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Diversidade genética em populac6es de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.)

Taub.), micropropagacéao e producgdo de mudas micorrizadas em Mato Grosso do
Sul

RESUMO GERAL

O Brasil configura dentre os paises de megabiodiversidade, no entanto, atualmente os
biomas Mata Atlantica e Cerrado, se encontram na lista dos ‘“Hotspots” de
biodiversidade, tornando evidente a necessidade de conservacdo e melhoramento dos
recursos geneticos naturais. Estudos regionalizados para ampliar a base de espécies
nativas e genoétipos potenciais buscam maior conhecimento de espécies nativas de
crescimento rapido e alta produtividade de madeira, como € o caso da canafistula. Para
pesquisa sobre a diversidade genética da canafistula foi instalado em Dourados-MS, um
teste de progénies e procedéncias de 64 gendtipos de trés regides de MS e da
microrregido de Lavras-MG. Os resultados mostraram a existéncia de variabilidade
genética entre e dentro das populacdes para as caracteristicas dendrométricas e
agruparam as progénies em 03 grupos em funcdo da divergéncia genética. Foram
realizados também, experimentos de micropropagacdo in vitro para a espécie. Foram
testados o tipo de explante e tempo de desinfestacdo para estabelecimento in vitro;
concentracdes de Zeatina (ZEA) 0; 2,5 e 50 mg L™ na fase de multiplicagdo de
segmentos apicais e concentragdes de acido indolbutirico (AIB): 0; 0,5 e 1,0 mg L™
para enraizamento dos segmentos nodais caulinares. No estabelecimento in vitro
verificou-se superioridade de apices caulinares sobre segmentos nodais, com alta
porcentagem de estabelecimento sem influéncia do tempo de desinfestacdo. As
concentracdes de zeatina testadas ndo foram eficientes na multiplicacdo in vitro de
canafistula. N&do foi possivel estabelecer um protocolo para multiplicacdo e rizogénese,
sugerindo possivel recalcitrancia (formacdo de calos) da espécie. Efeitos da inoculacéo
com fungos micorrizicos arbusculares (Glomus clarum, Gigaspora margarita,
Gigaspora albida, Clareoideoglomus etunicatum e controle sem FMA) e doses de
fosforo (0, 60, 120, 180 e 240 mg kg™) na producéo de mudas de canafistula, também
foram objeto de estudo e constatou-se que G. albida e C. etunicatum foram os fungos
mais promissores para o crescimento e desenvolvimento de mudas de canafistula e que
0 excesso de P foi prejudicial a micorrizacao.

PALAVRAS-CHAVE: divergéncia genética, progénies, cultura de tecidos, fungos

micorrizicos arbusculares, doses de fosforo.
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Genetic diversity in canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.)

populations, micropropagation and mycorrhized seedling production in Mato

Grosso do Sul

GERAL ABSTRACT

Brazil is among the megabiodiversity countries, however, currently the Brazilian
biomes, Atlantic Forest and Cerrado, are on the list of biodiversity hotspots, making
evident the need for conservation and improvement of natural genetic resources.
Regionalized studies to broaden the base of native species and potential genetic
materials seek greater knowledge of fast-growing native species and high wood
productivity; as is the case with canafistula. For research on the genetic diversity of
canafistula was installed in Dourados-MS, a progeny and provenances test of 64
genotypes from three regions of MS and the Lavras-MG microregion. The results
showed the existence of genetic variability between and within populations for the
dendrometric characteristics and grouped the progenies in 03 groups due to genetic
divergence. In vitro micropropagation experiments were also performed with the
species. Explant type and disinfestation time for in vitro establishment were tested;
concentrations of Zeatina (ZEA) 0; 2.5 and 5.0 mg L™ in the multiplication phase of
apical segments and indolbutyric acid (IBA) concentrations: 0; 0.5 and 1.0 mg L™ for
rooting of the nodal segments. In vitro establishment, superiority was verified of stem
apex over nodal segments, with high establishment percentage without influence of the
disinfestation time. The zeatin concentration tested were not efficient in vitro
multiplication of canafistula. It was not possible to establish protocol for multiplication
and rhizogenesis, suggesting possible recalcitrance (callus formation) of the species.
Effects of inoculation with arbuscular mycorrhizal fungi (Glomus clarum, Gigaspora
margarita, Gigaspora albida, Clareoideoglomus etunicatum and control without AMF)
and phosphorus doses (0, 60, 120, 180 and 240 mg kg-1) on canafistula seedlings
production, were also the object of study, where it was found that G. albida and C.
etunicatum were the most promising fungi for the growth and development of
canafistula seedlings and that excess P was detrimental to mycorrhization.
KEY-WORDS: genetic divergence, progenies, tissue culture, arbuscular mycorrhizal

fungi, phosphorus doses.



1. INTRODUCAO GERAL

O Brasil ocupa cerca da metade do continente sul americano e abrange notavel
diversidade climatica, desde os tropicos Umidos até as zonas semi-aridas e temperadas,
que contribuem para a formacdo de distintas zonas biogeogréficas. A extensdo territorial
e a multiplicidade de biomas levam a uma ampla diversificacdo da flora, da fauna e dos
microrganismos, sendo o principal pais dentre aqueles de megabiodiversidade.
Apresenta a mais diversa flora do mundo com ndmero superior a 55 mil espécies
descritas (22% do total mundial), bem como alguns dos ecossistemas mais ricos em
nimero de espécies vegetais, a Amazonia, a Mata Atlantica e o Cerrado (MINISTERIO
DO MEIO AMBIENTE, 2019). Com érea territorial de 851 milhdes de hectares,
somente 58% se encontra recoberto por vegetacdo nativa (ANUARIO BRASILEIRO
DE SILVICULTURA, 2016), estando a rica biodiversidade do pais ameagada por
atividades antropicas, principalmente aquelas ligadas a conversdo das paisagens naturais
em areas de producdo agropecuaria e ocupacdo imobiliaria.

Altissimos niveis de devastacdo ambiental colocaram a Mata Atléntica e o
Cerrado, na lista dos “Hotspots” de biodiversidade, que sd3o conjuntos de ecorregioes
prioritarias para conservacdo em nivel mundial (MYERS et al. 2000). De acordo com
dados do Projeto Terra Class Cerrado (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2013), 0
Cerrado, bioma considerado o maior hotspot de biodiversidade do hemisfério Ocidental,
apresenta aproximadamente 54% de sua cobertura natural, tendo sido 29,5% de sua area
convertida em pastagem plantada, 8,5% em agricultura anual, 3,1% em agricultura
perene, 2% silvicultura. O Bioma Mata Atlantica que cobria, originalmente, 1.300.000
km2 em 17 estados do territorio brasileiro contém, atualmente, 29% de sua cobertura
original em diferentes estagios de regeneracdo, dos quais apenas cerca de 7% estdo bem
conservados em fragmentos acima de 100 hectares (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2015).

O bioma e as florestas de maneira geral passam por processos de erosao genética
devido a fragmentacdo e destruicdo do habitat (CARVALHO et al., 2009), principal
causa da reducdo da biodiversidade (BOREM, 2005). A derrubada das florestas para a
instalagdo de atividade agropecuaria, reflorestamento comercial, a urbanizacdo e a
industrializagdo, entre outros fatores, sdo responsaveis pelo aumento crescente de areas

degradadas e paisagens fragmentadas e, consequentemente, pela reducdo da



biodiversidade e pelo aumento do risco de extin¢do de espécies. A redugdo do tamanho
das populagdes pode causar perda dos alelos e reduzir a heterozigosidade que
juntamente com a reducdo da dispersdo do pdlen e sementes, provocada pelos efeitos da
fragmentacdo, isola as populacdes, genética e demograficamente, causando a extin¢ao
local da espécie (LEAL et al., 2014). A exploracdo das arvores de potencial madeireiro
da-se de forma extrativista e juntamente com a degradacdo ambiental vém reduzindo o
numero de individuos, uma vez que essas praticas sdo superiores aos esforcos para a
busca e manutencao da biodiversidade, levando assim a diminui¢cdo das populacbes e
aumentando o risco de perda de material genético insubstituivel (VIEIRA et al., 2011).

A conservagdo dos recursos genéticos, mesmo para aquelas populacdes que
apresentam alta taxa de variabilidade genética e estdo fora da lista de espécies
ameacadas de extincdo é de suma importancia para as futuras geracbes, no que diz
respeito ao melhoramento da espécie e ao aproveitamento de genes de interesse
especifico (FREITAS et al., 2006). Muitas espécies sdo pouco conhecidas, apesar de seu
grande potencial (SILVA et al., 2009), necessitando de estudos basicos envolvendo a
analise de sustentabilidade de sua exploracéo e principalmente técnicas que aumentem a
viabilidade da producéo de mudas (DUTRA et al., 2016).

Dentre as espécies de importancia no cenério florestal brasileiro, estd a
canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.), planta decidua, helidfita,
pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Caesalpinioideae, nativa da América do Sul,
de ampla ocorréncia nas Florestas Estacionais Semideciduais do Brasil nos estados da
Bahia, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Parana. A madeira € moderadamente pesada
(densidade de 0,69 g/cm3) sendo utilizada na construcdo civil, marcenaria, tanoaria,
carrocerias, dormente, servico de torno. E também muito empregada na arborizacéo de
pracas e rodovias como planta ornamental e devido a sua rusticidade e rapido
crescimento, na composicdo de reflorestamentos mistos e recomposicdo de areas
degradadas (LORENZI, 2008).

A canafistula consta na lista de espécies recomendadas pelo 6rgdo ambiental
estadual de Mato Grosso do Sul para a restauracdo de areas de preservacdo permanente
e reservas legais degradadas nas regides originais de Floresta Estacional Semidecidual
do estado (IMASUL, 2016). No entanto, muito pouco se conhece sobre a diversidade
genética e sistema de reproducgdo da espécie, aspectos fundamentais para a conservagao

genética e melhoramento genético (MORI et al., 2013). Ainda, de acordo com Dutra et



al. (2016), o sucesso de um projeto florestal, para fins comerciais ou conservacionistas,
depende da qualidade da muda produzida.

Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade genética entre e dentro
de populagdes no Mato Grosso do Sul e Minas Gerais, assim como estabelecer
protocolos de estabelecimento in vitro, multiplicacdo e enraizamento da espécie, e
verificar o efeito do uso de fungos micorrizicos no desenvolvimento de mudas de
canafistula na fase de viveiro.

Ainda, visando a aplicacdo de técnicas estatisticas adequadas para a analise das
informacdes obtidas, os dados foram aplicados no ambiente computacional R,
comumente empregado nas investigagOes internacionais e que comeca a ganhar
destague no contexto brasileiro. A linguagem de programacdo limita sobremaneira o
programa R, 0 que ocasiona dificuldades e frustacGes para pesquisadores de areas que
ndo sejam relacionadas as Ciéncias da Computacdo, como as Ciéncias Agréarias. A
dificuldade da interpretacdo da linguagem de codigos pode ser facilmente rompida, com
ganhos excepcionais ao pesquisador, pois modelos mais parcimoniosos e complexos sdo
encontrados apenas no R (CARVALHO, 2019).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Silvicultura no Brasil

O Brasil se destaca no cenario internacional por suas extensas florestas nativas
tropicais e pelo plantio de florestas homogéneas com espécies exoticas. Dos 851
milhdes de hectares de sua area territorial, hd um déficit de 85 milhGes de hectares em
Areas de Preservacdo Permanente e Reserva Legal. Em contrapartida, o pais contabiliza
7,7 milhdes de hectares de florestas plantadas das espécies Eucaliptus, Pinus entre
outras (Araucaria angustifolia, Acacia mearnsii, Shizolobium amazonicum e Tectona
grandis) e detém as mais modernas tecnologias para florestas plantadas em todo mundo,
destacando-se 0 eucalipto, em 70% destas areas (ANUARIO BRASILEIRO DE
SILVICULTURA, 2016; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2017).

De modo geral, estudos silviculturais no Brasil tém se voltado quase que
exclusivamente para as espécies de rapido crescimento, visto a contribuicdo irriséria de
outras espécies (ndo convencionais) no setor florestal brasileiro (7,2%) (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE PRODUTORES DE FLORESTAS PLANTADAS, 2013). A
disponibilidade de estudos sobre o emprego de espécies nativas para usos multiplos é
praticamente inexpressiva, sendo limitados pelo desconhecimento sobre os aspectos
silviculturais e tecnologicos das espécies. Verifica-se, portanto, um verdadeiro
descompasso ao se considerar que é incontestavel a importancia do descobrimento de
matérias-primas alternativas (VIDAURRE et al., 2004).

A regido central do Brasil permaneceu pouco desenvolvida em termos de
silvicultura intensiva, tendo sido a producdo madeireira sustentada pela exploracdo das
florestas nativas até poucos anos. O Mato Grosso do Sul teve grande destaque no
cenario florestal nacional desde 2006, ocupando o terceiro lugar em producdo em
volume de area de eucalipto, perdendo apenas para Minas Gerais e Sdo Paulo
(ANUARIO BRASILEIRO DE SILVICULTURA, 2016).

O Estado de Mato Grosso do Sul é representado por trés biomas: Cerrado
(savana), Pantanal (incluindo parte do Chaco) e parte da Mata Atlantica lato sensu
(IBGE, 2014). Sua flora e considerada um mosaico vegetacional, ocasionado por
influéncias da Floresta Amazonica ao norte, Mata Atlantica a leste, Chaco a oeste,

Matas Sazonais da Bacia do Rio Parana ao sul e Planalto Central do Cerrado ao centro



(COSTA et al., 2003). O Estado tem majoritariamente area de dominio do Cerrado
(61% do territério) e 18% de area de Mata Atlantica em formacGes de Florestas
Estacionais Semideciduais e Deciduais (MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2019).
Da area contabilizada, se encontram preservados 31,4% do Cerrado (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2013) e 11% da area original de Mata Atlantica cujos principais
remanescentes estdo concentrados em trés dreas: Serra da Bodoquena, planicie do Rio
Parana, proximo da divisa dos Estados de Sdo Paulo e Parana e, fragmentos isolados no
interior das diversas areas indigenas situadas na regido sudoeste (IMASUL, 2016).
Embora os grandes plantios comerciais, constituidos essencialmente de espécies
exoticas de répido crescimento, tenham grande importdncia na moderacdo da
exploracdo e na manutencdo de espécies nativas, existe grande demanda por espécies
nativas para reflorestamentos e recuperacdo de areas degradadas, o que requer
conhecimentos técnicos sobre a propagacdo e desenvolvimento das espécies com
relagdo as variacbes ambientais (MARANHO et al., 2013). Freitas et al. (2015)
ressaltam que o potencial produtivo das espécies florestais nativas, ndo pode ser
equiparado as exoticas comercialmente conhecidas, mas tem significado econdmico e

socioambiental regional muito importante.

2.2. Canafistula: aspectos botanicos e econémicos

A espécie Peltophorum dubium (Spreng.) Taub., anteriormente referida pelo
basidbnimo Caesalpinia dubia Spreng. e pelas sinonimias botanicas Cassia disperma
Vell. e Peltophorum vogelianum Benth., entre outras (MOBOT, 2019; PLANT LIST,
2019), esta circunscrita a subfamilia Caesalpinioideae e familia Fabaceae. Nativa da
América do Sul é conhecida no Brasil como canafistula ou angico-amarelo, tem porte
médio, podendo atingir 40 m de altura; tronco com diametro em torno de 120 cm; folhas
semideciduas a deciduas, compostas, bipinadas e alternas de até 50 cm de comprimento
por 25 cm de largura, com 16 a 21 pares de pinas, de cor verde—escura; cada pina com
24 a 30 pares de foliolos elipticos—oblongos, opostos; inflorescéncias em paniculas
terminais amarelo—vivas ou alaranjadas; fruto tipo vagem com uma a quatro sementes
(Figuras 1 e 2) (EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA, 2019).

A espécie € heliofita, hermafrodita, polinizada principalmente por abelhas
(CARVALHO, 2003) cuja reproducao ocorre atraves de cruzamentos, como na grande

maioria das espécies arboreas tropicais (SEBBENN et al., 2008).
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Figura 1. Locais de ocorréncia natural de canafistula no Brasil. Fonte: CARVALHO
(2002).

Figura 2. Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. (A) arvore; (B) folhas e flores; (C)
fruto; (D) sementes; (E) casca; (F) madeira. Fonte: Adaptado de Lorenzi (2008).



A canafistula é uma espécie secundaria, com caracteristicas de pioneira,
presente na formacdo das capoeiras e em florestas nativas onde, geralmente, existem
poucos individuos, sempre de grande porte, que ocupam o dossel dominante na floresta
primaria, localizando-se principalmente nas clareiras e bordas das matas, devido a maior
incidéncia da luz solar (CARVALHO, 2003). Espécie tipica de estadio inicial, ou seja,
presente no inicio da formagdo de uma floresta, pois tem uma grande facilidade na
disseminacdo natural, sendo encontrada em formacdo de populacdes quase puras ou
amplamente dominantes em formacdes secundaria (BERTOLINI et al., 2015).

A espécie é recomendada para reflorestamentos mistos de areas degradadas,
paisagismo em geral, arborizagdo de parques, pracas e rodovias, propiciando 6tima
sombra e beleza, além de favorecer o desenvolvimento das espécies de sombra,
auxiliando na formacéo da floresta (LORENZI, 2008). De acordo com Carvalho (2003)
e Lorenzi (2008) apresenta aspectos que tornam a espécie interessante em
reflorestamentos, tais como: i) rapido crescimento (19,60 m%ha/ano) em relacio a
outras espécies nativas, ii) existéncia de germoplasmas adaptados a diferentes regides
fitogeogréficas, quantidades e regimes de chuvas, tipos edafoclimaticos, temperaturas,
dentre outros, iii) moderada tolerancia ao déficit hidrico, a baixas temperaturas e ventos
fortes, iv) possibilidade de clonagem de individuos superiores, V) usos em
monocultivos, sistemas agroflorestais e na recuperacdo de areas de preservacao
ambiental, vi) possibilidade de geracdo de produtos madeiraveis e ndo madeiraveis, que
contribuem para a diversificacdo da renda do produtor rural.

Segundo Carvalho (1994) seu potencial para reflorestamento € em funcdo de sua
ocorréncia natural em diversos tipos de solo, sua baixa exigéncia quanto a fertilidade
quimica do solo e por possuir plasticidade adaptativa, isto é, a capacidade que um
individuo apresenta para sobreviver e se reproduzir em condicdes ambientais adversas
por meio de alteragcbes morfoldogicas e/ou fisioldgicas (GONDIN et al., 2014). E uma
das espécies de interesse para a industria madeireira, devido a seu rapido crescimento e
propriedades tecnol6gicas compativeis com as exigéncias do mercado, tal como a
densidade da madeira (MODES et al., 2012). Embora, quando comparada a diversas
especies florestais nativas, apresente um crescimento relativamente rapido, séo
necessarios estudos que visem maximizar a producéo florestal da espécie, dentre eles, o
melhoramento genético e o espacamento necessario dependendo da finalidade do
produto final (BERTOLINI et al., 2015).



2.3. Diversidade genética e conservacdo de germoplasma

O conhecimento da variabilidade genética de qualquer espécie vegetal € um
passo importante para 0 extrativismo, conservacdo genética e trabalhos de
melhoramento (SETOTAW et al., 2010; LIMA et al.,, 2011). Sendo dessa forma,
necessario manejar 0s recursos geneticos de maneira a preservar a maxima variabilidade
genética dentro das espécies, porém, sem dados sobre a distribuicdo dessa variabilidade
dentro ou entre populacdes, decisbes importantes sobre 0 manejo e conservacao desses
recursos ndo podem ser tomadas (LIMA et al., 2015).

A diversidade genética é amplamente reconhecida como componente chave para
garantir a sobrevivéncia das espécies por um longo periodo, ou seja, € fundamental para
a sustentabilidade, pois fornece genes para a adaptacdo, evolucdo e sobrevivéncia das
espécies, especialmente quando as mesmas estdo sob condi¢des de alteracdes
ambientais (RAJORA e MOSSELLER, 2001). Perturbagdes antrépicas tém levado a
fragmentacdo de populacdes naturais de espécies florestais, gerando um risco real de
erosdo genética e até mesmo de extincdo de espécies, especialmente nos biomas
tropicais (PINTO et al., 2004).

A conservacdo dos recursos genéticos é uma das acdes para evitar, ou pelo
menos minimizar, o processo de erosdo genética de espécies, podendo ser realizada in
situ ou ex situ (CARVALHO et al., 2009). A conservacdo in situ € primordial para
manter essas populagcdes na natureza e preserva-las por futuras geracdes, sendo, de
acordo com Nascimento et al. (2015) a mais eficiente entre todas as formas de
conservacao de bancos de germoplasma de plantas, pois prioriza a protecdo do habitat,
de forma que as espécies possam continuar o seu processo de evolucdo e manutencdo
das relacdes intra e interespecificas entre as populages, seus individuos e genes.

A conservacao ex situ se faz necessaria como a¢do conjunta devido ao avancado
estado de degradacdo e fragmentacdo que se encontram as florestas naturais, decorrente
da pressao antropica (SEBBENN et al., 2009), tornando-se necessaria a conservacdo do
germoplasma fora do seu ambiente natural, para a garantia da sobrevivéncia da espécie
(PINTO et al., 2004; SEGARRA-MORAGUES et al., 2005). Em especies arboreas, a
conservacdo ex situ na forma de teste de procedéncias e progénies € indicada por
permitir o monitoramento da variabilidade genética de caracteres relacionados ao
crescimento (altura, diametro, volume e forma do fuste) e adaptativos (sobrevivéncia e

frutificagdo) ao longo do tempo e servir como populagdo base para programas de



melhoramento e producdo de sementes para reflorestamentos ambientais (ZARUMA et
al., 2015).

Os varios estudos envolvendo espécies e procedéncias realcam a importancia das
variacOes genéticas entre procedéncias dentro de uma espécie florestal, que surgem
como resultado da adaptacdo das espécies as condigdes edafo-climaticas dos individuos.
Os testes de progénies atendem vérias finalidades importantes para conservagdo das
espécies: conservar a variabilidade genética de uma populagéo natural, principalmente
as populacdes que apresentam mais riscos de serem extintas; viabilizar a caracterizagdo
genética da espécie, por apresentar delineamentos experimentais adequados; e formar
pomares de sementes por mudas em diversos sitios, viabilizando a formagéo de ragas
locais, consequentemente aumentando a taxa de sobrevivéncia das espécies. Esses testes
constituem-se em um plantio sistematizado, onde cada arvore mantém sua referéncia de
origem da populacdo e possui repeticdes suficientes para se estimar os parametros
genéticos, como os coeficientes de variacdo genético, as herdabilidades, a acuracia e
ganhos de selecdo, assim sendo esse material genético é conservado e melhorado
(CANUTO et al., 2015).

A combinagdo dos testes de procedéncias e progénies € uma estratégia de
eficiéncia comprovada para selecdo desses genotipos, pois permite a determinacdo do
valor reprodutivo dos individuos selecionados. Esses estudos de variabilidade genética
sdo o caminho para aumentar esses ganhos em produtividade, avaliando caracteres
silviculturais de importancia econémica para as espécies florestais e os de qualidade da
madeira para fins especificos como, por exemplo, para a producdo de energia
(RESENDE, 2002).

O reflorestamento com espécies arboreas nativas de areas destinadas a Reserva
Legal pode ser aliado ao uso de espécies geneticamente melhoradas, potencializando o
uso sustentadvel das propriedades rurais e, consequentemente, incentivando o0s
proprietarios a recompor tais areas (BERTONHA et al., 2016). Nos trabalhos de
recomposicdo de areas de reserva legal, quando da adocdo de plantio de mudas, € de
grande importancia o estudo da variacdo genética de caracteres de crescimento e forma
em testes de progénies, pois permite determinar a propor¢do da variagdo genética
adaptativa que pode responder a alteracdes ambientais ou pode ser explorada em
programas de melhoramento florestal (FREITAS et al., 2007).

O uso de informagdes fenotipicas em estudos de divergéncia genética é

importante, pois ndo é oneroso e permite boa diferenciacdo entre 0s genotipos
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avaliados. Assim, muitos programas de melhoramento e/ou conservagdo de espécies
utilizam técnicas biométricas, baseadas em métodos preditivos para a andlise de
divergéncia genética, avaliando caracteres morfologicos, fisioldgicos, dentre outros, que
sdo geralmente quantificados por uma medida de dissimilaridade (CRUZ et al., 2011).

Entretanto, com um elevado ndmero de gendtipos 0 numero de estimativas de
dissimilaridade obtido é relativamente elevado, havendo a necessidade da aplicacdo de
métodos de agrupamento desses genotipos. Dentre os métodos de agrupamento, o
método de otimizacdo de Tocher realiza a separacdo simultdnea dos genotipos em
grupos e vem sendo amplamente empregado no estudo da divergéncia genética entre
acessos. (VASCONCELOQS et al., 2007). Outro método de agrupamento muito utilizado
é o Average Linkage que utiliza a média das distancias entre todos os pares de objetos
da matriz de dados para se criar a matriz de distancias. Esse método possui facilidade e
rapidez de calculo, principalmente se comparada as outras técnicas (ALENCAR, et al.,
2016).

2.4. Producéo de Mudas e Micropropagacao

Ao longo dos anos tem se verificado 0 aumento na demanda por sementes e
mudas de espécies nativas, para a restauracéo da vegetacdo nativa e plantios comerciais.
A dificuldade de obtencdo de mudas da maioria das espécies nativas em viveiros
florestais ainda é alta, devido a dificuldade de coleta de sementes, falta de tecnologia
para sua producdo (CALEGARI et al., 2011), irregularidade na producdo anual de
sementes, problemas de germinacdo e armazenamento, o que desestimula a producéo
de mudas arboreas nativas (DUTRA et al., 2014). A propagacdo das espécies florestais
por sementes resulta em mudas desuniformes e sujeitas a baixa qualidade em virtude da
grande variacdo genotipica, o que pode ser prejudicial a produtividade dos plantios. No
entanto, a maioria dos estudos sobre a propagacdo de espécies florestais nativas
brasileiras, esta relacionada a propagacéo sexuada, pela prdpria auséncia de informacoes
silviculturais das espécies e pelo maior dominio operacional e menores custos iniciais
dessa técnica (DIAS et al., 2012).

As técnicas de propagacdo vegetativa se apresentam como solucdo para
producdo de mudas de qualidade e uniformes, as quais tém sido desenvolvidas com o
objetivo de produzir mudas clonais, seja para a propagacdo de genoétipos superiores
(bom porte, crescimento adequado, resisténcia a pragas e doencas, etc.), para auxiliar
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trabalhos de melhoramento genético pela reducdo dos ciclos de selecdo ou fixacdo de
ganhos genéticos nas diferentes etapas de cruzamentos (RAPOSO et al., 2010).

As técnicas de biotecnologia vegetal com énfase na cultura de tecidos,
constituem uma excelente via para conservacao de espécies ameacadas de extingdo e
para propagacdo de espécies de interesse econdémico (PING-LUNG et al., 2010), pois
contorna as condigdes que comprometem sua reproducdo natural e promove a
multiplicacdo em larga escala dos exemplares. Nesse sentido, os procedimentos mais
usuais sdo: a micropropagacao in vitro, a microenxertia, a conservacao de germoplasma
e a cultura de embries, ovarios ou anteras (ARAGAO et al., 2011).

A técnica da micropropagacdo vem sendo empregada a diversas espécies
vegetais, pois possibilita a producdo de um grande numero de plantas com alta
qualidade, homogeneidade e em um curto espaco de tempo. Os principais fatores que
influenciam o sucesso da micropropagacéo séo origem do explante, meio nutritivo, luz e
temperatura (GRIMALDI et al., 2016). A técnica de micropropagacéo engloba algumas
etapas, que vao do estabelecimento in vitro, multiplicacdo, enraizamento e posterior
aclimatizacdo da microplanta (BASTOS et al., 2007).

O sucesso de um protocolo de micropropagacdo depende da fase de
introducdo in vitro, visto que as etapas seguintes de multiplicagdo, alongamento e
posterior enraizamento, s6 podem ser executadas apds o estabelecimento de culturas
assépticas e com bom vigor vegetativo. Entretanto, as respostas variam conforme a
espécie, as classes, tipos e concentracdo do regulador de crescimento utilizado, sendo
varios fatores considerados fundamentais para producdo de plantas em larga escala tais
como a composicao do meio nutritivo, a combinagdo dos reguladores de crescimento e
fatores fisicos (SMITH, 2013; PRUDENTE et al., 2016).

Diversos tipos de explantes podem ser utilizados para iniciar a propagacao in
vitro, devendo ser considerados na selecdo dos mesmos, aspectos como o nivel de
diferenciacdo do tecido utilizado e a finalidade da micropropagacdo (WENDLING et
al., 2006). De modo geral, a micropropagacao de espécies lenhosas é mais restritiva
devido ao elevado nivel de diferenciacdo dos tecidos, comparativamente as espécies
herbaceas (VILLA et al., 2009). Assim, a selecdo dos explantes deve ser realizada,
preferencialmente, a partir de brotacdes fisiologicamente ativas em estadio primario de
crescimento. Os explantes coletados a partir de arvores adultas devem possuir
caracteristicas juvenis. De acordo com Raposo et al. (2010) a escolha do protocolo

dependera da finalidade das mudas; no caso de mudas para fins de reflorestamento,
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onde a preservacao da variabilidade genética é importante, sugere-se utilizar explantes
oriundos de plantas obtidas por meio da germinacdo in vitro de sementes. Entretanto,
quando o objetivo é a busca de um genotipo determinado, que possui caracteristicas
importantes, sugere-se utilizar explantes (gemas apicais) obtidos de plantas adultas.

Salles et al. (2017) ressaltam a necessidade de estabelecimento de metodologia
eficiente para o uso dos produtos quimicos durante a desinfestacdo dos explantes a
serem utilizados, determinando tempo e concentracdo adequada para maior eficacia no
controle das contaminacdes, com menores danos aos explantes, garantindo assim o
sucesso no estabelecimento in vitro. O cultivo in vitro de espécies nativas ainda
apresenta grandes desafios, principalmente relacionados & adequacdo dos meios de
cultura, fatores fisicos e reguladores de crescimento (PRUDENTE et al., 2016). Apesar
dos avancos na propagacdo clonal, obtidos nas diferentes pesquisas, € necessario
estabelecer condic¢des 6timas para cada espécie cultivada (MANTOVANI et al., 2017).

Diversos trabalhos vém sendo realizados visando estabelecimento de protocolos
para micropropagacdo para espécies arbdreas nativas como por exemplo:
Campomanesia xanthocarpa (ROSSATO et al., 2015), Peltophorum dubium (GOMES,
2017), Tectona grandis (FERMINO JUNIOR et al., 2014), Jacaranda mimosifolia
(SARTOR et al., 2013), entre outros.

Para o sucesso na implantacdo, revitalizacdo e formacdo de florestas com alta
producdo sdo necessarios métodos e sistemas que priorizem a qualidade de mudas
(CALDEIRA et al., 2012). O estabelecimento de plantios florestais, seja para fins
comerciais ou restauracdo, depende de uma série de fatores, sendo a qualidade das
mudas fundamental para o sucesso inicial. Os viveiros florestais podem atingir esse
resultado por meio da utilizacdo de gendtipos adaptados ao sitio de plantio e adequadas
técnicas silviculturais empregadas no cultivo (DAVIDE e FARIA, 2008).

O plantio de mudas visando a restauracdo florestal tem sido bastante usado nos
ultimos anos, sobretudo em areas isoladas na paisagem, o que exige a necessidade de se
conhecer o0s processos determinantes da dinamica e da manutencéo das florestas (NAVE
e RODRIGUES, 2007), além de aprimorar as técnicas para produgdo de mudas,
objetivando a facilitacdo do seu plantio e a reducdo de custos, e melhor estabelecimento
das mudas nas areas de restauracdo (BARBOSA et al., 2013).

A qualidade de mudas de espécies lenhosas baseia-se numa série de
caracteristicas morfofisioldgicas que se relacionam com a sobrevivéncia a campo, e

consequentemente com o sucesso de plantios florestais (CADORIN et al., 2015). A
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etapa de producdo de mudas é fase fundamental para obtencdo da qualidade e
uniformidade das plantas. Nessa fase, diversos fatores propiciam condigdes para
obtencdo de plantas com elevada qualidade, propiciando o sucesso no desenvolvimento
a campo, tais como tipo de substrato, ambiente protegido, volume de recipiente,
irrigacdo, adubacdo e manejo correto das operacdes de producdo (COSTA et al., 2015).

Para a producdo de mudas de boa qualidade deve-se adotar tecnologias ou
metodologias mais eficientes e, se possivel, de baixo custo independentemente da
finalidade a que se destinara a muda, para composicdo de plantios comerciais,
recuperacdo de areas degradadas ou outros fins. A adocdo de padrbes técnicos e
procedimentos adequados na composigdo dos substratos poderdo melhorar a qualidade
das mudas produzidas resultando em plantas mais uniformes, vigorosas, de maior
pegamento e, portanto, mais resistentes as adversidades ambientais ap6s o plantio
(CALDEIRA et al., 2008).

2.5. Fungos Micorrizicos Arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) constituem um grupo de fungos
biotréficos obrigatdrios, inseridos no Filo Glomeromycota, Classe Glomeromycetes,
que fazem parte da rizosfera e das raizes da maioria das plantas superiores. Os FMAs
sdo capazes de formar associacdo com 95% das espécies de Briofitas, Pteriddfitas,
Gimnospermas e Angiospermas, com destaque para 0 grupo das Gimnospermas, onde
99% das espécies sdo micorrizicas obrigatorias. Dessa forma, pode-se dizer que, para a
maioria das espécies cultivadas, a simbiose micorrizica € intrinseca (CAVALCANTE et
al., 2009; SOUZA et al., 2010; BARBOSA et al., 2015).

A colonizacdo radicular pelos FMAs resulta na ampliacdo da interface de
conexao entre planta e solo, promovida pelo micélio formado externamente as raizes.
Os principais beneficios dessa simbiose para as plantas sdo a ocorréncia de alteraces
metabolicas diversas com reflexos positivos sobre seu desenvolvimento e estado
nutricional (COLOZZI FILHO e NOGUEIRA, 2007), devido a maior absor¢do de
nutrientes, particularmente os de baixa mobilidade no solo, pelo desenvolvimento de
estruturas internas nas raizes e de hifas extrarradiculares que agem como extensdes do
sistema radicular, aumentando a area de exploracdo do solo em mais de cem vezes
(BALOTA et al., 2011). O diametro das hifas varia entre 2-20 um e o das raizes ¢

muito superior correspondendo a valores superiores a 300 um (SMITH et al., 2010).
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Devido a estas diferencas de tamanho, as hifas proporcionam as plantas associadas a
micorrizas, 0 acesso a poros de reduzido didmetro, inacessiveis as raizes, fornecendo-
Ihes agua e outros nutrientes que ai ficam retidos quando o solo seca ou fica mais
compacto (SAMPAIO, 2012).

Os FMAs aumentam consideravelmente o crescimento das plantas, o que é
atribuido, principalmente, a absorcao de nutrientes limitados a difusdo, tais como P, Zn,
Cu, etc. do solo (BAGYARAJ et al., 2015). Cavalcante et al. (2009) afirmam que uma
espécie vegetal pode ser colonizada por qualquer especie de FMA, mas os efeitos da
simbiose podem diferir em funcdo da combinacdo solo-planta-fungo-ambiente. Fatores
da planta, como idade, estado nutricional, presenca de compostos fungistaticos,
desfolha, pastejo, poda e aplicacdo de fitohormonios, também influenciam a eficiéncia
da micorrizacao.

Segundo Kiriachek et al. (2009), em relacdo aos mecanismos que regulam a
colonizagdo micorrizica, sabe-se que a formacdo e o funcionamento da simbiose
dependem de um complexo processo de troca de sinais entre 0s simbiontes e que a
concentracdo de fosfato na planta e no solo é um fator determinante para seu
desenvolvimento. A disponibilidade de P na planta pode afetar o balanco de acgucares,
de fitormOnios e a expressdo de genes de defesa vegetal, sendo que em baixa
concentracdo de P, a simbiose desenvolve-se plenamente, enquanto seu
desenvolvimento é restrito em alta concentracdo de P. No entanto, os mecanismos pelos
quais o P regula o desenvolvimento da simbiose sdo desconhecidos.

Genericamente, resultados de pesquisas demonstram que a absor¢do de
nutrientes através de associa¢fes micorrizicas pode substituir o que seria absorvido
pelas raizes, no entanto, € notério que a eficiéncia da simbiose depende da
compatibilidade genética entre o genoma do fungo e da planta hospedeira para uma
dada condicdo edafocliméatica (BERUDE et al., 2015). O uso de fungos micorrizicos
pode fortalecer o estabelecimento de diversas espécies florestais e agricolas,
minimizando os custos com fertilizantes e as perdas pela fragilidade de mudas, tornando
o0 cultivo mais equilibrado (SOUZA et al, 2006).

Conforme relatado por diversos autores, entre os quais, Santos et al. (2011), a
associacdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) pode aumentar a
produtividade de viveiros e reduzir o tempo de producdo de mudas, melhorando seu
estado nutricional e acelerando seu crescimento, visto sua capacidade de explorar

maiores volumes de substrato e favorecer a absor¢do de nutrientes. De acordo com
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Miranda et al. (2001), os principais beneficios das micorrizas arbusculares para as
mudas sdo aumento da capacidade das plantas de absorver nutrientes do solo,
principalmente o P; melhor resposta das culturas aos diversos corretivos e adubos,
principalmente fosfatados; maior crescimento e antecipacdo do transplantio de mudas
para 0 campo; controle bioldgico de microrganismos de solo que causam doengas nas
raizes de plantas; maior sobrevivéncia das plantas no viveiro e ap6s o transplantio no
campo e em periodos de seca.

Na simbiose entre FMAs e espécies arboreas € necessario avaliar diferentes
dosagens de P para otimizar o crescimento e a nutricdo das plantas, pois a associacao
fungo-hospedeiro mediada por diferentes dosagens de fosforo varia com as espécies
envolvidas bem como, essa interacdo pode aumentar ou diminuir de acordo com a
disponibilidade de P no solo (SAMARAO et al., 2011). Avaliando os efeitos da
inoculagdo com Glomus clarum e teores de P (alto e baixo) sobre o crescimento inicial
de seis espécies arbdreas nativas do Cerrado, Lacerda et al. (2011) verificaram que a
micotrofia das espécies e suas respostas a inoculacao e ao fosforo dependem de diversos
fatores, tendo sido constatado diferencas das espécies nas repostas a inoculacdo e
presenca de P, sendo para a produgcdo de mudas de Jacaranda caroba (caroba),
Campomanesia xanthocarpa (gabiroba), Sterculia apetala (chicha) e Inga edulis (ingd),
recomendada a inoculacdo com G. clarum em conjunto com a fertilizacdo fosfatada do
solo, no entanto, para mudas de Hymenaea courbaril (jatoba) e Dipteryx alata (baru)
apenas aplicacédo de P ao solo.

Os resultados obtidos por Brito et al. (2017) evidenciam respostas inversas entre
espécies de FMAs, sobre o crescimento de mudas de Schizolobium amazonicum (parica)
em diferentes doses de P. Enquanto Rhizophagus clarus apresentou menor influéncia
sobre o crescimento das mudas em doses intermediarias de P, essa mesma condicdo
proporcionou melhor resposta para Gigaspora margarita. Por outro lado, a utilizagdo
simultdnea das duas espécies de FMAs (in6culo misto) proporcionou maior crescimento
das mudas, independentemente da aplicacdo ou ndo de P ao solo, em relacdo ao
controle. Em experimento realizado por Silva et al. (2016), a simbiose de mudas de
Cecropia pachystachya com FMAs ampliou a eficiéncia das plantas na absorcdo dos
nutrientes de baixa mobilidade na solugdo do solo e observou-se também influéncia das
adubacdes fosfatada e organica na colonizacdo micorrizica radicular e esporulacdo, que

diminuiu com o0 aumento nos teores de P no solo.
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3. OBJETIVOS GERAIS

o Avaliar a diversidade genética em populagdes de canafistula
(Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.), oriundas de Mato Grosso do Sul e Minas

Gerais, visando a conservacao da espécie;

o Estabelecer protocolo para producdo de mudas de canafistula

(Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) atraves da micropropagac&o;

o Avaliar a influéncia de especies de fungos micorrizicos arbusculares e
interacdo com doses de fésforo na producdo de mudas canafistula (Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub.);
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Diversidade genética de progénies de canafistula (Peltophorum dubium
(Spreng.) Taub.) provenientes de Minas Gerais e Mato Grosso do Sul

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade genética de progénies de
canafistula, por meio de caracteristicas dendrométricas, utilizando técnicas
multivariadas e analises de agrupamento, para verificar as diferencas entre as progénies
e formar grupos de menor heterogeneidade para as caracteristicas estudadas. O teste de
progénies e procedéncias foi instalado em Dourados-MS, sendo as sementes coletadas
em trés regides de MS e na microrregido de Lavras-MG. O experimento foi conduzido
em alfa-latice 8x8, com quatro repeticdes, sendo os tratamentos constituidos por
progénies de canafistula. Apos cinco e seis anos da instalacdo do experimento,
verificou-se a existéncia de variabilidade genética entre e dentro das populacdes para
todas as caracteristicas altura, diametro, circunferéncia a altura do peito, volume e area
basal. Pela andlise de variancia foram detectadas diferencas significativas entre as
progénies para todos os caracteres estudados, sugerindo que as populagdes estudadas
tem alta variagdo genética e indicando possibilidade de melhoramento genético pela
selecao das melhores progénies. Os métodos UPGMA e Tocher agruparam as progénies
em trés e nove grupos, respectivamente, onde os individuos mais divergentes sdo
provenientes de Minas Gerais e da regido de Bonito em Mato Grosso do Sul. As
progénies mais promissoras para as caracteristicas estudadas sdo provenientes de Minas
Gerais (progénies 45, 47, 49, 50, 55, 59) e as menos promissoras, procedentes de Bonito
(progénies 6 e 9).  As caracteristicas estudadas sdo indicadas para utilizacdo em
programas de melhoramento.

PALAVRAS-CHAVE: procedéncias, caracteristicas dendrométricas, teste de progénies,

agrupamento.
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Genetic diversity of canafistula progenies (Peltophorum dubium (Spreng.)
Taub.) from Minas Gerais and Mato Grosso do Sul

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the genetic diversity of canafistula
progenies by dendrometric characteristics, using multivariate techniques and cluster
analysis, to verify the differences between the progenies and to form groups with less
heterogeneity for the studied characteristics. The progenies and provenances test was
installed in Dourados-MS, and the seeds were collected in three regions of MS and in
the Lavras-MG microregion. The experiment was conducted in 8x8 alpha-lattice, with
four replications, and the treatments consisted of canafistula progenies. Five and six
years after the experiment was set up, genetic variability was verified between and
within populations for all characterisitics height, diameter, circumference at breast
height, volume and basal area. The analysis of variance showed significant differences
between the progenies for all traits studied, suggesting that the populations studied have
high genetic variation and indicating the possibility of genetic improvement by selecting
the best progenies. The UPGMA and Tocher methods grouped the progenies into three
groups and nine groups, respectively, where the most divergent individuals come from
Minas Gerais and Bonito region in Mato Grosso do Sul. The most promising progenies
for the traits studied are from Minas Gerais (progenies 45, 47, 49, 50, 55, 59) and the
least promising, coming from Bonito (progenies 6 and 9). The studied characteristics
are indicated for use in breeding programs.

KEY-WORDS: provenances, dendrometric characteristics, progeny test, grouping.
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1. INTRODUCAO

A diversidade de uma espécie envolve a variacdo entre individuos de uma
mesma populagdo, assim como entre populacOes separadas espacialmente. Essa
variacdo pode ser morfologica, comportamental, genética, entre outras. A diversidade
entre espécies, mais comumente denominada de diversidade de espécies, refere-se a
variabilidade que ocorre em determinado ambiente ou regido definida (SCARIOT et al.,
2011) e esta associada com a distribuicdo geogréfica dos individuos das espécies, ou
seja, grupos de individuos da mesma espécie estabelecidos em diferentes regiGes com
caracteristicas ambientais proprias, que tendem a diferenciar-se geneticamente em
forma de populacGes, como reflexo da limitagcdo do fluxo génico e das distintas pressfes
de selecdo sofridas por cada populacdo (FREITAS e BEREL, 2003).

A ampla distribuicdo geogréfica de uma espécie é um indicativo de que a
mesma possa apresentar altos niveis de diversidade genética, o que pode Ihe conferir a
capacidade de ocupar diferentes habitats (KAGEYAMA et al., 2003). Sendo o caso da
canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.), espécie hermafrodita, polinizada
principalmente por abelhas (CARVALHO, 1994), cuja reprodugdo ocorre
provavelmente por cruzamentos, como a grande maioria das espécies arboreas tropicais
(SEBBENN, 2006). A espécie apresenta ampla ocorréncia nas Florestas Estacionais
Semideciduais no Brasil, desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul, regido
nordeste da Argentina, norte do Uruguai e leste do Paraguai (MARTINEZ-
CROVETTO,1963; LOMBARDO, 1964; LOPEZ et al.,1987; CARVALHO, 2002;
LORENZI, 2002).

No Brasil, a perda e a fragmentacao de habitats tém afetado todos os biomas,
onde estdo inclusas extensas areas no Cerrado, Pampa, Caatinga e Mata Atlantica. As
florestas tropicais que no passado ocupavam grandes extensfes continuas, atualmente
encontram-se na forma de pequenos e dispersos fragmentos (RIBEIRO et al., 2016).

Estudos na area de conservacdo genética demonstram que a redugdo das
populacbes naturais tem acarretado em perda de genes adaptados a ambientes
especificos de colonizacdo dessas espécies. Os estudos fenotipicos e genotipicos entre e
dentro de populagdes, para diferentes caracteristicas, sdao as formas mais apropriadas
para determinar a estrutura genética de uma espécie e tém a finalidade de conservar

populacdes, podendo também servir para fins de melhoramento genético ou producao
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de sementes, com ampla base genética para a recuperagdo ambiental (SEBBENN et al.,
2009).

O conhecimento acerca dos parametros genéticos de uma determinada espécie
nativa proporciona indmeras contribuicdes para o aprimoramento de estratégias de
conservacao in situ e ex situ (BATISTA et al., 2012). De acordo com Mori et al. (2013),
muito pouco se conhece sobre a diversidade genética e sistema de reproducdo da
canafistula, aspectos fundamentais para a conservacdo e melhoramento genético da
especie.

Os estudos da variacdo genética entre e dentro de populagfes naturais séo
fundamentais para o conhecimento da estrutura das populacfes e podem ser realizados
eficientemente a partir do uso de testes de procedéncias e progénies (CANUTO et al.,
2015), que tem por objetivo detectar a variabilidade genética associada a fatores do
ambiente, relacionando populag¢Ges oriundas de diferentes areas geogréaficas. A andlise
de caracteres quantitativos em testes de progénie possibilita a determinacdo da
proporcéo da variacdo genética adaptativa que pode responder a alteracfes ambientais
(FREITAS et al., 2007). Esta estratégia consegue fornecer, ainda, resultados que
permitem delineamentos de conservagdo genética, de interacGes genotipos ambientes,
identificacdo de respostas para mudangas ambientais, dentre outros suportes para agdes
de uso, conservacdo e melhoramento florestal (SEBBENN et al., 2003).

A predicdo de valores genéticos e a estimacdo de componentes de variancia
sdo atividades essenciais no melhoramento de espécies florestais e perenes, constituindo
em técnicas 6timas de avaliagdo genética, sendo utilizadas como procedimento padrdo
de estimacdo/predicdo, a metodologia maxima verossimilhanca restrita - REML
(RESENDE, 2000 a/b).

Dentre as técnicas mais utilizadas para estudo de divergéncia genética estdo as
andlises de agrupamento, que tem por objetivo separar e reunir os objetos de estudo em
grupos, de forma que objetos dentro do mesmo grupo sejam tdo semelhantes quanto
possivel, enquanto diferentes grupos sejam heterogéneos entre si (ALENCAR et al.,
2016). Entre os métodos de agrupamento, o0 método de otimizacdo de Tocher vem sendo
utilizado em espécies arbdreas como no caso da carnauba (SILVA et al., 2018), cupuagu
(MAIA et al., 2011) e macauba (MANFIO et al., 2012).

Testes de progénies realizados nos estados de Sdo Paulo e Parana apontaram a
existéncia de variabilidade genética entre progénies de canafistula e, consequentemente,

a possibilidade de ganhos com ciclos de selecdo (SHIMIZU et al., 1987). De acordo
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com Rodrigues et al. (2017), a selecdo de progénies deve ser a principal estratégia de
selecdo, e cruzamentos entre progénies superiores de grupos diferentes.

Diante deste contexto, um teste de progénies na avaliacdo de populagdes de
canafistula, oriundas de diferentes localidades e biomas nos estados de Mato Grosso do
Sul e Minas Gerais, visando a avaliacdo da diversidade genética entre e dentro de
populacbes é de grande importancia no ambito da conservacdo da espécie, do
melhoramento e até mesmo na restauracdo da vegetacdo nativa e uso em plantios
comerciais, como a Integracdo Lavoura Pecuéria e Floresta (ILPFs).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a diversidade genética de 64
progénies de canafistula por meio de caracteristicas dendrométricas, utilizando técnicas
multivariadas e analises de agrupamento, para verificar as diferencas entre as progénies

e formar grupos em funcdo da menor heterogeneidade.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em éarea da Fazenda Experimental de Ciéncias
Agréarias — FAECA, da Universidade Federal da Grande Dourados, localizada na
Rodovia Dourados/Itahum, nas coordenadas 22°14°08” S e 54°59°13” W, com altitude de
434 m. O solo predominante € classificado como Latossolo Vermelho distroférrico
(EMPRESA BRASILEIRA DE AGROPECUARIA, 2006). O clima predominante é do
Cwa (temperado chuvoso com inverno seco, verdo chuvoso, temperatura média do més
mais frio inferior a 18°C e a do més mais quente superior a 22°C) com temperatura
média anual de 22,7°C precipitacdo de 1.410 mm (ARAI et al., 2010).

Teste de Progénies

Para instalacdo do teste de progénies e procedéncias de canafistula, foram
coletadas sementes de polinizacao aberta de 64 matrizes de populacdes oriundas de dois
estados, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul. A localizacdo geografica das arvores
matrizes foi feita com uso de GPS (global positioning system) (Tabela 1, Figura 1).

No Mato Grosso do Sul foram coletadas sementes em populacgdes de trés regides
do estado: 15 matrizes do Vale do lvinhema (lvinhema, Angélica e Deodapolis), 10
matrizes da Serra de Maracaju (Nioaque, Guia Lopes, Maracaju) e 15 matrizes da Serra
da Bodoquena (Bonito, Porto Murtinho), sendo que a altitude nestas areas variou entre
250m a 660m.

Em Minas Gerais foram coletadas sementes de 24 matrizes na microrregido de
Lavras abrangendo o0s municipios de Lavras, Nepomuceno, Itutinga, Ribeirdo
Vermelho, Nazareno, Candeias e Perddes, com altitude variando de 850 a 964m.

As matrizes selecionadas se encontram em dois biomas, Mata Atlantica e
Cerrado. No estado de MS, os municipios de lvinhema, Angélica, Deodapolis e parte de
Bonito estdo inseridos no bioma Mata Atlantica e os municipios de Bonito, Guia Lopes
da Laguna, Nioaque e Maracaju se encontram em areas de Cerrado. No estado de MG,

todas as matrizes estdo localizadas em areas do bioma Mata Atlantica (IMASUL, 2019).
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Figura 1. Localizagdo geografica das matrizes de canafistula nos estados de Mato
Grosso do Sul e Minas Gerais (IMASUL, 2019). Fonte: a autora.
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Tabela 1. Caracteristicas dos locais de procedéncia das sementes de canafistula

MATRIZ COORDENADAS GEOGRAFICAS ALTITUDE LOCALIZACAO  T°C MEDIA PRECIPITACAO
Lat. Long. mm MsS ANUAL (°C) _ MEDIA (mm)

1 21°4'3.90"S 56°34'35.00"0 466 Bonito/MS 23,7 1363

2 21°3'5520"S 56°34'43.40"0 460 BonitoMS 23,7 1363

3 21°3'35.70"S 56°35'7.90"0 288 Bonito/MS 23,7 1363

4 21°327.00°S 56°35'28.80"0 250 Bonito/MS 23,7 1363

5 21°027.90"S 56°42'50.30"0 660 Bonito/MS 23,7 1363

6  21°1'45.10°S 56°43'11.80"0 635 Bonito/MS 23,7 1363

7 21°233.70"S 56°48'48.60"0 552 Bonito/MS 23,7 1363

8  21°23130'S 56°49'2.70°0 551 Bonito/MS 23,7 1363

9  21°1'58.80"S 56°52'10.80"0 500 Porto Murtinho/MS 25.0 1282
10 21°217.10"S 56°52'26.00"0 460 Porto Murtinho/MS 25.0 1282
11 21°410.20"S 56°52'41.00"0 288 Porto Murtinho/MS 25,0 1282
12 21°4'1030'S 56°53'34.30"0 250 Porto Murtinho/MS 25,0 1282
13 21° 4'5.40"S 56°53'47.40"0 258 Porto Murtinho/MS 25.0 1282
14 21°2'7.70"S 56°51'55.40"0 532 Porto Murtinho/MS 25,0 1282
15 21°220.20"S 56°51'20.60"0 555 Bonito/MS 23,7 1363
16 21°27'47.76"S 55°47'33.72°0 410 Nioaque/ MS 241 1391
17 21°27'49.02"S 55°47'36.06"0 418 Nioaque/MS 24.1 1391
18 21°29'0.54"S 55°48'55.74"0 484 MaracajuMS 24,1 1391
19 21°29'9.42"S 55°50'37.98"0 418 Nioaque/ MS 24,1 1391
20  21°28'40.14"S 55°51'12.84"0 397 Nioaque/MS 24.1 1391
21 21°28'31.92'S 55°522.28"0 368 Guia Lopes/MS 23,8 1372
22 21°27'45.78'S 55°53'41.22"0 353 Guia Lopes/MS 23,8 1372
23 21°2829.04'S 55°52'13.02"0 367 Guia Lopes/MS 238 1372
24 21°29'10.26'S 55°52'14.46"0 417 Guia Lopes/MS 238 1372
25 22°17'33.72'S 53°48'22.92°0 332 Tvinhema™S 23,0 1534
26 22°12'9.12"S 53°46'12.66"0 341 AngélicaMS 23,1 1501
27 22°10'32.76"S 53°46'10.20"0 363 Angélica’MS 23,1 1501
28 22°10'3.06"S 53°46'35.10"0 373 AngélicaMS 23,1 1501
29 22°82940'S 53°46'5.82°0 342 AngélicaMS 23,1 1501
30 22° 9'6.60"S 53°46'3.24"0 349 TvinhemaMS 23,0 1534
31 22°15'15.84'S 53°48'23.88"0 291 Ivinhema™S 23,0 1534
32 22°1624.36'S 53°49'4.62°0 334 Ivinhema™S 23,0 1534
33 22°19'15.42'S 53°47'34.08"0 372 IvinhemaMS 23,0 1534
34 22°19'16.74"S 53°47'26.28"0 369 Ivinhema™S 23.0 1534
35 22°19'21.90"S 53°47'13.14"0 399 Ivinhema™S 23,0 1534
36 22°212.10"S 53°43'16.74"0 395 Finhema™S 23,0 1534
37 22°19'35.52'S 53°46'9.12°0 430 Ivinhema ™S 23.0 1534
38 22°16'33.36'S 54° 9'6.96"0 416 Ivinhema™S 23.0 1534
39 21°27'7.92"S 55°53'18.66"0 363 Guia Lopes/™MS 24,1 1391
40  22°15'32.82'S 53°48'30.84"0 292 Tvinhema ™S 23,0 1534
41 21°13'1235'S 45°13'49.44"0 873 Nepomuceno/ MG 20,6 1357
42 21°13'56.49'S 45°13'44.10°0 851 NepomucenoMG 20.6 1357
43 21°11'48.20"S 45°2'13.57°0 798 LavrasMG 19,9 1486
44 21°13'46.12"S 44°59'33.32°0 850 Lavras™MG 19.9 1486
45 21°13'56.53"S 44°59'32.45"0 854 LavrasMG 19.9 1486
46 21°19'25.26"S 44°36'56.08"0 900 Ttutinga MG 19,6 1593
47 21°1921.23"S 44°36'53.97°0 896 Ttutinga MG 19,6 1593
48 21°13'38.51'S 44°58'45.76"0 924 Lavras™MG 19.9 1486
49 21°13'38.25"S 44°58'47 460 925 LavrasMG 19.9 1486
50  21°16'18.37"S 44°58'18.88"0 929 LavrasMG 19,9 1486
51 21°19'9.69"S 44°36'57.09"0 915 Ttutinga MG 19.6 1593
52 21°19'9.01"S 44°36'58.21"0 907 Itutinga MG 19.6 1593
53 21°19'9.67"S 44°37'5.81°0 932 Itutinga MG 19.6 1593
54 21°17'50.61'S 44°37'11.15"0 929 Ttutinga MG 19.6 1593
55 21°17'50.88"S 44°37'13.71"0 912 Itutinga MG 19.6 1593
56 21°16'39.34"S 44°36'27.36"0 956 Nazareno™MG 245 1551
57 21°16'36.91'S 44°36'27.71°0 964 Nazareno™MG 24,5 1551
58 20°50'7.21"S 45°17'19.73"0 947 Candeias™MG 19,9 1475
59 21° 7'0.80"S 45° 5'39.03"0 856 Perdses™MG 20.4 1455
60  21°9'5423"S 45° 7'24.29"0 796 Ribeirdo Vermelho MG 20,7 1405
61  21°1227.76"S 45°0'12.49°0 913 LavrasMG 19,9 1486
62  21°16'16.20"S 44°58'20.82°0 929 LavrasMG 19.9 1486
63  21°13'12.67"S 45°13'50.69"0 883 Nazareno™MG 245 1551
64  21°13'12.67'S 45°13'50.69°0 887 Nazareno/MG 24,5 1551
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A selecdo das matrizes foi realizada com base em caracteres de importancia
silvicultural, tais como altura, didmetro a altura do peito, condi¢Bes de copa, sanidade,
forma do fuste e quantidade de frutos/sementes disponiveis e todas foram
georreferenciadas.

A partir das sementes coletadas das matrizes selecionadas foram produzidas
mudas nas dependéncias do viveiro de mudas da Faculdade de Ciéncias Agrérias da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Os frutos foram colhidos e
acondicionados em sacos de polietileno para transporte ao laboratério de sementes, da
Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD), onde foram beneficiados para obtencdo das sementes. Foi realizada a
escarificacdo térmica das sementes de acordo com Davide e Silva (2008), as quais
foram semeadas em tubete de plastico rigido com capacidade para 110 cm3 (trés
sementes/recipiente). As mudas foram produzidas nas dependéncias do Viveiro
Florestal da FCA/UFGD até que atingissem um padrdo de 25 a 40 cm de alturae 3 a5
mm de didametro do colo, momento em que foram levadas para area de plantio (TERRA
etal., 2014).

Area experimental

No ano de 2013, o teste de progénies foi instalado na Fazenda Experimental da
Universidade Federal da Grande Dourados, em area localizada no poligono formado
pelos pontos de coordenadas geograficas 22°14°26,24”S — 54°59°57,83”W;
22°14°28,517S — 54°59°57,66”W; 22°14°29,17”’S — 55°0°0,75"W; 22°14°26,71”’S —
55°0°1,05”W, num total de 6.663m?, com altitude de 390 metros (Figura 2).

O experimento foi conduzido em alfa-latice 8x8, com quatro repeticbes. As
parcelas experimentais foram constituidas por seis plantas, sendo os tratamentos
constituidos por 64 progénies de canafistula (Figura 3), totalizando 1536 plantas.

As mensuragdes dos dados dendrométricos foram realizadas em todas as plantas

na area experimental.
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Figura 2. Localizacdo da area experimental de canafistula (FAECA — UFGD). Fonte:
Google Earth, 2017.
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Figura 3. Croqui de campo utilizado para organizacdo das progénies de canafistula na
area experimental em delineamento alfa-latice 8 X 8, com quatro repeticdes (Considerar
as repeticGes em &rea continua).
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As avaliagfes foram realizadas em agosto/2018 e junho/2019, apds cinco anos
da instalacdo do experimento em campo. Foram coletados dados de altura de planta em
metros (AP); diametro a altura do peito em centimetros (DAP); circunferéncia a altura
do peito em centimetros (CAP) e calculados indiretamente a area basal (AB) e volume
(V).

A altura total das plantas foi mensurada com uso do dendrometro Criterion RD
1000, medindo-se o comprimento a partir do colo até a copa da arvore.

O diametro a altura do peito foi medido a 1,30 m em relacdo ao solo, com
auxilio de um paquimetro. Quando a planta apresentava bifurcacGes a altura de 1,30 m,
o didmetro das circunferéncias de todas as ramificagdes era tomado para obtengédo da
média.

A circunferéncia a altura do peito também foi medida a 1,30 m em relagédo ao
solo, com auxilio de fita diamétrica.

A érea basal foi determinada pela formula de Poggiani et al. (1996):

AB = DAP? x /4

Onde:

DAP = didametro a altura do peito;

n =Pi=3,1416.

O volume (V) foi calculado pela férmula (COUTO et al., 1989):

V= (n/4) DAP?x H

Onde:

n=Pi=3,1416;

DAP = diametro a altura do peito;

H = altura.

Considerando tratar-se de experimento desbalanceado, devido ao nudmero
desigual de arvores sobreviventes por parcelas, foram realizadas analises visando
selecdo das melhores progénies e dos melhores individuos via modelos mistos. Para
estimar os componentes de variancia foi utilizado o método de REML (Maxima
Verossimilhanca Restrita). Os valores perdidos foram estimados e os componentes da
variancia foram ajustados. As analises foram realizadas no software R (R CORE TEAM,
2018), utilizando os pacotes Ime4 e ImerTest. Para obtencdo da tabela da anélise de

deviance com teste F e valores de p foi utilizado o método de Satterthwaite para graus
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de liberdade do denominador. Para selecdo das melhores progénies em fungéo das
variaveis analisadas foi realizado o teste de Tukey a 1% de significancia.

As analises de diversidade genética foram realizadas empregando-se as técnicas
multivariadas através dos métodos de agrupamento dos genotipos pelo método da
ligacdo média entre grupos (UPGMA) e o método hierarquico aglomerativo de
otimizagao proposto por Tocher (CRUZ e CARNEIRO, 2006). Adotou-se como medida
de dissimilaridade, a distancia euclidiana média, levando em consideracdo o grau de
dependéncia entre as variaveis estudadas. Também se realizou analise de componentes
principais com posterior dispersdo grafica dos gendtipos. A formagdo dos grupos foi
definida utilizando o pacote NbClust implementado no software R (R CORE TEAM,
2018), no qual foram realizados diferentes testes estatisticos para definir o numero ideal
de grupos de acordo com a andlise dos caracteres silviculturais (corte) no qual, de

acordo com a maioria dos testes, 0 melhor nimero de grupos foram trés.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO.

Pela anélise de deviance (Tabela 2) foram detectadas diferencas significativas a
1% de probabilidade entre progénies para todos os caracteres estudados, sugerindo que
as populacBes provenientes de sete procedéncias, tem alta variagdo genética e indicando
possibilidade de melhoramento genético pela selecdo das melhores progénies.

A precisdo experimental foi avaliada, por meio das estimativas de acuracia
seletiva (AS). Este parametro reflete a qualidade das informagdes e dos procedimentos
utilizados na predicdo dos valores genéticos e estd associado a precisdo da selecéo,
referindo-se a coeficiente de determinacdo entre valores genéticos preditos e valores
genéticos verdadeiros dos individuos (RESENDE e DUARTE, 2007). Conhecer a
acuracia é especialmente importante quando existem diferencas significativas entre
progénies para os caracteres em estudo, visto que neste caso é possivel obter ganhos
com a selecdo (SENNA et al., 2012).

Neste contexto, os valores de acuracia obtidos para todos os caracteres estudados
foram superiores a 0,8; indicando alta precisdo no acesso a variacao genética verdadeira
a partir da variagdo fenotipica observada nos mesmos e, portanto, a possibilidade de
sucesso na selecdo de individuos. De acordo com Resende e Duarte (2007), a acuracia
varia de 0 a 1, sendo adequados, os valores proximos a unidade ou 100%; ou seja, a
acuracia é mais alta quando menores forem os desvios absolutos entre os valores

genéticos paramétricos e os valores genéticos estimados ou preditos.

Tabela 2. Resumo da analise de deviance conjunta de 64 progénies de canafistula,
avaliadas em dois anos. Dourados/MS, 2018 e 2019

QUADRADOS MEDIOS
Fonte de Variacdo  GL AP CAP DAP AB VOL
Matriz 63  13,42%* 280,00%* 28,58 X 107** 9,10 X 107#* 6,01 X 107#*
Ano 1 2,83 1231,60%* 127,62 X 107** 3,56 X 107 185,83 X 107+
MXA 63 0.27 5,10 6,60 X 107 4,00X 10°° 6.50X 107
Residuo 1790  2.63 62.60 6,33 X 10 2,60X 107 14,55 X 10™
Acurdcia Seletiva 0.90 0,88 0.88 0,84 0,87

**. significativo a (p<0,01) pelo teste F. AS: acurdcia seletiva; AP: altura de plantas (m); CAP:
circunferéncia altura do peito (cm); DAP: diametro altura do peito (cm), AB: area basal (m?); V: volume

(m3)
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Varios estudos de diversidade genética entre progénies de espécies arboreas
nativas tém sido realizados de testes de procedéncias e entre progénies, através da
avaliacdo de caracteristicas dendrométricas, como: Cedrela fissilis (NAVROSKI et al.,
2016), Mimosa scabrella (MENEGATTI et al., 2016), Schinus terebinthifolia
(BERTONHA et al., 2016), Dipteryx alata (ZARUMA et al., 2015), Balfourodendron
riedelianum (KUBOTA et al., 2015), Astronium graveolens (ARAUJO et al., 2014),
Handroanthus vellosoi (BATISTA et al., 2012).

Para analise do desempenho das progénies na comparacdo das medias foram
considerados 0os maiores ou menores valores das médias em, no minimo, trés das
caracteristicas avaliadas.

A progénie identificada pela numeracéo 50 (Lavras/MG) apresentou maior altura
(9,37 m), seguida pela progénie 34 de Ivinhema/MS (9,17 m); progénie 45 de
Lavras/MG (9,13 m). A menor altura foi obtida pela progénie 16, de Nioaque/MS (6,38
m). Verificou-se também que 13 individuos de diferentes procedéncias apresentaram
valores médios de altura igual ou inferior a 7,0 metros.

As progénies 49 e 55 (Lavras e ltutinga/MG) se destacaram com 0S maiores
valores de CAP (37,64 cm e 36,55 cm). A progénie 9 (Porto Murtinho/MS) apresentou
0 menor valor de CAP (22,18 cm). Ressalta-se que as progénies 42 (Nepomuceno/MG),
52 (Itatinga/MG) e 6 (Bonito/MS) também apresentaram CAP inferior as demais,
embora ndo tenham diferido estatisticamente com valores de 24,80 cm; 24,69 cm e
23,38 cm, respectivamente. O CAP e o DAP apresentaram crescimentos semelhantes.

Xavier et al. (2018) observaram diferenca significativa entre 0 DAP médio de
individuos de canafistula aos 14 anos de idade na regido de Descalvado/SP, sendo a
variacdo geral encontrada no DAP dos individuos avaliados de 12,80 a 44,56 cm.

Para area basal (AB), os maiores valores foram obtidos para as progénies 1, 43,
47, 49, 55 e 57 provenientes de Bonito/MS, Lavras/MG, ltutinga/MG, Lavras/MG,
Itutinga/MG, Nazareno/MG, respectivamente. Os menores valores foram obtidos para
as progénies 9 (P. Murtinho/MS) e 6 (Bonito/MS).

As progénies 49, 55 e 57 apresentaram os maiores volumes (V) e as progénies 6
e 9 0os menores volumes.

A superioridade das progénies de MG, bem como o menor desempenho de
progénies da regido de Bonito foi constatada anteriormente por Terra et al. (2014) aos
16 meses pos-plantio. Varios estudos tém sido realizados em fase inicial dos testes de

progénie. Silva et al. (2018) recomendam o monitoramento em estadios futuros de
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desenvolvimento no campo, e, com a persisténcia na variagdo genética em idade adulta,
0 gendtipo amostrado pode ser indicado para uso no melhoramento genético e

programas de restauragdo.

Tabela 3. Médias de altura de planta (AP), circunferéncia a altura do peito (CAP),
didmetro a altura do peito (DAP), area basal (AB) e volume (V) para progénies (Prog.)
de canafistula. Dourados/MS, 2018 e 2019

Prog. Local AP CAP DAP AB Vv

1 MS 8,29 abc 33,81 ab 10,76 ab 0,01 a 0,08 abcde
2 MS 8,49 abc 30,17 abcd 9,60 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
3 MS 7,37 abcd 28,13 abcd 8,95 abcd 0,01 abc 0,05 abcdef
4 MS 8,20 abcd 27,63 abcd 8,80 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
5 MS 8,47 abc 30,63 abcd 9,75 abcd 0,01 abc 0,08 abcdef
6 MS 7,05 cd 23,38 cd 7,44 cd 0,00 bc 0,04 f

7 MS 7,37 abcd 26,91 bcd 8,57 bcd 0,01 abc 0,05 cdef
8 MS 8,66 abc 29,00 abcd 9,23 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
9 MS 6,93 cd 22,18 d 7,06 d 0,00 ¢ 0,03 f

10 MS 7,73 abcd 27,23 abcd 8,67 abcd 0,01 abc 0,05 cdef
11 MS 7,29 abcd 27,86 abcd 8,87 abcd 0,01 abc 0,05 abcdef
12 MS 8,12 abcd 28,20 abcd 8,97 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
13 MS 8,73 abc 32,35 abcd 10,3 abcd 0,01 ab 0,08 abcdef
14 MS 7,69 abcd 30,67 abcd 9,76 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
15 MS 7,59 abcd 27,61 abcd 8,79 abcd 0,01 abc 0,05 cdef
16 MS 6,38 d 27,83 abcd 8,86 abcd 0,01 abc 0,05 cdef
17 MS 6,88 cd 26,36 bcd 8,39 bcd 0,01 abc 0,05 cdef
18 MS 8,15 abcd 30,10 abcd 9,58 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
19 MS 7,95 abcd 32,14 abcd 10,23 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
20 MS 7,98 abcd 30,21 abcd 9,62 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
21 MS 8,42 abc 31,46 abcd 10,01 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
22 MS 7,67 abcd 27,15 abcd 8,64 abcd 0,01 abc 0,05 abcdef
23 MS 6,93 cd 26,69 bcd 8,50 bcd 0,01 abc 0,05 bcdef
24 MS 7,02 cd 26,75 bced 8,561 bcd 0,01 abc 0,05 abcdef
25 MS 7,96 abcd 33,41 ab 10,63 ab 0,01 ab 0,08 abcde
26 MS 8,09 abcd 30,96 abcd 9,86 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
27 MS 8,09 abcd 30,27 abcd 9,63 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
28 MS 7,76 abcd 32,26 abcd 10,27 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
29 MS 8,13 abcd 32,00 abcd 10,19 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
30 MS 7,57 abcd 28,12 abcd 8,95 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
31 MS 8,08 abcd 31,89 abcd 10,15 abcd 0,01 ab 0,07 abcdef
32 MS 6,82 cd 27,04 abcd 8,61 abcd 0,01 abc 0,05 cdef
33 MS 8,15 abcd 30,53 abcd 9,72 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
34 MS 9,17 ab 31,33 abcd 9,97 abcd 0,01 abc 0,08 abcde
35 MS 8,15 abcd 29,44 abcd 9,37 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef

...continua...
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36 MS 7,98 abcd 28,50 abcd 9,07 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
37 MS 7,71 abcd 26,13 bcd 8,32 bcd 0,01 abc 0,05 def
38 MS 7,04 cd 29,70 abcd 9,45 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
39 MS 8,22 abc 28,11 abcd 8,95 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
40 MS 7,38 abcd 26,96 abcd 8,58 abcd 0,01 abc 0,05 def
41 MG 7,90 abcd 29,38 abcd 9,35 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
42 MG 6,87 cd 24,80 cd 7,89 cd 0,00 abc 0,04 ef

43 MG 8,47 abc 33,71 ab 10,73 ab 0,01 a 0,08 abcde
44 MG 8,26 abc 31,06 abcd 9,89 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
45 MG 9,13 ab 33,68 ab 10,72 ab 0,01 ab 0,08 abcd
46 MG 8,08 abcd 31,30 abcd 9,96 abcd 0,01 ab 0,07 abcdef
47 MG 8,34 abc 3511 ab 11,17 ab 0,01 a 0,08 abcd
48 MG 6,69 cd 32,44 abcd 10,33 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
49 MG 8,84 abc 37,64 a 11,98 a 0,01 a 0,11 a

50 MG 9,37 a 35,30 ab 11,24 ab 0,01 ab 0,10 ab

51 MG 8,79 abc 31,37 abcd 9,98 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
52 MG 7,03 cd 24,69 cd 7,86 cd 0,00 bc 0,05 def
53 MG 8,07 abcd 32,82 abc 10,45 abc 0,01 abc 0,08 abcde
54 MG 7,09 bcd 32,50 abc 10,34 abc 0,01 abc 0,07 abcdef
55 MG 8,80 abc 36,55 a 11,63 a 0,01 a 0,10 a

56 MG 6,78 cd 26,45 bcd 8,42 bcd 0,01 abc 0,04 def
57 MG 8,99 ab 35,03 ab 11,15 ab 0,01 a 0,09 abc
58 MG 8,21 abcd 31,68 abcd 10,08 abcd 0,01 abc 0,08 abcdef
59 MG 6,78 cd 32,84 abc 10,45 abc 0,01 abc 0,07 abcdef
60 MG 7,56 abcd 28,32 abcd 9,02 abcd 0,01 abc 0,06 abcdef
61 MG 8,17 abcd 31,96 abcd 10,17 abcd 0,01 abc 0,07 abcdef
62 MG 7,28 abcd 31,55 abcd 10,04 abcd 0,01 ab 0,06 abcdef
63 MG 7,66 abcd 26,73 bcd 8,51 bcd 0,01 abc 0,05 cdef
64 MG 6,79 cd 27,19 abcd 8,65 abcd 0,01 abc 0,05 cdef

Letras diferentes nas colunas representam as médias que diferem entre si pelo teste de Tukey a 1% de
probabilidade.

De acordo com o dendrograma apresentado na Figura 4, foram sugeridos trés
agrupamentos de similaridade das progénies em razdo das caracteristicas analisadas. O
namero de grupos formados expressa a variabilidade genética observada entre 0s
genotipos. O Coeficiente de Correlagdo Cofenética (CCC) obtido foi de 0,756,
representando bom ajuste entre a matriz cofenetica e a matriz de dissimilaridade
construida com base na distancia Euclidiana, o que evidencia elevada confiabilidade na
realizacdo de inferéncias por meio da avaliacdo visual da supracitada. De acordo com

Kopp et al. (2007), a andlise de correlacdo cofenética associada a analise de
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agrupamento, podem ser empregadas para aumentar a confiabilidade das conclusdes
frente a interpretacdo dos dendrogramas, visto que se estabelece uma correlacéo entre a
matriz de similaridade ou dissimilaridade com o dendrograma gerado através desta, ou
seja, compara-se as reais distancias obtidas entre os acessos com as distancias
representadas graficamente sujeitas ao acimulo de erro supracitado.

O grupo representado pela cor azul apresentou 0 maior nimero de individuos,
sendo formado por 82% das progénies analisadas, oriundas de diferentes localidades.
Dos 53 individuos que compdem este grupo, 16 sdo oriundos de Minas Gerais e 37 séo
de Mato Grosso do Sul. Das 40 progénies estudadas de MS, somente 03 progénies (6, 9,
17) se encontram em grupo diferente (grupo vermelho), o que denota a baixa
diversidade genética dentro das populacbes de MS.

O grupo vermelho foi formado por cinco progénies de origem distintas, sendo as
progénies 6 de Bonito/MS, 9 de Porto Murtinho/MS, 17 de Nioaque/MS e progénies 42
e 52 de Lavras/MG. Sendo este formado por progénies que apresentaram baixo
desempenho para os caracteres estudados, quando comparadas as médias constantes na
Tabela 3. O grupo verde foi composto por seis progénies (45, 47, 49, 50, 55 e 57)
oriundas de matrizes de MG que se destacaram em desempenho nos caracteres
silviculturais analisados (Tabela 3). Dentre os grupos formados, pode-se observar que
0s grupos mais divergentes sdo os grupos vermelho e verde, sendo as progénies 9 e 55
as que apresentaram a maior dissimilaridade.

Esses resultados permitem afirmar que dentro de um mesmo grupo existe
similaridade entre os gendtipos de procedéncias distintas, bem como ha dissimilaridade
entre progénies de mesma procedéncia para as caracteristicas estudadas. De maneira
semelhante, Kubota et al. (2015) observaram existéncia de variabilidade genética entre
procedéncias de Balfourodendron riedelianum em Pederneiras (SP) para maioria dos

caracteres de crescimento estudados.
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Figura 4. Dendrograma representativo da dissimilaridade genética entre as 64 progénies
de Canafistula, obtido pelo método “Average linkage”, utilizando a distancia Euclidiana
como medida de dissimilaridade. Correlacdo cofenética (0,756). Dourados/MS, 2018 e
20109.

A Figura 5 demonstra a dispersao das progénies em funcéo do local de origem
das matrizes (MG e MS). A maior variabilidade dentro de grupo pode ser observada no
agrupamento proveniente de Minas Gerais (grupo verde). Pode-se observar também que
h& grande similaridade para os caracteres estudados para a maioria das progénies,
independentemente de sua origem, uma vez que no grafico de dispersdo ha grande
sobreposic¢do das mesmas.

As progénies de MS que se apresentaram mais distantes das demais foram: 9, 6 e
34; para MG, as progénies mais distantes foram 45, 57, 50, 47, 49 e 55, 52.
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Figura 5. Dispersao gréafica obtida por meio dos componentes principais considerando a
origem das 64 progénies de Canafistula. Dourados/MS, 2018 e 2019.

Na dispersdo gréafica das progénies realizada em funcdo dos caracteres estudados
(Figura 6), foram formados trés grupos. A maior variabilidade pode ser observada entre
os individuos do grupo azul. O grupo vermelho foi formado por individuos oriundos de
MG que apresentaram maiores desempenhos nas caracteristicas dendrométricas
analisadas, e menor variabilidade dentro do grupo.

Pode-se verificar que as progénies mais distantes geneticamente, tanto no
agrupamento realizado pelo método “Average linkage” (Figura 4) como através dos
componentes principais (Figuras 5 e 6) foram a 9 e 55, procedentes de MS e MG,
respectivamente.

Embora as populacdes de MS apresentem maior numero de progénies e uma
amplitude em latitude maior que MG para as populacGes estudadas, observou-se menor

variabilidade genética entre as progénies.
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Figura 6. Dispersao grafica obtida por meio dos componentes principais, tendo como
base a avaliacdo de caracteristicas dendrométricas de 64 progénies de Canafistula.
Dourados/MS, 2018 e 2019.

O método de agrupamento Tocher permitiu que as progénies fossem reunidas em
nove grupos (Tabela 4), confirmando a presenca de variabilidade no germoplasma e
divergéncia entre as progénies. Este método apresenta uma distancia média dentro de
grupos sempre menor que a distancia média entre grupos (VASCONCELOS et al.,
2007), para que haja mais homogeneidade entre acessos do mesmo grupo que entre 0s
de diferentes grupos.

Foram formados trés grupos (grupos I, Il e Ill) com nimero expressivo de
progénies. O grupo Il apresenta 0 maior nimero de progénies, sendo 14 (quatorze) de
procedéncia de MS e quatro de MG. O grupo I, segundo maior grupo em namero de
progénies foi composto por um total de dezessete progénies, com maioria procedente de
MS (treze progénies). O grupo Il, terceiro maior agrupamento, apresenta 12 (doze)
progénies, sendo cinco provenientes de MS e sete oriundas de MG. Verifica-se ainda,
que o grupo VII relne as progénies que apresentaram baixo desempenho em todos as
caracteristicas estudadas (progénies 6 e 9). Destacamos 0 grupo V que agrupa as
progénies 50, 57, 47, 49 e 55, corroborando com o resultado do dendrograma obtido
pelo método UPGMA, onde as mesmas progénies formam um grupo distinto, de cor

verde (Figura 4).
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O método de Tocher tem sido utilizado com sucesso no agrupamento de
progénies de espécies nativas. Silva et al. (2018) com base nos valores genéticos de
altura, didmetro e sobrevivéncia de mudas de carnalba, agruparam 97,5% das progénies
em um dnico grupo. Manfio et al (2012), separaram progénies de macauba em dois
grupos (S&o Paulo e Minas Gerais) de acordo com a procedéncia, tendo como base a
variabilidade genética de dois caracteres (crescimento e niamero de folhas).

Dentre 0os nove agrupamentos obtidos atraves de Tocher, somente dois deles
agruparam exclusivamente progénies de mesma procedéncia, grupo V (MG) e grupo
VIl (MS — Bonito e Porto Murtinho).

Tabela 4. Agrupamento pelo método de otimizacdo de Tocher das 64 progénies de
canafistula. Dourados/MS, 2018 e 2019

Grupos Matrizes
26 27 21 44 19 35
I 33 29 14 51 41 20
46 18 5 2 8
I 31 61 28 25 62 53
1 43 58 13 48 59
11 63 36 7 15 40
Il 30 32 12 39 64 60
56 24 37 4 3 10
A\ 16 38
V 50 57 47 49 55
\A 17 42 22 23 52
VI 6 9
VIII 34 45
IX 54

Na Tabela 5 sdo apresentados os dados de distancias dentro e entre os grupos. A
maior distancia entre grupos foi observada entre os grupos V e VII, em que o
desempenho no grupo V, composto por progénies de MG, foi alto e no grupo VII,
composto por progénies de MS, baixo. Este resultado ratifica os resultados da Figura 4,
em que as progénies do grupo V estdo agrupadas no dendrograma no grupo verde.

Os grupos | e IV apresentaram maior similaridade, sendo que dos 17 individuos
do grupo I, somente 13 sdo de procedéncia de MS, bem como todos os individuos do

grupo 1V sdo de MS.
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Dentro dos grupos, a maior distancia dos gendtipos ocorreu dentro do grupo
V111, composto somente por duas progénies identificadas como 34 e 45, de procedéncia
de Ivinhema/MS e Lavras/MG, respectivamente. A menor variabilidade ocorreu dentre
os individuos do grupo IV de Nioaque/MS e lvinhema/MS. Os grupos | e Il também
apresentaram baixa variabilidade entre os individuos, embora as procedéncias sejam
distantes e, no caso de comparacdo MG e MS, o clima também seja diferente.

De acordo com Siqueira et al. (1993), a similaridade entre as progénies pode ser
devida a sua origem a partir de uma populacdo ancestral comum, ou ainda, que essas
populacbes possam ter sofrido acdo antropica.

Os métodos de agrupamento utilizados agruparam as 64 progénies em trés
grupos e nove grupos, atraves de UPGMA e Tocher, respectivamente. Esta separacdo
em grupos distintos é importante para 0 melhoramento genético da espécie, pois a partir
deles pode ser obtida a heterose para caracteres quantitativos de interesse econémico,
quando do cruzamento de progénies pertencentes a diferentes grupos (MANFIO et al.,
2012).

Tabela 5. Distancias médias dentro dos grupos na diagonal principal e entre grupos fora
da diagonal principal, correspondentes aos nove grupos formados pelos 64 geno6tipos de
canafistula. Dourados/MS, 2018 e 2019

| Il 1 \Y V Vi VI VIl IX

| 0,86 2,30 2,99 1,55 5,97 5,68 9,07 2,42 4,10
I 0,86 5,07 2,82 3,95 7,76 11,20 181 1,97
1 1,14 2,58 8,88 2,81 6,19 5,27 6,84

v 0,22 6,64 5,10 8,58 3,55 4,41
\ 1,55 11,59 15,02 3,88 2,58
Vi 1,27 3,51 7,98 9,50
VIl 1,29 11,32 12,97
VI 2,01 2,86
IX 0,00

Diante da analise dos dados, podemos inferir que as caracteristicas
dendrométricas estudadas sdo indicadas para utilizacdo em programas de
melhoramento, pois apresentaram variacdo genética para progénies, evidenciando,
portanto, a possibilidade de sucesso na selecdo de individuos. Os individuos mais

promissores estdo localizados na populacdo de Minas Gerais, sendo que as progénies
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50, 57, 47, 49 e 55 apresentaram o melhor desempenho na comparacdo das médias das
caracteristicas avaliadas. H& uma baixa diversidade genética nas populagdes de Mato
Grosso do Sul, das quais, as progénies 6 e 9 apresentaram o desempenho mais baixo.
Independentemente do método utilizado para analisar a divergéncia genética entre as
progénies, as progénies mais promissoras de MG e as progénies de baixo desempenho
de MS sempre foram alocadas no mesmo grupo. Com a introducdo dos genotipos
procedentes de Minas Gerais, obtém-se um aumento na variabilidade genética, e
gendtipos de maior desempenho, em alelos favoraveis e em ganho de selecdo para as

caracteristicas estudadas.
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4, CONCLUSOES

o Existe variabilidade genética nas populacfes para as caracteristicas
quantitativas avaliadas.

o Nos métodos de agrupamento e de dispersdo utilizados, as progénies
foram reunidas em trés e nove grupos, respectivamente;

o As progénies oriundas de MG (50, 57, 47, 49 e 55) apresentaram maior
diversidade genética, bem como maior desempenho para as caracteristicas analisadas.

o As progénies 6 e 9, procedentes da regido de Bonito e Porto
Murtinho/MS apresentaram desempenho inferior para todas as caracteristicas

analisadas.
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Propagacdo in vitro da canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.)

RESUMO

A cultura de tecidos representa uma das formas mais viaveis de propagacdo de matrizes
selecionadas de espécies florestais, no entanto, os protocolos de estabelecimento in vitro
e subsequentes etapas para a producdo de plantas viaveis pode variar bastante entre
diferentes espécies. O objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo eficiente de
propagacao clonal para a canafistula a partir da cultura de tecidos, passando pelas etapas
de estabelecimento, multiplicacdo e enraizamento in vitro. Foram realizados trés
experimentos. No primeiro, foram testados o tipo de explante (segmento apical e nodal),
e tempo de desinfestacdo (cinco e dez minutos) em hipoclorito de sodio (2,5%), no
estabelecimento in vitro, o qual se mostrou eficiente no estabelecimento de explantes de
canafistula, com superioridade para apices caulinares. A utilizacdo de hipoclorito de
sodio foi eficaz no controle de contaminacdo bacteriana e fingica em &pices caulinares
de canafistula, sem influéncia do tempo de desinfestacdo. No segundo experimento,
foram testadas concentraces de Zeatina (ZEA) 0; 2,5 e 5,0 mg L™ em meio Wood Plant
Medium acrescido de 1,0 g L™ de carvdo ativado, visando a multiplicacéo de segmentos
apicais. Foram obtidas altas taxas de sobrevivéncia e emissao de brotos, sugerindo que o
as concentracGes de zeatina ndo apresentaram efeito na sobrevivéncia e formacdo de
brotos de explantes de canafistula. No experimento de enraizamento, segmentos nodais
caulinares foram submetidos a diferentes concentracfes de acido indolbutirico (AIB): 0;
0,5 e 1,0 mg L, onde ndo foi observada protrusdo de raizes aos 40 dias para 0s
tratamentos, no entanto foi observada elevada formacao de calos.

PALAVRAS-CHAVE: explante, espécie nativa, micropropagacao, producdo de mudas.
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In vitro propagation of canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.)

ABSTRACT

Tissue culture represents one of the most viable forms of propagation of selected forest
species matrices, however, in vitro establishment protocols and subsequent steps for
producing viable plants can vary greatly between different species. The objective of this
work was to establish an efficient clonal propagation protocol for canafistula from
tissue culture, going through the establishment, multiplication and rooting steps in vitro.
Three experiments were performed. In the first one, explant type (apical and nodal
segment) and disinfestation time (five and ten minutes) in sodium hypochlorite (2.5%)
were tested in the in vitro establishment, which was efficient in the establishment of
canafistula explants, with superiority to stem apexes. The use of sodium hypochlorite
was effective in controlling bacterial and fungal contamination in canafistula stem
apexes, without influence of disinfestation time. In the second experiment, Zeatin
(ZEA) concentrations were tested 0, 2,5 and 5,0 mg L™ in Wood Plant Medium plus 1.0
g L™ of activated charcoal for multiplication of apical segments. High survival and
shoot emission rates were obtained, suggesting that zeatin concentrations had no effect
on survival and shoot formation canafistula explant. In the rooting experiment, stem
nodal segments were submitted to different concentrations of indolbutyric acid (IBA):
0; 0.5 and 1.0 mg L™, where no root protrusion was observed at 40 days for treatments,
however high formation callus was observed.

KEY-WORDS: explant, native species, micropropagation, seedling production.
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1. INTRODUCAO

A canafistula é uma leguminosa arborea de grande porte, da familia
Caesalpinaceae, com grande potencial para reflorestamento devido sua ocorréncia
natural em diversos tipos de solo, com baixa exigéncia quanto a fertilidade quimica do
solo e apresenta plasticidade adaptativa (CARVALHO, 1994). Tendo em vista a
necessidade de ampliacdo da base de dados de espécies nativas e genotipos potenciais
para cada regido do pais, tém-se buscado conhecer mais a respeito da silvicultura de
espécies nativas que tenham crescimento rapido, aliado a alta produtividade de madeira
(BERTOLINI et al., 2015).

A propagacdo da maioria das espécies florestais ocorre via semente, a qual gera
variabilidade genética, resultado da recombinacdo génica ou das diversas possibilidades
de recombinagdo dos gametas femininos e masculinos durante a fecundagdo (GAUER e
CAVALLI-MOLINA, 2000). Devido a recombinacdo génica na reproducdo sexuada,
resultante da polinizacdo livre, genotipos elite correm o risco de deixar de transmitir
suas caracteristicas superiores & sua descendéncia. Entretanto, quando ocorre
multiplicacdo por autofecundacdo ou via propagacdo vegetativa este risco é quase nulo
(RIBAS et al., 2005). Dentre as formas de propagacdo vegetativa, a propagacao via
cultura de tecidos pode ser uma ferramenta valiosa para obter mudas para
reflorestamento de areas perturbadas, bem como gerenciar espécies ameacadas de
extingdo (SOUZA et al., 2017).

A cultura de tecidos representa uma das formas mais viaveis de multiplicacédo de
matrizes selecionadas de espécies florestais (OLIVEIRA et al., 2013). Contudo, 0s
protocolos de estabelecimento in vitro e subsequentes etapas para a producédo de plantas
viaveis pode variar bastante entre diferentes espécies (RAM et al., 2012). Durante o
processo de micropropagacdo € importante obter taxas satisfatorias de multiplicacdo
com o minimo de variacdo de explante para explante (MORAIS et al., 2012), sendo os
principais limitantes para 0 sucesso dessa técnica, 0 genoétipo, a desinfestacdo
superficial e a superacdo de recalcitrancia dos explantes (BORGES et al., 2012).
Estando in vitro, a recalcitrancia de espécies é a incapacidade de as plantas responderem
a cultura de tecidos e, de acordo com Carra et al. (2019), pode estar relacionada a uma

variedade de fatores desencadeantes. Dentre estes fatores pode-se citar os genéticos
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(MCCOWN, 2000), a fisiologia das plantas doadoras, a manipulagdo in vitro e estresses
da cultura in vitro (BENSON, 2000).

A desinfestacdo dos explantes € um dos fatores mais criticos para o
estabelecimento da cultura asséptica in vitro (BRONDANI et al.,, 2009), sendo
imprescindivel nesta etapa o controle da contaminacdo dos explantes, que pode variar
de acordo com a espécie estudada em funcdo dos microrganismos endofiticos
especificos e das condi¢des sanitarias das sementes (SOUZA et al., 2017).

Para o cultivo in vitro, o principal meio de cultura é o MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), no entanto para espécies lenhosas 0 WPM (Woody Plant Medium)
(LLOYD e MCCOWN, 1981) tém sido muito utilizado (OLIVEIRA et al., 2013). MS e
WPM possuem diferentes concentracdes de sais basais utilizados para induzir e manter
a embriogénese e organogénesee, segundo Costa (2019), o meio de cultura MS tem sido
muito utilizado em trabalhos com espécies da familia Fabaceae.

Na etapa de multiplicacdo, os fatores mais importantes sd&o o tipo e a
concentracdo de citocinina, sendo estas indispensaveis para a superacdo de dominancia
apical e inducdo de proliferacdo de gemas axilares (BRONDANI et al., 2009). As
espécies respondem diferentemente a tipo e concentragGes de citocinina, portanto, o
sucesso nesta etapa estd nas tentativas e erros, e nas necessidades e/ou problemas
encontrados durantes os testes. A concentracao de citocinina utilizada deve induzir uma
taxa de proliferacdo aceitavel sem causar o amarelecimento ou malformacéao dos brotos
(INACIO, 2010). A Zeatina é uma citocinina natural (CID e TEIXEIRA, 2014),
enquanto a 6-benzilaminopurina (BAP) é sintética e utilizada em diferentes espécies na
cultura de tecidos (SOARES, 2011).

O enraizamento é uma etapa que define o resultado final da micropropagacéo, e
consiste na formacédo de raizes adventicias na base das microestacas. No enraizamento
in vitro, as raizes sdo induzidas em meio de cultura sob condi¢des laboratoriais, sendo
em Ultima fase, as plantas transplantadas para substratos e acondicionadas em casa de
vegetacdo para a aclimatizacdo. Neste caso, tem-se melhor controle das condicGes de
cultura obtendo-se elevados percentuais de enraizamento (LEITZKE et al., 2009). Em
geral, a composi¢do do meio de cultura e o tipo e concentracdes de auxina sdo as
variaveis que mais influenciam o enraizamento, sendo as respostas dependentes do
gendtipo (OLIVEIRA et al., 2013).

As auxinas mais utilizadas para promover a inducdo de raizes e melhorar o

sistema radicular formado, séo o &cido indolbutirico (AIB), o &cido naftaleno acético
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(ANA) e o é&cido 3-indolacético (AIA) (SANTOS-SEREJO et al., 2006; SAINIA).
Borges et al. (2012), relatam que o acido indolbutirico (AIB) é a auxina sintética mais
empregada com sucesso no enraizamento in vitro de diferentes espécies, pois estimula a
iniciacdo radicial promovendo aumento da porcentagem e a uniformidade do
enraizamento, possibilitando a reducdo do tempo de permanéncia na fase de produgéo
de mudas, além de ndo causar fitotoxicidade aos explantes em uma larga faixa de
concentracdo (PIZZATTO et al., 2011).

A geracdo de protocolos é primordial para a micropropagacdo, uma vez que cada
espécie responde diferentemente as condicGes de estabelecimento, multiplicacéo,
enraizamento e de aclimatizacdo (HUA et al., 2014). No caso da canafistula, as
informacdes sobre a micropropagacéo da espécie ainda sdo escassas. Estudos realizados
por Bassan (2006), Curti (2011) e Candido (2013) nédo obtiveram um protocolo eficiente
de propagacéo clonal a partir da cultura de tecidos, embora afirmem que a espécie tem
potencial para a micropropagacao e ressaltem a necessidade de novos estudos.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi estabelecer um protocolo
eficiente de propagacdo clonal para a canafistula a partir da cultura de tecidos, passando

pelas etapas de estabelecimento, multiplicacdo e enraizamento in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Estabelecimento in vitro

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais (FCBA) da Universidade Federal da
Grande Dourados (UFGD), Dourados-MS, no periodo de abril a agosto de 2017.

Para a obtencédo das plantas doadoras de explantes, as sementes foram coletadas
de matrizes localizadas nos municipios de Angélica e lvinhema (MS) e submetidas a
escarificacdo térmica em agua quente (95 °C), por 24 horas (OLIVEIRA et al., 2003). A
semeadura foi realizada em tubetes contendo substrato florestal. Aos 85 dias apo6s a
semeadura, ramos caulinares com aproximadamente 60 - 80 mm foram excisados.

No laboratério, os ramos foram lavados em &gua corrente e suas folhas
retiradas. Em camara de fluxo laminar, os ramos vegetativos foram esterilizados
superficialmente por meio de lavagem com alcool 70% (1 minuto) e imersdo em
solucdo de hipoclorito de sodio 2,5%, sob agitacdo constante, por cinco e 10 minutos.
Para cada 500 mL de solucdo de hipoclorito foi adicionado 0,5 mL de detergente
(Tween 80). Apos a esterilizagdo superficial foram realizadas trés lavagens com éagua
estéril, seqguida da preparacdo e inoculacdo dos explantes em meio de cultura Wood
Plant Medium - WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980), acrescido de 5,0 mg L™ de BAP
(6-benzilaminopurina), 30 g L™de sacarose, 100 mg L ‘de mio-inositol e 6 g L™ de agar,
sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adi¢do do agar. O meio de cultura foi esterilizado
em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Ap6s a inoculacdo dos explantes, os
frascos de cultivo (tubos de ensaio) foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura controlada de 25 + 2°C em periodo de escuro por 7 dias e, posteriormente,
foram submetidos & luminosidade com densidade de fluxo de fotons de 45 pmol.m?.s e
fotoperiodo de 16 horas.

Os tratamentos foram o tipo de explante (um ndé com a gema apical e segmento
nodal com duas gemas laterais) e o tempo de desinfestacdo (5 e 10 minutos) em
hipoclorito de sodio (2,5%), num fatorial 2x2, totalizando quatro tratamentos em
delineamento inteiramente casualizado. Cada tratamento foi constituido de trés
repeticBes e cada repeti¢do constituida de oito tubos de ensaio com um explante cada.

As avaliagcbes foram realizadas aos 7 e 41 dias apés a inoculacdo. As

caracteristicas analisadas aos 7 dias foram: porcentagem de contaminacdo fungica
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(FUNG) e bacteriana (BACT), e explantes oxidados (OXID). Aos 41 dias foram
analisadas: porcentagem de explantes estabelecidos (SOB), nimero médio de folhas por
brotacdo (NF/B), nUmero meédio de brotos por explante (NB) e comprimento médio das
brotacdes (CB), presenca ou auséncia de calos (CALO). Durante as avaliacfes, os tubos
com contaminagOes e com explantes totalmente oxidados foram descartados.

Os dados obtidos foram avaliados por meio da analise de deviance, sendo
utilizado o modelo linear generalizado com familias Binomial e Poisson.

Variaveis binomiais relevantes na area bioldgica sdo aquelas provenientes de
experimentos do tipo dose-resposta, em que os individuos sobrevivem, ou ndo, em
funcdo da dosagem do elemento adverso (produto quimico, nivel de estresse etc). Neste
caso, geralmente sdo atribuidos, por exemplo, os valores 1 para os individuos
sobreviventes e zero para 0os mortos (RESENDE e BIELE, 2002).

Para as variaveis SOB, OXID, FUNG e BACT foi utilizado o modelo de
regressdo Binomial com funcdo de ligacdo logit. Para as varidveis NB e NF/B foi
utilizado o modelo de regressdo Poisson com funcdo de ligacdo log. Para verificar a
significancia de cada fator foi utilizando o teste Qui-Quadrado na analise de deviance.
Como os dois fatores (Explante e Tempo) possuem apenas dois niveis, a analise de
deviance j& é conclusiva para comparagdo entre os niveis. Para a variavel CB foi
realizada a analise de variancia sendo utilizando a transformacédo Box Cox.

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2018)
e para as anélises gréaficas foram utilizadas as bibliotecas ggplot2 (WICKHAM, 2016).

2.2.  Multiplicacdo e enraizamento in vitro

Os experimentos visando a multiplicacdo e enraizamento da canafistula foram
desenvolvidos no periodo de agosto de 2018 a margo de 2019.

O material vegetal utilizado nas etapas descritas a seguir foi oriundo de plantulas
advindas de sementes germinadas in vitro. As sementes foram coletadas de matrizes nos
municipios de Angélica e Ivinhema (MS) e submetidas a escarificagdo mecénica na
ponta oposta ao hilo, com uso de lixa. O meio de cultivo utilizado, bem como os

protocolos para germinacao e estabelecimento in vitro estdo descritos no item 2.1.
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2.2.1. Multiplicacéo in vitro

Nesta fase foram utilizados segmentos nodais caulinares, com duas gemas
laterais sem folhas e o &pice excisado com aproximadamente 1,0 cm, oriundas do
cultivo in vitro. Os fatores estudados foram trés concentracdes de Zeatina (ZEA), em
delineamento inteiramente casualizado, totalizando trés tratamentos com quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por um frasco de cultivo de 260 mL,
contendo 50 mL de meio de cultura com quatro explantes cada. O meio de cultura
utilizado foi o meio WPM, acrescido de 1,0 g L™ de carvdo ativado, zeatina de acordo
com o tratamento, 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e 6 g L™ de agar,
sendo o pH ajustado para 5,8 antes da adi¢do do agar. O meio de cultura foi esterilizado
em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Apds a inoculacdo, os frascos com
explantes foram mantidos em sala de crescimento com condig¢des controladas conforme
descrito no item 2.1.

As avaliacbes foram realizadas apds 40 dias de cultivo, sendo analisadas:
sobrevivéncia (SOB), explantes que emitiram brotacdes adventicias (EBA), explantes
que formaram calo (CALO), nimero medio de brotacbes por explante (B/E),
comprimento médio das brotacdes (CB) e nimero médio de folhas por brotacéo (NF).

Os resultados foram avaliados por meio da andlise de deviance, utilizando o
modelo linear generalizado com familias Binomial e Poisson. Para as variaveis SOB,
CALO e EB foi utilizado o modelo de regressdo Binomial com funcéo de ligacéo logit.
Para as varidveis NB/E e NF/B foi utilizado o modelo de regressdo Poisson com funcao
de ligacdo log. Para verificar a significancia de cada fator foi utilizando o teste Qui-
Quadrado na andlide de deviance. Para a variavel CB foi proposto a anélise de variancia
sendo aplicado o teste Tukey para comparacdo entre 0s niveis de Zeatinina.

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2018)
e para as anélises gréaficas foram utilizadas as bibliotecas ggplot2 (WICKHAM, 2016).

2.2.2. Enraizamento in vitro

Na fase de enraizamento foram utilizados segmentos nodais caulinares, com
duas folhas e a gema apical, de cerca de 2,0 cm, oriundas do cultivo in vitro. Os fatores
estudados foram a concentracéo de 4cido indolbutirico (AIB): 0; 2,5 e 5,0 mg L™, em

delineamento inteiramente casualizado, totalizando trés tratamentos com quatro
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repeticGes, sendo cada repeticdo constituida por um frasco de cultivo de 260 mL,
contendo 50 mL de meio, com quatro explantes cada. O meio de cultura utilizado foi o
meio WPM acrescido de 1,0 g L™ de carvéo ativado, AIB de acordo com o tratamento,
30 g L de sacarose, 100 mg L ™de mio-inositol e 6 g L™ de 4gar, sendo o pH ajustado
para 5,8 antes da adi¢do do &gar. O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a
121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Apoés a inoculagéo, os frascos com explantes foram
mantidos em sala de crescimento com condic¢des controladas, descrito no item 2.1.

As avaliacbes foram realizadas ap6s 40 dias de cultivo, sendo analisadas:
sobrevivéncia (SOB), explantes que emitiram raizes (ER), explantes que formaram calo
(CALQS), numero médio de raizes (NMR) e comprimento médio das raizes (CR).

Os resultados foram avaliados por meio da analise de deviance, através do
modelo linear generalizado com familia Binomial e funcédo de ligacao logit.

As andlises estatisticas foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2018)
e para as anélises gréaficas foram utilizadas as bibliotecas ggplot2 (WICKHAM, 2016).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Estabelecimento in vitro

Pela anélise de deviance foram detectadas diferencas significativas a 1% de
probabilidade entre o tipo de explante para as variaveis sobrevivéncia, oxidacao,
contaminacdo fungica e bacteriana e niamero de folhas por broto. Para o fator tempo de
desinfestacdo, somente oxidacdo apresentou diferenca significativa. A interacdo
explante e tempo de desinfestagdo mostrou-se significativa para a varidvel namero de
folhas por broto (Tabela 1). Os resultados sugerem que a escolha do explante refletiu

nos resultados apresentados.

Tabela 1. Valores de p para sobrevivéncia (SOB), oxidacdo (OXID), contaminagédo
fangica (FUNGO), contaminagdo bacteriana (BACT), nUmero de broto (NB) e numero
de folhas por broto (NF/B)

F.V. SOB OXID FUNGO BACT NB NF/B
EXPLANTE <0,0001** 0,0005**  0,0013** 1 0,0229** <0,0001**
TEMPO DES.  0,0537  0,0003**  0,6821 1 0,3748 0,2154
EXT 0,4289 1 0,9999 1 0,1852 0,0001**

**(significativo a p< 0,01)

Na Figura 1 sdo apresentados os dados de sobrevivéncia de explantes em funcéo
do tipo de explante e tempo de desinfestacdo estudados. No teste Qui-Quadrado da
analise de deviance (Tabela 1), apenas o fator explante foi significativo. Pode-se
verificar na Figura 1 que os explantes apicais apresentaram frequéncia de morte menor
que segmentos nodais (coluna“0”) e frequéncia de estabelecimento (coluna “17),
superior ao estabelecimento de segmentos nodais. Em termos de porcentagem foi obtido
95,8% de estabelecimento de explantes apicais e 60,4% de estabelecimento de
segmentos nodais. O tempo de desinfestacdo em hipoclorito de sddio ndo afetou o
estabelecimento de explantes. Pode-se verificar no grafico que a frequéncia de
sobrevivéncia dos explantes na coluna “1” para ambos os tempos de desinfestacdo
estudados, variando entre 70% e 85%.

Flores et al. (2011) observaram elevadas taxas de sobrevivéncia e

estabelecimento (98%) in vitro para a mesma espécie.
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Figura 1. Estabelecimento de explantes de canafistula oriundos de apice (A) e segmento
nodal (N) e em funcdo do tempo de desinfestacdo em hipoclorito de s6dio por 5 minutos
(T1) e 10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.

Na andlise da oxidagdo, os fatores explante e tempo de desinfestacdo foram
significativos a 1% de probabilidade, de acordo com o teste Qui-Quadrado na andlise de
deviance (Tabela 1). Na Figura 2, verifica-se que praticamente ndo ocorreu oxidagao
dos explantes estudados (coluna “0”), ndo tendo sido verificada a ocorréncia de
oxidacdo em explantes apicais, 0 que ocorreu para segmentos nodais em baixa
porcentagem (coluna “1”). Ainda, a desinfestagdo com hipoclorito de sédio a 10° foi
superior a desinfestacdo por 5°, uma vez que ndo ocorreu oxidagdo de explantes no
maior tempo de desinfestag&o.

De acordo com Junior Fermino et al. (2009), as espécies arboreas apresentam
dificuldade para o estabelecimento in vitro devido a grande diversidade de
microrganismos contaminantes. De acordo com Bassan et al. (2006), a auséncia de
oxidacdo nos explantes de canafistula se deve, provavelmente, a reduzida concentragdo
de fendis nos tecidos de canafistula ou pode ser atribuida a origem seminal dos
explantes, uma vez que varios autores correlacionam a formacdo de compostos
fendlicos em culturas in vitro a idade do explante.
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Figura 2. Oxidacdo de explantes de canafistula oriundos de &pice (A) e segmento nodal

(N) e em funcao do tempo de desinfestacdo em hipoclorito de sédio por 5 minutos (T1)
e 10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.

Na avaliacdo da contaminacdo dos explantes por fungos e bactérias, podemos
verificar que ndo ocorreu contaminacao fungica em &pices caulinares (coluna “17), e
para segmentos nodais, a contaminacdo foi baixa, correspondendo a aproximadamente
14% de segmentos nodais contaminados. Os tempos de desinfestacdo, 5 e 10’ de
exposicdo ao hipoclorito de sodio ndo foram significativos para a caracteristica
estudada, tendo ambos se mostrado eficientes para controle da contaminacéo fungica,
que ocorreu em baixa porcentagem para ambos os tempos de exposi¢éo, em torno de 6 e
5%, respectivamente (Figura 3).

N&o ocorreu contaminacao bacteriana nos explantes submetidos aos tratamentos

estudados, como pode-se verificar na figura 4.
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Figura 3. Contaminacdo Fungica de explantes de canafistula oriundos de apice (A) e
segmento nodal (N), e em funcdo do tempo de desinfestacdo em hipoclorito de sddio
por 5 minutos (T1) e 10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.
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Figura 4. Contaminacdo Bacteriana de explantes de canafistula oriundos de &pice (A) e
segmento nodal (N), e em fun¢do do tempo de desinfestacdo em hipoclorito de sddio
por 5 minutos (T1) e 10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.
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Para nimero de brotacGes emitidas por explante, apenas o fator explante foi
significativo de acordo com o teste Qui-Quadrado na analise de deviance (Tabela 1). A
quantidade de brotos emitidos em explantes nodais (36,5%) foi menor e estatisticamente
diferente da quantidade de brotos em explantes apicais, mostrando superioridade de

explantes apicais para a variavel. O tempo de desinfestacdo ndo teve efeito significativo
sobre o numero de brotos (Figura 5).
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Figura 5. NUmero de brotos emitidos por explante, considerando o tipo de explante,

apice (A) e segmento nodal (N) e o tempo de desinfestacdo em hipoclorito de sédio por
5 minutos (T1) e 10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.

De acordo com o teste Qui-Quadrado na analise de deviance, a interacéo tipo de
explante e tempo de desinfestacdo foi significativa (Tabela 1). A quantidade de folhas
em explantes de segmentos nodais é 96% menor em relacdo aos explantes apicais. Para
o0s explantes apicais, ndo houve diferenca significativa entre os tempos de desinfestacao.
Para explantes de segmentos nodais, a quantidade de folhas quando os explantes sdo
submetidos a dez minutos de desinfestagdo em hipoclorito de sodio é 9,5 vezes maior do

que no tempo de desinfestacdo de cinco minutos (Tabela 2 e Figura 6).
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Tabela 2. Numero de folhas totais emitidas por explantes de canafistula, considerando o
tipo de explante, &pice (A) e segmento nodal (N), e o tempo de desinfestacdo em
hipoclorito de sédio por 5 minutos (T1) e 10 minutos (T2) aos 41 dias de cultivo

Tipo de Tempo de exposi¢do TOTAL
explante 5' 10’
A 55 52 107
N 2 19 21
TOTAL 57 71 128
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Figura 6. Namero de folhas emitidas por explante de canafistula, considerando o tipo de
explante, apice (A) e segmento nodal (N), e o tempo de desinfestacdo em hipoclorito de
sodio por 5 minutos (T1) e 10 minutos (T2) aos 41 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017.

Para comprimento de brotos, somente o fator explante foi significativo pelo teste

F, onde apice foi superior a segmentos nodais, gerando brotacdes maiores (Figura 7).
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Figura 7. Comprimento de brotos de canafistula, considerando o tipo de explante, apice
(A) e segmento nodal (N) e o tempo de desinfestacdo em hipoclorito de sodio por 5
minutos (T1) e 10 minutos (T2) aos 07 dias de cultivo. Dourados/MS, 2017. (Letras
iguais ndo diferem entre si pelo teste F a 1% de probabilidade).

3.2. Multiplicacéo in vitro

Foi realizada andlise de deviance para as varidveis sobrevivéncia (SOB),
formacdo de calos (CALO), explantes que emitiram brotacdes (EB), niumero de brotos
por explante (NB/E) e numero de folhas por brotacéo, onde verificou-se através do teste
do qui-quadrado, que o fator de variacdo Zeatina nao foi significativo para nenhuma das
variaveis analisadas na fase de multiplicacdo in vitro. As figuras abaixo ilustram as
respostas de explantes de canafistula submetidos a concentracdes de zeatina no meio de
cultivo WPM.

Na Figura 8 sdo apresentados os dados de sobrevivéncia de explantes para 0s
tratamentos, demonstrando que a utilizacdo do regulador de crescimento vegetal nas

concentragdes estudadas ndo se mostrou eficiente para a indugéo de brotages.
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Figura 8. Sobrevivéncia de explantes de canafistula submetidos a concentracbes de
zeatina: auséncia (ZEAO); 0,5 mg L™ de zeatina (ZEAO05) e 1,0 mg L™ de zeatina
(ZEAL). Dourados/MS, 20109.

Observou-se ainda, que a utilizagdo de zeatina e 0 aumento em sua concentragdo
no meio de cultura favoreceu a formacdo de calos fridveis na base dos segmentos
caulinares (Figura 9). Embora tenha sido constatado que o uso de carvao ativado (1g L
) promova menor formacdo de calos, na presenca da citocinina, ocorreu maior

formacé&o de calos na base dos explantes (dados ndo apresentados).
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Figura 9. Formacéo de calos em explantes de canafistula submetidos a concentracdes de
zeatina: auséncia (ZEAO); 0,5 mg L™ de zeatina (ZEAO05) e 1,0 mg L™ de zeatina
(ZEAL). Dourados/MS, 2019.

Todos os tratamentos promoveram emissdo de brotos e folhas nos explantes,
embora ndo tenham diferido estatisticamente pelo teste do qui-quadrado na andlise de
deviance. A emissdo de brotos foi alta em todos os tratamentos com uma média de
97,9% (Figura 10) no entanto, apesar disto, as taxas de multiplicacdo de brotos foram
relativamente baixas (menor que 2,00 brotos/segmento) mostrando queda com o
aumento na concentracdo de zeatina e aumento no nimero de folhas por broto (Figura
11). Em experimento realizado por Candido (2013), a média obtida de brotos por
explante foi de 3,4 e a porcentagem de brotos que emitiram brotacdo foi de 90,51%

respectivamente.
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Figura 10. Emissdo de brotos em explantes de canafistula submetidos a concentracfes
de zeatina: auséncia (ZEAO); 0,5 mg L™ de zeatina (ZEA05) e 1,0 mg L™ de zeatina
(ZEAL). Dourados/MS, 2019.
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Figura 11. Namero de brotos/explante (NB/E) e nimero de folhas/brotacdo (NF/B) em

explantes de canafistula submetidos a concentragdes de zeatina: auséncia (ZEAO); 0,5
mg L™ de zeatina (ZEAO5) e 1,0 mg L™ de zeatina (ZEA1). Dourados/MS, 2019.
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Para comprimento de brotos foi realizada analise de variancia e teste de Tukey,

onde verificou-se que diferenca significativa para as concentracdes de zeatina utilizadas,
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tendo a concentracdo de 1 mg L™ promovido maior indugéo no comprimento de brotos
dos explantes de canafistula (Figura 12).

Carra et al. (2019) ressaltam que BAP e ZEA sdo as citocininas mais
amplamente utilizadas, com resultados satisfatérios para proliferacio em arvores
lenhosas, tendo obtido ndo somente maiores quantidades de producéo de novos brotos,
mas também favorecendo o alongamento de entrends, essencial para obter uma boa

porcentagem de enraizamento.
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Figura 12. Comprimento de brotacbes (CB) em explantes de canafistula submetidos a
concentracdes de zeatina: auséncia (ZEA0); 0,5 mg L™ de zeatina (ZEAO5) e 1,0 mg L™
de zeatina (ZEAL). Dourados/MS, 2019.

Os resultados do presente trabalho corroboram com as observacg6es relatadas por
Céndido (2013) com o uso de citocininas (BAP, cinetina, thidiazuron -TDZ e
isopenteniladenina - 2iP) na multiplicacdo da espécie, com alta taxa de sobrevivéncia,
alta porcentagem de formacédo de brotos (90,51%) em todos os tratamentos, sugerindo
que ndo h& necessidade de uso dos reguladores avaliados, até o momento, na

multiplicacdo in vitro de canafistula.
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3.3. Enraizamento in vitro

Nesta etapa ndo foi observada protrusdo de raizes na avaliacdo realizada aos 40
dias, em nenhum dos tratamentos. Para os dados obtidos sobrevivéncia (SOB) e
formagdo de calos (CALO) foram realizadas analise de deviance onde se verificou
através do teste do qui-quadrado, que o fator de variacdo AIB ndo foi significativo.

Na Figura 13 verifica-se alta sobrevivéncia dos explantes independente da
concentracdo de AIB aplicada, entretanto, houve a formacdo de calos friaveis na base
dos explantes em todos os tratamentos (Figura 14). De acordo com Rossato et al.
(2015), a formacéo de calos (massas celulares) é um dos principais problemas durante a
elaboracdo de protocolos de micropropagacao, pois comprometem a protrusdo de raizes
e também de brotacGes. Carra et al. (2019) verificaram que o uso de AIB na
micropropagacdo de Zelkova sicula promoveu a formagdo de massa de calos na
superficie cortada, que ndo é adequada para desenvolvimento radicular subsequente e

crescimento de plantulas.
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Figura 13. Sobrevivéncia de explantes de canafistula submetidos a concentragdes de
AIB: auséncia de AIB (AIBO0); 2,5 mg L™ de AIB (AIB2,5) e 50 mg L de AIB
(AIB5). Dourados/MS, 2019.
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Figura 14. Formacdo de calos em explantes de canafistula submetidos a concentracfes
de AIB: auséncia de AIB (AIBO); 2,5 mg L™ de AIB (AIB2,5) e 50 mg L™ de AIB
(AIB5). Dourados/MS, 2019.

Embora varios estudos tenham sido realizados visando o desenvolvimento in
vitro da canafistula (BASSAN, 2006; CURTI, 2014), ndo foi estabelecido um protocolo
otimizado. GOMES (2017) ressalta que o periodo de cultivo é de grande importancia,
onde os melhores resultados foram observados aos 60 dias.

Resultados recorrentes de insucesso no estudo da multiplicagéo e rizogénese in
vitro de canafistula com o uso de diversos reguladores de crescimento sugerem a
recalcitrancia da espécie, isto €, a incapacidade de células, tecidos e 6rgaos vegetais de
responder a cultura de tecidos (BENSON, 2000). Segundo McCown (2000), plantas
perenes lenhosas apresentam recalcitrancia de explantes com maior intensidade quando
comparadas a plantas dos demais taxons.

Estudos realizados por Ckurshumova e Berleth (2015) comprovaram que genes
responsaveis pela regulacdo na via metabdlica da auxina tem implicacdo no aumento da
capacidade de regeneracao e na formacao de brotagfes novas, mesmo a partir de tecidos
recalcitrantes; sugerindo que, apesar dos recentes avangos, a base molecular da
regeneracdo de plantas ainda é pouco clara, sendo imprescindivel um aprofundamento
nos estudos, pois muitas plantas importantes permanecem recalcitrantes a regeneracao.
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4, CONCLUSOES

" O meio WPM suplementado com 50 mg L'de BAP é eficaz no
estabelecimento de explantes de canafistula.

" O estabelecimento de &pices caulinares de canafistula é superior ao
estabelecimento de segmentos nodais.

" O tempo de exposicdo ao hipoclorito de sédio é eficaz no controle de
contaminacdo bacteriana e fingica em &pices caulinares de canafistula, no entanto néo
apresenta a mesma eficacia no controle de contaminacdo fungica de segmentos nodais,
bem como ndo afetou a sobrevivéncia e o estabelecimento in vitro de segmentos apicais
caulinares de canafistula.

" A citocinina nas concentragdes testadas ndo foi eficiente na multiplicagéo
in vitro da espécie, para as condi¢des de estudo.

. O uso de diferentes concentracGes de AIB ndo promoveu enraizamento

devido a formacdo de calos friaveis na base dos explantes.
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CAPITULO 111

Producédo de mudas de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) com

fungos micorrizicos arbusculares e fosforo
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Producéo de mudas de canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub.) com

fungos micorrizicos arbusculares e fosforo

RESUMO

O conhecimento das espécies arboOreas nativas com bom potencial de resposta a
inoculagdo com fungos micorrizicos arbusculares é importante para a recuperacdo de
areas degradadas e florestamento de espécies economicamente viadveis. O objetivo deste
trabalho foi verificar os efeitos da inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares na
producdo de mudas de canafistula sob diferentes doses de fésforo. O delineamento
experimental foi o de blocos casualizados com subdivisdo no tempo, em arranjo fatorial
5x5 com cinco espécies de fungos micorrizicos arbusculares (Glomus clarum,
Gigaspora margarita, Gigaspora albida, Clareoideoglomus etunicatum e o controle
sem FMAS) e cinco doses de fosforo (0, 60, 120, 180 e 240 mg kg™), com quatro
repeticdes. Foram avaliados altura de mudas, didmetro do coleto, teor de clorofila,
massa seca da parte aérea, massa seca de raiz, colonizacdo micorrizica, indice de
qualidade de Dickson, dependéncia e eficiéncia micorrizica. As espécies G. albida e C.
etunicatum foram as mais promissoras para o crescimento e desenvolvimento de mudas
de canafistula, principalmente sob baixas doses de fdsforo, sendo que G. albida
apresentou melhores resultados no crescimento de mudas, na auséncia de adubacéo
fosfatada e a dose 60 mg kg™ de fésforo proporcionou melhores condigdes para
micorrizacdo da espécie C. etunicatum. Altas doses de fésforo foram prejudiciais a
micorrizacgéo.

PALAVRAS-CHAVE: viveiro, crescimento, micorrizas, adubacdo fosfatada,

inoculacéo.
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Canafistula (Peltophorum dubium (Spreng.) Taub) seedling production with
mycorrhizal fungi and phosphorus

ABSTRACT

Knowledge of native tree species with good response potential to AMF inoculation is of
great importance for the recovery of degraded areas and afforestation of economically
important species. The objective of this work was to verify the effects of inoculation of
arbuscular mycorrhizal fungi on canapistula seedling production under different
phosphorus doses. The experimental design was a randomized block with time
subdivision, design in a 5x5 factorial arrangement with inoculation treatments with
five species of arbuscular mycorrhizal fungi (Glomus clarum, Gigaspora margarita,
Gigaspora  albida, Clareoideoglomus etunicatum and control without AMF
inoculation) and five phosphorus doses (0, 60, 120, 180 e 240 mg kg™), with four
repetitions. Seedling height, stem diameter, chlorophyll content, shoot dry mass, root
dry mass, mycorrhizal colonization, Dickson quality index, dependence and
mycorrhizal efficiency were evaluated. The species G. albida and C. etunicatum were
the most promising for the growth and development of canafistula seedlings, especially
under low phosphorus doses. G. albida showed better results in seedling growth, in the
absence of phosphate fertilization and the 60 mg kg-1 phosphorus dose provided better
conditions for mycorrhization of C. etunicatum. High doses of phosphorus were
detrimental to mycorrhization.

KEY-WORDS: nursery, growth, mycorrhizae, phosphate fertilization, inoculation.
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1. INTRODUCAO

As iniciativas de restauracdo de florestas tropicais visam o cumprimento da
legislacdo ambiental, o restabelecimento de servigos ecossistémicos e/ou a protecéo de
espécies nativas locais, bem como potencializar os servicos de conservacdo da
biodiversidade em paisagens muito antropizadas (TABARELLI et al.,, 2010). As
praticas de restauracdo ecologica assumem, entdo, um papel fundamental para
reintroducéo e manutencgdo das populacdes de espécies, principalmente pela criagdo de
habitat para seu restabelecimento, reinsercdo de suas popula¢fes na paisagem e auxilio
na conservacdo e reconexdo de fragmentos onde essas espécies possam ocorrer
(BRANCALION et al., 2010).

Vaérias espécies florestais apresentam limitacdes de restabelecimento em solo
degradado, decorrente da retirada da vegetacdo de mata, o que reflete no potencial de
regeneracdo do solo e pode limitar a aquisicdo dos nutrientes. Na recuperacdo dessas
areas degradadas € necessario aplicar estratégias que possam aproximar as
caracteristicas da floresta anteriormente existentes, de forma répida e permanente
(SUGAI et al., 2011).

A aplicacdo de micorrizas no solo € uma estratégia a ser considerada pelo
enorme potencial para uso na restauracdo ecoldgica, advindo da capacidade em
aumentar a eficiéncia de aquisicdo e o ciclo de nutrientes das plantas (FERREIRA et al.,
2012). Embora os fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) sejam geralmente
encontrados em solos e plantas de areas degradadas, o nUmero de propagulos viaveis é
muito baixo, havendo a necessidade de introduzir plantas hospedeiras capazes de
multiplicar os FMAs existentes, podendo-se introduzir também propagulos infectivos de
isolados selecionados para garantir a recuperacdo da comunidade dos FMAs na area
(SCHNEIDER et al., 2012).

O conhecimento das espécies arboreas nativas com bom potencial de resposta a
inoculagdo com FMAs é importante para a recuperacdo de areas degradadas e
florestamento de espécies economicamente importantes, uma vez que na maioria das
regides destinadas ao reflorestamento ha limitagdes nutricionais, podendo dificultar o
estabelecimento inicial das mudas no solo (SUGAI et al., 2011).

A inoculacdo de substratos com fungos micorrizicos se apresenta dentre as

técnicas utilizadas que asseguram uma elevada qualidade morfofisiologica de mudas
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produzidas em condigdes de viveiro (OWEN et al., 2015) que por sua capacidade de
explorar maiores volumes de substrato, favorecera a absorcdo de nutrientes e a ciclagem
de nutrientes minerais com perdas minimas, reduzindo o tempo de producéo de mudas,
melhorando seu estado nutricional e acelerando seu crescimento (SANTOS et al., 2011,
MIRANDA, 2008).

Além disso, os FMAs podem desempenhar um papel fundamental no processo
de mineralizacdo da matéria organica (PATERSON et al., 2016), aumentando a
fertilidade do solo (SUGAI et al., 2011), e também pode ser estimulado pela adicéo de
matéria orgénica ao solo (SHELDRAKE et al., 2017). A eficiéncia da simbiose e,
portanto, de propagacdo de micélio extra radicular, absor¢do de nutrientes e
especificidades de expressdo génica sdo influenciados pela combinacdo genotipo
especifico de FMA e planta hospedeira, sendo as diferentes respostas de crescimento
encontradas em plantas resultantes da interacdo morfoldgica e funcional entre fungo e
planta (LEE et al., 2013; FARIAS et al., 2014).

A determinacdo de uma dose ideal de fésforo para maximizar a producédo ou a
resposta das plantas inoculadas com FMAs é importante, pois as variagdes das
exigéncias nutricionais de cada espécie podem afetar o processo de colonizagdo e
esporulacdo micorrizica (HEITOR et al., 2016). De acordo com Feitosa e Santos (2016),
em geral, a disponibilidade de fosforo (P) dos solos é determinante e modula os efeitos
benéficos proporcionados pelo fungo as plantas. Este fato torna importante o
conhecimento do nivel ideal de P para explorar melhor os beneficios dessa associagao.

Coutinho et al. (2019) sugerem o desenvolvimento de protocolos para
inoculacdo de mudas e solo com FMASs de forma a obter maior sucesso no replantio em
areas de restauracdo. Para o emprego dos FMAs no reflorestamento com espécies
nativas, Colodete et al. (2014) sugerem selecionar fungos mais generalistas em sua
relacdo simbidtica, tendo em vista seu maior potencial reabilitador, pois colonizam e
tém eficiéncia em vérios hospedeiros, facilitando a diversidade e sucessdo vegetal na
area, enquanto que, do lado do hospedeiro, devem-se evitar plantas muito seletivas.

Informagdes sobre as interacbes dos FMAs com espécies arboOreas sdo
importantes, em estudos com visdo tecnologica, para viabilizar o uso destes em larga
escala na recuperacao de areas degradadas (SCHNEIDER et al., 2012).

Diante do exposto, este trabalho avaliou os efeitos da inoculagdo de fungos
micorrizicos arbusculares e diferentes doses de fésforo, no desenvolvimento de mudas

de canafistula.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido em ambiente protegido — estufa coberta com
filme pléstico transparente de polietileno de baixa densidade (PEBD) com 150 micras
de espessura e cercada lateralmente por estrutura revestida com tela de nylon preta com
75% de sombreamento, na Faculdade de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da
Grande Dourados - UFGD, Dourados - MS, situada a latitude de 22°11'53.2"S,
longitude de 54°56'02.3"W e 400 m de altitude, no periodo de agosto/2018 a
fevereiro/2019. O clima predominante é do Cwa (temperado chuvoso com inverno seco,
verdo chuvoso, temperatura média do més mais frio inferior a 18°C e a do més mais
quente superior a 22°C) com temperatura média anual de 22,7°C e precipitacdo de 1.410
mm (ARAI et al., 2010).

O experimento foi conduzido a partir de mudas de canafistula obtidas através de
sementes provenientes de matrizes localizadas nos municipios de Angélica e Ivinhema
(MS). As sementes foram coletadas e submetidas a escarificacdo térmica. A semeadura
foi realizada em tubetes contendo substrato florestal comercial com irrigacGes diarias.
Quando as mudas apresentaram altura média de 10 cm, foram levadas a casa de
vegetacdo (50% de sombreamento) para o transplantio em vasos com capacidade para 5
dm?.

O substrato utilizado no experimento foi constituido por mistura de 2:1 (v:v) de
solo e areia. O solo obtido do horizonte subsuperficial, a 30 cm de profundidade na area
de repouso da Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFGD, classificado como Latossolo
Vermelho distroférrico, com as seguintes caracteristicas quimicas: potencial
hidrogenionico (pHh,0) = 5,20; P wenie = 2,25 mg dm™; aluminio (AI%) = 14,40
mmol..dm™; hidrogénio (H")+AI™ = 26,40 mmol..dm™; K, Ca*? e Mg = 0,50, 4,30 e
1,60 mmol..dm?, respectivamente; saturacdo por bases (V%)= 19,53; saturacdo por
aluminio (m%)= 69,23. A esterilizacdo do solo foi realizada em autoclave vertical, a
temperatura do solo permaneceu em media de 121°C por uma hora.

A corregéo do solo foi realizada com calcario “filler” visando elevar a saturagio
de bases para 70%, tendo como base a analise dos atributos quimicos do solo. Para o
calculo da necessidade de corretivo, utilizou-se 0 método da saturacdo por bases (RAIJ
etal., 1997).
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Os vasos foram levados para a casa de vegetagdo e mantidos a 70% da
capacidade de campo por um periodo de 30 dias, para que ocorresse a rea¢do do calcario
com o solo.

A adubacéo foi realizada adicionando as doses de P (0, 60, 120, 180 e 240 mg
kg™ de solo) de acordo com cada tratamento, utilizando como fonte o K;HPO, (fosfato
dipotéssico). Em funcéo das doses crescentes de P, fez-se necessario equilibrar as doses
de K, utilizando-se como fonte o cloreto de potassio (KCI) (60% K,O). Neste processo,
0 solo de cada vaso novamente foi transferido a sacos plasticos, que foram inflados com
ar e agitados até ocorrer completa mistura com o0s minerais.

No preparo do indculo, o substrato foi colocado em vasos de cultivo com 7 dm3
de capacidade e infectado com 50 cm® de in6culo, composto por mistura de solo,
esporos e raizes de Brachiaria decumbens colonizadas com FMAs, de acordo com o0s
tratamentos. Estes vasos foram mantidos em casa de vegetacdo para a multiplicacdo dos
fungos, utilizados como inéculo.

O inbculo teve origem nos isolados de FMAs, provenientes da colecdo do
Laboratorio de Matéria Organica e Microbiologia Do Solo da Universidade Estadual do
Mato Grosso do Sul - UEMS, os quais foram multiplicados em associacdo com
Brachiaria decumbens em substrato composto por mistura de solo e areia na proporgao
de 2:1 (v:v), misturado em betoneira, esterilizado em autoclave (temperatura de 121°C/
1 hora), e colocados em vasos que foram mantidos em estufa por um periodo de quatro

meses.

Delineamento Experimental

O delineamento experimental adotado foi blocos casualizados, em arranjo
fatorial 5x5, com subdivisdo no tempo. Os tratamentos foram: inoculagdo com espécies
de fungos micorrizicos arbusculares (Glomus clarum, Gigaspora margarita, Gigaspora
albida e Clareoideoglomus etunicatum) e o controle (sem FMAS) e aplicacdo de doses
de P (0, 60, 120, 180 e 240 mg kg*), em quatro repeticdes. Cada unidade experimental
foi constituida por um vaso contendo 5 dm?® de substrato, com uma planta por vaso.

O crescimento das mudas de canafistula foi avaliado com medicdes periodicas
da altura de mudas, didmetro do coleto aos 30, 60, 90, 120, 150, 180 dias ap6s o plantio
(DAP). Aos 90 e 120 DAP foi realizada a avaliacdo com clorofildmetro SPAD-502
(Konica-Minolta, Tokyo, Japan) para obtencéo do teor de clorofila. As avaliacGes foram
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realizadas entre 8 e 11 horas da manhd, em folhas completamente expandidas e
previamente marcadas (segunda ou terceira folha totalmente aberta), de modo que todas
as medicOes fossem sempre realizadas nas mesmas folhas.

Aos 180 DAP, as mudas foram retiradas dos vasos e o sistema radicular
separado da parte aérea. Apos lavagem, subamostras de 2 cm de comprimento de raizes
foram coletadas e conservadas em etanol a 50%, para posterior verificacdo da
colonizacdo micorrizica, ap6s a coloracdo das raizes de acordo com metodologia de
Koske e Gemma (1989).

A parte aérea e as raizes das plantas foram secas separadamente, em estufa de
ventilagdo forgada, a 65°C, por 72 horas (MALAVOLTA et al., 1997) visando a
determinacdo de massa seca de parte aérea (MSPA); massa seca da raiz (MSR) e massa

seca total (MST) das plantas. Foram realizados os célculos indiretos de:

- indice de qualidade de Dickson — IQD (DICKSON et al., 1960):
IQD (%) =ST/(H/DC + MSPA /| MSR);

- dependéncia micorrizica - DM (PLENCHETTE et al., 1983):
DM (%) = ((MSM — MSN) / MSM) x 100;

- eficiéncia micorrizica— EM (PLENCHETTE et al., 1983):

EM (%) = ((MSM — MSN) / MSN) x 100.

Onde,

MST: Massa seca total, H: Altura da parte aérea, DC: Diametro do colo, MSPA:
Massa seca da parte aérea, MSR: Massa seca de raiz, MSM: Massa seca de mudas

micorrizadas e MSN: Massa seca de mudas ndo micorrizadas.

Para andlises estatisticas dos dados foi utilizado o programa R (R CORE TEAM,
2019) por meio das bibliotecas nlme (PINHEIRO et al., 2019) e phia (ROSARIO-
MARTINEZ, 2015). O efeito dos tratamentos de FMAs foram comparados pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade e os efeitos das doses de P submetidos a andlise de
regressao.

Para apresentacdo exploratoria dos dados foi utilizado o diagrama de caixa ou
Box Plot, método estatistico visual que compde de recurso especifico para detectar

tendéncias e substituir tabelas, contribuindo para melhorar a interpretacdo de dados,
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detectar outliers e comparar grupos amostrais. Permite também visualizar a dispersao
dos dados em torno da media, o grau e a direcdo da simetria, a natureza da variancia em
cada efeito e a presenca ou n&o de outliers. E indicado para sumarizar e analisar dados
quantitativos, especialmente continuos, podendo ser utilizado tanto para a analise
descritiva como inferencial de dados, independente do tipo de delineamento
(VALLADARES NETO et al., 2017).

A quantificacdo da frequéncia e intensidade de colonizacdo micorrizica foi
realizada através da observacdo ao microscopio Optico de fragmentos de raizes
(TROUVELOT et al., 1986).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise de fragmentos de raizes, foi constatada a presenca de arbusculos,
hifas e vesiculas nas raizes de mudas dos tratamentos sob inoculacdo de fungos

micorrizicos, em todos os tratamentos, atestando a coloniza¢do micorrizica (Figura 1).

Figura 1. Detalhes da presenca de arbusculos, hifas e vesiculas em raizes de canafistula
inoculadas com fungos micorrizicos arbusculares. Dourados/MS, 2018.

De acordo com Costa et al. (2005), a presenca de arbusculos e hifas formadas
nas raizes é geralmente considerada como sinal de funcionamento da associacdo, e
atesta a dindmica da colonizacdo, ndo indicando necessariamente o estabelecimento da
simbiose. Os arblsculos sdo considerados sitios de troca por exceléncia entre os
simbiontes, no entanto, permanecem em sua forma por 4 a 5 dias e sofrem degeneracéo,
tendo a célula sua atividade retomada (HOFFMANN e LUCENA, 2006).
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Em baixa concentracdo de P, a simbiose desenvolve-se plenamente, enquanto
seu desenvolvimento é restrito em alta concentracdo de P (FEITOSA e SANTOS,
2016), no entanto, os mecanismos pelos quais o P regula o desenvolvimento da
simbiose sdo desconhecidos (KIRIACHEK et al., 2009). A diminuicdo da percentagem
de colonizacdo micorrizica ocasionada pela adicdo de doses crescente de fosforo é
considerada normal, visto que, uma planta no estado nutricional favoravel ndo necessita
da colonizacdo micorrizica para a absorcdo do P da solucdo do solo (BALOTA et al.,
2011).

Vaérios estudos atestam esta condicao em diferentes espécies, como em mudas de
Cecropia pachystachya (CARNEIRO et al.,, 2004); mudas de Annona muricata
(SAMARAO et al., 2011); mudas de Cordia africana, Croton macrostachyus, Erythrina
brucei e Millettia ferruginea (DOBO et al., 2016), mudas de Caesalpinia férrea e
Piptadenia stipulacea (FEITOSA e SANTOS, 2016). As observagdes indicam que
caracteristicas funcionais de cada espécie de FMAs que foram inoculados podem estar
envolvidas em sua associacdo com o hospedeiro e com 0 ambiente no solo (CHAGNON
et al., 2013). M’barki et al. (2018), afirmam que a mesma cultivar pode responder
diferentemente a diferentes espécies de fungos.

Os parametros morfologicos mais utilizados na avaliagdo da qualidade das
mudas sdo altura, diametro do caule e massa seca da parte aérea e radicular (GOMES e
PAIVA, 2011).

Na Tabela 1 sdo apresentados os valores de ‘p’ da andlise de deviance para
altura, didmetro e relacdo altura x didmetro. Pode-se verificar que a interagdo entre
fungos micorrizicos x dia e doses de P x dia apresentaram diferencas significativas a 1%
de probabilidade no teste F para altura e diametro. A interacdo dose de P x fungos
micorrizicos ndo teve efeito significativo para as variaveis avaliadas.

BRITO et al. (2017) observaram desempenhos diferentes de espécies de FMAs
Rhizophagus clarus e Gigaspora margarita, no crescimento de mudas de parica, em

relacdo a doses de P aplicadas.


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1806-66902016000200256&script=sci_arttext&tlng=pt#B8
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1806-66902016000200256&script=sci_arttext&tlng=pt#B26
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Tabela 1. Valores de p obtidos na anélise de deviance para altura (m) e diametro de
coleto (cm) de mudas de canafistula submetidas a inoculagdo com fungos micorrizicos e
aplicacdo de doses de fosforo em funcéo do tempo

FONTE DE VARIACAO ALTURA DIAMETRO
FMA < 0,0001** <0,0001**
DOSE 0,0015** 0,0002**
DIA < 0,0001** <0,0001**
FMA X DOSE 0,8159 0,7359
FMA X DIA < 0,0001** <0,0001**
DOSE X DIA < 0,0001** < 0,0001**
FMA x DOSE X DIA 0,1034 0,0840

**(significativo a p< 0,01); * (significativo a p<0,05); FMA (fungos micorrizicos); DOSE (dose de
fésforo); DIAS (dias apo6s plantio)

Na Figura 2 séo apresentados o efeito das doses de fésforo sobre o crescimento
das mudas em altura em relacdo ao tempo e as tendéncias de crescimento de mudas de
canafistula em funcéo da dose de fosforo aplicada. Verifica-se (Figura 2A) que até os
120 dias ap0s o plantio ndo ha influéncia das doses de fosforo. A partir de 150 dias apds
o plantio (DAP) observa-se uma dispersédo maior dos valores em altura, sugerindo efeito
dos tratamentos. Aos 180 dias, as doses de fosforo apresentaram efeito significativo
sobre a altura das mudas, onde a dose zero de fosforo proporcionou maior altura (41,7
cm). A dose de 183 mg kg ™ de fosforo propicia a menor altura de plantas (27,93 cm)
aos 180 dias. Observa-se ainda a tendéncia de crescimento em altura das mudas para
cada dose de fdsforo aplicada, onde verifica-se ajuste de regressdo quadratica (Figura
2B).

A altura de mudas ¢ um dos parametros utilizados na classificacdo e selecao,
principalmente na comercializagdo de mudas florestais (BRACHTVOGEL e
MALAVASI, 2010). Segundo Paiva e Gomes (2000), mudas de espécies arbdreas com
a altura entre 15 e 30 cm estdo aptas ao plantio no campo. Mudas de canafistula sob
diferentes adubacdes, ao final de 120 dias, apresentaram altura de plantas entre 20 e 30
cm em estudos realizados por Cruz et al. (2012) e Mussi et al. (2013). No presente
trabalho, aos 180 DAP, a menor altura de plantas obtida foi de 28,2 cm e a maior altura
de 41,72 cm, sugerindo a aptiddo das mudas ao plantio no campo, para o quesito altura,

independente do tratamento.
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Figura 2. Altura (cm) de mudas de canafistula (A) aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias

apos o plantio, sob aplicacdo de fosforo e (B) efeito de doses de fosforo (0, 60, 120, 150
e 240 mg kg ) no tempo.
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A inoculagdo com FMAs ndo promoveu, inicialmente, efeito significativo sobre
a altura de plantas (Figura 3A). G. albida e C. etunicatum promoveram desempenho
superior e significativo estatisticamente na altura de plantas, a partir de 150 DAP,
enquanto as mudas inoculadas com G. margarita e G. clarum apresentaram o menor
crescimento. A inoculagdo com G. albida e C. etunicatum levaram ao maior
crescimento das mudas com incrementos de 42,8% e 13,4%, respectivamente, em
relacdo ao controle. As mudas micorrizadas com G. clarum e G. margarita
apresentaram médias de altura 3,35% e 2,7% inferiores ao tratamento sem micorrizacao.
Houve ajuste quadratico para todos os tratamentos de inoculacdo (Figura 3B), onde

verifica-se baixo crescimento no inicio e um incremento maior em altura no final do

ciclo.
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Figura 3. Altura (cm) de mudas de canafistula (A) aos 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias
apos o plantio sob inoculacdo com fungos micorrizicos e (B) efeito da inoculagdo com
fungos micorrizicos (Glomus clarum, Gigaspora margarita, Gigaspora albida e
Clareoideoglomus etunicatum) e o controle (sem FMAS) no tempo.

Para diametro do coleto, os valores médios obtidos nas mudas de canafistula, aos
180 dias ap6s o plantio, variaram de 4,17 a 6,15 mm (Figura 4A), encontrando-se
abaixo ou no nivel inferior dos valores descritos por Gongalves et al. (2000), para
caracterizar mudas de espécies nativas de qualidade quanto ao didmetro do coleto (5 e
10 mm), mas semelhantes aos dados obtidos por Cruz et al. (2012) que obtiveram
menor DC de 5,53 e maior DC de 7,59 mm para mudas de canafistula.

De acordo com Scheer et al. (2012), o diametro do coleto é importante na
avaliacdo do potencial da muda para sobrevivéncia e crescimento ap6s o plantio em
campo. O maior didmetro do colo sugere maior alocacdo de fotoassimilados na parte
aérea, podendo ser considerado para indicar a capacidade de sobrevivéncia de mudas
em condicdes de campo e auxiliar na definicdo das doses de fertilizantes a serem
utilizadas na producdo das mudas (SCALON et al., 2001). Segundo Souza et al. (2006),
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dentro de uma mesma espécie, as plantas com maior didmetro apresentam maior
sobrevivéncia, devido maior capacidade de formacéo e crescimento de novas raizes.

Na Figura 4A, observa-se que o0 incremento em didmetro apresentou a mesma
tendéncia da altura, ndo tendo ocorrido efeito significativo das doses de fosforo sobre o
crescimento das mudas no inicio do ciclo, até os 120 dias. A diferenca no incremento
das mudas em funcdo das doses de fésforo aplicadas foi verificada aos 150 e 180 dias,
onde houve ajuste quadratico para a variavel. Aos 150 dias, a dose minima calculada foi
170 mg kg * de f6sforo, que propiciou o menor diametro do coleto (3,77 mm). Aos 180
dias, o menor didmetro (3,95 mm) foi proporcionado pela dose minima calculada de 209
mg kg ™ de fésforo.

Ainda, na Figura 4B, pode-se acompanhar o padrdo de crescimento em diametro
das mudas para cada dose de fosforo aplicada. O incremento em didmetro das mudas de
canafistula com o tempo apresentou ajuste quadratico para todas as doses de fosforo,
tendo as mudas sem aplicacdo de fésforo (dose zero) maior didmetro ao final do ciclo.
As mudas que nao receberam adubacdo fosfatada obtiveram maior didametro médio

(6,15 mm) ao final das avaliagdes.
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Fig. 4. Continua
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Figura 4. (A) Diametro do coleto (mm) de mudas de canafistula (A) aos 30, 60, 90, 120,
150 e 180 dias apds o plantio, sob aplicacao de fésforo e (B) efeitos de doses de fosforo
(0, 60, 120, 150 e 240 mg kg ) no tempo.

Os tratamentos com micorrizacdo nao apresentaram efeito significativo sobre o

incremento em diametro do coleto das mudas ao longo das avaliacdes (Figura 5).
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Figura 5. Diametro do coleto (mm) de mudas de canafistula em funcdo da inoculacao
com fungos micorrizicos (Glomus clarum, Gigaspora margarita, Gigaspora albida e
Clareoideoglomus etunicatum) e o controle (sem FMAS) no tempo.

Os dados de crescimento apontam uma superioridade da simbiose entre a
canafistula e G. albida. Mesmo com o alto grau de variacdo nas caracteristicas, percebe-
se beneficio da presenca do fungo para o crescimento das mudas. As associacdes
micorrizicas com Gigaspora margarita e Glomus clarum se mostraram negativas para o
crescimento das mudas de canafistula, as quais apresentaram de modo geral,
crescimento inferior ao controle.

A auséncia de resposta no periodo inicial de crescimento para as caracteristicas
altura e diametro do coleto, segundo Pasqualine et al. (2007), é atribuida as préprias
reservas nutricionais contidas nas sementes, ao tempo necessario para o estabelecimento
da simbiose funcional e a propria condicdo de micotrofia (dependéncia micorrizica) da

planta. De acordo com Silva et al. (2006), a baixa colonizagdo micorrizica pode ser
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explicada pelo fato de que o estabelecimento da simbiose efetiva com algumas espécies
de mudas pode demorar mais de seis meses.

Estudos realizados por Fahey et al. (2016) constataram que a taxa de
crescimento relativo aumentou com a colonizacdo por FMA em Luehea seemanii e
Tabebuia rosea, no entanto, ndo alterou o crescimento de Ficus insipida e Ochroma
pyramidale, indicando que, mesmo nos primeiros meses de crescimento, a colonizagao

pode ser benéfica para algumas espécies e para outras néo.

Para as variaveis massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz (MSR),
massa seca total (MST) e indice de Qualidade de Dickson (IQD) a interacéo dose de P x
fungos micorrizicos apresentou diferencas significativas a 1% de probabilidade no teste

F conforme Tabela 2.

Tabela 2. Valores de p para massa seca de parte aérea (MSPA), massa seca de raiz
(MSR), massa seca total (MST), relacdo massa seca de parte aérea-massa seca de raiz
(MSPA/MSR) e indice de Qualidade de Dickson (IQD) de mudas de canafistula em
funcdo da inoculacdo com fungos micorrizicos e aplicagdo de diferentes doses de
fosforo

FONTE DE VARIACAO MSPA MSR MST MSPA/MSP QD

FMA 9,433 x 10°** 1,013 x 10°** 9,739x 107**  0,52000 3,679 x 10 °**
DOSE 1,640 x 107 ** 2,500 x 10 7** 2,280x 10°**  0,2401 1,200 x 107**
FMA X DOSE 1,696 x 10 7** 7,710 x 10°** 1,459 x10°**  (0,7149 2,170 x 10°**

**(significativo a p< 0,01)

De forma geral o acimulo de matéria seca obtido, tanto para parte aérea como
para raiz foi baixo, tendo em vista a perda de folhas e morte de mudas em razdo de
ataque de cochonilhas que ocorreu préximo aos 120 dias de plantio.

Mudas sem inoculacdo e inoculadas com G. albida e C. etunicatum, na auséncia
de fosforo apresentaram maior teor de matéria seca (parte aérea, raiz e total) que as
mudas dos demais tratamentos.

Os teores de matéria seca de parte aérea e raiz sdo apresentados nas Figuras 6 e
7. Somente sob a dose zero de fosforo houve diferenca significativa entre tratamentos
com micorrizas para as variaveis massa seca de parte aérea (MSPA) e massa seca de
raiz (MSR), onde as mudas inoculadas com G. albida apresentaram maior desempenho
(27,5 g de MSPA, 12,9 g de MSR) , seguidas por C. etunicatum (11,37 g de MSPA e
5,09 g de MSR), SFMA (11,13 g de MSPA e 2,76 g de MSR), G. margarita (3,07 g de
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MSPA e 0,99 g de MSR) e G.clarum (1,21 g de MSPA e 0,66 g de MSR). Os fungos G.
clarum e G. margarita apresentaram desempenho inferior aos demais tratamentos com
micorrizas. (Figura 6A e 6B).

A Figura 7 ilustra o acumulo de matéria seca em cada tratamento com
micorrizagdo em resposta as doses de P. Somente mudas inoculadas com C. etunicatum,
G. albida e apresentaram diferencas estatisticas significativas para as doses de fosforo.
Houve ajuste quadratico para as variaveis, mostrando a maior eficiéncia, dos dois
simbiontes, no acumulo de matéria de parte aérea e raiz na auséncia de P. As doses
minimas de fdsforo calculadas para MSPA (Figura 7A) e MSR (Figura 7B) com
inoculagdo de G. albida foram 142 e 166 mg kg™ de P, respectivamente e para C.
etunicatum foram 151 mg kg™ de P para MSPA e 142 mg kg™ de P para MSR. Os
demais tratamentos com fungos micorrizicos ndo apresentaram diferencas
estatisticamente para as doses de fésforo estudadas.

Em acimulo de massa seca total (MST), os resultados obtidos foram
semelhantes aos resultados de MSPA e MSR. As doses minimas de fosforo calculadas
gue promoveriam 0 menor acimulo de MST em plantas inoculadas com G. albida, e C.
etunicatum foram 149 e 174 mg kg™ de P (Figura 8).

Os resultados demonstram que o aumento nas doses de P apresentam maior
efeito sobre a simbiose entre as mudas de canafistula e G. albida, quando comparada a
simbiose com C. etunicatum.

Feitosa e Santos (2016), pesquisando os efeitos da inoculagdo de G. etunicatum
e doses de P em mudas de duas espécies da familia Fabaceae, Piptadenia stipulacea
(jurema branca) e Caesalpinea ferrea (pau-ferro) verificaram que ndo houve diferenca
entre as producdes de MSPA para os diferentes tratamentos de P nas mudas
micorrizadas, e, que na auséncia de micorrizacdo a producdo de matéria seca foi
significativamente inferior s mudas micorrizadas.

Os dados de matéria seca obtidos corroboram com os dados de colonizacdo e
crescimento, demonstrando superioridade na simbiose com G. albida, bem como a

desvantagens na inoculagdo com G. margarita e G. clarum.
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Figura 6. (A) Massa seca de parte aérea — MSPA e (B) Massa seca de raiz — MSR (g) de
mudas de canafistula submetidas a inoculagdo com fungos micorrizicos em funcéo das
doses 0, 60, 120, 180 e 240 mg kg ™ de fésforo.
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Figura 8. (A) Massa seca total (MST) de mudas de canafistula sob inoculagdo com
fungos micorrizicos sob as doses 0, 60, 120, 180, 240 mg kg * de fésforo e (B)
respostas fisiologicas de mudas de canafistula inoculadas com fungos micorrizicos
(Glomus clarum, Gigaspora margarita, Gigaspora albida e Clareoideoglomus
etunicatum) e o controle (sem FMAS) sob doses de fésforo.
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Na Figura 9A e 9B sdo apresentados os valores de dispersédo de IQD obtidos no
presente trabalho.

S0 houve diferenca entre os tratamentos com FMAS na auséncia de fésforo, onde
0s maiores valores de 1QD foram 4,67; 1,74 e 1,24 para G. albida, C. etunicatum e
SFMA, respectivamente. Nos tratamentos com aplicacdo de fésforo, os valores de 1QD
obtidos foram abaixo de 1,0 (Figura 9A).

A avaliacdo da qualidade das mudas de plantas arbdreas, ainda no viveiro, por
meio de indices que expressam relacBes entre os parametros de crescimento, pode ser
uma ferramenta para identificar seu adequado desenvolvimento, bem como se as mudas
estdo com o maximo potencial para sobrevivéncia ap6s a expedicdo para 0 campo
(SILVA et al, 2012).

De acordo com Caldeira et al. (2012), quanto maior o 1QD, melhor a qualidade
da muda produzida porém, ndo ha na literatura valores de referéncia quanto a qualidade
para as diferentes espécies arbéreas nativas, o que dificulta a analise dos indices
(FERRAZ e ENGEL, 2011). Gomes e Paiva (2011) afirmam que para as mudas serem
consideradas de qualidade é necessario 1QD maior que 0,2 (Pseudotsuga Menziessi e
Picea Abies). O valor descrito se aplica bem a canafistula, com destaque para 0s
tratamentos com FMAS supracitados.

A Figura 9B ilustra a resposta de mudas sob inoculacdo com o simbionte
especifico em relacdo as doses de fosforo aplicadas. Mudas inoculadas com G. albida e
C. etunicatum submetidos a dose zero apresentaram maior qualidade das mudas com
IQD superiores aos demais tratamentos micorrizicos. Foram obtidas, para ambos 0s
tratamentos, curva de ajuste quadratico para 1QD em relacdo das doses de fdsforo
aplicadas, onde as doses minimas de fosforo calculadas para os tratamentos G. albida e
C. etunicatum foram 150 e 185 mg kg ™. Segundo Gomes et al. (2013) e Caldeira et al.
(2008), o 1QD é uma caracteristica variavel em funcéo da espécie, do manejo das mudas
no viveiro, do tipo e proporcdo do substrato, do volume do recipiente e, principalmente,
de acordo com a idade em gue a muda foi avaliada. Em Anadenanthera colubrina var.
cebil a inoculagdo com Glomus clarum + Gigaspora margarita ndo resultou em
beneficios no incremento em qualidade das mudas (SOARES et al., 2017). No caso em
estudo, a simbiose com G. albida proporcionou maior qualidade de mudas de

canafistula.
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Figura 9 (A). indice de Qualidade de Dickson - 1QD de mudas de canafistula inoculadas
com fungos micorrizicos sob as doses 0, 60, 120, 180, 240 mg kg ™ de fésforo e (B)
respostas fisiologicas de mudas de canafistula inoculadas com fungos micorrizicos
(Glomus clarum, Gigaspora margarita, Gigaspora albida e Clareoideoglomus
etunicatum) e o controle (sem FMAS) sob doses de fésforo.
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O indice de clorofila ndo sofreu influéncia do uso de FMAs e das doses de P nas
avaliacOes realizadas aos 90 e 120 DAP.

Quanto a dependéncia micorrizica (DM) e eficiéncia micorrizica (EM), as mudas
inoculadas com a espécie G. albida apresentaram alta dependéncia e eficiéncia
micorrizica para todas as doses de fosforo avaliadas, exceto na dose 180 mg kg™. O
mesmo comportamento foi observado para C. etunicatum com destaque para a dose 60
mg kg™ de fésforo, onde a dependéncia é classificada como alta (Figuras 10 e 11). A
eficiéncia da associacdo entre FMAs e plantas pode ser quantificada através de um
indice obtido através da razéo entre a diferenca do peso seco de plantas inoculadas e ndo
inoculadas, pelo peso seco de plantas inoculadas, expresso em porcentagem. Os
percentuais representam o grau de dependéncia da planta pelo fungo, onde >75% ¢é
considerada dependéncia muito alta; 51 a 75%, dependéncia alta; 26% a 50%,
dependéncia média e 0% dependéncia nula (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006;
MIRANDA, 2008).

Pode-se verificar também que as respostas quanto a dependéncia a simbiose
foram diferentes em razdo do microbionte e das doses de P, onde os simbiontes G.
clarum e G. margarita apresentaram alta dependéncia para as doses 60 e 120 mg kg™ de
fésforo, e valores de dependéncia micorrizica negativa para as demais doses (Figura 9 e
10). Isso sugere que plantas inoculadas com estes fungos e nestas doses de P
apresentaram menor acUmulo de massa seca em comparagdo ao controle e que 0s
microbiontes ndo encontraram condicdes favoraveis para beneficiar as mudas, sendo
possivel caracterizar esta interacdo como parasitica.

A capacidade do fungo de estimular o crescimento da planta é determinada pelas
caracteristicas dos componentes da simbiose, principalmente do microbionte, que pode
apresentar diferentes graus de eficiéncia, sendo até mesmo ineficaz ou parasitico
temporéario das plantas hospedeiras. Contudo, a disponibilidade de fésforo no solo é
fator determinante na resposta da planta a inoculacdo com FMA, e indica o grau de
beneficio da associacdo que varia quanto a dependéncia micorrizica (DM) e indica o
potencial de beneficio da inoculacdo (FEITOSA e SANTOS, 2016).
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Figura 10. Dependéncia micorrizica em mudas de canafistula inoculadas com diferentes
fungos micorrizicos (GA: Gigaspora albida; CE: Clareoideoglomus etunicatum; GM:
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Figura 11. Eficiéncia micorrizica em mudas de canafistula inoculadas com diferentes
fungos micorrizicos (GA: Gigaspora albida; CE: Clareoideoglomus etunicatum; GM:
Gigaspora margarita; GC: Glomus clarum).
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4, CONCLUSOES

" A acdo de G. albida no desenvolvimento de mudas de canafistula foi
maior na auséncia de adubacdo fosfatada;

" A adubacdo fosfatada na dose 60 mg kg™ P proporcionou melhores
condicdes para micorrizacdo da espécie C. etunicatum;

" A simbiose com as espécies G. clarum e G. margarita € ineficaz para a
producdo de mudas;
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CONSIDERACOES GERAIS

Ha existéncia de diversidade genética entre e dentro das populacBes de
canafistula estudadas, indicando a possibilidade de selecdo de individuos para
melhoramento e conservacao da espécie. Considerando a fragmentacéo das populagdes
de canafistula no estado de Mato Grosso do Sul e a escassez de relatos na literatura
sobre a distribuicdo dessa variabilidade dentro ou entre populagdes, estes resultados
contribuem para o conhecimento genético da espécie, fornecendo subsidios para
programas de melhoramento genético, conservagdo e manejo florestal no estado.

Para prosseguimento no estudo da diversidade da espécie, sugere-se a selecdo de
progénies para composi¢cdo de um pomar de producdo de sementes e, em fases futuras, a
selecdo de familias ou clones para utilizacdo em projetos de producdo comercial ou
restauracdo de areas de reserva legal, visando a producdo local de madeira de forma
sustentavel.

No tocante a producdo de mudas, o estabelecimento de um protocolo de
micropropagacdo da espécie é imprescindivel para a produgdo de mudas em larga
escala, quer seja para fomentar a restauracdo de areas, ou para fins comerciais. A
provavel recalcitrancia de espécie, sugerida neste trabalho, deve ser o primeiro ponto a
ser investigado.

Para a producdo de mudas em fase de viveiro, o conhecimento de alternativas
biol6gicas, como é o caso de FMAs, que favorecam o crescimento e desenvolvimento
das mudas e promovam melhor estabelecimento a campo é imprescindivel do ponto de
vista ambiental, uma vez que auxiliam os processos de recuperacdo das areas
degradadas. Para a canafistula, o uso de G. albida na auséncia de adubacéo fosfatada, se
mostra a alternativa mais viavel ambiental e economicamente sob as condi¢cdes do

presente estudo para o desenvolvimento das mudas.
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