com simetria bilateral, ocorreu a formacao do
oitavo verticilo com quatro ramos, caracterizando uma nova disposicdo espacial,
apresentando simetria radial (Figuras 5B e 5C).

Em Araucaria excelsa, foi observada uma reversdo parcial do
plagiotropismo quanto ao crescimento verticalizado e ndo quanto a simetria (MAENE
e DEBERGH, 1987). Esses resultados abrem novas expectativas para as estacas de
plantas que possuem crescimento horizontalizado em seus ramos.

Mesmo apoés o crescimento diferenciado dos verticilos da regido terminal
do caule e com grau avancado de lignificacdo (Figura 5D e 5E), a planta néo
apresentou capacidade de se manter na vertical sem o auxilio de um tutor. A retirada
do auxilio significa o tombamento da planta. E provavel que o didmetro da base do
caule, visivelmente inferior quando comparado com o da regido mais apical, tenha

contribuido para esta falta de estabilidade da estaca na posicao vertical.

5.3.1.3 Crescimento de ramo plagiotropico enxertado em ramo ortotropico
Os ramos plagiotropicos usados para se fazer a enxertia do tipo garfagem
de topo tiveram crescimento horizontalizado, tempo limitado, sem ramificacdo e

didmetro do caule reduzido, como o de um ramo terciario ligado a planta mée
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(Figuras 6A e 6B). Estes resultados foram os mesmos dos trabalhos de enxertia
(GURGEL e GURGEL FILHO (1967); KAGEYAMA e FERREIRA, 1975) e de
microenxertia (ALSELMINI e ZANETTE, 2008), realizados a partir de ramos
plagiotrépicos de A. angustifolia.

Os ramos plagiotropicos usados na enxertia, que receberam o auxilio de
um tutor, mantiveram a verticalizacdo (Figuras 6C), mas quando este foi retirado
ocorreu o tombamento do ramo. As demais caracteristicas foram as mesmas citadas
acima. AplOs o0 terceiro ano, esses ramos apresentam um decréscimo no
crescimento, baixo vigor, amarelecimento das folhas, senescéncia, com posterior
morte do enxerto. Este resultado pode ter sido consequéncia de fatores endégenos
do proprio ramo ou da falta de interacdo adequada com o porta-enxerto, pois
ocorreu o desenvolvimento de um calo na regiao da enxertia (Figuras 6D e 6E). O
tempo de vida limitado ndo proporcionou o desenvolvimento de estrobilos como foi
relatado com o0s enxertos de ramos plagiotrépicos de Araucaria cunnighamii
(MASSART?, 1924; BREVIGLIERI*, 1947 apud NIKLES, 1961).

5.3.1.4 Crescimento de ramo plagiotrépico enxertado em ramo plagiotropico

Os resultados de sobrevivéncia, crescimento e desenvolvimento dos
enxertos foram positivos. ApOs quatro meses da enxertia, 0 enxerto apresentou um
pequeno inchaco no tecido, sinalizando a indugdo de uma gema (Figura 7A). O
crescimento do enxerto foi lateralizado, vigoroso, inicialmente lento, mas, aos oito e
onze meses, 0 enxerto cresceu de 40 mm para 150 mm de comprimento (Figura 7B
e 7C). Os resultados mostram a compatibilidade deste tipo de enxertia, tendo em
vista o0 vigor no crescimento do enxerto. O comportamento de crescimento do ramo
enxertado € o mesmo de um ramo plagiotrépico adulto, com ramificacdo e diametro
compativel, o que indica a perspectiva de producdo precoce de pinhdo. Os trabalhos
com enxertos de ramos plagiotropicos em ramos plagiotropicos ndo foram
encontrados. Entretanto, estes resultados deram inicio a novas pesquisas que estéao

sendo realizadas com este tipo de enxerto.

® Massart, J. Royal Acad. Belgium Sc. Class Memoires- tome v fasc. 8, 1924.
4 Breviglieri, N. Cit. From Schaffalitxky, 1949.
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5.3.2 Experimento com ramos ortotropicos

5.3.2.1 Crescimento de ramo ortotropico enxertado em ramo ortotrépico

A enxertia de ramos ortotrépicos em plantas jovens, tanto para garfagem
como para a placagem, em vaso ou em campo, apresentaram crescimento
ortotrépico como era de se esperar (Figura 7D, 7E e 7F). Apds 2 anos as plantas
continuaram crescendo com excelente cicatrizacdo (Figura G e H), sem nenhum
sintoma de rejeicdo, como foi observado em ramos plagiotropicos enxertados. Nikles
(1961) também observou um crescimento vigoroso de enxertos provenientes de
ramos ortotropicos, incluindo a producédo de estruturas reprodutivas, o que deve

acontecer nos proximos anos com o0s enxertos da A. angustifolia.
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5.4 CONCLUSOES

Plantas provenientes de estacas de ramos plagiotrépico sem tutoramento
apresentam crescimento horizontalizado.

Plantas provenientes de estacas de ramos plagiotrépicos tutoras
apresentam simetria radial dos ramos somente ap0s o0 sétimo verticilo e com 4 anos
de idade ainda dependem do tutor, mesmo com mais de 2 metros de altura.

A enxertia de ramos terciarios (plagiotrépicos) de plantas adultas em
plantas jovens, por garfagem, € viavel. Os ramos terciarios mesmo quando
enxertados em plantas jovens tem crescimento e tempo de vida limitado, com
senescéncia apdés o terceiro ano. O crescimento do ramo é plagiotropico, e sem
ramificacdo, como um ramo terciario.

Ramos plagiotropicos de fémeas adultas, enxertados em ramos
plagiotropicos de plantas jovens, por placagem lenhosa, mantiveram o crescimento
com ramificacéo radial de ramo adulto.

Os ramos ortotropicos de plantas adultas enxertados em plantas jovens,

apresentam um crescimento normal verticalizado.
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FIGURA 4 - Araucaria angustifolia; A - ASPECTO GERAL DOS RAMOS COM
CRESCIMENTO PLAGIOTROPICO; B- ASPECTO GERAL DOS RAMOS COM
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CRESCIMENTO ORTOTROPICO, COM DIAMETRO SUPERIOR; C E D- RAMOS
ORTOTROPICOS PROVENIENTES DE BROTACOES NATURAIS AO LONGO DO
CAULE; E- BROTOS ~ORTOTRC)PICOS INDUZIDOS PELA PODA DO APICE DA
ARVORE; F- BROTACOES INDUZIDAS APOS A RETIRADA DA COPA,

FIGURA 5 - Araucaria angustifolia; A- ASPECTO GERAL DA ESTACA PROVENIENTE DE
RAMO PLAGIOTROPICO CRESCENDO RENTE AO CHAO; B- ASPECTO GERAL DA
ESTACA, PROVENIENTE DE RAMO PLAGIOTROPICO COM TUTOR PARA AUXILIAR A
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VERTICAL[ZAQAO’ DO RAMO DURANTE O CRESCIMENTO; C- DETALHE DO APICE DO
RAMO APOS O SETIMO VERTICILO; D E E- DETALHE DO DIAMETRO DO CAULE NA
BASE DA ESTACA E NA REGIAO APICAL, RESPECTIVAMENTE.

FIGURA 6 - Araucaria angustifolia; A E B- ASPECTO GERAL DO ENXERTO DO TIPO
GARFAGEM DE TOPO, PROVENIENTE DE RAMO PLAGIOTROPICO; C- ASPECTO
GERAL DO ENXERTO DO TIPO GARFAGEM DE TOPO, PROVENIENTE DE RAMO
PLAGIOTROPICO QUE RECEBEU O AUXILIO DE TUTOR DE CONDUGAO,
VERTICALIZANDO O CRESCIMENTO DA PLANTA; D E E- DETALHE DO CALO
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OBSERVADO EM ENXERTOS APOS O PRIMEIRO E SEGUNDO ANO DA ENXERTIA,
RESPECTIVAMENTE.

FIGURA 7- Araucaria angustifolia; A, B E C- RAMO PLAGIOTROPICO ENXERTADO EM
RAMOS PLAGIOTROPICO APOS QUATRO, OITO E ONZE MESES DA ENXERTIA,
RESPECTIVAMENTE; D- ASPECTO GERAL DA PLANTA ENXERTADA COM RAMO
ORTOTROPICO PROVENIENTE DA GARFAGEM, APOS UM ANO E SETE MESES; E-
ASPECTO GERAL DA PLANTA ENXERTADA COM RAMO ORTOTROPICO
PROVENIENTE DA PLACAGEM APOS DOIS ANOS E OITO MESES DE ENXERTIA; F-
ASPECTO GERAL DA PLANTA ENXERTADA COM RAMO ORTOTROPICO
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PROVENIENTE DA PLACAGEM APOS TRES ANOS E OITO MESES DE ENXERTIA; G E
H- DETALHE DO CALO DE ENXERTIA DOS RESPECTIVOS ENXERTOS.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 ENXERTIA

A época mais apropriada para a realizacao de enxertia em A. angustifolia
€ outono, para as condi¢cdes da cidade de Curitiba. Recomenda-se fazer um estudo
mais aprofundado, realizando enxertos, entre quinze a trinta dias antes e depois do
inicio do outono, para estabelecer um tempo limite a qual a enxertia podera ser
realizada.

Existem algumas vantagens de trabalhar com a enxertia do tipo placagem
de ramos ortotrépicos em Araucaria angustifolia:

1) pode-se trabalhar com porta-enxertos jovens em que o diametro do caule seja
superior a sete milimetros;

2) evita-se o problema da diferenca entre o didametro do enxerto do porta-enxerto;

3) com apenas um unico ramo ortotropico de aproximadamente 20 cm pode-se
realizar mais de dez enxertos;

4) evita-se o crescimento plagiotropico de plantas enxertadas;

5) quando o enxerto morre, pode-se enxertar a planta mais uma vez, pois a técnica
escolhida causa poucos danos a planta, apresentando uma boa cicatrizacdo devido
ao pequeno corte realizada no processo.

As aciculas do enxerto facilitam o arranque inicial da placa de enxertia,
apesar do trabalho ficar tecnicamente mais dificil, seria importante deixar pelo
menos a acicula mais apical da placa de enxertia, o que poderia facilitar a
sobrevivéncia do enxerto.

A aplicagdo de auxina apds a decapitacdo do porta-enxerto, pode evitar o
rebrote do porta-enxerto. Este procedimento poderd ser incorporado em futuros
trabalhos.

As plantas enxertadas no vaso ndo devem permanecer neste local por
mais de dois anos. As arvores enxertadas no chao se desenvolvem mais rapido

guando comparadas com as plantas em vaso.
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Os resultados desta pesquisa ainda nao foram totalmente concluidos, pois
guando se trabalha com a Araucaria angustifolia, os estudos devem ser realizados a
médio e longo prazo, devido ao longo ciclo de vida da espécie. E esperado para os
proximos anos, a producdo precoce de androstrébilos, ginostrobilos e pinhas nas
arvores enxertadas.

E fundamental fazer mais estudos de inducg&o de brotos ao longo do tronco
de arvores selecionadas, para iniciar a producéo de ramos ortotropicos. E importante
salientar que em algumas espécies da familia araucariaceae a inducdo das
brotacBes da base das arvores é influenciada pela época do ano em que ocorreu o
corte da arvore.

A possibilidade de escolher um porta-enxerto menos exigente em relacéo
ao solo, deve ser analisada.

AplOs o termino dos estudos da propagacdo vegetativa em Araucaria
angustifolia, serd importante confeccionar um manual com normas e com
certificacdo de responsabilidade da técnica de enxertia para garantir o acesso a
todos e a qualidade do trabalho. E por meio de incentivos como a produc&o precoce
de pinhdo, mudas selecionadas e escolha do sexo da planta, que os produtores
poderdo ser atraidos para o plantio da arvore.

6.2 MICROENXERTIA

A microenxertia da A. angustifolia é importante para desenvolver clones de
matrizes selecionadas. Os resultados obtidos por esta pesquisa sinalizam um
caminho a ser seguido na propagacao in vitro da espécie.

Possivelmente o rejuvenescimento de material adulto e o uso de citocinina
se fagcam necessarios para dar continuidade aos trabalhos. E provavel que a inducéo
de segmentos caulinares in vitro apresente bons resultados para o desenvolvimento
brotos que desenvolvam propagulos com caracteristicas de ramos ortotropicos a

serem microenxertados.
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6.3 TROPISMO

Os ramos da araucaria caracterizam-se pelo habito de crescimento
ortotrépico ou plagiotrépico.

Os ramos ortotropicos apresentam crescimento verticalizado, diametro do
caule significativamente superior aos demais ramos e com forte dominancia apical.

Os ramos plagiotropicos apresentam lateralizacdo no crescimento,
diametro inferior, crescimento e desenvolvimento acelerado.

Os ramos ortotropicos e plagiotropicos podem ser semelhantes
morfologicamente no inicio do desenvolvimento, mas apresentam-se
fisiologicamente distintos.

Os mecanismos que levam uma gema produzir ramos ortotropicos e
plagiotrépicos ndo estdo totalmente elucidados, mas uma seérie de fatores podem
estar envolvidos, como: o teor de hormdnios, mudangas nutricionais, fatores
ambientais e fatores genéticos.

O rebrote de ramo ortotropico ocorre de forma natural, mas pode ser
induzido. Naturalmente algumas arvores produzem brotacdes com crescimento
ortotrépico ao longo do caule, isso ocorre de forma esporadica. Brotacoes
ortotrépicas podem ser induzidas por meio de podas. As podas podem ocorrer em
regibes distintas das &rvores, como, apice, abaixo dos verticilos, na base e nos
ramos laterais, em cada regido ocorre uma resposta especifica. Estudos sobre, poda
e época do ano devem ser realizados, para se produzir brotacbes em maior

guantidade, objetivando-se propagulos para a clonagem.



