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RESUMO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) é uma arvore medicinal nativa da America do Sul,
cujas folhas sdo utilizadas para o tratamento de problemas géstricos, picadas de cobra, na cura
contra o cancer e outras doencas. O 6leo essencial desta espécie é responsavel pela atividade
anti-séptica, auntidlcera, antinflamatdria citotoxica e antiofidica. C. sylvestris, como planta
pioneira, é utilizada amplamente em programas de reflorestamento, especialmente de matas
ciliares. Apesar da sua importancia medicinal, existem poucos trabalhos publicados sobre a
producdo de mudas e técnicas de propagacdo vegetativa da espécie. Com o intuito de avaliar a
producéo de 6leo essencial e viabilizar a producdo de mudas de C. sylvestris, realizaram-se
dois experimentos de extracdo e analise do Oleo essencial a partir das folhas e quatro
experimentos de estaquia utilizando diferentes tipos de propéagulos. O objetivo do primeiro
experimento foi avaliar a influéncia da época de colheita no teor e composicdo do Oleo
essencial de folhas frescas de C. sylvestris. Houve variacdo sazonal na producdo de dleo,
sendo maio o més que apresentou maior rendimento com 4,06 uLg” MS de 6leo. Foram
determinados 26 compostos, dos quais germacreno D, biciclogermacreno, trans-cariofileno,
germacrene B e [B-elemeno apresentaram teores superiores em relacdo aos demais
constituintes. No segundo experimento objetivou-se avaliar a influéncia de trés tipos de
secagem no teor e composicdo do 6leo essencial de folhas de C. sylvestris. A secagem em
estufa a 60°C proporcionou maior quantidade de dleo essencial (10,22 u Lg™? MS). Foram
determinados 32 compostos no dleo essencial dentre os quais o biciclogermacreno foi mais
abundante em folhas secas a 40 e 60 °C e o d-cadineno apresentou maior concentracao em
todos os tratamentos de secagem. O terceiro experimento realizado foi o de estaquia
semilenhosa nas quatro estaces do ano (outono, inverno e primavera de 2007 e verdo de
2008), com a aplicacdo de &cido indol butirico (AIB), em solugdo hidroalcodlica. A melhor
estacao para o enraizamento foi a primavera/2007, com 39,1% de estacas enraizadas sem AlB.
No quarto experimento foi avaliado o enraizamento de estacas obtidas de brota¢des de plantas
adultas de C. sylvestris, ap6s a poda e tratadas com AIB. A porcentagem média de
enraizamento foi 66,01%, e o AIB ndo exerceu qualquer influéncia no enraizamento. Para o
quinto experimento foram tratadas com e sem AIB estacas provenientes de podas drasticas
em troncos e ramos de plantas adultas de C. sylvestris. Estacas de brotacbes de ramos
apresentaram maior enraizamento sem aplicacdo de AIB (95,81%). Estacas obtidas de
brotacdes surgidas de decepa de 30 e 120 cm apresentaram estimulo ao enraizamento com
aplicacdo de AIB até 1500 mg L™. O sexto experimento realizado foi o de miniestaquia nos
meses dezembro/2009, janeiro/2010 e abril/2010, com uso de AIB em solucéo hidroalcodlica.
A maior média de enraizamento foi obtida sem AIB para miniestacas coletadas em
dezembro/2009 (97,27%). A propagacdo vegetativa de C. sylvestris por meio de miniestaquia
¢ a técnica mais promissora para a producdo de mudas da espécie. Folhas de C. sylvestris
coletadas no outono e secas apresentam maiores teores de 6leo essencial.

Palavras-chave: Oleo essencial. Estaquia. Miniestaquia. Guacatonga.



ABSTRACT

ESSENTIAL OIL PRODUCTION AND VEGETATIVE PROPAGATION
OF Casearia sylvestris SWARTZ

Casearia sylvestris (Salicaceae) is a medicinal tree from South America whose leaves are
used as infusion for gastric problems treatments, as antivenin for snakebites, and in
anticancer drugs among others. The essential oil of C. sylvestris leaves is responsible for its
antisseptic, anti-ulcer, anti-inflammatory and cytotoxic properties. C.sylvestris as a pioner
species is widely used in reflorestation programs, especially along water courses. Despite it’s
medicinal relevance, there are few published works related to seedling production and
vegetative propagation techniques for this species. The purpose of the present work was to
determine the best harvesting season and drying temperature influence on yield and essential
oil chemical composition of C. sylvestris leaves, and a viable seedling production technique
through six assays, two discussing essential oil extration and yield and the last four
concerning the vegetative propagation of different kinds of explants. The fisrt assay aimed to
evaluate the harvesting season influence on essential oil yield and chemical composition of C.
sylvestris leaves. Leaves harvested in May, yielded 4,06 pL g™ MS. Analysis of the essential
oils revealed the presence of 26 components represented mainly by germacrene D,
bicyclogermacrene, trans-cariophyllene, germacrene B and p-elemene, which showed higher
percentages in every harvesting month. During the second assay the drying temperature
influence on yield and essential oil chemical composition of C. sylvestris leaves were tested.
Essential oil yield varied according to the drying conditions, leaves dried at 60 °C yielded the
most with 10,22 pLg™ MS. Analysis of the essential oils revealed the presence of 32
components represented mainly by bicyclogermacrene in leaves dried at 40 and 60 °C and 6-
cadinene in all drying treatments. The third assay tested the rooting response to indolebutyric
acid (IBA) throughout the year’s four seasons (autumn/winter 2007 and spring/summer 2008)
of semiharwood cuttings collected from mature ortets. The rooting rate of the spring cuttings
was 39,1%, zero hormones treatment and evaluated after 150 days. During the fourth assay
semihardwood cuttings from previously pruned ortets branches were tested. Higher
percentage of rooted cuttigs (66,01%) was obtained with no use of IBA. In the fifth assay,
cuttings collected from shoots grown on previously severely pruned trunks and branches of C.
sylvestris and treated with different IBA doses, were tested. After 180 days a higher
percentage of rooted cuttings was obtained without IBA from shoots grown on pruned
branches (95,81%). C. sylvestris cuttings from stumped trunks (30 and 120cm) rooted after
1500 mg L™ IBA tratments. During the sixth assay minicuttings collected in Dezember/2009,
January and April/2010, treated with IBA alcoholic solution were examined. Higher mean
percentage of rooting was obtained after 90 days in minicuttings collected in Dezember/2009
(97,27%). The best vegetative propagation way to obtain viable C. sylvestris seedlings was
the minicutting thecnique. Leaves collected in autumn and dried show higher percentages of
essential oil.

Key Words: Essential oil. Cutting. Minicutting. Guagatonga.



Figura 1

Figura 2

Figura 3
Figura 4
Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

LISTADE FIGURAS

Aparelho Clevenger utilizado para a extracdo do 0leo essencial de C.
IV LY USSP
Teor de 6leo essencial (UL g'massa seca) de folhas de C. sylvestris
em funcdo de cinco épocas de coleta e temperaturas médias mensais
(°C) relativas aos 5 meses de COleta..........ccvvveviiiieiieiiere e

Cromatograma da fragéo volatil do 6leo essencial de folhas frescas de
C.oSYIVESIIIS. et ———
Rota biossintética de sesquiterpenos monociclicos e possiveis
rearranjos na cadeia carbonica (de Tininis et al., 2006)...........ccccccceveneen,
Teor de dleo essencial (UL g™ massa seca) de folhas de C. sylvestris
em funcao de quatro metodos de SECAPEM.........cvveeveeerierieriereriese s
C. sylvestris. A - Planta adulta, localizada no Bosque do Campus
Jardim Botanico, UFPR-Curitiba. B - Detalne de ramo com
inflorescéncia. C - Detalhe de ramo usado para estaquia.......................

Estaquia de C. sylvestris nas quatro épocas do ano. A - Confeccdo de
estacas. B - Estacas plantadas em tubetes e mantidas em casa de
vegetacdo. C - Bandeja para avaliagdo das estacas enraizadas. D -
Estacas de C. sylvestris enraizadas ap6s tratamento com 2000 mg L™
de AIB. E - Detalhe do sistema radicial de duas estacas enraizadas no
final do verd0/2008 com 3000 mg L™ de AIB. F - Estaca de C.
sylvestris enraizada ap6s tratamento com 1000 mg L™ ........cocovviveinnno
Estaquia de brotacdes de plantas adultas de C. sylvestris. A - Ramos
de C. sylvestris com brotacGes. B - Estacas plantadas em tubetes e
mantidas em casa de vegetacdo prestes a serem avaliadas. C - Detalhe
do sistema radicial de estaca de C. sylvestris enraizada apos
tratamento com 1000 mg L™ de AIB. D - Estacas de C. sylvestris
enraizadas apds tratamento com 2000 mg L™ de AlIB..........cccccooevvenn.n.
Estaquia de brotacdes de decepa e de poda de plantas adultas de C.
sylvestris. A - Decepa a 30 cm do solo. B - Plantas para decepa a 120
cm do solo. C - Plantas para poda de copa. D - Brotac@es de decepa a
30 cm do solo. E - BrotacGes de decepa a 120 cm do solo. F -
BrotacOes de poda a8 COPA........cceeeeirierieiieie e
Estaquia de brotacdes de decepa e de poda de plantas adultas de C.
sylvestris. A - Detalhe de estacas plantadas em tubetes e mantidas em
casa de vegetacdo. B - Estacas de brotacbes de decepa a 120 cm
enraizadas com1500 mg L™ de AIB. C - Estaca obtida de brotagdes de
poda de copa, enraizada sem AIB. D - Detalhe de estacas de brotagcfes
de decepa a 30 cm enraizadas com 1500 mg L™ de AIB........ccccooouc......

Miniestaquia de C. sylvestris A - Plantas a campo B - Detalhe de ramo
de C. sylvestris com frutos C - Frutos de C. sylvestris D - Minijardim
clonal E - Minicepa obtida de semente ao momento da primeira poda
em SEteMBDIO/2009......c..ui i

48

51

54

69

85

87

106

125

135



Figura 12

Figura 13

Miniestaquia de C. sylvestris A - Confeccdo da miniestaca B -
Bandeja com miniestacas de C. sylvestris coletadas em
dezembro/2009 C - Miniestaca coletada em janeiro/2010 enraizada e
brotada sem AIB D - Detalhe de sistema radicial de miniestaca de C.
sylvestris coletada em abril/2009 e enraizada apds tratamento com
2000 mg L™ de AIB E - Detalhe de brotacdo em miniestaca coletada
em dezembro/2010 F - Miniestacas de C. sylvestris coletadas em
dezembro/2010 enraizadas e brotadas com 2000 mg L™ de AIB...........
Porcentagem de enraizamento, mortalidade e brotagdes em estacas de
plantas adultas, estacas de brotacbes de decepa e de poda de plantas
adultas e miniestacas de C. SYIVESIIIS........cccevvereriieiiienisie e

163



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

Tabela 9

Tabela 10

Tabela 11

Tabela 12

Tabela 13

LISTADE TABELAS

Composicdo do oleo essencial (%) de C. sylvestris em funcdo dos

meses de coleta das folhas.................cccocooooii e, R
Composigdo do oleo essencial (%) de C. sylvestris em fungdo de

quatro métodos de secagem das folhas coletadas em junho de 2009......
Porcentagem de estacas enraizadas, vivas (sem raizes e com ou sem
calos), mortalidade, porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris,
sob efeito de diferentes concentracdes de acido indolbutirico (AIB),
no final da primavera/2007 e avaliadas aos 150 dias...........ccccccevvrernenn
Numero de raizes por estaca, comprimento das trés maiores raizes,
massa seca das raizes de estacas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentracdes de &cido indolbutirico (AIB), no final da
primavera/2007 avaliadas aos 150 dias...........cccccvevevierieieiieene e
Porcentagem de estacas vivas (sem raizes e. com ou sem calos),
mortalidade e porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris, sob
efeito de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB), no
final do verdo/2008 e avaliados a0S 90 diaS..........ccuvververierienenenenesiennns
Porcentagem de estacas enraizadas, vivas (sem raizes e com ou sem
calos), mortalidade e porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris.
sob efeito de diferentes concentracfes de acido indolbutirico (AlIB),
no final do ver&o/2008 e avaliadas aos 240 dias............cccceevvrvrivrenrennnns
NUmero de raizes por estaca, comprimento das trés maiores raizes,
massa seca das raizes de estacas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB), no final do
verdo/2008 e avaliadas a0S 240 dias...........ccuvvreeierieienenenese s
Porcentagem de estacas vivas sem calos e sem raizes, porcentagem de
folhas e mortalidade em estacas C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentragdes de acido indolbutirico (AIB) no final do outono/2007 e
no final do inverno/2007 e avaliadas aos 90 dias...........cccecererervrenrenne.
Porcentagem de enraizamento, numero de raizes, comprimento das 3
maiores raizes, porcentagem de folhas retidas e mortalidade de estacas
de brotacbes de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentracdes de acido indol butirico (AIB), avaliadas aos
Lo T TSRS
Porcentagem de estacas enraizadas de brotacfes de decepa e de poda
de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentragdes de &cido indol butirico (AIB), avaliadas aos 180 dias....
NUmero de raizes por estaca de brotacdes de decepa e de poda de
plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentracdes
de acido indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias.....................
Comprimento médio em cm das trés maiores raizes de estacas de
brotacdes de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris, sob
efeito de diferentes concentracdes de acido indol butirico (AIB) e
avaliadas a0S 180 diasS.........ouvuiieieiii e
Massa seca das raizes de estacas de brotagdes de decepa e de poda de
plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentracfes
de acido indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias...................

53

71

86

91

92

93

93

126

134



Tabela 14

Tabela 15

Tabela 16

Tabela 17

Tabela 18

Tabela 19

Tabela 20

Tabela 21

Tabela 22

Tabela 23

Tabela 24

Tabela 25

Tabela 26

Tabela 27

Porcentagem de folhas retidas em estacas de brotagdes de decepa e de
poda de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes

Porcentagem de estacas vivas (sem raizes e com calos) de brotagdes
de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentra¢Ges de &cido indol butirico (AIB) e avaliadas aos

Porcentagem de estacas vivas (sem raizes e sem calos), de brotagdes
de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentra¢Ges de &cido indol butirico (AIB) e avaliadas aos
L8O diaS. ...ttt

Porcentagem de estacas mortas de brotagdes de decepa e de poda de
plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentracfes
de acido indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias....................

Produtividade média de brotacGes de C. sylvestris por minicepa, em
cada coleta, nos anos de 2009 e 2010. (Primeira poda: 16/09/2009)......
Porcentagem de miniestacas enraizadas de C. sylvestris sob efeito de
diferentes concentraces de acido indol butirico(AlIB), coletadas em
trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.........ccceecvreereerieneeinenenne
Numero médio de raizes de miniestacas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentracdes de &cido indol butirico(AIB), coletadas em
trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias..........ccccovvreriirieniininiennn,
Comprimento médio das trés maiores raizes de miniestacas de C.
sylvestris, sob efeito de diferentes concentracdes de é&cido indol

Massa seca das raizes de miniestacas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentracdes de acido indol butirico (AIB), coletadas em
trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.........ccceocvrivereeriereereeeenne
Numero de folhas retidas em miniestacas de C. sylvestris, sob efeito
de diferentes concentracdes de &cido indol butirico (AIBO, coletadas
em trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.........ccccvcvvererenvrnnnne.
Porcentagem de miniestacas de C. sylvestris brotadas, sob efeito de
diferentes concentracdes de acido indol butirico (AIB), coletadas em
trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.........cccocvvververiervereeieene
Porcentagem de miniestacas de C. sylvestris vivas (sem raizes e com
calos), sob efeito de diferentes concentragdes de &cido indol butirico
(AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.........
Porcentagem de miniestacas de C. sylvestris vivas, (sem raizes e sem
calos), sob efeito de diferentes concentrac@es de acido indol butirico
(AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias......

Comparacdo geral entre os melhores resultados obtidos no
enraizamento por estaquia de C. SYIVESEIiS........ccccevvverviieiieenr e

136

137

138

139

157

159

161

164

166

167

168

169

170



Anexo 1

Anexo 2

Anexo 3

Anexo 4

Anexo 5

AnNexo 6

Anexo 7

Anexo 8

Anexo 9

Anexo 10

Anexo 11

LISTA DE ANEXOS

Resultados da anélise de variancia para a porcentagem de & elemeno,
a cubebeno, ciclosativeno, a-copaeno e  bourboneno presentes no
6leo essencial de folhas frescas de C. sylvestris coletadas em cinco
meses dos anos 2007 € 2008.........ccceevereerieiieseere e

Resultados da andlise de variancia para a porcentagem de
elemeno, a gurjuneno, trans-cariofileno, B gurjuneno e a-guaieno
presentes no oOleo essencial de folhas frescas de C. sylvestris
coletadas em cinco meses dos anos 2007 € 2008...........cccceverereniene.
Resultados da andlise de varidncia para a porcentagem de a
humuleno, seicheleno, germacreno D, [ seclineno e
biciclogermacreno presentes no 6leo essencial de folhas frescas de
C. sylvestris coletadas em cinco meses dos anos 2007 e 2008...........
Resultados da analise de variancia para a porcentagem de
germacreno A, s y-cadineno, cubebol, 6 cadideno e germacreno B
presentes no o6leo essencial de folhas frescas de C. sylvestris
coletadas em cinco meses dos anos 2007 e 2008...........cc.ccceveveneenen.
Resultados da analise de variancia para a porcentagem de
espatulenol, oxido de cariofileno, epdxido Il humuleno, 1 epi
cubenol, epi-acadinol e a-cadinol presentes no dleo essencial de
folhas frescas de C. sylvestris coletadas em cinco meses dos anos
2007 € 2008........ccueieeerieieeieeieriese e
Resultados da analise de variancia para a porcentagem de &
elemeno, a cubebeno, ciclosativeno, a-copaeno e [ bourboneno
presentes no 6leo essencial de de folhas frescas, secas a 40 °C e 60
°C e ar ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009................
Resultados da analise de variancia para a porcentagem de [
elemeno, a gurjuneno, trans-cariofileno, B gurjuneno e a-guaieno
presentes no 6leo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C e 60 °C e
ar ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.........................
Resultados da andlise de varidncia para a porcentagem de a
humuleno, seicheleno, y-muuroleno, germacreno D e B selineno
presentes no 6leo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C e 60 °C e
ar ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.........................
Resultados da analise de variancia para a porcentagem de e
biciclogermacreno, a-bulneseno, germacreno A, vy-cadineno e
cubebol, presentes no éleo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C
e 60 °C e ar ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/20009........
Resultados da andlise de variancia para a porcentagem de &
cadideno, germacreno B, espatulenol, 6xido de cariofileno, guaiol e
epoxido Il humuleno, presentes no dleo essencial de folhas frescas,
secas a 40 °C e 60 °C e ar ambiente de C. sylvestris coletadas em
JUNNO/2009......cceee e
Resultados da analise de variancia para a porcentagem de 1 epi
cubenol, epi-acadinol, a-cadinol. bulnesol e thunbergol presentes no
oleo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C e 60 °C e ar ambiente
de C. sylvestris coletadas em junho/20009...........cccccoveiiieiieiiic e,

183

183

184

184

185

185

186

186

187

187



Anexo 12

Anexo 13

Anexo 14

Anexo 15

Anexo 16

Anexo 17

Anexo 18

Anexo 19

Anexo 20

Anexo 21

Resultados da andlise de variancia para as variaveis porcentagem de
estacas enraizadas, vivas (sem raizes e com ou sem calos),
mortalidade, porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris, sob
efeito de diferentes concentracfes de acido indolbutirico (AIB), no
final da primavera/2007 e avaliadas aos 150 dias...........c.cccceevveruennnn
Resultados da andlise de variancia para as variaveis numero de
raizes por estaca, comprimento das trés maiores raizes, massa seca
das raizes de estacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentracbes de &cido indolbutirico (AIB), no final da
primavera/2007 avaliadas aos 150 dias.........c.cccccevveevvereiiiesecie s,
Resultados da anélise de variancia para as variaveis porcentagem de
estacas vivas (sem raizes e. com ou sem calos), mortalidade e
porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentracfes de acido indolbutirico (AIB), no final do
verdo/2008 e avaliados a0S 90 diaS........ccevvererreerienenie e eee e
Resultados da andlise de variancia para as variaveis porcentagem de
estacas enraizadas, vivas (sem raizes e com ou sem calos),
mortalidade e porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris. sob
efeito de diferentes concentracfes de acido indolbutirico (AIB), no
final do ver&do/2008 e avaliadas aos 240 dias.........ccccccerverererrnerennne
Resultados da andlise de variancia para as variaveis numero de
raizes por estaca, comprimento das trés maiores raizes, massa seca
das raizes de estacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentracdes de acido indolbutirico (AIB), no final do verdo/2008
e avaliadas @0S 240 IS.......ccerverirereieiisisee e
Resultados da anélise de variancia para as variaveis porcentagem de
estacas vivas sem calos e sem raizes, porcentagem de folhas e
mortalidade em estacas C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentragdes de acido indolbutirico (AIB) no final do outono/2007
e no final do inverno/2007 e avaliadas aos 90 dias............ccccccevurruene.
Resultados da andlise de variancia para as variaveis porcentagem de
enraizamento, nimero de raizes, comprimento das 3 maiores raizes,
porcentagem de folhas retidas e mortalidade de estacas de brotac6es
de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes

Resultados da analise de variancia para as variaveis estacas
enraizadas, nimero de raizes por estaca, comprimento médio das 3
maiores raizes (cm), massa seca das raizes (mg) provenientes de
brotacdes de decepa e de poda de C. sylvestris com 3 concentragdes

Resultados da analise de varidncia para as variaveis nimero de
folhas, estacas vivas (sem raizes e com ou sem calos) e estacas
mortas provenientes de brotacdes de decepa e de poda de C.
sylvestris com 3 concentrag0es de AlB.........cccooviiiiiiiniienc
Resultados da analise de variancia para as varidveis miniestacas
enraizadas, nimero de raizes por miniestaca, comprimento médio
das 3 maiores raizes, massa seca das raizes (mg) em miniestacas de
C. sylvestris em trés meses do ano com trés concentracbes de

188

189

189

190

190

191

191

192

192



Anexo 22

Anexo 23

Anexo 24

Anexo 25

Anexo 26

Resultados da anédlise de variancia para as variaveis numero de
folhas, miniestacas brotadas, miniestacas vivas (sem raizes e com
ou sem calos) de C. sylvestris em trés meses do ano com trés
concentragdes de AlB.........coooiieiiie i

Precipitacdo mensal, temperaturas médias, média das minimas e
média das maximas no periodo maio de 2010 a maio de 2010,
registradas pela estacdo meteorolégica do municipio de Pinhais-PR
e fornecidas pelo SIMEPAR, 2010..........cccceviviieiieve e

Precipitacdo mensal, temperaturas médias, média das minimas e
média das méaximas no periodo maio de 2010 a maio de 2010,
registradas pela estagdo meteoroldgica de Curitiba e fornecidas
Pelo SIMEPAR, 2010........ccoiiiieiieieisese e
Precipitacdo mensal, temperaturas médias, média das minimas e
média das méaximas no periodo maio de 2010 a maio de 2010,
registradas pela estagdo meteoroldgica de Curitiba e fornecidas
Pelo SIMEPAR, 2010.......ccoiieiiiieieisese e
Gréfico das precipitacbes e temperaturas médias mensais, no
periodo de maio de 2007 a maio de 2010, registradas pela estacéo
meteoroldgica de Curitiba e fornecidas pelo SIMEPAR.....................

193

194

195

196



SUMARIO

L INTRODUGAO. ...ttt en sttt s sttt ene s 21
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........cooieeeeeeeteeeses e sese s sesas s senassessssas s s 24
2.1 A familia Flacourtiaceae e 0 género Casearia JaCq...........ccuvvevverereniereneneseeeenen, 24
2.2 A espécie Casearia SYIVESIIIS SWArtZ.........c.ccoviereirineneese e 25
2.2.1 Importancia ecolOgica € ECONOMICA..........eciueirieieerieeie e ee e se e sre e ans 26
2.2.2 Importancia farmacolOgiCa...........ccovvieiieii i 30
REFERENCIAS. ......cocveicteee e es st enae s tssas st s st sssss st s s sanee s 34
3CAPITULO I PRODUGAO DE OLEO ESSENCIAL DE Casearia sylvestris
Swartz EM CINCO EOCAS DE COLHEITA.......c.covvvveevnens 41
RESUMO ..ottt ettt sttt sttt na et ns ettt ansnsnans 41
ABSTRACT ...ttt ettt ettt a ettt es ettt s et n et e, 42
K LN 210 510 07X @ T 43
3.2 MATERIAL E METODOS.......cooitiieieieeeieee et enes s sen st enessss s en s 45
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........coieiiiiieiietersieesses st sesessnssn s 48
2.3.1 Teor d0 Ol€0 ESSENCIAL ........ccveiveiiiiisiecit et 48
3.3.2 ComposiGa0 d0 OlE0 ESSENCIAL .........ccviviriiieiirieiee e 50
3.4 CONCLUSOES......co ottt enass sttt st 56
REFERENCIAS. .......oooeeeeeeeeeeee e tee e tes ettt annaas 57

4 CAPITULO Il RENDIMENTO E COMPOSICAO DE c’)l_Ep
ESSENCIAL DE Casearia sylvestris Swartz APOS

DIFERENTES TRATAMENTOS DE SECAGEM................. 62
RESUMO . ..ottt b e 62
ABSTRACT ..ottt ettt 63
4.1 INTRODUGAO . ........oiieieeeeeeeeeeee e see st s st ses s 64
4.2 MATERIAL E METODOS.........coiiiieieieeeeeteseesesee e 66
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO........oooeieeeeeereeeeieeieeeeeeseeeseessss s 68
4.3.1 Teor do Gle0 €SSENCIAL.........cveivieiicicce e 68
4.3.2 ComposiGAO0 d0 OlE0 ESSENCIAL..........cviviriiieiieieiee e 70
4.4 CONCLUSOES........ooeceeeeeeeeeee ettt en st 74
REFERENCIAS. ...ttt es st nae s e 75

5 CAPITULO Il ESTAQUIA CAULINAR DE PLANTAS ADULTAS DE
Casearia sylvestris Swartz NAS QUATRO ESTACOES DO

ANO ...t 79
RESUMO ..ot see s s sas s ssen st s s sn s s st en s annannens 79
ABSTRACT ...t teetee ettt s s 80
5.1 INTRODUGAO.........ooeieeeeeeeeeteeeeeteseeeiee s essass s ses s aanassaasessessensn s 81
5.2 MATERIAL E METODOS.......oooiiieveeeeieeeeeeeeeeesseeeesies s sessaes s seanassse e, 83

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooieiiieieieieieeeeee e 86



5.3.1 Enraizamento de estacas de C. Sylvestris na primavera...........c.ccooveeveereneneneennn 86

5.3.2 Enraizamento de estacas de C. SYIVEStriS N0 VEra0.........cccccvevverieieeriesieeieseennan, 91
5.3.3 Enraizamento de estacas de C. sylvestris no outono e no iNVErno..............ccc..e..... 94
5.4 CONCLUSODES.......coitieeeteeteeeetee ettt 9
REFERENCIAS...........ccooiiminirerrvviiisssssecesssssiss S 97
6 CAPITULO IV ESTAQUIA DE BROTACOES DE PODA DE PLANTAS
ADULTAS DE Casearia sylvestris Swartz...........cc.ccocevvenne. 101
RESUMO . ...ttt e e e st e e e e e at e e e e e ate e e e e e anbeeeeesnnreeeeans 101
ABSTRACT e 102
8.1 INTRODUGAO........coceieeiieeeeeieeeeeese s es s ses s s enssses st sessanassenes 103
6.2 MATERIAL E METODOS.........ooieieieeee ettt sesae s, 105
6.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........c.coveiiiiieieiciee s 107
6.3.1 Porcentagem de estacas ENraiZadas...........ccoovevvreeieiieienenisieeee e 107
6.3.2 NUMero medio de raizes POr EStACA. .........eiereeieieriesie ettt eneas 109
6.3.3 Comprimento médio das tréS MaiOres raiZes..........ccovevereeireieise e, 109
6.3.4 Porcentagem de folhas retidas..........c.ccoveveiiiiieie e 110
6.3.5 Porcentagem de eStacas MOITAS..........coueririiriieiieiieiese e 112
8.4 CONCLUSODES........coiieececeteee ettt ettt 113
REFERENCIAS............cccoommmmmnnnrrrrrsiiinns S 114
7 CAPITULOV ESTAQUIABROTACOES DE DECEPA E DE PODA DE
PLANTAS ADULTAS DE Casearia sylvestris Swartz................ 118
RESUMO ...ttt bbbt bbbt r et ben e ans 118
ABSTRACT .ttt 119
TLINTRODUGAO. ..ottt 120
7.2 MATERIAL E METODOS.......ooivieeveeieeeseeeeeeseesessessiessensessensessinseeseanasssnsnnens 123
7.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........cooiiiiieieteieeeeeeeesesee st 126
7.3.1 Porcentagem de estacas ENraiZadas............couveverierienenesene s 126
7.3.2 NUMero medio de raizes POr €StACA. .........eivvreerieierierie sttt eneas 130
7.3.3 Comprimento médio das trés maiores raizes por StaCa..........c.cceeverererereniereennns 132
7.3.4 MaSS SECA UAS TAIZES.....cuveeeeeiie ettt sttt st be e re e 133
7.3.5 Porcentagem de fOlhas retidas .........coovereieiiiiiiee e 135
7.3.6 Porcentagem de estacas vivas sem raizes e com Calos..........cccccvevvevieveciieseenenn, 137
7.3.7 Porcentagem de estacas vivas sem raizes e Sem Calos..........ccoevrerererineneienenn. 138
7.3.8 Porcentagem de eStaCaS MOITAS........coveverririerieieieienie e sie e stesseeeeseeseesresresneaneas 139
74 CONCLUSOES.......mrvviiesncesviisss s 141
REFERENCIAS . ... ottt ettt sttt nee e e 142
8 CAPITULOVI MINIESTAQUIA DE Casearia sylvestris Swartz..................... 147
RESUMO . ..ot sb ettt nne s 147
ABSTRACT .ttt bbbttt b e 148

8.1 INTRODUGAO.........oomeeeeeeeeeereeeetessesieeies s asssses s es s ses s assassasss st snanes 149



8.2 MATERIAL E METODOS.........coieieiieeieeeeeete et 152

8.2.1 Produtividade de DIrOtaGhES. .........evveiviriiiiiiiesiiee et 153
8.2.2 Enraizamento de MINIESTACAS. .......ccuerviririiriiieie et 153
8.3 RESULTADOS E DISCUSSAD........cocooereieiereieee e see s 156
8.3.1 Produtividade de DIOtAGOES. .........ecveiviriiriiriisiieie et 156
8.3.2 ENraizamento de MINIESACAS. .........evvervireriierierie sttt 159
8.3.2.1 Porcentagem de miniestacas enraizadas...........c.coererererireiieieeieseese s 159
8.3.2.2 NUmero médio de raizes por MINIESLACA. .........ccververiiriririeieieie e 160
8.3.2.3 Comprimento medio das trés maiores raizes por miniestaca............c.ccocevvervrene 162
8.3.2.4 Massa Seca MEAIA AAS FAIZES........coeiiririiiieie s 165
8.3.2.5 NUmero meédio de folhas retidas..........ccoceeiriiieiiiiiie e, 166
8.3.2.6 Porcentagem de miniestacas brotadas............ccccevvevieriiiieiiece s 167
8.3.2.7 Porcentagem de miniestacas vivas sem raizes e com calos...........cccevvrererenennn. 168
8.3.2.8 Porcentagem de estacas vivas sem raizes e sem Calos..........cccccvevvevveieeiieciennnn, 170
8.4 CONCLUSOES........ooioeeeeeeeeeteeteetee ettt 171
REFERENCIAS. ..ottt sttt n sttt 172
9 CONSIDERACOES FINAIS.......ooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeve e es e assas s s, 177
10 CONCLUSOES GERAIS.........oviieieeeeeese e ettt 181

ANEXOS ... e 182



21

1. INTRODUCAO

O Estado do Parana até o inicio de 1900, possuia 83,4% dos seus 199.575 km? de
superficie recoberto por uma exuberante vegetacdo; atualmente a porcentagem da floresta
original é inferior a 8% do territorio (Maack, 1981; Lara Pires; Vargas, 1997; Dias et al.,
1998) e, segundo levantamentos realizados pela Secretaria Estadual do Meio Ambiente e
Recursos Hidricos - SEMA-PR (Campos et al., 2006), a cobertura vegetal estaria concentrada
basicamente na Serra do Mar, Parque Nacional do Iguagu e regido Centro Sul.

Brown (2003) afirma que a capacidade produtiva das florestas mundiais declina a
medida que se reduzem em mais de 9 milhdes de hectares por ano, sendo a extracdo de
madeira, o desmatamento para agricultura ou pecuaria e a colheita de lenha os grandes
responsaveis.

Segundo o Almanaque Brasil Socioambiental (Instituto Socioambiental, 2005), a
relacdo entre o crescimento populacional e o uso de recursos do planeta ja ultrapassou em
20% a capacidade de reposicao da biosfera e esse déficit aumenta cerca de 2,5% ao ano. Tal
dado implica que a diversidade bioldgica, responsavel pelo fornecimento de alimentos, novos
principios ativos e medicamentos, matérias e fibras lenhosas, dentre outros, estdo sendo
destruidos muito mais rapido do que sua reposicdo e esse desequilibrio é crescente, existindo
uma prevido de que em 20 anos, até 2030 cerca de 50% da biodiversidade podera ter sido
perdida.

N&o obstante a criacdo das Unidades de Conservacao, areas especialmente protegidas
para a preservacao e manutencao da diversidade biolédgica local e o estabelecimento de um elo
entre 0s principais remanescentes florestais (Lara Pires; Vargas, 1997), as florestas que
margeiam 0s cursos de agua, conhecidas como ciliares ou ripérias, praticamente ndo existem
mais, restando apenas pequenos remanescentes com maior ou menor grau de perturbacéo
(Campos et al., 2006).

As espécies nativas, em oposicdo as plantas exoticas, raramente sdo cultivadas, sendo
obtidas na quase totalidade das formacgOes vegetais brasileiras por processos de extrativismo
(Scheffer et al., 2002). Dentre a grande quantidade de espécies brasileiras dotadas de aspectos
comerciais importantes, e consumidas em grande escala, seja no mercado nacional como no
internacional, se encontram o guarana (Paullinia cupana Kunt), a espinheira-santa (Maytenus
ilicifolia Mart. ex Reissek), a pata-de-vaca (Bauhinia sp.), o ipé-roxo (Tabebuia sp.), a fafia
(Pfaffia sp), a erva-de-bicho (Polygonum sp.), o chapéu-de-couro (Echinodorus sp.), a catuaba

(Trichilia catigua A. Juss) e o cha-de-bugre (Casearia sylvestris Swartz) (Vieira; Silva, 2002).
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Vaérias espécies estdo listadas pelo IBAMA como plantas medicinais e séo utilizadas e
comercializadas, sendo precisamente 119 as espécies utilizadas, das quais 88 sdo nativas e 54
se reportam com uso medicinal (Klein, 1996).

C. sylvestris, por se tratar de uma planta nativa, propagada naturalmente por semente, é
natural uma alta variabilidade genética. Tal variabilidade genética conjuntamente com fatores
ambientais e fisioldgicos afeta a biossintese de metabdlitos secundarios na concentragdo do
6leo de suas folhas. Neste ambito o recurso da multiplicacdo vegetativa, que homogeniza 0s
individuos e permite a selecdo dos melhores, ¢ de fundamental importancia, visando a
formagcdo de um campo de matrizes clonais, com futura disponibilizacdo de individuos
selecionados para a producdo especifica dos componentes de maior importancia
farmacoldgica.

Os protocolos de propagacdo vegetativa para C. sylvestris disponiveis até agora na
literatura, resultaram pouco satisfatérios em termos de porcentagem total de enraizamento e
formacdo de novas brotacGes. O presente trabalho visa explorar as variacbes que podem
influenciar o enraizamento de estacas, como época do ano, vigor e origem do material vegetal.
O estudo realizado visa também fornecer uma nog¢do da producdo média de dleo essencial a
partir de uma planta nativa, dado que, independentemente de futuras producdes clonadas e
dirigidas, é de fundamental importancia dispor de dados a tal respeito, baseados em variaveis
como concentracdo de 6leo nas estacdes do ano, metodologia de colheita e extracao.

Com o objetivo de estudar a producgdo sazonal do éleo essencial de C. sylvestris e 0s
componentes presentes Nno mesmo, assim como a resposta de enraizamento de estacas e
miniestacas de C. sylvestris para a viabilizacdo da producdo de mudas, foram realizados 0s
experimentos apresentados nos seguintes capitulos:

No primeiro capitulo descreve-se a quantificacdo da producdo de 6leo essencial de C.
sylvestris a partir de folhas frescas, coletadas nas quatro estacdes do ano, tendo como objetivo
a identificacdo da melhor época de colheita.

O segundo capitulo aborda o condicionamento das folhas de C. sylvestris antes do
processo de extracdo do Oleo, visando determinar a melhor temperatura de secagem para
aprimorar a obtencao de 6leo.

No terceiro capitulo descreve-se a estaquia de material oriundo de plantas adultas e tem
por objetivo estudar os efeitos da aplicagdo de acido indol butirico (AIB), em solugdo
alcoolica e em diferentes concentragcdes, no enraizamento de estacas caulinares de C.
sylvestris coletadas nas quatro estacdes do ano.

O quarto capitulo descreve a estaquia do material brotado ap6s as podas efetuadas para
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a realizacdo do primeiro experimento. O experimento visa testar a resposta do material
rejuvenescido, em termos de formacdo de raizes e brotacGes, a aplicacdo de diferentes
concentragOes de AlB.

O quinto capitulo visa aprimorar o conhecimento sobre o comportamento de estacas de
arvores adultas, submetidas a trés diferentes tipos de podas. Objetiva-se avaliar o melhor tipo
de material para a producédo tanto de raizes quanto de novas brotacdes, apds a aplicacdo de
diferentes concentracdes de AIB.

O sexto capitulo aborda a miniestaquia de brotagfes provenientes de plantas jovens de
C. sylvestris obtidas por via sexuada. Tem por objetivo verificar a resposta de enraizamento de
miniestacas de C. sylvestris coletadas em diferentes meses do ano, com o uso de diferentes

concentragOes de AlB.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Afamilia Flacourtiaceae e 0 género Casearia Jacq.

O género Casearia pertence a familia Flacourtiaceae (Corréa, 1931, Sleumer, 1980;
Cronquist, 1981; Joly, 1998), formada por aproximadamente 86 géneros e cerca de 1300
espécies, encontradas especialmente nas regides tropicais da América do Sul, e caracterizada
por plantas lenhosas com folhas inteiras, de disposicdo alterna, com estipulas caducas, flores
pequenas, esverdeadas, em inflorescéncias axilares, hermafroditas (Joly, 1998).

A familia Flacourtiaceae, porém, foi recentemente desmembrada e 0s géneros
reclassificados em outras duas familias j& existentes: Salicaceae e Achariaceae (Chase et al.,
2002; APG I, 2003). Gragas as novas tecnologias da biologia molecular baseadas em
seqiéncias de DNA, e ndo apenas na semelhanca morfolGgica entre tdxons, o género
Casearia foi incluido na familia Salicaceae (APG 11, 2003).

Mais especificamente, Chase et al. (2002), analisando sequéncias de DNA de
cloroplastos demonstraram que, filogeneticamente, a familia Flacourtiaceae é na realidade
composta por dois grupos monofiléticos, ou seja, originarios de um ancestral comum ou
clado, e pouco relacionados entre si, circunstancia que fez redirecionar o género Casearia na
acima citada familia Salicaceae. Leskinen e Alstrom-Rapaport (1999) confirmaram tais
analises moleculares relatando uma longa série de afinidades quimicas, morfoldgicas e
ecoldgicas entre Flacourtiaceae e Salicaceae.

O género Casearia, descrito por Jacquin (1760), esta incluido na Tribo Casearieae
Benth. e possui aproximadamente 180 espécies, das quais 75 espécies ocorrem nos
neotropicos, do México até a Argentina (Sleumer, 1980; Cronquist, 1981; Marquete; Vaz,
2007). Essa grande distribuicdo pelo continente americano indica uma grande capacidade
adaptativa aos diversos habitats ocupados por esta espécie (Rossi et al., 2009).

No Brasil, ocorrem aproximadamente 43 espécies, distribuidas em diversas formacoes
vegetais: floresta ombrofila densa (amaz6nica e atlantica), savana (cerrado), savana estépica
(caatinga), vegetacdo com influéncia marinha (restinga), floresta ombréfila mista (floresta de
araucéria), floresta de galeria e vegetacdo secundéria, em altitudes que variam desde o nivel
do mar até 1800 m (Marquete; Vaz, 2007).
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2.2 Aespécie Casearia sylvestris Swartz

C. sylvestris é uma arvore perenifélia, heliofita, seletiva higrofita (Lorenzi, 1992),
caracteristica dos sub-bosques de pinhais (Britez, 2007), menos frequente na floresta
ombrofila densa e rara na floresta estacional semidecidua (Lorenzi, 1992) com altura variando
de 3 m até 9-18 m, dotada de copa densa e arredondada e tronco de 20-30 cm de diametro.
Possui folhas oblongas ou ovado-oblongas de 4 cm a 14 cm de comprimento por 1 cm a4 cm
de largura; consisténcia membranéacea a papirdcea; totalmente glabras, um tanto assimétricas
na base e dotadas de glandulas de 6leo essencial sendo que nas descri¢fes taxondmicas para 0
género € comum a utilizacdo de termos como pontos translucidos, pontuacdes transparentes,
tragos transparentes ou glandulas nas folhas (Torres; Yamamoto, 1986; Lorenzi, 1992; Chase
et al., 2002; Marquete; Vaz, 2007). As inflorescéncias sdo fasciculadas sésseis e 0s botbes sdo
obovados a globosos, sépalas de 1,5 x 1-1,5 mm, unidas na base, largamente ovadas,
esverdeadas a alvacentas, glabras a tomentosas ou ciliadas na margem (Lorenzi, 1992;
Marquete; Vaz, 2007). O fruto é de 4 x 4 mm, globoso, anguloso, negro, glabro, dotado de 5
sementes de 2,5 x 1,5 mm, oblongas, de testa alaranjada, arilo franjado e carnoso,
envolvendo parcialmente a semente, a qual é alaranjada a vermelha, com endosperma crasso;
0 embrido apresenta aproximadamente 1,5 mm de comprimento (Marquete; Vaz, 2007).

Existem duas variedades para esta espécie, C. sylvestris var. sylvestris e C. sylvestris
var. lingua (Sleumer, 1980), apesar da C. sylvestris var. lingua ter sido anteriormente
considerada por Saint-Hilaire (1829), como uma espécie distinta (C. lingua). Esta variacdo
pode ser decorrente de plasticidade fenotipica, a qual retrata a habilidade de um organismo
alterar sua fisiologia e/ou morfologia em decorréncia de sua interacdo com o meio ambiente
(Rossi et al., 2009). Vegetativamente, C. sylvestris, é muito semelhante a C. obliqua ou a C.
decandra (Torres; Yamamoto, 1986). C. sylvestris apresenta variagdes morfol6gicas nas
texturas de folhas entre os espécimes que ocorrem em areas de cerrado e aqueles encontrados
em areas de matas (Botrel et al., 2006).

C. sylvestris & amplamente difusa no México, América Central e Caribe assim como na
maioria dos paises da América do Sul, desde a Coldmbia até a Argentina e Paraguai (Lorenzi,
1992).

C. sylvestris ocorre em todos os Estados e na maioria dos ambientes florestais, sendo
uma espécie de alta densidade e ampla distribuicdo, especialmente em matas ciliares
(Sleumer, 1980; Lorenzi, 1992; Durigan et al., 2003; Marquete; Vaz, 2007).

No Brasil a espécie tem uma sinonimia botanica consideravel, existem inimeros nomes
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populares por Unidades da Federacdo: no Acre, caferana; em Alagoas, caiubim e caiumbim;
no Amazonas, saritan; Bahia: marinheiro, marinheiro-bravo, sdo-goncalo e sdo-goncalinho;
Ceard: cabatdo, café-brabo, café-bravo, guacatonga, lingua-de-tiu e pau-de-lagarto; Distrito
Federal, erva-de-tiu e tiu; em Goiés, erva-de-tei; em Mato Grosso e Mato Grosso do Sul,
cha-de-frade; em Minas Gerais, café-do-mato, cafezeiro-do-mato, erva-de-lagarto, erva-de-
til, espeto, guacatonga, lingua-de-tii e pau-de-lagarto; na Paraiba, caiubim, carniceiro e
espeto; no Parand, baga-de-pomba, café-de-bugre, cafezeiro-bravo, cafezeiro-do-mato, erva-
de-lagarto, erva-de-macuco, guassatunga e vagatunga; Pernambuco: caiubim, caiubim-branca,
caubim e quaiubim; no Estado do Rio de Janeiro, arco-de-pipa, guacatonga e guacatunga; Rio
Grande do Norte: ramo-de-carne; no Rio Grande do Sul, café-de-bugre, cafezeiro-do-mato,
carvalhinho, chéa-de-bugre, erva-de-bugre, erva-de-pontada, guacatunga e varre-forno;
Rondonia: breu-de-tucano; Santa Catarina: cafeeiro, cafeeiro-do-mato, cafezeiro e erva-de-
lagarto; S&o Paulo, café-bravo, café-do-diabo, cafezinho-do-mato, canela-de-veado, erva-de-
lagarto, erva-de-macuco, fruta-de-pomba, guacatonga, lagarteira, lagarteiro, lingua-de-tiu,
mata-gado e pau-de-lagarto; Sergipe: camardo (Sleumer, 1980; Torres; Yamamoto, 1986;
Marquete; Vaz, 2007).

Alguns exemplos de nomes vulgares no exterior sdo: na Bolivia, cusé; no Paraguai,
cafecillo cimarron e hierba de burro ou burro ka; no Uruguai, guazatunga; em Cuba aguedita
macho e sarnilla (Carvalho, 2007; Barreto et al., 2008).

O nome genérico Casearia € em homenagem ao missionario holandés Casearius (Klein;
Sleumer, 1984); o epiteto especifico sylvestris vem do latim sylvestris, da floresta ou silvestre

e 0 nome comum guacatonga € uma denominacao de origem tupiguarani (Glntzel, 2008).

2.2.1 Importancia ecol6gica e econdmica

C. sylvestris, devido a sua importancia econémica e pelo seu uso popular, foi citada
como prioritaria na lista das espécies a serem investigadas, para a implantacdo de futuros
planos de conservagdo e manejo sustentavel, na 12 Reunido Técnica sobre Recursos Genéticos
de Plantas Medicinais e Aromaticas — Estratégias para Conservacdo e Manejo Sustentavel,
realizada em Brasilia (IBAMA, 1998; Vieira; Silva, 2002, 2002).

Como a maioria das espécies nativas do Brasil, C. sylvestris Sw. ndo é cultivada, e sua
exploracdo extrativista ocorre em virtude do comércio em ampla escala no mercado brasileiro
ou no exterior, pois é utilizada como espécie adulterante de Cordia salicifolia, popularmente

conhecida como porangaba, sendo comercializada com potencial acdo emagrecedora,
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aumentando a acdo antropica sobre a espécie (Facanali, 2004).

C. sylvestris encontra-se dentre as espécies nativas e pioneiras, colonizadoras de matas
ciliares e consideradas na aplicacdo das estratégias de restauracdo nas florestas mistas de
Araucaria nas diferentes regides do Estado do Parana (Melo; De Britez, 2004; Britez, 2007).

As areas de ocorréncia da espécie (Mata Atlantica e Cerrado) vém desaparecendo pela
acao antropica (Cardoso-Leite et al., 2004), colocando em perigo a sobrevivéncia de espécies
nativas desses biomas. C. sylvestris naturalmente propaga-se por sementes (Lorenzi, 1992), no
entanto, estudos demonstraram que sua propagacao vegetativa também é viavel, facilitando o
plantio de pomares clonais e visando a padronizacdo da matéria prima (Imatomi, 2007;
Cavallari, 2008).

Essa espécie é recomendada para restauracdo de matas ciliares (Lorenzi, 2002), onde
suporta inundacdo e encharcamento; as matas ciliares referem-se a vegetacdo florestal
localizada as margens de cursos de agua, independentemente de sua extensdo ou da regido de
ocorréncia, ou ainda da sua composicao floristica (Panichi da Veiga et al., 2003). Segundo
Lorenzi (2002) o desenvolvimento inicial da muda é rapido formando raizes fasciculadas, as
quais abrangem uma grande quantidade de terreno, evitando o deslocamento das mudas nas
cheias (Barbosa, 2000). C. sylvestris é usada, também, na revegetacdo natural de terrenos
sujeitos a erosdo, especialmente aqueles expostos a chuva e intempéries como as vogorocas
assim como em terrenos mais Umidos por ela se encontrar entre as espécies tolerantes a locais
com nivel do lengol freatico mais alto (Farias et al., 1993; Araujo et al., 1997).

C. sylvestris produz floradas macicas, com perfume de mel, sendo importante fonte
melifera e intensamente visitadas por abelhas com ferrdo (Apis mellifera) e sem ferrdo
(meliponineos) (Lorenzi, 1992; Ramalho, 2004; Soares et al., 2007). A floracdo ocorre de
maio a dezembro, no Estado de Sdo Paulo (Ramalho, 2004); de junho a julho, em Minas
Gerais (Brina, 1998); de junho a novembro, no Parana (Carvalho, 1980); em agosto, em Mato
Grosso do Sul (Pott; Pott, 1994) e de setembro a outubro, no Rio Grande do Sul (Backes;
Nardino, 1998). Segundo Backes e Irgang (2004), é uma das poucas espécies arbdreas
meliferas de inverno. Além da importancia para a fauna apicola as folhas dessa espécie fazem
parte da dieta alimentar do macaco-bugio ou guariba (Alouatta guariba) (Vasconcelos;
Aguiar, 1982).

A madeira de C. sylvestris é de baixo valor comercial (Lorenzi, 1992). Contudo,
segundo Baggio e Carpanezzi (1998), na regidao metropolitana de Curitiba, PR, a madeira da
espeécie é utilizada para cabos de ferramentas ou de utensilios. No Estado do Rio de Janeiro e

também usada para construcdo civil, tacos e tabuas para assoalho, marcenaria, carpintaria
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lenha e carvdo (Nogueira, 2008). Como arvore é considerada prépria para plantio em vias
publicas assim como para arborizacdo de ruas estreitas sob redes elétricas, proporcionando
6tima sombra (Lorenzi, 1992; Guizzo; Jasper, 2005).

A relevancia econdmica de C. sylvestris foi determinada com 0s primeiros estudos
farmacologicos da espécie C. sylvestris foi inscrita na Farmacopéia Brasileira I, ja em 1926,
onde foi reconhecido o seu emprego como cicatrizante, hemostatico e anestética de lesdes da
pele e mucosa (Silva, 1926). Pio Corréa (1931), incluiu a espécie no seu “Dicionario de
plantas tuteis do Brasil e das exoticas cultivadas”, sempre se baseando na tradi¢do de uso
popular das folhas e casca da arvore.

Baseados em tais descrices e em documentos sobre outras espécies pertencentes a
familia das Flacourtiaceae (primeira classificagdo do género Casearia) como os estudos de
Khulmann (1928) e Possolo e Ferreira (1949) no emprego de espécies da familia no
tratamento da lepra, uma série de pesquisadores comegou a investigar a vasta potencialidade
de C. sylvestris. Silva e Bauer (1970) foram os primeiros a estudar a potencialidade de C.
sylvestris como planta da flora do Estado do Rio Grande do Sul fornecedora de 6leo essencial,
publicando os primeiros dados sobre a producdo de 6leo e a sua composi¢do. Scavone et al.
(1979) localizaram a posicédo das glandulas de 6leo essencial no mesdfilo das folha de C.
sylvestris, determinaram o teor de 6leo essencial (de 2,1% em relacdo a droga seca) e
finalmente testaram em camundongos as propriedades cicatrizantes da folha, recomendando a
aplicagéo regular da tintura no tratamento de feridas e afecgdes orofaringeanas. A partir desse
trabalho iniciaram-se pesquisas das diferentes propriedades de C. sylvestris para a incluséo de
seus extratos em remédios produzidos em larga escala.

Recentemente a venda de produtos fitoterapicos a base de C. sylvestris tanto em
farmécias de manipulacdo quanto em lojas virtuais para compra pela Internet, tem
incrementado de modo consideravel. A empresa Oficina de Ervas de Sdo Paulo oferece folhas
de C. sylvestris na forma de extrato fluido, capsulas, tintura ou cha, com precos que variam
de R$ 13,83/kg para as folhas secas até R$ 358,00/L de extrato fluido, indicando-a no
tratamento de gastrite, aftas e mau halito (Oficina de Ervas, 2010). Outras formula¢fes como
sabonetes liquidos, sabonetes glicerinados, pasta de dentes e cremes sao comercializados na
Internet para a cicatrizacdo de feridas da pele e boca, para 0 combate & herpes e como
antiinflamatdrio para picadas de insetos pela empresa Laboratorio Panizza com precos em
torno de R$ 24,50 por 50 g de creme (R$ 490,00/kg) (Laboratorio Panizza, 2010).

Os medicamentos fitoterapicos movimentam no Brasil, segundo projecdes do Instituto
Brasileiro de Plantas Medicinais (IBPM) (2009), cerca de US$ 500 milhdes por ano, com
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previsdes de que até 2010 se atinja aproximadamente US$ 1 bilhdo, o que constitui um
importante nicho de mercado para a agricultura familiar e orgénica. O cultivo sistematico e
racionalizado de C. sylvestris, pode ser vantajoso do ponto de vista econémico e ecoldgico.

Foi encontrada apenas uma referéncia especifica sobre a cadeia produtiva de C.
sylvestris como planta medicinal na area metropolitana de Curitiba, Parana. O processo de
obtencdo de C. sylvestris pode se dar de duas formas: extrativa ou por meio de cultivos. A
forma mais comum de exploracdo é extrativista, realizada em sua maioria por pessoas que
saem a procura de propriedades onde existam arvores de C. sylvestris, colhendo o material
vegetal com a permisséo do proprietario (Balzon et al., 2008).

Segundo Balzon et al. (2008) em média, 0s grupos coletores, com até quatro pessoas,
colhem 3000 kg de folhas verdes por semana, que depois de secas pesam 500 kg e a mé&o-de-
obra é remunerada a base de R$ 0,15 por kg seco. Em seguida a cadeia produtiva continua
com os primeiros intermediérios, segundos intermediarios, laboratérios ou industrias
(atacadistas) e finalmente os varejos; nesse processo o0 preco do produto na forma de folhas
secas passa dos R$ 0,55/kg, pagos aos coletadores, aos R$ 56 kg ou litro de folhas secas
rasuradas ou de tintura alcodlica, a venda nas farmacias de manipulagdo, segundo pregos de
2008.

A diferenca tdo grande de preco pode ser parcialmente justificada pelos diversos
processos que exigem tecnologias e equipamentos indispensaveis para a obtencdo de um
produto final de qualidade, contudo, o markup total de comercializagdo (quanto do preco do
produto esta acima do seu custo de producéo e distribui¢do) entre o coletor e o consumidor
final atinge 10082,00 % ou seja, o consumidor final chega a pagar 10082,00 % a mais do que
0 preco pago ao produtor. Tais dados evidenciam bem o abandono das atividades de colheita e
producdo da espécie por parte de coletadores e produtores, desmotivados com a baixa
remuneracdo do trabalho (Balzon et al., 2008). Os autores finalmente constataram que €
necessaria a padronizagédo do produto por meio de possiveis cultivares, a introducdo de novos
modelos de regulacdo, gestdo e conhecimento sobre plantio e comercio, estimulando assim
todos os segmentos da cadeia produtiva, especialmente produtores e coletadores (Balzon et
al., 2008). Neste ambito a auséncia de dados mais precisos sobre a propagacao vegetativa e
das épocas melhores do ano para a extragdo de Oleo essencial de C. sylvestris compromete
tanto as pesquisas de melhoramento genético da espécie e a producdo de mudas quanto o
aperfeicoamento das técnicas extrativas e a exploracéo a nivel industrial da planta.

Entre as tecnicas mais utilizadas para a producdo massal de mudas encontra-se a

estaquia. A propagacao de plantas por estaca diminui o tempo de obtengdo das mudas, além
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disso possibilita a reducéo da fase juvenil e, por consequéncia, a antecipacdo do florescimento
e da entrada em producdo da planta, assim como fornecendo maior uniformidade e qualidade
de enraizamento. A utilizacdo de reguladores vegetais, dentre os quais se destaca o acido indol
butirico (AIB), pode levar a um aumento na formacédo de raizes adventicias, proporcionando
maior porcentagem, velocidade e uniformidade de enraizamento. Porém, algumas espécies
apresentam grande recalcitrancia ao enraizamento mesmo se tratadas com regulador vegetal,
especialmente se é utilizado material vegetal proveniente de plantas matrizes adultas, cuja
idade fisiol6gica da planta é maior (Hartmann et al., 2002). Para evitar as caracteristicas
negativas derivantes da idade fisiologica avancada de plantas adultas, podem ser usados
métodos de rejuvenescimento da planta matriz, ou seja, efetuando a reversdo da fase adulta a
fase juvenil e instaurando novamente o vigor necessario para o enraizamento (Higashi et al.,
2000; Wendling; Xavier, 2001; Hartmann et al., 2002).

O rejuvenescimento ocorre naturalmente durante a reproducdo sexuada, contudo,
durante a propagacdo vegetativa o rejuvenescimento também pode ocorrer por meio de varias
técnicas dentre as quais a poda dréstica e a propagacdo seriada via estaquia (Higashi et al.,
2000). Pela parte relativa a producdo de 6leo essencial cabe notar que plantas advindas de
sementes apresentam grande variabilidade quanto a morfologia e ao teor de metabolitos
(Pereira et al., 2006) o que torna preferivel o rejuvenescimento por meio de propagacao
vegetativa, facilitando a selecdo daqueles exemplaras com as melhores caracteristicas

produtivas do ponto de vista qualitativo e quantitativo.

2.2.2 Importancia farmacoldgica

C. sylvestris tem uma longa histéria de utilizagdo na medicina fitoterapica brasileira
sendo documentada nos primeiros livros de uso popular (Hoehne et al. 1941; Coimbra, 1958).
Desde entdo a bibliografia reporta multiplos usos de C. sylvestris, com um namero crescente
de aplicacGes a estudos cada ano, especialmente de tipo farmacologico. Hohene em 1939 no
seu “Plantas e substincias vegetais toxicas ¢ medicinais” citou C. sylvestris como anti-séptico
e cicatrizante para doencas de pele e junto com Kuhlmann e Handro, em 1941, no volume
Jardim Botanico de S&o Paulo, como anestésico topico. Coimbra (1958) fez a primeira citagcdo
de C. sylvestris como droga antiulcerosa nas suas “Notas de fitoterapia”.

Contudo, o grande interesse em C. sylvestris por parte da comunidade cientifica, e,
especialmente, por parte da inddstria farmacéutica, surgiu ap0s a descoberta de seus

diterpenos clerodanicos, uma nova classe de metabdlitos secundarios do tipo “antifeedant”
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(Gebbinck et al., 2002), e de sua possivel acdo no tratamento do céncer. Em 1988
pesquisadores da Faculdade de Farmacognosia e Farmacia de Toquio, publicaram uma
pesquisa preliminar sobre as atividades citotoxicas e antitumoral de extrato de etanol de folhas
de C. sylvestris. Foi confirmada uma forte atividade antitumoral em sarcomas induzidos em
camundongos de laboratorio, bem como a descoberta e descricdo de uma nova classe de
diterpenos chamados clerodanicos (Itokawa et al., 1988). Tais diterpenos documentados em
C. sylvestris foram denominados casearinas (A até F) (Itokawa et al., 1990).

Apo6s a descoberta das casearinas como novos agentes antitumorais, em 1989 foi
registrada a patente sobre o achado pelo mesmo grupo de pesquisa japonés (Itokawa, 1989).
Nos anos seguintes 0s mesmos pesquisadores continuaram os testes das casearinas contra
varios tipos de células cancerigenas, publicando mais dois estudos e confirmando as
atividades antitumorais e citotdxicas de C. sylvestris contra tumores cancerigenos (Morita et
al., 1991; Itokawa et al., 1992).

Ndo obstante a detencdo da patente, os pesquisadores japoneses ndo realizaram
publicacGes adicionais suspendendo talvez os estudos sobre a planta. Em 1998, porém, foram
descobertas por pesquisadores da Universidade Estadual de Sdo Paulo e da Universidade da
Virginia dois novos tipos de casearinas bioativas denominadas S e T, ndo descritas
precedentemente pelos japoneses e portanto livres de patente, sendo tal estudo o primeiro em
descrever a atividade modificadora do DNA dos diterpenes clerodanicos (De Carvalho et al.,
1998). Em 2002, pesquisadores da Carolina do Norte descobriram trés novas casearinas nas
folhas e ramos de C. sylvestris. Os novos principios ativos foram chamados casearvestrinas A,
B e C e demonstraram ter bioatividade citotoxicas em células tumorais e antifingica em
Aspergillus niger (Oberlies et al., 2002).

Estudos recentes revelam que, mesmo as casearinas ndo fazendo ainda parte na
composigdo de medicamentos, novas aplicagfes estdo sendo continuamente testadas. Santos
et al. (2010) compararam a atividade citotoxica dos novos diterpenes clerodanicos
caseargrewiina F e casearina X, junto com os compostos ja conhecidos casearina B, D, Le O
em células humanas normais e cancerigenas das linhas MOLT-4 (leucemia), MDA-MB-435
(melanoma), HCT-8 (colon), SF-295 (glioblastoma) e L-929 (fibroblastos). Como resultado os
diterpenes isolados, especialmente a caseargrewiina F e casearina X, apresentaram uma
seletiva atividade citotoxica em todas as células cancerigenas testadas. Ferreira et al. (2010)
seguindo, entre outros, quanto descrito por Santos et al. (2010), determinaram que a casearina
X causa a morte das celulas cancerigenas das linhas CEM e HL-60 (leucemia) por meio de

apoptose (ou seja morte celular ndo seguida de autolise) corroborando a potencialidade das
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casearinas como compostos promissores na luta contra o cancer.

A presenca de diterpenos clerodanicos citotoxicos foi demonstrada em outras espécies
do género Casearia, como por exemplo, as casearborinas A-E em C. arborea (Beutler, 2000)
e as casearlucinas A-K em C. lucida com comprovada atividade citotdxicas em células da
serie A2780 de cancer de ovarios (Sai Prakash et al., 2002). Em 1990, Basile e seu grupo de
pesquisa da Universidade de Sdo Paulo, baseados na longa histéria de uso de C. sylvestris na
Fitoterapia como remédio antiulceroso investigaram a atividade preventiva antitlcera, assim
como o potencial toxicolégico das folhas. Utilizando um modelo experimental de Ulcera
aguda induzida por estresse em ratos concluiram que o extrato alcodlico de folhas da C.
sylvestris exerceu um efeito antitlcera preventivo por meio de redugdes no volume gastrico e
na produgdo de &cido cloridrico (Basile et al., 1990). A agdo farmacoldgica do extrato
alcodlico de C. sylvestris, segundo Sertié et al. (2000) pode ser devida ao contetdo de 6leos
volateis, taninos e triterpenes presentes nas folhas.

A partir de abordagens farmacoldgicas de plantas recomendadas pela medicina
folclorica como antiofidicas foram testadas as propriedades analgésicas e antiinflamatérias de
folhas e casca de C. sylvestris, as quais demonstraram ter uma elevada acdo analgésica
(90,24% de contorcdes inibidas no periodo avaliado) e uma moderada acdo antiinflamatéria
(54% de inibicdo pelo teste Evans blue na cavidade peritoneal) em camundongos (Ruppelt et
al., 1991).

Uma das aplicacbes populares de C. sylvestris mais curiosas é contra a picada de
cobras. Segundo as crendices, lagartos nunca enfrentam uma cobra sem ter por perto um pé de
“pau-de-lagarto” para curarem-Se com suas raizes em caso de mordida (Corréa, 1975). As
propriedades antiofidicas do extrato de folhas de C. sylvestris foram amplamente testadas
comprovando as propriedades anticoagulantes e inibidoras das fosfolipases A, presentes no
veneno de vérias espécies de Bothrops, Crotalus e Micrurus bem como de Apis (Borges et
al., 2001; Raslan et al., 2002); posteriormente foi demonstrada a atividade antihemorragica e
antiproteolitica do extrato aquoso das folhas de C. sylvestris coadjuvantes na acdo antiofidica
da espécie (Borges et al., 2001). Tem sido hipotizado um fitocomplexo de compostos
fendlicos, polifendlicos (acido elagico) e flavonoides (rutina), responsaveis pela neutralizagéo
dos efeitos neurotoxicos e miotdxicos do veneno de Bothrops (Cintra-Francischinelli et al.,
2008; Da Silva et al., 2008).

Posteriores usos de C. sylvestris, todos baseados na tradicdo fitoterapica popular séo
antioxidante (Menezes et al., 2004), antiinflamatoria, gracas ao conteudo em oleo essencial

(Esteves et al., 2005); antinociceptiva e analgésica; diminuindo a sensibilidade a estimulos
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dolorosos estimulando o sistema opidide enddgeno em ratos (De Mattos et al., 2007); anti-
herpes e cicatrizante (Camargo et al., 1993; Costa Cury, 2005); antibacteriana contra bactérias
resistentes (Bacillus cerus e B. subtilis) porém inatividade contra outras bactérias comuns
como Staphylococcus, Streptoccoccus, e E. coli (Chiappeta et al., 1983; De Almeida, 2000);
abortiva, induzindo sensivelmente a atividade uterina e a frequéncia das contracGes em ratas
(Silva et al., 1988).
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CAPITULOI PRODUCAO E COMPOSICAO DE OLEO ESSENCIAL DE
Casearia sylvestris SWARTZ EM CINCO EPOCAS DE
COLHEITA

RESUMO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) ou guagatonga, € uma planta medicinal nativa da
America Central e do Sul, cujas folhas sdo tradicionalmente utilizadas na forma de cha pela
medicina popular para o tratamento problemas gastricos em geral, assim como picadas de
cobra e abelha e pela industria farmacéutica no combate ao cancer e outras doencas. Devido a
sua importancia comercial e medicinal, e sendo a espécie obtida principalmente por
extrativismo e indiscriminadamente, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
época de colheita na quantidade e composicdo do 6leo essencial extraido de folhas frescas
coletadas em Curitiba, PR. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com
trés repeticbes em cinco épocas de coleta (maio, junho, setembro e novembro de 2007 e
janeiro de 2008). As extracbes de 6leo essencial foram realizadas por hidrodestilacdo em
aparelho graduado Clevenger durante 2 horas e 30 minutos, em 100 g de folhas frescas, a
analise do Oleo essencial foi realizada por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massa. Os resultados obtidos demonstram que houve variagcdo sazonal na
producéo de oOleo essencial, sendo maio 0 més que apresentou maior rendimento com 4,06 puL
g* MS de 6leo essencial. Foram determinados 26 compostos no 6leo essencial de C.
sylvestris, dentre o0s quais: germacreno D, biciclogermacreno, trans-cariofileno, germacreno B
e B-elemeno apresentaram teores superiores em relacdo aos demais constituintes em todas as
coletas.

Palavras-chave: Espécie medicinal. Sesquiterpenos. Guagatonga.
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3CAPITULO | SEASONAL VARIATIONS IN YIELD AND CHEMICAL
COMPOSITION OF Casearia sylvestris SWARTZ ESSENTIAL
OIL

ABSTRACT:

Casearia sylvestris (Salicaceae) is a native medicinal plant from Central and Southern
America whose leaves are traditionally used in popular medicine as infusion for gastric
problems treatments and as antivenin for snakebites and bee stings. Pharmaceutic uses include
the application of leave extracts in anticancer drugs among others. Despite C. sylvestris
commercial and medicinal relevance, its harvesting from the wild is uncontrolled, where the
species is still indiscriminately collected. Tehe aim of the present work was to evaluate the
harvesting season influence on yield and esential oil chemical composition of C. sylvestris
leaves collected in Curitiba, Parana. The treatments were organized in a randomized block
scheme design, with three replicates and 5 haversting months (May, July, September and
November 2007, January 2008). Samples of 100g of C. sylvestris fresh leaves were subjected
to water-distillation for 2h 30m using a graduated Clevenger-type apparatus. The essential oil
was analysed in chromatography in connected gaseous phase to the mass spectrometry (GC-
MS). Essential oil yielded 4,06 uL g™ MS reached with the leaves harvested in May. Analysis
of the essential oils revealed the presence of 26 components represented mainly by
germacrene D, bicyclogermacrene, trans-cariophyllene, germacrene B and [-elemene, which
showed higher percentages in every harvesting month.

Key words: Medicinal species. Sesquiterpenes. Guacatonga.
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3.1 INTRODUCAO

Casearia sylvestris Swartz, ou guacatonga, € uma arvore medicinal pertencente a
familia Salicaceae a qual ocorre em todos os Estados do Brasil, e na maioria dos ambientes
florestais, sendo que no Parand é presente especialmente na Floresta Ombrofila Mista
(Floresta de Araucéria, Araucaria angustifolia), na subformacdo Montana (Sleumer, 1980;
Oliveira; Rotta, 1982; Lorenzi, 1992; Durigan et al., 2003; Marquete; Vaz, 2007).

As folhas de C. sylvestris sdo oblongas, elipticas ou ovado-oblongas, disticas como as
da bicuiba (Virola bicuyba), que lembram folhas compostas, semelhantes as do cedro
(Cedrela fissilis), da canjarana (Cabralea canjerana subsp. canjerana) e do cuvata (Cupania
vernalis), motivo pelo qual pode ser confundida com essas arvores (Reitz et al., 1983).
Quando as folhas sdo observadas contra a luz, notam-se pontuacdes translcidas pequenas, as
glandulas de 6leo essencial, numerosas e distribuidas por toda a lamina (Carvalho, 2007). As
flores sdo pequenas e numerosas, de coloracdo esverdeada. Floresce nos meses de junho a
agosto e seus frutos amadurecem a partir de setembro, prolongando-se até meados de
novembro (Lorenzi, 1992).

Folhas, ramos e raizes de C. sylvestris sdo amplamente utilizados na medicina popular
contra picadas de cobra e abelha, para afeccdes do estdbmago e pela sua agdo cicatrizante
(Lorenzi, 2002). Estudos farmacoldgicos testaram amplamente as propriedades antitlcera
(Basile et al., 1990), antitumorais (Almeida, 1999), genotdxicas (Maistro et al., 2004),
antiofidicas (Borges et al., 2000) e antiinflamatdrias (Almeida, 1999) da espécie.

C. sylvestris contém, entre seus componentes quimicos secundarios, cumarinas,
flavondides, triterpenos e diterpenos, especialmente clerodanicos (ltokawa et al., 1990;
Morita et al., 1991; De Carvalho et al., 1998; Oberlies et al., 2002; Espindola et al., 2004).
Tais metabolitos secundarios sdo respostas a inumeros fatores intrinsecos (ritmo circadiano,
estadio de desenvolvimento, diferentes 6rgdos, genotipo e idade da planta) e extrinsecos
(sazonalidade, temperatura, radiacdo ultravioleta, disponibilidade hidrica, nutrientes, poluicao,
respostas a ataques externos) que podem levar a variagbes no contetdo de Oleo e na
porcentagem dos seus componentes (Gobbo-Neto; Lopes, 2007).

A coleta das plantas medicinais e aromaticas tem como objetivo uma producdo de
biomassa com maior teor de principios ativos e compostos que conferem melhor
aproveitamento nas industrias fitoterapica e cosmética (Dabague, 2008). Assim, determinar a
época ideal de coleta em funcdo da producgéo de principios ativos é fundamental no manejo de

populacOes naturais de plantas aromaticas (Castellani et al., 2006a).



44

As folhas de C. sylvestris sdo obtidas por extrativismo e destinadas ao comeércio local ou
a revenda a industrias farmacéuticas e de manipulacdo, de acordo com os poucos relatos
existentes na literatura, sendo os coletores principalmente compostos por pessoas que colhem
ramos e folhas indiscriminadamente segundo a disponibilidade e o consentimento, quando
necessario, do proprietario do local (Silva et al., 2004, Balzon et al, 2008). Maior
conhecimento sobre a producdo e composicdo de 6leo de C. sylvestris nas diferentes épocas
do ano seria de grande ajuda para a instituicdo de um controle de qualidade e manejo mais
sustentavel da matéria prima.
O objetivo do trabalho foi avaliar a producdo sazonal de Oleo essencial e a sua

composicao em diferentes coletas nos meses de maio de 2007 a janeiro de 2008.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Folhas de C. sylvestris foram coletadas no periodo da manha, nos meses de maio, julho,
setembro e novembro de 2007 e janeiro de 2008 de 7 plantas matrizes nativas adultas que
encontrvam-se sem flores, localizadas as margens do Bosque do Campus Il da Universidade
Federal do Parana (Jardim Botanico) em Curitiba, Parana. As coordenadas geogréficas do
local de coleta séo: latitude sul 25°26'50,29" e longitude oeste 49°14'18,35". O solo €
caracterizado como Gleissolo Haplico (Embrapa, 2003), estando situado a aproximadamente a
900 m de altitude. O clima da regido é o subtropical tmido mesotérmico (Cfb, segundo a
classificacdo de Kdppen), sem estacdo seca definida, com temperatura média nos meses mais
guentes de 22 °C e 12 °C nos mais frios, valores médios anuais de precipitacdo de 1.450 mm e
81% de umidade (lapar, 1994).

Para realizar as coletas foram observados pelo menos 3 dias sem chuvas. Em todas as
épocas, o material vegetal foi retirado de &rvores de altura entre 5 e 7 m, a partir dos ramos
mais externos da copa e até 2 m do solo. Foram cortados ramos de todas as arvores
selecionadas, em seguida foram retiradas e misturadas as folhas, eliminando as folhas com
comprimento menor que 7 cm. Apds a coleta, o material foi acondicionado em sacos plasticos
e rapidamente transferido ao Laboratério de Ecofisiologia do Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo no Campus | - Agrarias, da Universidade Federal do Parand, UFPR, onde o
trabalho foi desenvolvido. Em seguida foram separadas 10 g do material para determinacéo
do teor de umidade no momento da extracdo, pela secagem em estufa com circulacdo de ar
forcada FANEM - Mod. 320SE, a 65 °C até obter massa constante, sendo o controle da
secagem determinado pela massa turgida das folhas amostradas. Nao foram distinguidas as
procedéncias das folhas sendo as matrizes consideradas como parte de uma mesma populacéo
homogénea.

As extracdes de Oleo essencial foram realizadas por meio de hidrodestilagcdo durante 2
horas e 30 minutos, em aparelho graduado tipo Clevenger (Figura 1) (Wasicky, 1963), em
baldo de vidro com 2 L de capacidade, onde foram adicionados 1 L de adgua destilada e 100 g
de folhas frescas de C. sylvestris, picadas com o auxilio de tesouras. Apés a extracdo, o 6leo
essencial foi quantificado com auxilio de micropipeta de precisdo (0-100 pL) sendo as

amostras armazenadas em freezer a -20°C até o momento da analise.
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Figura 1 - Aparelho Clevenger utilizado para a extra¢do do éleo essencial de C.sylvestris

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo comparadas as
producbes de Oleo essencial em 5 meses do ano, com trés repeti¢cdes. As médias foram
testadas quanto a sua homogeneidade pelo teste de Bartlett. Os resultados obtidos submetidos
a analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas por regressdo polinomial e
pelo teste de Tukey a 5% ou 1% de probabilidade. Utilizou-se o programa Assistat verséo 7.4
beta (Silva; Azevedo, 2009).

A andlise dos constituintes quimicos do Oleo essencial foi realizada mediante
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM) no Departamento
de Engenharia Quimica da UFPR, no LACAUT ETS (Laboratorio de Analise Quimica de
Combustiveis Automotivos). O equipamento e as condi¢fes operacionais utilizadas para a
quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial de C. sylvestris foram as seguintes: foi
utilizado um cromatografo gasoso Varian, modelo CP 3800 com detector FID (CG_FID), com
coluna capilar Chrompack de silica fundida CP-SIL 8 CB de 0.25mm de didametro interno, 30
m de comprimento ¢ 0,25 um de filme liquido; a temperatura do injetor foi de 250 °C, split
1:100 e a quantidade de amostra injetada foil,0 uL; o gas de arraste foi hélio ImL/min; para o
gas de make up utilizou-se ar sintético, nitrogénio e hidrogénio sendo a temperatura do
detector FID de 300°C; a programacao de temperatura do forno previu a temperatura inicial
de 60°C, elevacdo de temperatura a 240°C na razéo de 3°C permanecendo por 5 minutos; o
tempo total da corrida foi de 65 minutos.

Para a quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial de C. sylvestris foram utilizados
0S seguintes equipamentos e a condi¢Ges operacionais: cromatografo gasoso Varian, modelo
CP 3800 com detector FID (CG_FID), com coluna capilar Chrompack de silica fundida CP-

SIL 8 CB com 0.25mm de diametro interno, 30 m de comprimento e 0,25 um de filme
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liquido; a temperatura do injetor foi de 250 °C, split 1:100; foi injetada 1,0 uL de amostra,
utilizou-se ImL/min constante de hélio como gas de arraste e ar sintético, nitrogénio e
hidrogénio como géas de make up; a temperatura do detector FID foi 300°C; a temperatura
inicial do forno foi de 60°C, sendo a elevacdo de temperatura 240°C na razdo de 3°C
permanecendo por 5 minutos. O tempo total da corrida foi de 65 minutos.

Os espectros de massa dos componentes do 6leo foram comparados com espectros
indexados na biblioteca NIST Mass Spectral Library e os componentes foram listados

segundo o tempo de retencao.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Teor do 6leo essencial

O teste de Tukey revelou que houve diferengas significativas entre as varidveis testadas
para rendimento de 6leo essencial de C. sylvestris (Figura 2).

Os teores de 6leo essencial nas folhas frescas foram superiores quando coletadas no més
de maio (final do outono) com 4,06 pL g™ massa seca de 6leo (0,4%) (Figura 2). A seguir 0s
melhores resultados foram obtidos em julho, janeiro, novembro e setembro (2,38, 2,25, 1,77 e

1,36 uL g* MS™ respectivamente) seguindo o andamento ilustrado na Figura 2.
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Figura 2 - Teor de 6leo essencial (uL g'massa seca) de folhas de C. sylvestris em funcéo de cinco épocas de
coleta e relativas temperaturas medias mensais (°C). Médias seguidas de letras distintas diferem entre
si pelo teste de Tukey ao 1% de probabilidade

Os resultados obtidos mostram que C. sylvestris apresenta variabilidade sazonal na
producéo de 6leo essencial sendo a melhor época de coleta o final do outono. Tais resultados
concordam Castellani et al. (2006a), os quais obtiveram maior teor de 6leo essencial (10 uL g°
! ou 1%) para folhas coletadas no outono em Vicosa (MG), sendo esta estacdo a recomendada
para as coletas, com temperatura média de 22,28 °C e 2,16 mm de pluviosidade média. Da
mesma forma Becker (2008), obteve em folhas frescas de C. sylvestris coletadas em maio em
Lajeado (RS), 1% de rendimento de 6leo essencial, sendo a temperatura média da regido em

tal periodo 16 °C e a pluviosidade média 137 mm.
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Ja para folhas de duas variedades de C. sylvestris, lingua e sylvestris, identificadas
como pertencentes prevalentemente aos biomas “cerrado” e “mata” respectivamente, Silva et
al. (2004) observaram um valor significativamente maior para o material proveniente de mata
(0,36%) em relacdo ao de cerrado (0,2%) para folhas frescas coletadas em agosto em
Botucatu, no Estado de Sdo Paulo. Entretanto, folhas secas a temperatura ambiente e
pulverizadas, coletadas na regido da Cidade Universitaria de S&o Paulo, chegaram a render até
0 2,1% de 6leo essencial, segundo Scavone et al. (1979), porém, os autores ndo especificaram
a época de coleta das folhas analisadas.

Além da presenca de quimiotipos e da interferéncia do ciclo vegetativo, fatores
ambientais tais como, temperatura, irradiancia, fotoperiodo, regime de ventos e
micronutrientes presentes no solo, também sdo capazes de influenciar a composicéo quimica
de 6leos volateis presentes nas plantas (Sangwan et al., 2001).

Castellani et al. (2006a) observaram uma acentuada queda nos teores de 6leo volatil de
folhas de Ocotea odorifera coletadas no outono em relacdo a demais estacdes e sugerem que
essa queda pode estar associada a radiacdo luminosa e a pluviosidade, ja que nesse periodo 0s
indices foram menores. Em Baccharis trimera o maior rendimento dos 6leos volateis foi
obtido no periodo de menor temperatura e menor precipitacéo (Carreira 2007).

No entanto, no presente trabalho a precipitacdo média ocorrida no més de maio de 2007
foi elevada (187 mm) sendo que a temperatura média foi de 19,9°C dados que discordam com
Castellani et al. (2006a). Folhas frescas de espartilho (Elyonorus muticus), por outro lado
tiveram maior rendimento de dleo volatil na primavera (Hess et al., 2007); plantas frescas de
capim-limao (Cymbopogon citratus), e de Ocotea nectandrifolia apresentaram teores de 6leo
essencial mais elevados no inverno (Figueiredo et al., 2006; Raggi, 2008). J4, a producéo de
6leo essencial das plantas medicinais catuaba (Trilichia catigua) e negramina (Siparuna
guianensis), ocorrentes na Mata Atlantica secundaria em Minas Gerais, ndo variou com a
época de coleta (Castellani et al., 2006b).

Com base nos dados bibliograficos é possivel concluir que diferentes espécies
respondem de forma diversificada as condi¢cGes ambientais que Ihes sdo impostas produzindo,
consequentemente, diversas quantidades de 6leos essenciais (Figura 2).

As plantas de C. sylvestris em maio encontravam-se na fase de repouso vegetativo fator
que provavelmente induziu a maior producédo de 6leo essencial nos meses mais frios. Quando
muito baixas as temperaturas diminuem o transporte no floema favorescendo o acumulo de
metabolitos secundarios nas folhas, podendo também, por outro lado, provocar uma

diminuicdo da atividade do metabolismo secundario. No estagio de floracdo ocorre o desvio
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de fotoassimilados da fonte para dreno, sendo, portanto, os metabolitos primarios e
secundarios preferencialmente encaminhados nas flores (Taiz; Zeiger, 2004). Ja Blank et al.
(2004) acharam que os teores de Oleo essencial de sambacaita (Hyptis pectinata L. Poit)
variaram nos diversos estadios de desenvolvimento da planta, sendo a fase vegetativa a que
apresentou um maior teor de 6leo. Da mesma forma Lago et al. (2006), observaram em folhas
de Pittosporum undulatum, que o rendimento do 6leo essencial variou, nos diferentes estadios
fenoldgicos da planta, no periodo reprodutivo (floracdo e frutificacdo) o rendimento foi maior
que no periodo vegetativo.

Contudo a época de colheita das plantas medicinais ndo deve ser determinada visando
sO 0 conteudo de oleo essencial em termos de quantidade, mas também a obtencdo de um teor
minimo de principios ativos, sem o qual o produto ndo tem valor para a producdo de
fitoterapicos. Neste sentido Sellami et al. (2009) relataram que ndo obstante o teor de dleo
essencial fosse maior em folhas frescas colhidas em plena floracdo, a fase vegetativa foi
considerada a melhor para a coleta de folhas de majorana (Origanum majorana L.) sendo a

que apresentou maior contetdo de compostos bioativos.

3.3.2 Composicao do 6leo essencial

Na analise cromatografica das amostras de 6leo essencial de folhas colhidas em
diferentes meses do ano, foram identificados 26 constituintes representando de 77,83 a
87,32% do conteudo total dos 6leos volateis, entre eles o 3-elemeno, B-elemeno, a-gurjuneno,
trans-cariofileno, B-gurjuneno, a-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno, germacreno
A, 6-cadineno, germacreno B, espatulenol, 6xido de cariofileno (Tabela 1) (Figura 3).

Tais constituintes ja haviam sido relatados em trabalhos avaliando a composicao do 6leo
essencial de C. syvestris, porém com teores diferentes (Silva et al., 2004; Esteves et al., 2005;
Tininis et al., 2006).

A partir da analise de variancia, foi observada variacdo da porcentagem dos
constituintes conforme a cada época de coleta (Tabela 1). Os constituintes cujo teor foi mais
elevado foram germacreno D (31,83% em maio), seguido do biciclogermacreno (26,77% em
julho), trans-cariofileno (13,64% em setembro), germacreno B (8,21% em maio) e B-elemeno
(6,11% em janeiro). Esteves et al. (2006), encontraram como constituintes majoritarios:
biciclogermacreno (40,9%), B-acoradieno (20,8%), cariofileno (13,8%) e espatulenol (12,6%),
a-humuleno (3,7%). A maior parte dos componentes identificados pretence a familia dos



g |

jou

jouipes ejle ids

tousqno ido ti
1 e y ap xoda —

2s58p

'35

o Joued 9B BBG=__

o3
)

QuUBUIPED BYSP
& v ouanau:ﬁ!:s

ousuIPs BJPq=—__
a ouRpewsSd

ouaeLLISE

:

o
e

__ousunbing epq———==
ous|yolIEd sues -

5 =

o

= ousunling eye

&

]

) BEL]

@ ~ OW

% ouvedoo e —

N OUBARESOPID

= w0
...: LN
o ouaqaqnd gjje

2 OUBLRIR PP e

2 J

=

2|

o

]

a2

3

=

b3

®

°

&

&
If:.

2 ' J b & > S =
s { S ~ D N =
= — - o o o o o

Figura 3 - Cromatograma da fragéo volatil do 6leo essencial de folhas frescas de C. sylvestris

Minutes

51



52

sesquiterpenes, como o biciclogermacreno e o germacrenos A, B e D, o B ¢ d-elemeno,
transcariofileno, o a-humuleno, o a-cubebeno, o cadineno.

A época em que uma droga € coletada é um dos fatores de maior importéancia, visto que
a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é constante
durante 0 ano sendo que as baixas temperaturas tém influéncias significativas nos niveis de
metabolitos secundarios (Gobbo Neto; Lopes, 2007). Sellami et al. (2009) afirmam também
que o rendimento de 6leo essencial de cada espécie é influenciado por pardmetros intrinsecos
(como crescimento e fases de desenvolvimento) e extrinsecos (como as condigdes
edafoclimaticas e os métodos de extracéo do 6leo).

As diferentes porcentagens de metabolitos ao longo do ano provavelmente também
dependeram das fases fenologicas das plantas, sendo que na fase de floracdo os constituintes
majoritarios foram influenciados pelos agentes polinizadores, no caso de C. sylvestris
principalmente por abelhas do género Melipona e dipteros sirfideos, e na fase vegetativa por
patdgenos e herbivoros (Carvalho, 2007).

Assim, as folhas coletadas nos meses de floracdo e frutificacdo (novembro e janeiro)
apresentaram maiores teores de o-gurjuneno (4,54%), a-cubebeno (2,20%), y-cadineno
(3,27%), cubebol (2,84%), 6xido de cariofileno (1,43%) e epi-a-cadinol (3,51%) entre outros
(Tabela 2). Tais compostos sdo comuns no 6leo essencial de espécies arboreas meliferas como
0 cambara (Gochnatia polymorpha (Less) Cabr) (Stefanello et al., 2006) ou em 6leo essencial
de prépolis (Sousa et al., 2006), indicando a natureza atrativa de insetos polinizadores do 6leo
essencial de C. sylvestris em tais meses do ano assim como o forte aroma de mel das
carateristico das suas inflorescéncias (Carvalho, 2007).

Nos meses em que C. sylvestris encontrava-se em fase vegetativa, 0s componentes que
apresentaram maior teor com respeito aos restantes meses de coleta das folhas foram: o-
elemeno (2,6%), trans-cariofileno (13,64%), germacreno D (31,83%), germacreno B (8,21%),
germacreno A (4,31%), o-cadineno (15,45%), lepicubenol (3,78%), B-gurjuneno (3,11%)
(Tabela 2). Tais compostos tem sido documentados como inseticidas, dissuasores do ataque de
insetos herbivoros e inibidores de crescimento de bactérias (Moraes et al., 2002, Kiran et al.,
2007; Costa et al., 2009).
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Tabela 1 - Composicdo do dleo essencial (%) de C. sylvestris em funcdo dos meses de coleta das folhas.

Composto Maio/07 Julho/07  Setembro/07 Novembro/07 Janeiro/07

d-elemeno 26a 0,90 b 1,09b 2,05 ab 1,33b
a-cubebeno 0,05 ¢ 0,02¢ 0,07 c 1,34b 220a
ciclosativeno 0,14 b 0,25 ab 0,39 a 0,2 ab 0,23 b
o-copaeno 0,19d 0,80 cd 3,62 a 1,72 be 3,08 ab
[-bourboneno 0,07 a 0,11a 0,10 a 0,03a 011a
[3-elemeno 4,99 a 3,90 ab 4,23 ab 2,27b 6,11a
o-gurjuneno 0,01b 0,39b 0,06 b 0,10b 454 a
trans-cariofileno 3,79b 7,19b 13,64 a 7,05b 6,30 b
[3-gurjuneno 311a 1,28 b 0,73b 1,78 b 0,89b
o-guaieno 0,63 ab 0,83a 0,99a 0,07b 0,94a
o~humuleno 0,50c 1,14 b 1,79 a 1,23 b 1,01b
seicheleno 0,36 b 1,42 a 1,39a 1,18a 141a
germacreno D 31,83 a 12,99 b 15,17b 18,59 b 16,67 b
[-selineno 0,62 a 1,06 a 0,71a 1,76 a 131la

biciclogermacreno 2,71b 26,77 a 17,06 ab 16,80 ab 15,26 ab
germacreno A 3,34b 4,31a 0,04 c 0,24c 0,25¢
y-cadineno 0,54 c 0,46 ¢ 1,26 b 3,27 a 1,76 b
cubebol 041c 0,66 bc 0,99 bc 2,84 a 1,27b
d-cadineno 1,63d 5,58 ¢ 15,45 a 7,33¢ 11,41 b
germacreno B 8,21la 1,54 b 1,29b 2,48 Db 1,73b
espatulenol 0,92 a 2,05a 2,25 a 1,85a 1,69 a
oOxido de cariofileno 0,53 b 0,62b 0,66 b 0,20 b 1,43 a
epoxido Il humuleno 0,18b 0,80 ab 1,30 ab 1,19 ab 1,33a
lepicubenol 3,78 a 1,85b 0,81b 0,81b 1,41b
epi-o-cadinol 2,92b 0,59¢ 0,80 ¢ 351a 3,02b
a-cadinol 4,23 a 0,94 c 0,56 ¢ 4,71 a 2,35h
Total 79,16 77,83 86,43 84,53 87,32

Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey ao 1% de probabilidade

Becker (2008), para folhas de C. sylvestris coletadas em maio em Lajeado (RS), obteve
um rendimento de 1% e foram separados 20 compostos, dos quais quatro ndo foram
identificados. Nesta planta, os compostos encontrados em maior quantidade foram R-elemeno
(31,70%) e a-humuleno (28,20%), sendo que 0s outros compostos obtiveram porcentagem
inferior a 10% na composicao.

Ja Tininis et al. (2006) acharam que folhas frescas de C. sylvestris coletadas no verdo,
trituradas em nitrogénio liquido e submetidas a extracdo por passagem de vapor,
apresentavam teores diferentes na composicao do 6leo essencial segundo o horéario de coleta
das folhas. Pela manh&, os constituintes principais foram o germacreno D (79,2%),
germacreno B (14,8%), B-selineno (4,2%), no periodo da tarde, germacreno D (66,2%),
germacreno B (13,7%), B-selineno (5,2%). Os autores hipotizaram que a dindmica metabolica

é influenciada pelo fotoperiodo (dia e noite), inferindo a essa variacdo os rearranjos dos
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sesquiterpenos presentes no 6leo (Figura 3). Assim, no presente trabalho tais rearranjos
metabolicos poderiam  justificar  as diferencas nas  concentracbes  de
biciclogermacreno/germacreno A, B e D entre as folhas dos meses de maio e junho e a dos
restante dos meses amostrados, sendo a intensidade luminosa e a temperatura menores no
outono e inverno. Além disso as variagdes na porcentagem de componentes do 6leo poderiam
talvez indicar a presenca de quimiotipos ainda nédo identificados ou descritos.

As anélises relizadas no presente trabalho ndo evidenciaram especificamente nenhuma
casearina, diterpene clerodanico dentre os maiores responsaveis, segundo a bibliografia, da
atividade citotoxica e anticancerigena do 6leo essencial das folhas de C. sylvestris talvez pelo
método de extracdo utilizado, hidrodestilacdo extrato hidroalcoolico (Itokawa et al., 1988;
Santos et al., 2007).

OPHPHZ

Germacreno D

Biciclo germacreno y—Cadineno

/ |

=

A -Selineno

A - Gurge neno

| Y= Muruleno

Figura 4 - Rota biossintética de serquiterpenos monociclicos e possiveis rearranjos na cadeia carbdnica (de
Tininis et al., 2006).

Dada a predominancia de terpenos e diterpenos nos 6leos analisados, é possivel que
alguns sejam o resultado de rearranjos dos compostos resultantes da degradacéo de casearinas,
por elas serem instaveis, oxidando em ambiente acido ou em presenca de oxigénio, perdendo
a cadeia carbonica lateral e formando dialdeidos (Santos et al., 2010), como exemplificado na
Figura 4.

Em relacdo aos tipos de componenetes identificados, Xie et al. (2009) recentemente
comprovaram que, em 6leos essenciais, o d-elemeno, que com os isdmeros B ¢ y—elemeno

forma o elemeno, é um potente composto citotoxico reponsavel pela apoptose (morte celular
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programada, segundo definicdo dos mesmos autores) de células humanas de adenocarcinoma
coloretal. A presenga de P e 6-elemeno no 6leo essencial de C. sylvestris pode estar em relagdo
&s propriedades anticancerigenas descritas para a espécie. Os compostos do sesquiterpene
cariofileno (trans-cariofileno, éxido de cariofileno e a-humuleno também chamado de a-
cariofileno) achados no presente trabalho, sdo definidos na bibliografia como
antinflamatérios,  6leos ricos na  mistura  cariofileno/biciclogermacreno  ou
cariofileno/germacreno D, tambem tém demonstrado potente atividade antimicrobiana
(Martin et al., 1993; Formisano et al., 2006). Esteves et al. (2009), comprovaram que 6leo
essencial de C. sylvestris, cujos compostos majoritarios foram o cariofileno, a-humuleno,
germacreno-D, biciclogermacreno, calameneno, germacreno B, espatulenol e globulol,
apresentou 0 36 % de reducdo de edema induzido e o 90% de inibicdo de Ulcera gastrica
induzida em ratos, portanto, os autores sugeriram tais compostos como 0s responsaveis pelas
atividades antinflamatoria e antitlcera.

Com base nesse trabalho e no descrito na bibliografia, portanto, observa-se que o
periodo do ano relativo a maior quantidade de principios ativos de interesse coincide com o
final de outono até comeco da primavera, sendo o final da primavera e o verdo as épocas com

menor producéo e contetido de metabdlitos de interesse.
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3.4 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi realizado o presente trabalho, € possivel concluir que:

Houve variacdo na composicao do 6leo essencial de C. sylvestris em funcdo da época de

coleta das folhas.

Os constituintes germacreno D, biciclogermacreno, trans-cariofileno, germacreno B ¢ f3-
elemeno apresentaram teores superiores em relacdo aos demais constituintes em todas as

coletas.

O periodo para a coleta de folhas de C.sylvestris muda conforme a composi¢do do 6leo
essencial e a presenca de metabolitos de interesse.
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4 CAPITULO Il RENDIMENTO E COMPOSICAO DE C')ITEO ESSENCIAL DE
Casearia sylvestris Swartz APOS DIFERENTES
TRATAMENTOS DE SECAGEM

RESUMO

A Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) ou guacatonga, € uma planta medicinal nativa da
America Central e do Sul. O dleo essencial desta espécie apresenta propriedades anti-sépticas,
antimicrobianas, antitlcera e antinflamatdrias entre outras. A utilizacdo de técnicas adequadas
para cada espécie que visem a maximizacdo da producdo do 6leo associada a obtencdo do
maior teor metabdlitos secundérios de interesse € de fundamental importancia. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a influéncia de trés tipos de secagem no teor e composic¢do do 6leo
essencial extraido de folhas de C. sylvestris coletadas em Curitiba, PR. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos (folhas frescas, como
controle, 40 °C, 60 °C e ar ambiente) e trés repeticbes. As extracdes de 6leo essencial foram
realizadas por hidrodestilacdo em aparelho graduado Clevenger durante 2 horas e 30 minutos
e a andlise do 6leo essencial foi realizada por meio de cromatografia em fase gasosa acoplada
a espectrometria de massa. Os resultados obtidos demonstram que houve variagdo na
producdo de Oleo essencial apds os tratamentos de secagem, sendo as secagens em estufa a 40
°C e 60 °C os tratamentos que proporcionaram maior quantidade de 6leo essencial com 8,79
uL g* MS e 10,22 uL g* MS de 6leo essencial respectivamente. Foram determinados 32
compostos no 6leo essencial de C. sylvestris dentre os quais o biciclogermacreno foi mais
abundante em folhas secas a 40 e 60 °C e o d-cadineno apresentou maior concentracao em
todos os tratamentos de secagem das folhas. Os constituintes a-cubebeno, trans-cariofileno, a-
copaeno, cubebol, B-elemeno, guaiol, bulnesol, 1-epicubenol e seicheleno apresentaram teores
superiores em folhas frescas. Tumbergol e espatulenol, y-muuroleno e éxido de cariofileno
apresentaram teores superiores em folhas secas ao ar ambiente.

Palavras-chave: Guacatonga. Espécie medicinal. Biciclogermacreno. 3-cadineno.
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ABSTRACT: YIELD AND CHEMICAL COMPOSITION OF Casearia sylvestris Swartz
ESSENTIAL OIL AFTER DIFFERENT DRYING METHODS

Casearia sylvestris (Salicaceae) is a native medicinal plant from Central and Southern
America whose leaves are traditionally used in popular medicine as infusion for gastric
problems treatments and as antivenin for snakebites and bee stings. The use of adequate
techniques to maximize the essential oil production along with the obtention of advantageous
secondary metabolites from medicinal species is highly important. The aim of the present
work was to evaluate the drying temperature influence on yield and esential oil chemical
composition of C. sylvestris leaves collected in Curitiba, Parana. The treatments were
organized in a randomized block scheme design with three replicates with fresh leaves as a
test and 3 drying conditions, room temperature, 40 °C and 60 °C in in a forced ventilation
drier. Samples of C. Sylvestris leaves were subjected to water-distillation for 2h 30m using a
graduated Clevenger-type apparatus. The essential oil was analysed in chromatography in
connected gaseous phase to the mass spectrometry (GC-MS). Essential oil yield varied
according to the drying conditions, leaves dried at 40 °C and 60 °C yielded the most with 8,79
uL gt MS and 10,22 puL g* MS respectively. Analysis of the essential oils revealed the
presence of 32 components represented mainly by bicyclogermacrene in leaves dried at 40
and 60 aC and 6-cadineno in all drying treatments. Fresh leaves were richer in a-cubebene,
trans-cariophyllene, a-copaene, cubebol, [p-elemene, guaiol, bulnesol, 1-epicunenol.
Thunbergol, spatulenol showed higher percentages in room temperature dried leaves.

Key words: Guagatonga. Medicinal species. Bicyclogermacrene. d-cadinene.
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4.1 INTRODUCAO

Casearia sylvestris Sw. (Salicaceae) ou guagatonga, € uma arvore medicinal presente
em todos os Estados do Brasil, e na maioria dos ambientes florestais, sendo que no Parana
ocorre especialmente na Floresta Ombrofila Mista (Floresta de Araucéria, Araucaria
angustifolia), na subformacdo Montana (Sleumer, 1980; Oliveira; Rotta, 1982; Lorenzi, 1992;
Durigan et al., 2003; Marquete; Vaz, 2007).

As folhas da C. sylvestris sdo oblongas, elipticas ou ovado-oblongas, disticas, e perenes,
qguando observadas contra a luz, podem ser distinguidas pequenas pontuacgdes translucidas, as
glandulas de 6leo essencial, numerosas e distribuidas por toda a lamina foliar (Lorenzi, 1992;
Carvalho, 2007). As flores sdo pequenas e numerosas, de coloragdo esverdeada, florescendo
nos meses de junho a agosto; os frutos amadurecem a partir de setembro, prolongando-se até
meados de novembro ou dezembro, segundo a localizacdo geografica (Lorenzi, 1992).

Extratos aquosos e alcodlicos de folhas e ramos de C. sylvestris sdo amplamente
utlizados na medicina popular contra picadas de cobra e abelha, para afec¢es do estbmago e
como cicatrizante (Lorenzi, 2002). A bibliografia cita C. sylvestris como planta com teores de
0,3 e 2,5% de oleo essencial (Silva et al. 2004; Esteves et al., 2005). A presenca de Gleo
essencial nesta espécie é responsavel pela atividade anti-séptica e antimicrobiana (Barbosa et
al, 1994), auntiulcera e antinflamatdria (Sertié et al., 2000; Esteves et al., 2005), citotdxica e
clastogénica para células tumorais humanas (Silva et al., 2008; dos Santos et al., 2010) e
antiofidica (Borges et al., 2000).

O Oleo essencial de Casearia sylvestris contém, entre seus componentes quimicos,
cumarinas, flavonoides, triterpenos e diterpenos, especialmente clerodanicos (ltokawa et al.,
1990; Morita et al., 1991; De Carvalho et al., 1998; Oberlies et al., 2002; Espindola et al.,
2004). Tais componentes encontram-se provavelmente armazenados em ductos e cavidades
dispersos pela lamina foliar e peciolo, e por idioblastos presentes nos tecidos vasculares,
parénquima cortical da nervura mediana e no parénquima palicadico, tal como foi
determinado por Thadeo et al. (2009) para Casearia decandra, planta do mesmo género e
muito proxima a C. sylvestris. Para a extracdo do 6leo essencial é de fundamental importancia
a utilizagdo de técnicas adequadas para cada espécie que visem a maximizacdo da producao
do 6leo associado a obtencdo do maior teor de metabolitos secundéarios de interesse (Santos;
Innecco, 2005; Sellami et al., 2009).

A umidade residual acima de 10 % nas drogas vegetais favorece o desenvolvimento de

fungos e bactérias, bem como possibilita a atividade hidrolitica de diversas enzimas presentes



65

nas células vegetais, levando a degradacdo dos principios ativos (Simdes; Spitzer 1999). As
enzimas responsaveis pela variacdo da composicdo podem ser oxidases (causam a oxidagéo
de compostos fenolicos ou acidos graxos insaturados), peroxidases (causam a oxidacdo de
terpenos e terpinenos), hidrolases (rompem ligacdes ésteres e glicosidicas) e isomerases
(isomerizam certas classes de alcaldides e compostos opticamente ativos) (Fennel et al.,
2004). A secagem de plantas medicinais tem por objetivo retirar o alto teor de agua presente
em células e tecidos frescos, permitindo a manutencdo da qualidade do material vegetal por
um periodo de tempo maior (Santos; Innecco, 2005). Contudo, Pimentel et al. (2008) sugerem
que, as vezes, a utilizacdo de material fresco torna-se indispensavel para a producdo e
deteccdo de alguns componentes especificos do 6leo, tendo a vantagem de evitar a presenca
de substancias oriundas do metabolismo de degradacao vegetal.

No processo de secagem, os métodos comumente utilizados sdo trés: diretamente ao sol,
em galpOes cobertos sem controle do ar ambiente e em secadores com ar for¢cado aquecido
(Martinazzo, 2006). O processo de secagem em temperatura ambiente é recomendado para
regibes que tenham condicdes climaticas favoraveis, relacionadas principalmente a alta
ventilacdo e temperatura, com baixa umidade relativa (Dabague, 2008). Durante a secagem, a
velocidadecom que a &gua é retirada do produto € muito importante, pois a remog¢do muito
rapida pode degradar os principios ativos. Por outro lado, ndo deve ser muito lenta, pois,
favorece o aparecimento de microrganismos indesejaveis (Silva; Casali, 2000).

N&do foram encontrados na bibliografia trabalhos especificos sobre a producdo e
composicdo de bleo de C. sylvestris em relacdo a temperatura do ar de secagem. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o rendimento e a composicdo do 6leo essencial de C. sylvestris,
submetido a secagem em temperatura ambiente e aquecido a 40 e 60 °C, comparando-0s com

a planta fresca.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Folhas de C. sylvestris foram coletadas no més de junho de 2009 de 7 plantas matrizes
nativas adultas, localizadas as margens do Bosque do Campus Il da Universidade Federal do
Parand (Jardim Boténico) em Curitiba, Parana. As coordenadas geogréficas do local de coleta
sdo: latitude sul 25°26'50,29" e longitude oeste 49°14'18,35". O solo é caracterizado como
Gleissolo Héaplico (Embrapa, 2003), estando situado a aproximadamente a 900 m de altitude.
O clima da regido é o subtropical umido mesotérmico (Cfb, segundo a classificacdo de
Kdppen), sem estacdo seca definida, com temperatura média nos meses mais quentes de 22 °C
e 12 °C nos mais frios, valores médios anuais de precipitacdo de 1.450 mm e 81% de umidade
(lapar 1994).

O material vegetal foi retirado de arvores de altura entre 5 e 7 m, a partir dos ramos
mais externos da copa e até 2 m do solo. Foram cortados ramos de todas as &rvores
selecionadas, en seguida foram retiradas as folhas, eliminando, quando presentes, as folhas
mais tenras. Para realizar as coletas foram observados pelo menos 3 dias sem chuvas. Apos a
coleta, o material foi acondicionado em sacos plasticos e rapidamente transferido para o
Laboratdrio de Ecofisiologia do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, no Campus |
- Agrérias da Universidade Federal do Parana UFPR, onde o trabalho foi desenvolvido. Néo
foram distinguidas as procedéncias das folhas sendo as matrizes consideradas como parte de
uma mesma populacdo homogénea. O material coletado foi dividido em 4 partes
correspondentes aos 4 tratamentos testados: secagem ao ar a temperatura ambiente, secagem
em estufa com circulagéo de ar forgada a 40 °C, secagem em estufa com circulacdo forcada de
ar a 60 ° e folhas frescas como controle. Para cada tratamento foram separadas amostras de 10
g de folhas para determinacdo da umidade: secagem em estufa 105 °C por 15 minutos para as
folhas frescas, 65 °C para 0s restantes tratamentos, até obter massa constante, sendo o controle
da secagem determinado pela massa targida das folhas amostradas.

No mesmo dia da coleta das folhas procedeu-se a extracdo de 6leo das folhas frescas; as
folhas secas em estufa a 40 e 60 °C e ao ar atingiram massa constante depois de 5 e 7 dias e
apos 60 dias para as folhas secas ao ar ambiente, ocasido em que também foram realizadas as
extracOes das amostras.

As extracOes de 6leo essencial foram realizadas por meio de hidrodestilacdo durante 2
horas e 30 minutos, em aparelho graduado tipo Clevenger (Wasicky, 1963), em baldo de vidro
com 2 L de capacidade, onde foram adicionados 1L de agua destilada e 100 g de folhas

frescas, 50 g de folhas secas a 40 °C e 60 °C e 25 g de folhas secas ao ar. Apos a extracgdo, o
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oleo essencial foi quantificado com auxilio de micropipeta de precisdo (0-100 uL) sendo as
amostras armazenadas em freezer a -20 °C até o momento da analise.

As condicGes operacionais para aquisicdo do espectro de massa para identificagédo do
6leo essencial, bem como o equipamento utilizado foram as seguintes: cromatografo gasoso
acoplado a um detector de massas (CG-MS) Varian com ion trap, modelo CP 3800/Saturn
2000 com coluna capilar Chrompack de silica fundida CP-SIL 8 CB com 0.25mm de
diametro interno, 30 m de comprimento e 0,25 um de filme liquido; a temperatura do injetor
foi de 250 °C, split 1:300; foram injetados de 0,2 a 0,5 uL. de amostra; a temperatura do
transfer line foi 250°C, dmanifold 80°C e do ion trap a 150 °C; a modulac¢éo axial foi 4V com
intensidade de ionizacdo de 70 eV; 0 modo de ionizacdo foi realizado por impacto de elétrons;
a temperatura inicial do forno foi de 60°C, sendo a elevagédo de temperatura 240 °C na razéo
de 3 °C permanecendo por 5 minutos. O tempo total da corrida foi de 65 minutos.

Para a quantificacdo dos constituintes do 6leo essencial de C. sylvestris foram utilizados
0s seguintes equipamentos e condi¢Bes operacionais: cromatografo gasoso Varian, modelo CP
3800 com detector FID (CG_FID), com coluna capilar Chrompack de silica fundida CP-SIL 8
CB com 0.25mm de diametro interno, 30 m de comprimento e¢ 0,25 pm de filme liquido; a
temperatura do injetor foi de 250 °C, split 1:100; foi injetada 1,0 uL. de amostra, utilizou-se
1mL/min constante de hélio como gas de arraste e ar sintético, nitrogénio e hidrogénio como
gas de make up; a temperatura do detector FID foi 300 °C; a temperatura inicial do forno foi
de 60 °C, sendo a elevagdo de temperatura 240 °C na razéo de 3 °C permanecendo por 5
minutos. O tempo total da corrida foi de 65 minutos.

Os espectros de massa dos componentes do 6leo foram comparados com espectros
indexados na biblioteca NIST Mass Spectral Library e os componentes foram listados
segundo o tempo de retencao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo comparadas as
producdes de Oleo essencial para 4 temperaturas de secagem, com trés repeticdes. As médias
foram testadas quanto a sua homogeneidade pelo teste de Bartlett. Os resultados obtidos
submetidos a analise de variancia e as médias dos tratamentos comparadas por regressao
polinomial e pelo teste de Tukey a 5% e 1% de probabilidade. Utilizou-se o programa Assistat
versao 7.4 beta (Silva; Azevedo, 2009).
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Teor do 6leo essencial

O teste de Tukey a 1% de probabilidade revelou que houve diferencas significativas
entre as variaveis testadas para rendimento de 6leo essencial de C. sylvestris (Figura 5).

O rendimento de 6leo essencial foi superior nas folhas secas em estufa com temperatura
do ar de 60°C com 10,22 uL g™ de massa seca de 6leo (Figura 5). A seguir os melhores
resultados foram obtidos para folhas secas em estufa a 40 °C (8,79 uL g* MS) e folhas secas
ao ar ambiente (7,59 pL g™* MS) como mostrado na Figura 5. O menor rendimento de 6leo (
2,03 uL g* MS) foi obtido a partir de folhas frescas. A cor do 6leo se apresentou amarelo
clarissimo para as amostras de folhas frescas, cor amarelo claro para as amostras secas em
estufa a 40°C e 60°C e cor amarelo mais intenso para folhas secas ao ar ambiente. Para todos
o aroma foi semelhante ao de pitanga, a excep¢do do 6leo seco ao ar ambiente, com mais
notas de cedro.

O baixo rendimento obtido a partir de folhas secas ao ar ambiente (Figura 5) poderia ser
devido ao longo periodo de tempo de secagem ao que as folhas foram submetidas (60 dias),
que provavelmente, contribuiu a gradual volatilizacao do 6leo presente.

Resultados semelhantes aos obtidos por Silva et al. (2004) para folhas frescas coletadas
em Botucatu, as quais renderam de 0,36% a 0,2%, segundo o bioma de proveniéncia do
material, mata ou cerrado.

A literatura apresenta resultados variados em relacdo ao rendimento e as temperaturas
de secagem das folhas de C. sylvestris. Assim, Becker (2008) obteve em folhas frescas de C.
sylvestris coletadas em Lajeado (RS), um rendimento de 1% de 06leo essencial; Castellani et
al. (2006) em folhas da mesma espécie secas ao ar ambiente obtiveram um teor de Oleo
essencial de 1% para folhas coletadas em Vigosa (MG); no Estado de Minas Gerais, Esteves
et al. (2005) com o objetivo de testar o 6leo essencial de C. sylvestris em edema epiteliar e
ulcera induzidos em ratos, obtiveram de folhas secas ao ar ambiente 2,5% de 6leo essencial.

A partir dos dados observados na bibliografia, a determinacdo de uma temperatura ideal
de secagem para folhas de C. sylvestris, parece estar ligada a localizacdo geografica das
plantas matrizes, sendo que, como sugerido por Souza (2009), as variacGes geogréficas do
Oleo essencial, estdo associadas em muitos casos com 0s parametros ambientais que

caracterizam as localidades das populacgdes naturais.
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Contudo, quando comparados com outras espécies, 0s resultados obtidos resultam
concordantes com quanto obtido por Martins (2000) em capim limdo (Cymbopogon citratus)
a qual verificou que, dentre os tratamentos de secagem (40° 50° e 60°C), o rendimento do
6leo essencial aumentou com o incremento na temperatura do ar de secagem. lgualmente
folhas de horteld (Mentha x villosa Huds) proporcionaram os maiores rendimentos extrativos
quando o processo de secagem foi realizado com temperatura do ar de secagem igual a 50 °C
(Radiinz et al, 2006). Os mesmos autores observaram também que ap6s 0s 50°C o teor de 6leo
de horteld decresceu gradualmente, provavelmente devido a localiza¢do do 6leo em estruturas
mais sensiveis (pélos glandulares, tricomas e glandulas epidermais), a temperatura de
volatilizacdo dos componentes desse 0leo essencial.

No caso da C. sylvestris as estruturas secretoras e armazenadoras de 6leo essencial, a
diferenca das folhas de horteld, estdo provavelmente localizadas entre as celulas do
parénquima palicadico, sendo, portanto, menos sensiveis a temperatura do que glandulas mais
préximas a epiderme da folha. A elevada temperatura, pode ter interferido na permeabilidade
da membrana das células ou na resisténcia fisico/mecanica desses tecidos ou degenerando as
paredes celulares e diminuindo o teor de agua, levando provavelmente a uma concentracdo do
6leo otimizando o processo de extragdo do vapor.

De forma geral e como pode ser visualizado na Figura 5, os tratamentos de secagem
proporcionaram teores muito superiores ao tratamento sem secagem, sendo que o teor de 6leo
aumentou aproximadamente 81% das folhas frescas as folhas secas em estufa a 60°C. Estes
resultados indicam que o tratamento de secagem a 60°C é recomendado para a obtencdo de

uma maior de quantidade de 6leo essencial.
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Figura 5 - Teor de 6leo essencial (UL g™'massa seca) de folhas de C. sylvestris em fungéo de quatro métodos de
secagem.. Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,01).
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4.3.2 Composicao do Oleo Essencial

Na anélise cromatografica das amostras de 6leo essencial de folhas submetidas a di
ferentes tratamentos de secagem, foram identificados 31 constituintes totais, representando de
87,97 a 94,59% do conteudo total dos 0Oleos volateis. Para folhas frescas foram detectados s6
24 componentes, 31 para as folhas secas em estufa a 40 °C e 60 °C e 23 componentes dos 32
totais para folhas secas ao ar ambiente.

Dentre os constituintes identificados encontram-se: d-elemeno, -elemeno, a-cubebeno,
a-gurjuneno, trans-cariofileno, B-gurjuneno, a-humuleno, germacreno D, biciclogermacreno,
germacreno A, 6-cadineno, germacreno B, espatulenol, éxido de cariofileno, espatulenol,
tumbergol, bulnesol (Tabela 2).

A partir da andlise de variancia, foi observada variacdo da porcentagem dos
constituintes conforme a cada tipo de secagem (Tabela 2). Os constituintes cujo teor foi mais
elevado foram: biciclogermacreno (23,59% para 60 °C), tumbergol (16,56% para folhas secas
ao ambiente), d-cadineno (12,19% para 60°C), germacreno D (13,47% para 40°C), a-
cubebeno (11,60% em folhas frescas), trans-cariofileno (11,37% em folhas frescas),
espatulenol (7,71% em folhas secas ao ar ambiente), a-copaeno (6,24% em folhas frescas),
cubebol ((6,15% em folhas frescas), B-elemeno (3,46% em folhas frescas), guaiol (3,06% em
folhas frescas), bulnesol (3,01% para folhas frescas), 1-epicubenol (1,24% para folhas
frescas).

Tais constituintes encontram-se na bibliografia, porém, com teores diferentes. Assim
Becker (2006) determinou para 6leo essencial de folhas frescas de C. sylvestris, 20
compostos, dos quais cinco ndo foram identificados no presente trabalho (E- B-farneseno, -
chamigreno, B-eudesmol, epi-a-eudesmol e a-eudesmol) e sendo o B-elemeno (31,70%) ¢ o a-
humuleno (28,20%) os componentes majoritarios.

Espécies que apresentam altos percentuais de germacreno D no dleo, geralmente sdo
acompanhadas de menores porcentagens de y-muuroleno, a-muuroleno, y-cadineno, &-
cadineno, cadina-1,4-diene e a-cadineno, sendo o0 germacreno B provavelmente o precursor
biogenético de tais sesquiterpenes (Setzer, 2008).

Tininis et al. (2006) identificaram em folhas frescas de C.sylvestris coletadas pela
manhd, os mesmos componentes identificados no presente trabalho, porém, com diferentes
concentracdes, sendo o germecrene D o componente majoritario (79,2%) seguido de
germacreno B (14,8%), B-selineno (4,2%) e longifoleno (1,8%), este ultimo ndo presente nos

o6leos aqui avaliados.
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Tabela 2 - Composicdo do dleo essencial (%) de C. sylvestris em funcdo de quatro métodos de secagem das
folhas coletadas em junho de 2009.

Composto folha fresca 40° 60° ar ambiente
d-elemeno 0,11 bc 0,42a 0,34 b -
a-cubebeno 11,60 a 0,14 bc 0,09c 0,24 b
ciclosativeno - 0,35a 0,34a -
0~ copaeno 6,24 a 3,15¢ 3,61 bc 3,71b
[3-bourboeno - 0,88b 0,83b 313a
[3-elemeno 3,46 a 1,48 b 2,05b 1,53b
o-gurjuneno - 0,33 a 0,23 b -
trans cariofileno 11,37a 8,66 b 8,33 Db 9,38b
[-gurjuneno 0,53b 0,98 a 1,06 a 0,29 ¢
o-guaieno 0,26 b 0,96 a 1,05a -
o~ humuleno 1,59a 1,28 ab 1,04 b 1,20 ab
seicheleno 199a 1,39b 1,03b 1,12b
y-muuroleno - 0,75b 1,01b 196 a
germacreno D 12,93 a 13,47 a 10,59 ab 8,57b
[-selineno 1,19a 1,36 a 0,71b -
valenceno - - 1,18 -
biciclogermacreno 13,77¢c 20,38 ab 23,59 a 17,44 e
a-bulneseno - 0,3la - 0,33a
germacreno A 0,27d 1,19b 1,28 a 0,45 ¢
y-cadineno - 0,48 a 0,38 Db -
cubebol 6,31 a 2,24 b 0,63 ¢ 0,60 c
d-cadineno 6,15b 1121a 12,19a 10,84 a
germacreno B 1,04b 1,44 a 1,30 ab 1,06 b
espatulenol 344b 3,14 b 6,01 a 7,71a
oxido de cariofileno 0,14 c 0,36 ¢ 0,89 b 3,37a
guaiol 3,06 a 0,28b 0,09¢ -
epoxido 11 humuleno - 0,54 b 0,77 a 1,26 a
lepicubenol 1,23 a 0,58 b 0,43c 0,21d
epi-a-cadinol 1,87 ab 1,95a 0,84 b 1,44 ab
a~-cadinol 1,28 ab 2,11a 0,76 b 1,94 ab
bulnesol 3,01a 0,10b 0,14 b -
thunbergol 2,11d 6,31 ¢ 9,97b 16,56 a
TOTAL 94,59 87,97 91,02 93,93

Médias seguidas da mesma letra minidscula na horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 1% de probabilidade

Dos onze compostos identificados em 6leo essencial de folhas frescas de C.sylvestris de
exemplares colhidos nos biomas mata e cerrado por Silva et al. (2004), o componente
majoritario foi o trans-f-guaieno (33%), que no entanto ndo foi encontrado nas amostras do
cerrado onde o germacreno D (41%) foi o composto majoritario. Os mesmos Oleos
apresentaram diferencas no teor de cis-p-ocimeno segundo a procedéncia, plantas de cerrado

(40,25%) ou plantas de mata (1,36%), tal componente ndo foi detectado nas amostras
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avaliadas no presente trabalho. Folhas secas ao ar ambiente por Esteves et. al (2005)
renderam as seguintes porcentagens de constituites principais: cariofileno (13,8%), thujopseno
(5,2%), a-humuleno (3,7%), p-acoradieno (20,8%), germacreno D (1,9%), biciclogermacreno
(40,9%), calameneno (1,5%), germacreno B (3,9%), espatulenol (12,6%) and globulol (2,2%).
Tais dados concordam, em parte, com o obtido no presente trabalho, em que folhas secas ao ar
ambiente apresentaram maior porcentagem de espatulenol (7,71%).

Silva et al. (2008) determinaram que, para folhas frescas de C.sylvestris hidrodestiladas
durante 4 horas, os componentes majoritarios foram: biciclogermacreno (43,6%), B-
cariofilene (18,1%), a-humuleno (4,7%), espatulenol (15,9%), germacreno B (5,2%), a-
humulene (4,7%), a-pinene (4,0%), germacreno D (3,9%), globulol (3,0%), a-muurolol
(2,7%). Dois dos compostos mais presentes, o B-caryofilene ¢ o a-humuleno podem ser 0s
responsaveis pelos efeitos toxicos em células tumorais HelLa, A-549 e HT-29, conforme tal
estudo. Nesse trabalho nao foram detectados o B-cariofilene, o a-pinene, o glubulol e o a-
muurolol, talvez pelo menor tempo de extracdo ao que foram submetidas as folhas.

Stefanello et al. (2007) obtiveram interessantes resultados em folhas e flores de
Casearia decandra coletadas no mesmo local das plantas aqui estudadas, sendo a Unica
referéncia bibliografica que mencione a presenca de thunbergol como componente de 6leo
essencial em Casearia sp. Os autores detectaram em flores de C. decandra, 18,6% de
thunbergol, um diterpeno macrociclico presente em varias espécies como pinus vermelho
japonés (Pinus densiflora) (Pfeifhofer et al., 2008) e plantas do género Boswellia, das quais se
obtem o olibano, também conhecido como frangquincenso, uma resina aromatica muito usada
na perfumaria e fabricacdo de incensos nas quais o thunbergol contribui com a constituicao do
aroma caracteristico (Mikhaeil et al., 2003).

Outro responsavel pero aroma do 6leo de C.sylvestris é o espatulenol, presente na maior
porcentagem nas folhas secas ao ar ambiente (7,71%) e em folhas secas a 60 °C (6,01%). Tal
composto é caracteristico também de espécies do género Baccharis L. (Asteraceae), tipicas da
Mata Atlantica (Lago et al., 2008). O espatulenol possui aroma de madeira seca, semelhante
ao aroma de cascarilla (Roton eleuteria) e é utilizado como aromatizante alimentar e na
composicao de perfumes sofisticados (Mendes et al., 2008).

No 6leo avaliado, o trans-cariofileno se apresentou em maior medida nas folhas frescas
(11,71%), sendo que provavelmente o aumento de temperatura contribuiu a sua degradacao.
Melo et al. (2004), afirmam que o processo de secagem pode propiciar a transformacéo e

degradacdo dos constituintes quimicos. O sesquiterpeno trans-cariofieleno tem uma
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comprovada atividade antimicrobiana, principalmente em fungos patogénicos e bactérias
gram (+/-) (Almeida et. al., 2005).

De forma geral, o nmero de componentes identificados foi maior nas folhas secas a 40
°C e 60 °C (Tabela 2) sendo que as porcentagens dos elementos constituintes do éleo foram
superiores nas amostras secas a menor temperatura (40 °C). Tais resultados coincidem com o
relatado por David et al. (2006) os quais concluiram que para folhas de Ocimum selloi Benth.,
0 aumento da temperatura de secagem (40 °C, 50 °C, 60 °C e 70 °C) causou diminuigdo na
proporcéo relativa dos sesquiterpenos e monoterpenos.

Observou-se que a secagem ocasiona a reducdo de alguns hidrocarbonetos
sesquiterpénicos (trans cariofileno, p-elemeno, pB-selineno) e aumento percentual de
sesquiterpenos oxigenados, com funcdo epoxido (6xido de cariofileno, epdxido de humuleno).
Por outro lado, ocorreu um aumento consideravel do sesquiterpeno oxigenado espatulenol,
cujo teor em amostra de folha fresca foi 3,44% e apOs a secagem ao ar ambiente atingiu
proporcdes de 7,71% e do thunbergol, de 2,11% nas folhas frescas até 16,56% em folhas
secas ao ar ambiente (Tabela 2).

Compostos ausentes em folhas frescas ou em folhas secas, podem ter se originado de
transformacoes e rearranjos (como isomerizacdo, abertura dos anéis benzénicos ou oxidacao)
ocorridos durante o processo de secagem. Isso pode explicar o fato de ndo terem sido
detectados ciclosativeno, B-bourboeno, y-muuroleno, valenceno, a-bulneseno, y-cadineno e
epoxido Il humuleno ndo detectados em folhas frescas (Tabela 2) e -elemeno, guaiol e
bulnesol entre outros, ausentes em folhas secas ao ar ambiente. Segundo Njoroge et al.
(2003), vérios compostos também podem ser formados no manuseio do material vegetal
(como a secagem) e sugerem que sesquiterpenos como o germacreno D podem ser convertido
em cadinenos, muurolenos e elemenos e o espatulenol pode ser produto da oxidagdo do

biciclogermacreno.



74

4. 4 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi realizado o presente trabalho, € possivel concluir que:

Houve variacdo na quantidade e na constituicdo de Oleo essencial de folhas de C.
sylvestris, submetidas a varios tratamentos de secagem, quando comparadas com folhas

frescas.

Os tratamentos que proporcionaram maior quantidade de 6leo essencial foram as

secagens em estufa a 40°C e 60°C.

O biciclogermacreno foi mais abundante em folhas secas a 40 e 60 °C e o 4-cadineno
apresentou maior concentracdo em todos os tratamentos de secagem das folhas.

Os constituintes a-cubebeno, trans-cariofileno, a-copaeno, cubebol, B-elemeno, guaiol,

bulnesol, 1-epicubenol e seicheleno apresentaram teores superiores em folhas frescas.

Thunbergol, espatulenol, y-muuroleno e Oxido de cariofileno apresentaram teores

superiores em folhas secas ao ar ambiente.
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5CAPITULO Il ESTAQUIA CAULINAR DE PLANTAS ADULTAS DE
Casearia sylvestris Swartz NAS QUATRO ESTACOES DO ANO

RESUMO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), ou guacgatonga, € uma arvore nativa do México,
Ameérica Central e do Sul, com grande importancia ecoldgica, farmacologica e comercial.
Como a maioria das espécies medicinais de interesse nativas do Brasil, a guagatonga nao é
cultivada comercialmente, sendo obtida por extrativismo. O presente trabalho foi conduzido
com o objetivo de testar um protocolo de propagacéo vegetativa de C. sylvestris por meio da
estaquia, visando identificar qual a melhor estacdo do ano para o enraizamento das estacas e
avaliar o efeito da utilizacdo do regulador vegetal acido indolbutirico (AIB). Nas quatro
estacdes do ano (outono, inverno e primavera de 2007 e verdo de 2008), estacas caulinares
semilenhosas de 12-14 cm de comprimento foram preparadas com duas folhas e tratadas com
AIB (0, 1000, 2000 e 3000 mg L™), em solucéo hidroalcoélica, efetuando uma imerséo rapida
por 10 segundos, sendo plantadas em tubetes contendo substrato Plantmax HT®, em casa de
vegetacdo sob nebulizacdo intermitente. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢fes, quatro tratamentos e 16 estacas por parcela. Todos 0s
experimentos foram avaliados apds 90 dias, sendo que para dois deles (primavera e verdo
2008) foi prolongado o tempo de permanéncia em casa de vegetacdo para o melhor
desenvolvimento das raizes. Foram consideradas as seguintes variaveis: porcentagem de
estacas vivas (enraizadas, com calos e sem raizes, sem calos e sem raizes), porcentagem de
folhas retidas, porcentagem de estacas mortas, nimero de raizes, comprimento das trés
maiores raizes (cm), média da massa seca das raizes (g). Ndo ocorreu enraizamento nas
estacas retiradas no outono e no inverno. Com as estacas retiradas na primavera, obteve-se
39,1% de enraizamento. Estacas coletadas no verdo ndo responderam como esperado,
apresentando, ap6s 240 dias, 6,3% de enraizamento no tratamento 3000 mg L™ de AIB. O
AIB até 3000 mg L™ ndo estimula o enraizamento de estacas de C. sylvestris e a melhor
estacdo do ano para a estaquia € a primavera.

Palavras-chave: Propagacéo vegetativa. Auxina. Enraizamento.
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ABSTRACT: STEM CUTTING OF Casearia sylvestris Swartz DURING THE YEAR
FOUR SEASONS

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), also known as guacatonga, is a native tree from
Mexico, Central and Southern America, with a great ecologic, pharmacological and economic
relevance. Like most of Brazilian medicinal species, Casearia sylvestris is just collected from
natural environments, and no cultivated orchards have been reported. The objective of this
study was to test a new vegetative propagation of guagatonga cuttings protocol, aiming to
verify its rooting response to indolebutyric acid (IBA) throughout the year’s four seasons.
Semihardwood cuttings, with 12-14 cm length and two leaves, were dipped for 10 seconds in
IBA (0, 1000, 2000 e 3000 mg L™) alcoholic solution, planted in plastic tubes containing
Plantmax HT® and kept in greenhouse under intermittent mist conditions. The statistical
analysis were made by completely randomized design with four repetitions of four treatments
with 16 cuttings each. All the experiments were evaluate after 90 days, yet for the spring and
summer ones an extra time was settled in order to obtain a better root development. The
evaluated variables were: rooted percentage, alive cuttings percentage (callused non-rooted
cuttings and non-rooted cuttings without callus), leaf retention percentage dead cuttings
percentage, number of roots, length (cm) of main roots and dried mass average of roots per
cuttings. No roots developed on cuttings collected during fall and winter. The rooting rate of
the spring cuttings was 39,1%, for the zero hormones treatment. The cuttings collected in
summer time did not show the expected results, presenting after 240 days a rooting average of
6,3% when treated with 3000 mg L™ of IBA. The auxin concentrations tested did not have any
visible effect on Casearia sylvestris cuttings rooting, the use of plant growth regulator is thus
not necessary and the best cutting age is spring.

Key words: Vegetative propagation. Auxin. Rooting.
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5.1 INTRODUCAO

Casearia sylvestris Swartz, ou guacatonga, € uma arvore cuja altura varia entre 3 e 18
m, com folhas persistentes e inflorescéncias fasciculadas multifloras (Marquete; Vaz, 2007).
Tradicionalmente associada a familia  Flacourtiaceae (Joly, 1998), foi recentemente
classificada como pertencente a Salicaceae (APG II, 2003). Difundida amplamente no
México, América Central e na maioria dos paises da América do Sul, € conhecida no Brasil
por diversos nomes populares, tais como cafezinho-do-mato, erva-de-lagarto, café-bravo,
entre muitos outros (Torres; Yamamoto, 1986; Marquete; Vaz, 2007). Ocorre em todos 0s
Estados brasileiros e na maioria dos ambientes florestais, sendo uma espécie de alta densidade
e ampla distribuicdo, especialmente em matas ciliares (Sleumer, 1980; Lorenzi, 1992;
Durigan et al., 2003; Marquete; Vaz, 2007).

C. sylvestris é popularmente utilizada na fitoterapia brasileira pelas suas propriedades
antiofidicas, antiinflamatorias, cicatrizantes, antivirais e antireumaticas (Borges et al., 2000,
2001; Taylor, 2002; Esteves et al., 2005). Nos ultimos anos C.sylvestris tem sido citada como
espécie interessante do ponto de vista farmacoldgico pela sua atividade antitumoral (Silva et
al., 2008) e antiulcerogénica (Ruppelt et al., 1991). Estudos com essa espécie indicam que as
substancias responsaveis pelas atividades citotoxicas e antiulcerogénicas de C. sylvestris sdo
os diterpenos clerodanicos denominados casearinas (Perez et al., 2006).

Né&o obstante a evidente importancia farmacoldgica e comercial de C. sylvestris, como a
maioria das espécies medicinais de interesse nativas do Brasil, esta ndo é cultivada, sendo
obtida por extrativismo (Silva, 2003). C. sylvestris propaga-se naturalmente pelas sementes,
mas estudos recentes demonstraram que sua propagacdo vegetativa também é viavel (Pereira
et al., 2003; Imatomi, 2007; Cavallari, 2008), podendo auxiliar em programas de
reflorestamento e plantio de pomares clonais e padronizacdo da matéria prima.

A auséncia de protocolos mais exatos sobre sua propagacdo vegetativa compromete
tanto as pesquisas de melhoramento genético e producdo de mudas, quanto o aperfeicoamento
das técnicas de coleta e a exploracdo a nivel industrial da espécie. Segundo Cavallari (2008) a
propagacdo vegetativa por meio de estacas seria uma maneira de minimizar a pressao
extrativista, possibilitando seu cultivo em larga escala.

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de testar um protocolo de propagacao

vegetativa de C. sylvestris por meio da estaquia, visando avaliar o efeito da aplicacéo de
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diferentes concentracGes do regulador vegetal acido indol butirico (AIB) no enraizamento de

estacas coletadas em diferentes estacGes do ano.
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5.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo da UFPR, em Curitiba - PR. O material foi coletado de 7
exemplares adultos, com altura variando de 5 a 12 metros e 30 cm de DAP (didmetro a altura
do peito), localizados nos bosques do Campus Il Jardim Botanico da UFPR em Curitiba-PR
(Figura 6). As coordenadas geograficas centrais aproximadas da area de colheita séo latitude
25°44°73,82°°S e longitude 49°23°86,41°°0, com altitude de 930 m. Amostras das plantas
foram identificadas pelo Prof. Dr. Armando Carlos Cervi, do Departamento de Botanica da
UFPR. Uma exsicata (n° 359149) foi depositada no Herbario do Museu Botanico Municipal
de Curitiba (PR).

Os experimentos foram implantados em quatro estacdes, nos anos 2007 e 2008: final do
outono (29/05/07), final do inverno (4/09/2007), final da primavera (1/12/2007) e final do
verdo (4/03/2008). Os ramos foram coletados e colocados em baldes com agua para evitar a
desidratacéo, sendo efetuado um corte horizontal na extremidade superior e em bisel na base,
préximo a uma gema.

As estacas utilizadas tinham consisténcia semilenhosa com folhas em todas as estagdes
do ano, e foram retiradas das por¢Ges mais jovens de cada ramo, eliminando a parte apical,
portanto entre o terceiro e o déecimo n6. Foram mantidas duas folhas inteiras em cada estaca e
todas possuiam entre 5 e 6 gemas aproximadamente, dependendo do comprimento dos
entrends. O tamanho das estacas variou entre 12 e 14 cm, e o didmetro médio foi de 0,2-0,3
cm (Figura 7A). As estacas foram imersas a aproximadamente 3 cm da sua base, em solugdes
hidroalcodlicas de AIB por 10 segundos, constituindo dessa forma um tratamento de imerséo
rapida.

O preparo das solucbes de AIB foi realizado diluindo-se o regulador na forma de pé em
25 ml de alcool etilico comum (98°GL), completando com agua destilada até o volume final
(50 ml). Foram testadas, em cada estacdo do ano, quatro diferentes concentraces de AlB:
testemunha (solucdo hidroalcodlica 50%), 1000, 2000 e 3000 mg L. Apés a aplicagdo do
AIB as estacas foram plantadas em tubetes de polipropileno com capacidade de 53 cm?,
contendo substrato Plantmax HT® (Figura 7B). As bandejas com as estacas foram colocadas
para enraizar em casa de vegetacdo, sob nebulizacdo intermitente (das 8:00 as 17:00 h
irrigacdo de 15 s a cada 15 min; das 17:00 as 23:00 h irrigagdo de 15 s a cada 1 hora e das
23:00 as 8:00 h irrigagdo de 15 s a cada 3 h).
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Apdbs aproximadamente 90 dias da instalagdo, foram avaliadas as seguintes variaveis:
porcentagem de estacas enraizadas (estacas que apresentavam pelo menos uma raiz, com ou
sem presenca de calos); porcentagem de estacas vivas (sem raizes e com ou sem calos),
namero de raizes por estaca, comprimento das trés maiores raizes (cm), média da massa seca
das raizes por estaca (g), porcentagem de folhas retidas, porcentagem de estacas mortas (com
necrose em toda ou na maior parte de sua extensdo) (Figura 7C). No experimento do final da
primavera a avaliacdo definitiva foi realizada ap6s 60 dias do periodo pré-determinado de 90
dias (contabilizando um total de 150 dias) e no caso do final do verdo e depois de 150 dias
(contabilizando um total de 240 dias).

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, quatro tratamentos (concentracls de AIB) e 16 estacas por unidade experimental.
Para testar a homogeneidade das variancias utilizou-se o Teste de Bartlett e para a
comparacao de médias, os dados foram submetidos ao Teste Tukey a 5% de probabilidade.
Para a realizacdo da analise estatistica foi utilizado o programa ASSISTAT, versdo 7.5 beta
(Silva; Azevedo, 2009).
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Figura 6 - C. sylvestris. A - Planta adulta, localizada no Bosque do Campus Jardim Botanico UFPR - Curitiba. B
- Detalhe de ramo com inflorescéncia. C - Detalhe de ramo usado para estaquia.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Enraizamento de estacas de C. sylvestris na primavera

As estacas coletadas no final da primavera de 2008 foram as que apresentaram maiores

porcentagens de enraizamento.

Tabela 3 — Porcentagem de estacas enraizadas, vivas (sem raizes e com ou sem calos), mortalidade, porcentagem
de folhas retidas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentracdes de é&cido indolbutirico
(AIB), no final da primavera/2007 e avaliadas aos 150 dias.

Estacas vivas

AIB . Folhas
1 Com calos e Sem calos e Morzg/ll)dade retidas
(Mg L")  Enraizadas (%) h sem raizes 0 (%)
sem raizes (%) (%)

0 39,1a 15,6 a 6,3 a 39,1b 52,3a
1000 29,7 ab 23,4a 4,7a 42,2 ab 47,7 a
2000 40,6 a 219a 31la 34,4b 49,2 a
3000 18,8 b 172 a 31la 60,9 a 352a

Média 32,1 19,5 4,3 441 46,1

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Conforme pode ser observado na Tabela 3 e Figura 7 D-E-F, a porcentagem média de
enraizamento de estacas, decorridos 150 dias da instalacdo do experimento, foi de 32,1%. Os
tratamento testemunha (39,1%) e 2000 mg L™ de AIB (40,6%), apresentaram 0s maiores
percentuais de enraizamento, seguidos pelo tratamento 1000 mg L™ de AIB (29,7%) e 3000

mg L™ de AIB o qual apresentou a menor porcentagem de enraizamento (18,8%).



Figura 7 - Estaquia de C. sylvestris nas quatro épocas do ano. A - Confeccdo de estacas. B - Estacas plantadas
em tubetes e mantidas em casa de vegetacdo. C - Bandeja para avaliacdo das estacas enraizadas. D -
Estacas de C. sylvestris enraizadas ap6s tratamento com 2000 mg L™ de AIB. E - Detalhe do sistema

radicial de duas estacas enraizadas no final do verdo/2008 com 3000 mg L™ de AIB. F - Estaca de C.
sylvestris enraizada ap6s tratamento com 1000 mg L™ de AIB.
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Como relatado por Hartmann et al. (2002), como forma de aumentar a porcentagem de
enraizamento de estacas, tem sido utilizados alguns reguladores vegetais do grupo das
auxinas, pois 0 seu emprego, na maioria dos casos, resulta em aumento na porcentagem de
estacas enraizadas.

A influéncia positiva do uso de AIB foi confirmada por varios autores (Facchinello et
al., 1995; Pimenta et al., 2005; Costa et al., 2007; Bortolini et al., 2007, 2008; Lana et al.,
2008), pois as aplicacbes exogenas de reguladores vegetais, principalmente auxinas,
proporcionam maior porcentual, velocidade e qualidade para o enraizamento, embora as
concentracdes de regulador vegetal para o enraizamento a ser aplicado variem em funcéo da
espécie, do estado de maturacdo, das condicbes ambientais e da forma de aplicacdo
(Hartmann et al., 2002). Porém os dados obtidos para C. sylvestris ndo confirmaram o efeito
benéfico do AIB.

Entretanto, outros estudos indicaram uma aparente auséncia de correlacdo entre as
concentracdes de AIB aplicadas e a porcentagem de enraizamento. Inoue e Putton (2007)
trabalhando com espécies florestais, dentre as quais Casearia decandra, observaram nas
testemunhas taxas de enraizamento superiores as das estacas tratadas com AIB. Igualmente,
Trevisan et al. (2008) trabalhando com estacas herbaceas de mirtilo verificaram que néo
houve efeito significativo do AIB na formacdo de raizes em estacas coletadas em fevereiro.
Isso pode ser explicado, em parte, pelo material estar em pleno desenvolvimento, com o
balanco hormonal interno favoravel ao enraizamento, ocorrendo, portanto, uma resposta
negativa as aplicacBes hormonais exdgenas. Supfe-se que 0s niveis de auxina presentes nas
estacas herbaceas foram suficientes para a formacéo das raizes.

Os niveis enddgenos de auxinas nas plantas sdo controlados por varios processos, dentre
0s quais o de conjugacdo (Hartmann et al., 2002). A auxina, quando conjugada, encontra-se
covalentemente ligada a compostos de alto e baixo peso molecular que a tornam inativa. Para
estar disponivel para os processos fisioldgicos e metabolicos, como o de enraizamento,
precisa sofrer hidrolise e converter-se para sua forma livre, ou seja, ativa (Taiz; Zeiger, 2004).
Alguns compostos fendlicos com acdo antioxidante tém sido investigados para promover
maior enraizamento em estacas, provavelmente inibindo a enzima oxidativa do acido indol-
acético (AlA oxidase) a qual contribue a inativagdo do horménio (Tofanelli et al., 2004).

A bibliografia reporta s6 dois trabalhos sobre estaquia de C. sylvestris. Imatomi (2007)
coletou em duas estacdes do ano, inverno e verdo, estacas lenhosas caulinares retiradas da
base de arvores adultas de C. sylvestris, com 14 cm de comprimento e de 2,3 a 3,5 cm de

didametro. Os tratamentos foram: corte lateral de 2 cm a base da estaca (ferimento) e imerséo
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por 24h em 4gua e solucdes de AIB (100 mg L™ e 200 mg L™) e AIB com boro (100 mg L™ e
200 mg L™) assim como estacas sem ferimento e imersas por 5 segundos em misturas de
ANA+AIB (500 mg L™ + 1000 mg L™ e 250 mg L™ + 500 mg L™). A melhor época para a
colheita das estacas foi o verdo sendo a imerséo rapida na combinagdo ANA+AIB (500 mg L
1 + 1000 mg L™ a que apresentou a maior porcentagem de enraizamento (25%).

Por sua vez Cavallari (2008), selecionou de arvores adultas de C. sylvestris, estacas
apicais e medianas, com 7 a 12 cm de comprimento, coletadas no final da primavera. Os
tratamentos consistiram em imersdo lenta (24 horas) das estacas em solugfes de nove
concentracdes de AIB: 0, 30, 60, 90, 120, 150, 300, 450 e 600 mg L™. Estacas apicais
submetidas a concentragdes até 90 mg L™ de AIB forneceram a maior porcentagem de
enraizamento (21,1%) apresentando melhores resultados do que as estacas medianas (7,7%).
A porcentagem media de enraizamento das estacas caulinares obtida neste trabalho (32,1%)
foi superior a porcentagem obtida por Imatomi (2007) e Cavallari (2008).

Em ambos os trabalhos, tanto o tipo de estaca (lenhosa) no caso de Imatomi (2007),
guanto os tempos de permanéncia nas solucdes de regulador vegetal (24h) no caso de
Cavallari (2008), podem ter contribuido a um menor enraizamento. De um modo geral, as
estacas herbaceas enraizam melhor e mais rapidamente do que as estacas lenhosas e
semilenhosas sendo que a menor lignificacdo dos tecidos das estacas facilita a passagem das
raizes formadas no periciclo (Hartmann et al., 2002; Brazdo, 2009). Concentracdes elevadas
de AIB ou imersdes prolongadas em solugdes de regulador vegetal podem apresentar efeitos
negativos no enraizamento. Nos estagios iniciais de inducdo do enraizamento, altas
concentracdes de auxinas sdo necessarias, mas sao inibitdrias a organizacao e crescimento dos
primordios radiculares (Taiz; Zeiger, 2004).

A auséncia de diferenca significativa, no presente experimento, entre o tratamento sem
regulador vegetal (testemunha) e o tratamento com 2000 mg L™ de AIB, leva a pressupor que
a aplicacdo de regulador vegetal ndo influencie o enraizamento das estacas e que
concentracdes elevadas de AIB (3000 mg L) atuem negativamente. Talvez o possivel
excesso de auxina exdgena, adicionada a endégena, possa ter apresentado efeito inibitorio na
inducdo radicial como relatado por Paes et al. (2006), ou porque os efeitos das auxinas
exogenas podem variar durante o ano, influenciando positivamente o enraizamento ou agindo
como inibidor, podendo até causar danos a planta (Zuffellato—Ribas, Rodrigues, 2001; Lana et
al., 2008).

No periodo do final da primavera de 2008, a porcentagem de estacas vivas com calos foi

superior a porcentagem de estacas vivas sem calos, no momento da avaliacdo (Tabela 3). O
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elevado numero de calos apresentados, transcorridos os primeiros 90 dias apés a instalagdo do
experimento no comeco de dezembro e a presenca de pequenas raizes surgindo a partir destes,
justificou a permanéncia das estacas em casa de vegetacdo por mais 60 dias, até as estacas
atingirem um melhor desenvolvimento das raizes. Este resultado concorda com as
observacOes feitas por Endres et al. (2007) em Pau-Brasil, cujos altos indices de
sobrevivéncia e 0s baixos indices de enraizamento observados sugeriram que as estacas
deviam permanecer por mais tempo sob nebulizagdo, a fim de induzir o seu processo de
enraizamento.

Em nenhuma estacdo do ano foram observadas estacas com brotacGes. A retencédo foliar
foi boa, sendo a porcentagem média de folhas retidas 46%, sem diferencas significativas entre
os tratamentos (Tabela 3). Mayer e Pereira (2003) observaram, em estacas lenhosas de
umezeiro (Prunus mume), que praticamente 100% das estacas enraizadas apresentavam pelo
menos uma folha oriunda do ramo que deu origem a estaca, assim como a auséncia de folhas
resultou, em quase todos os casos, em estacas com calos ou mortas, tal como foi constatado
no presente trabalho. Em estacas onde sdo retidas as folhas, a auxina endégena, produzida nas
folhas e nas gemas, move-se naturalmente segundo um gradiente para a parte inferior do
caule, aumentando a sua concentra¢do na base, junto com os acucares e outras substancias
nutritivas (Taiz; Zeiger, 2004). As folhas adultas servem como érgédo de assimilacédo e reserva
de carboidratos, 0s quais sdo cruciais para 0 sucesso do enraizamento. A preservacao das
folhas garante a sobrevivéncia das estacas, tanto pela sintese de carboidratos através da
fotossintese, como pelo fornecimento de auxinas e outras substancias denominadas co-fatores
de enraizamento (compostos fendlicos, poliaminas, jasmonato, brassinoesterdides),
estimulando a atividade de troca de protons das membranas que estimula a extensdo e a
diferenciacdo celular (Ono; Rodrigues, 1996; Hartmann et al., 2002). Tal fato pode ter
contribuido ao enraizamento e a falta de diferenca significativa entre o tratamento testemunha
e o tratamento com 2000 mg L™ de AIB.

No que se refere ao nimero de raizes por estaca, a comprimento das trés maiores raizes
e a variavel massa seca de raizes por estaca, no periodo final da primavera ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 4). C. sylvestris segundo Forster e Melo
(2007) possui um ritmo de crescimento médio, o que parece justificar os tempos prolongados
de permanéncia em casa de vegetacdo, pois foram necessarios cerca de 150 dias para obter um

bom desenvolvimento das raizes.
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Tabela 4- Numero de raizes por estaca, comprimento das trés maiores raizes, massa seca das raizes de estacas de
C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB), no final da
primavera/2007 avaliadas aos 150 dias.

oL e e
0 51a 49a 30a
1000 46a 50a 60 a
2000 55a 41a 20 a
3000 2,6a 34a 20 a
Meédia 5,2 4.4 30

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05).

A auséncia de brotacbes € um resultado negativo que pressupde a continuacdo das
pesquisas. A melhor estacdo do ano para o enraizamento de estacas de guacgatonga, foi o final
da primavera concordando com o trabalho de Cavallari (2008). A estacdo de coleta esta
estreitamente relacionada com a consisténcia da estaca, e estacas coletadas no periodo de
crescimento vegetativo intenso (primavera/verao) apresentam-se mais herbéceas e, de modo
geral, espécies dificeis de enraizar, ou seja espécies nas quais 0 emprego de reguladores
vegetais proporciona pouco ou nenhum beneficio ao enraizamento das estacas, como C.
sylvestris, mostram maior capacidade de enraizamento, enquanto estacas coletadas no inverno

possuem maior grau de lignificacdo e tendem a enraizar menos (Fachinello et al., 1995).

5.3.2 Enraizamento de estacas de C. sylvestris no verédo

Nenhuma das estacas coletadas no verdo e avaliadas apds 90 dias apresentou raizes
visiveis (Tabela 5). As estacas foram avaliadas para todas as demais variaveis e colocadas
novamente no substrato de enraizamento, uma vez que as condi¢Bes aparentes das estacas, e a
baixa mortalidade média (21,9%), indicavam a possibilidade de um desenvolvimento positivo
das raizes. A porcentagem média das estacas com calos foi de 32,4% e a de estacas sem calos
foi de 45,7% (Tabela 5).

A boa taxa de sobrevivéncia das estacas em casa de vegetacdo pode estar relacionada a
época da coleta do material, o final do verdo, que € o periodo no qual C. sylvestris ndo esta

investindo em producdo de estruturas sexuais (Lorenzi, 1992).
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Tabela 5- Porcentagem de estacas vivas (sem raizes e. com ou sem calos), mortalidade e porcentagem de folhas
retidas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB), no final
do verdo/2008 e avaliados aos 90 dias.indolbutirico (AIB), no final do verdo (de 2007) e avaliados
apos 90 dias. Curitiba- PR —2010.

Estacas vivas

AlB Mortalidade rFeOtIirc]iZZ
(mg L) Com calosesem raizes Sem calos e sem raizes (%) o

(%) (%) (%)

0 28,1b 51,6a 20,3 a 60,9 a

1000 28,1b 50,0 a 219a 57,8 ab

2000 29.7b 40,6 a 29,7 a 56,3 ab

3000 438 a 40,6 a 15,6 a 477D
Média 32,4 457 21,9 55,7

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05).

Assim a alocacdo de biomassa é voltada para o crescimento das partes vegetativas,
podendo proporcionar maior acimulo de reservas nos tecidos (Taiz; Zeiger, 2004).

A porcentagem de folhas retidas foi de 55,7% e decresceu com 0 aumento das
concentracdes de AIB. Foi observado que quase todas as estacas apresentavam pelo menos
uma folha retida, das duas iniciais. Tais resultados concordam com Machado et al. (2005) em
estacas semilenhosas do porta-enxerto de videira ‘VR043-43 (Vitis vinifera x Vitis
rotundifolia). A presenca das folhas nas estacas constitui fonte de auxinas e outros hormonios
para a sua base, que sdo necessarios para o enraizamento (Hartmann et al., 2002). Fochesato
et al. (2006) verificaram que o numero de folhas presentes em estacas semilenhosas de louro
(Laurus nobilis L.) apresentou grande influéncia sobre a sobrevivéncia das mesmas.

Com base em tais observagdes foi conduzida uma segunda avaliagdo do experimento
implantado no final do verdo. As expectativas ndo foram, porém, confirmadas completamente,
pois apds 240 dias da instalacdo, o numero de estacas que apresentaram enraizamento foi
minimo (Tabela 6). Houve diferencas significativas entre os tratamentos e o tratamento com

3000 mg L™ de AIB proporcionou os melhores resultados (6,3%) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Porcentagem de estacas enraizadas, vivas (sem raizes e com ou sem calos), mortalidade e
porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris. sob efeito de diferentes concentracbes de acido
indolbutirico (AIB), no final do verdo/2008 e avaliadas aos 240 dias.

Estacas vivas (%0)

AlB Mortalidade rFe?[Iizzz

(MyLY  Enraizadas (%) ¢/ calos e s/ s/calos e s/ (%90) (%)
raizes raizes

0 16b 140Db 31,3a 51,6 bc 55ab
1000 0 6,3 b 219a 719a 2,4 bc
2000 3lab 15,6 ab 15,6 a 65,6 ab 09c
3000 6,3a 25,6 a 26,6 a 40,6 ¢ 94a
Meédia 2,75 15,4 23,9 57,4 4,6

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05).

Esse tratamento foi 0 que apresentou maior porcentagem de estacas vivas na avaliagcdo
relativa aos 90 dias (Tabela 5), portanto é possivel que a maior sobrevivéncia e a maior
concentracdo de AIB inicial tenham sido uma condicdo favoravel ao maior enraizamento.
Igualmente o tratamento que proporcionou 0 maior percentual de estacas enraizadas
conservou também o maior nimero de folhas nas estacas, sendo a porcentagem de folhas
retidas significativamente maior do que nos demais tratamentos (9,4%) (Tabela 6). Tal fato
concorda com quanto descrito por Bordin et al. (2005), para os quais a presenca da folha em
estacas semilenhosas de porta-enxertos de videira IAC 766 e IAC 572 foi essencial para a

formacao de raizes adventicias em casa de vegetacdo.

Tabela 7 - NUmero de raizes por estaca, comprimento das trés maiores raizes, massa seca das raizes de estacas de
C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentracBes de &cido indolbutirico (AIB), no final do
verdo/2008 e avaliadas aos 240 dias.

1 N° de raizes  Comprimento 3 maiores Massa seca das
AIB (mgL™) . ;
por estaca raizes (cm) raizes (mg)

0 3b 1b 16 b
1000 0 0 0
2000 15¢ 0,2¢c 12b
3000 8a 3,3a 97a
Média 4,17 1,1 31,3

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05).
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Observa-se, porém, que na segunda avaliacdo do experimento implantado no final do
verdo (Tabela 6), a porcentagem de estacas enraizadas foi baixa, quando comparada com os
resultados obtivos em estacas colhidas no final da primavera (Tabela 3). Tal fato parece
confirmar, que os fatores que mais influenciaram o enraizamento de C. sylvestris foram
preferencialmente extrinsecos, como o tipo de estaca utilizada, estacdo de coleta, condi¢des de
umidade e, portanto, ndo ligados a aplicacdo de auxinas sintéticas.

O tratamento que apresentou 0 maior numero de raizes por estaca, maior comprimento
das trés maiores raizes e maior massa seca foi com a concentracdo 3000 mg L™ de AIB
(Tabela 7). O AIB promoveu, portanto, maior emissdo de raizes adventicias nas estacas,
aumentando o numero e a massa seca das raizes emitidas, conferindo bom desenvolvimento
das raizes (Figura 7E). A melhor resposta das estacas tratadas com a maior concentracdo de
AIB com respeito ao tratamento testemunha poderia também ser devida a melhor condicdo

geral das estacas e a maior retencdo foliar das mesmas.

5.3.3 Enraizamento de estacas de C. sylvestris no outono e no inverno

As estacas colhidas no outono e no inverno ndo emitiram raizes adventicias. No periodo
relativo ao final do outono, a porcentagem média de mortalidade foi elevada (76,2%) sendo
que as estacas vivas ndo apresentaram calos e perderam também quase todas as folhas (Tabela
8). As estacas relativas ao tratamento com 3000 mg L™ de AIB diferiram significativamente
dos demais tratamentos nas varidveis estacas vivas (sem calo e sem raizes) e mortalidade,
porém, o aplicacdo do regulador vegetal ndo influenciou significativamente na retencao foliar.

Quase a totalidade das estacas coletadas no final do inverno morreram, ndo havendo
diferencas significativas entre os tratamentos (Tabela 8). Estacas tratadas com 2000 mg L™ de
AIB apresentaram maiores percentuais de estacas vivas e de folhas, no entanto com valores
muito modestos (Tabela 8).

Mindéllo Neto (2006), em estacas herbaceas de pessegueiro (Prunus persica), relatou
enraizamento nulo ou insignificante quando as estacas estavam desprovidas de folhas. Nos
dois periodos ndo foram observados calos nas estacas vivas no momento da avaliag&o,
resultado que também concorda com o obtido por Endres et al. (2007) em que a formacéo de
calos ndo foi relacionada com a concentracdo de auxina utilizada indicando que o alto indice
de sobrevivéncia das estacas aparentemente ndao garante que as estacas estejam em processo

de desdiferenciacdo, ou seja, ocorrendo a formacéo de calos ou rizogénese.
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Segundo Neves et al. (2006) no outono, os dias curtos e as temperaturas baixas do
ambiente exercem influéncia negativa no processo fotossintético das arvores matrizes. No
inverno, dias curtos e baixas temperaturas alteram processos fisioldgicos, como a fotossintese
e translocacdo de compostos, das arvores matrizes, o que pode dificultar o enraizamento das
estacas obtidas. A porcentagem de enraizamento diminui com a proximidade do inverno,
qguando os niveis de &cido abscisico (ABA) sdo normalmente altos. Tais fatores
provavelmente influenciaram o comportamento das estacas de C. sylvestris coletadas no
presente trabalho. Para Neves et al. (2006), a porcentagem de estacas vivas de corticeira-da-
serra (Erythrina falcata Benth) que ndo produziram raizes e nem calos foi maior nas estacas
herbaceas e semilenhosas oriundas de arvores adultas nas coletas efetuadas no outono (26 a
34%).

Tabela 8 — Porcentagem de estacas vivas sem calos e sem raizes, porcentagem de folhas e mortalidade em
estacas C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB) no final do
outono/2007 e no final do inverno/2007 e avaliadas aos 90 dias.

Outono Inverno
AlB Scalos s/ rFeOtIiZ: Mortalidade ~ S/calos s/ rFe?[Iizzz Mortalidade
(mg L) raizes (%) (%) (%0) raizes (% (%) (%0)

0 156b 140" 84 4a 63D 39¢c 9377
1000 219D 16,4 78,1a 0 0 100,0
2000 14,1b 10,9 85,9 a 141a 109 a 85,9
3000 43,7 a 14,0 56,3 b 6,3 b 6,2 b 93,7

Média 23,4 13,8 76,2 6,7 53 93,4

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0,05) n.s. ndo significativo
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3.4 CONCLUSOES

Nas condicdes em que foi realizado o presente trabalho, é possivel concluir que:

C. sylvestris pode ser considerada uma espécie de dificil enraizamento;

Para a rizogénese em estaca caulinar semilenhosa de C. sylvestris a melhor época de

coleta e o final da primavera.
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6 CAPITULO IV ESTAQUIA DE BROTACOES DE PODA DE PLANTAS
ADULTAS DE Casearia sylvestris Swartz

RESUMO

A Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae) ou guacatonga, € uma arvore medicinal nativa da
America Central e do Sul,cujas folhas sdo tradicionalmente utilizadas na forma de cha pela
medicina popular para o tratamento problemas gastricos em geral assim como picadas de
cobra e abelha e investigadas para a cura do cancer e outras doencas. Apesar de sua
importancia comercial e medicinal, existem poucos trabalhos publicados sobre a producdo de
mudas e técnicas de propagacao vegetativa da espécie. A propagacdo de C. sylvestris por
estaquia pode ser um método eficiente para obtencdo de material homogéneo, com
caracteristicas genéticas desejaveis, produzido a partir de plantas matrizes selecionadas. O
presente trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da aplicacdo de &cido indol butirico
(AIB) em solucdo no enraizamento de estacas semilenhosas de C. sylvestris coletadas no
comeco da primavera de 2008 (7 de outubro de 2008). As estacas, obtidas de brotacGes de
poda de plantas adultas podadas em marco de 2008, situadas no Bosque do Campus Il da
Universidade Federal do Parand (Jardim Botanico) em Curitiba-PR, foram confeccionadas
com diametro variando entre 0,2 e 0,5 cm e com comprimento entre 8 e 10 cm mantendo-se
um par de folhas na porcéo apical. Posteriormente foram tratadas com AIB (0, 1000, 2000,
3000mg L™?), em solucdo hidroalcodlica (50% v/v). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com 4 tratamentos e 4 repeticdes de 16 estacas por parcela. Aos 180
dias foram avaliadas a porcentagem de estacas enraizadas, nUmero e comprimento médio de
raizes, porcentagem de estacas vivas com calos e vivas sem calos, nUmero médio de folhas
retidas e porcentagem de estacas mortas. A porcentagem média de enraizamento foi 66,01%,
sendo que o AIB ndo exerceu qualquer influéncia no enraizamento. O nimero médio de raizes
formadas por estaca foi de 6,47 enquanto que o comprimento médio de raizes chegou a
4,01cm com 50,03% de folhas retidas.

Palavras-chave: Rejuvenescimento. AIB. Guacatonga. Espécie medicinal.



102

ABSTRACT: ROOTING OF Casearia sylvestris Swartz CUTTINGS FROM
REJUVENATED BRANCHES.

Casearia sylvestris (Salicaceae), known as guacatonga, is a native medicinal tree from Central
and Southern America whose leaves are traditionally used in popular medicine as infusion for
gastric problems treatments and as antivenin for snakebites and bee stings. Pharmaceutic uses
include the application of leave extracts in anticancer and other diseases drugs. Although it’s
commercial and medicinal relevance, there are just few published works related to seedling
production and vegetative propagation techniques for this species. C.sylvestris propagation by
cuttings can be an efficient method to obtain homogeneous material, with desirable genetic
characteristics, produced from selected mother plants. The work aimed to study the effect of
indolebutyric acid application (IBA), on cuttings rooting of C.sylvestris, collected in early
spring 2008 (October 2008). Semihardwood cuttings from shoots grown after previous
pruning (March 2008) were collected from stockplants located at UFPR Campus Il - Jardim
Botanico woods, in Curitiba - Parana. Plant material, 8-10 cm in length and 0,2 e 0,5 cm in
diameter, was prepared maintaining a pair of leaves and treated with IBA (0, 1000, 2000,
3000 mg L™ ) in hydroalcoholic solution (50% v/v). The experiment was set in randomized
blocks design with 4 treatments, 4 replicates and 16 cuttings per plot. After 180 days were
evaluated the following variables: rooted cuttings percentage, number and mean length of
roots/cutting, percentage of cuttings with callus, percentage of retained leaves per treatment,
cuttings mortality percentage. Higher percentage of rooted cuttigs was obtained no IBA
66,01%, the mean number of roots/cutting was 6,47, while the mean length of roots/cutting
was 4,01cm with an average of 50,01% retained leaves per treatment.

Key words: Regrowth. IBA. Guacatonga. Medicinal species.
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6.1 INTRODUCAO

Casearia sylvestris Swartz, ou guacgatonga, segundo um dos inimeros nomes populares,
é uma arvore medicinal pertencente a familia Salicaceae, cujas folhas, ramos e raizes sdo
amplamente utlizadas na medicina popular contra picadas de cobra e abelha, afecGes do
estdmago e cicatrizante (Lorenzi, 2002). Estudos farmacoldgicos testaram amplamente suas
propriedades antitlcera (Basile et al., 1990), antitumorais e antinflamatorias (Almeida, 1999),
genotdxicas (Maistro et al., 2004), antiofidicas (Borges et al., 2000).

A propagacdo de C. sylvestris pode ocorrer sexuada ou assexuadamente, por rebentos
nascidos das raizes (Imatomi, 2007) ou estacas caulinares (Cavallari, 2008). O percentual
mais alto de germinagdo das sementes de C. sylvestris foi de 47% a 25 °C (Rosa; Ferreira,
2001). Pode haver dorméncia nas sementes, assim como existe variacdo quanto ao
comportamento germinativo e a producdo de plantulas de sementes provenientes de diversas
localidades (Imatomi et al., 2001). Além disso as sementes precisam de longo tempo para
germinacdo e emergéncia e de temperaturas constantes como as obtidas no interior de mata
onde, ndo havendo insolacdo direta plena, ndo ha variagfes drasticas nas temperaturas diarias
e sazonais (Rosa; Ferreira, 2001).

No que se refere a propagacao assexuada, ou vegetativa, os resultados obtidos até agora
em C. sylvestris ndo foram muito promissores. O material utlizado, proveniente de plantas
adultas, proporcionou porcentagens de enraizamento e brotacdo baixas ou nulas (Imatomi,
2001; Cavallari, 2008). A viabilidade do uso da estaquia na propagacdo, com objetivo
comercial, depende da facilidade de enraizamento da espécie/cultivar, da qualidade do sistema
radicial formado e do desenvolvimento posterior da planta (Fachinello et al., 2005).

Para a formacdo das raizes adventicias, sdo necessarios determinados niveis de
substancias naturais que, em proporcoes e concentragcdes adequadas, se acumulam na zona de
regeneracdo de raizes, favorecendo a emissao das mesmas (Taiz; Zeiger, 2004; Hartmann et
al., 2002). Tais substancias, sdo auxinas carboidratos, substancias nitrogenadas, aminoacidos,
compostos fendlicos e substancias ndo identificadas (Lima, 2008).

O é&cido indol butirico (AIB), uma auxina sintética, € mais estavel e menos soltvel que a
auxina endogena, acido indol acético (AlA), pois é fotoestavel, de acdo localizada,
persistente, ndo toxico em ampla gama de concentracfes e ndo é atacado por acédo bioldgica,
sendo portanto, considerado um dos melhores estimuladores do enraizamento (Miranda et al.,
2004).
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Os co-fatores de enraizamento sdo substancias de ocorréncia natural, tais como
polifendis e certos compostos fenolicos, como &cido caféico, catecol e &cido clorogénico, que
interagem sinergisticamente com as auxinas induzindo a iniciacdo das raizes (Felzener et al.,
2008). Tais fatores sao sintetizados nas gemas e folhas jovens e, em maior quantidade, em
estacas provenientes de plantas jovens (Hartmann et al., 2002, Taiz; Zeiger, 2004), dessa
forma, é caracterizada a importancia para muitas espécies a manutencdo de folhas e gemas em
atividade vegetativa, pois sdo responsaveis pela sintese de cofatores, auxinas e carboidratos
(Fachinello et al., 2005).

O aumento da idade ontogenética da planta, traz como inevitavel consequéncia na
clonagem de muitas espécies, especialmente lenhosas, a reducdo ou até perda completa da
capacidade de enraizamento (Hartmann et al., 2002). Possivelmente este fato esteja
relacionado com o aumento no contetido de inibidores e a diminuigdo de cofatores a medida
que aumenta a idade da planta (Betanin, 2008).

A maioria das plantas arboreas sofre mudancgas morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas
durante a transicdo da fase juvenil para a adulta, principalmente, com relacdo ao potencial de
clonagem, vigor de crescimento e resisténcia a doencas (Wendling; Xavier, 2001).

Para a propagacdo vegetativa, é de fundamental importancia a identificagdo de quais
individuos ou Orgédos se apresentam juvenis ou podem ser rejuvenescidos, por exemplo, por
meio de podas (Wendling; Xavier, 2001). Sendo assim, é recomendavel a coleta de brotacdes
jovens em plantas adultas, as quais, mesmo ndo caracterizando uma verdadeira condicdo de
juvenilidade, tém mais facilidade de enraizamento (Fachinello et al., 2005).

O objetivo do presente trabalho foi incrementar a porcentagem de enraizamento de
estacas caulinares de C. sylvestris utilizando material rejuvenescido a partir de planta adulta e

pela aplicacdo de diferentes concentracfes de AIB em solucdo hidroalcodlica.
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6.2 MATERIAL E METODOS

A coleta de C. sylvestris foi realizada no comeco da primavera de 2008 (7/10/2008),
sete meses ap6s a poda (Figura 8A). As plantas ndo apresentavam ainda botGes florais. Os
ramos semilenhosos foram obtidos de plantas matrizes as margens do Bosque do Campus I
da Universidade Federal do Parana (Jardim Botanico), em Curitiba, Parand, sendo as
coordenadas geogréficas do local latitude sul 25°26'50,29" e longitude oeste 49°14'18,35". O
solo é caracterizado como Gleissolo Haplico (Embrapa, 2003), estando situado a
aproximadamente a 900 m de altitude. O clima da regido é o subtropical tmido mesotérmico
(Cfb, segundo a classificacdo de Képpen), sem estacdo seca definida, com temperatura média
nos meses mais quentes de 22 °C e 12 °C nos mais frios, valores médios anuais de
precipitacdo de 1.450 mm e 81% de umidade (lapar, 1994).

As estacas caulinares foram confeccionadas com didmetro variando entre 0,2 e 0,5cm e
com comprimento entre 8 e 10 cm, com corte em bisel na base e transversal acima da ultima
gema axilar, mantendo-se um par de folhas na porcdo apical. As bases das estacas foram
imersas em solugdes hidroalcodlicas (50% v/v) de AIB nas concentragBes de 0, 1000, 2000 e
3000 mg L™, por 10 segundos. O plantio foi realizado em tubetes de 53 cm® contendo
Plantmax HT® como substrato (Figura 8B). O delineamento estatistico utilizado foi
inteiramente casualizado, com 4 tratamentos e 4 repeticGes de 16 estacas por parcela.

As estacas foram mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdo intermitente, do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrérias, Universidade
Federal do Parand, Curitiba, PR, com o seguinte tempo de rega: 15 segundos a intervalos de
15 minutos, das 8h as 17h; 15 segundos de rega a cada hora, das 17h as 23h e 15 segundos de
rega a cada 3 horas, das 23h as 8h.

Aos 180 dias apds o plantio, foram avaliadas as variaveis: porcentagem de estacas
enraizadas (estacas que apresentavam pelo menos uma raiz, com ou sem presenca de calos);
porcentagem de estacas vivas (sem raizes e com ou sem calos); porcentagem de estacas que
apresentavam brotacGes apicais; porcentagem de estacas mortas (com necrose em toda ou na
maior parte de sua extensdo), nimero de raizes por estaca, comprimento das trés maiores
raizes formadas por estaca (cm) e numero de folhas retidas por tratamento.

Para testar a homogeneidade das variancias se utilizou o Teste de Bartlett. Apos os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Para a realizagdo da andlise estatistica foi utilizado o programa
ASSISTAT, verséo 7.5 beta (Silva; Azevedo, 2009).
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Figura 8 - Estaquia de brotagdes de poda de plantas adultas de C. sylvestris. A - Brotagdes de poda de C.
sylvestris. B - Estacas plantadas em tubetes e mantidas em casa de vegetacdo prestes a serem
avaliadas. C - Detalhe do sistema radicial de estaca de C. sylvestris enraizada ap6s tratamento com
1000 mg L™ de AIB. D - Estacas de C. sylvestris enraizadas ap6s tratamento com 2000 mg L™ de
AIB.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis porcentagem de estacas vivas com calos e sem raizes, porcentagem de
estacas vivas sem calos e sem raizes e porcentagem de estacas com brotaces apicais, ndo
foram sujeitas a analise de variancia por haver somente 3 estacas sem calos e sem raizes
(tratamentos com 1000 mg L™, 2000 mg L™ AIB e testemunha), e 1 estaca com calo e sem
raiz (tratamento testemunha). A Tabela 9 ilustra os resultados da analise de varidncia das

demais variaveis, os quais serdo discutidos separadamente.

Tabela 9 - Porcentagem de enraizamento, nimero de raizes, comprimento das 3 maiores raizes, porcentagem de
folhas retidas e mortalidade de estacas de brotacdes de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentrac@es de acido indol butirico (AIB), avaliadas aos 180 dias.

AIB Enraizamento !\lo de Compr_imento Folhas Mortalidade
gLy % T ImE sty o

0 60,93 "* 6,77 "° 4,21 " 53,90 35,94 "*
1000 71,88 6,31 3,66 51,56 26,56
2000 76,56 7,06 4,21 54,69 21,88
3000 54,69 5,72 3,96 40,63 45,31
Média 66,00 6,47 4,01 50,03 34,00

n.s. ndo significativo

6.3.1 Porcentagem de estacas enraizadas

As porcentagens de enraizamento obtidas em brotacGes de plantas adultas de C.
sylvestris encontram-se na Tabela 9. Nao houve diferenca significativa entre as médias dos
tratamentos, sendo a média de enraizamento de 66,00%, resultado excelente, se comparado
com os dados encontrados na bibliografia sobre a propagacédo por estaquia de C. sylvestris.
Autores como Pereira et al. (2003), Cavallari (2008) e Imatomi (2007) relataram porcentagens
de enraizamento muito inferiores as obtidas no presente trabalho. Pereira et al. (2003)
obtiveram somente 10% de enraizamento em estacas apicais de plantas adultas de C.
sylvestris, no tratamento 2000 mg L™ de AIB, em imersdo de 1 minuto; Cavallari (2008),
obteve 21,1% de enraizamento em estacas apicais de C. sylvestris, submetidas a imersdo lenta
(24 horas) em concentracBes até 90 mg L™ de AIB; por sua vez Imatomi (2007), em estacas
lenhosas caulinares retiradas da base de arvores adultas de C. sylvestris, obteve, apds imerséao
rapida na combinacdo ANA+AIB (500 mg L™ + 1000 mg L), 25% de enraizamento. Todos

0s autores utilizaram propagulos de ramos adultos, 0os quais enraizaram somente ap0s a



108

aplicacdo de regulador vegetal; no presente trabalho a simples poda dos ramos, com o relativo
rejuvenescimento das brotacdes, renderam dispensavel a utilizacdo do regulador vegetal
aumentando de forma consideravel o enraizamento da espécie (66,00%).

Vérios autores constataram que 0 enraizamento de estacas apicais ou subapicais era
incrementado significativamente por meio de podas constantes nas plantas matrizes (Kibbler
et al., 2004; Scaloppi Junior et al., 2004). A poda, junto com outras técnicas como as
enxertias e estaquias seriadas, a estaquia de raiz, a micropropagacdo por subculturas
consecutivas de meristemas, proporciona um revigoramento fisiolégico (Wendling; Xavier
2001; Hartmann, et al., 2002). O revigoramento consiste na aplicacdo de praticas, como neste
caso a poda, mas também adubacdo, irrigacdo, sombreamento e controle de pragas e doencas,
que visem retornar a planta a um estado de alto vigor fisiolégico (Heberle, 2010). Ja o
rejuvenescimento pode ser considerado como a forma de reverséo do tecido das plantas do
estado maduro para o juvenil (Wendling; Xavier, 2005).

Estudos sobre caramboleira comfirmaram também que estacas retiradas de plantas
juvenis apresentaram melhores resultados de enraizamento em relacdo aquelas retiradas de
plantas adultas, observando-se 47% de enraizamento com estacas juvenis e nenhuma estaca
enraizada com estacas adultas. Tal fato provavelmente ocorreu devido as caracteristicas
fisioldgicas das plantas matrizes, pois quando uma planta encontra-se na fase juvenil,
apresenta um maior teor de co-fatores de enraizamento e menor teor de inibidores (Bastos et
al., 2009).

E provavel que devido ao renovado vigor do material utilizado o nivel de auxinas
enddgenas tenha sido suficiente para promover um bom enraizamento em todos os
tratamentos. Osterc et al. (2009), trabalhando com cerejeira ornamental (Prunus subhirtella),
constataram que estacas derivadas de plantas rejuvenescidas in vitro continham a sua base o
dobro da auxina natural AlA (&cido indol acético) de estacas retiradas de plantas de mais de
40 anos de idade. As estacas retiradas das plantas jovens enraizaram melhor do que estacas de
plantas adultas. Igualmente Bitencourt et al. (2009) afirmam que a aplicacdo de AIB nao
otimizou o enraizamento das estacas de brotagdo do ano de erva mate (llex paraguariensis A.
St.-Hill.), o que para os autores pode indicar a auséncia de um co-fator necessario ao
enraizamento ou até mesmo a presenga de composto que diminua o potencial de enraizamento
de estacas provenientes de material adulto.

A quantidade critica limite de regulador vegetal depende, porém, de fatores como a
espécie propagada e as caracteristicas genéticas intraespecificas da mesma (Fachinello et al.,

2005). Contudo ainda ndo estd claro se o comportamento das estacas estd associado a
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diferencas genéticas que afetam a capacidade de enraizamento ou é simplesmente uma
expressao do crescimento e das condicGes fisioldgicas e da planta matriz (Kibbler et al.,
2004).

6.3.2 Numero médio de raizes por estaca

Nd&o houve diferenca significativa entre as médias dos tratamentos, portanto o regulador
vegetal ndo influenciou o numero de raizes adventicias, sendo o nimero médio de raizes 6,47
(Tabela 9).

Segundo o relatado por Neves et al. (2006) em cortigeira-da-serra (Erythrina falcata
Benth.), estacas oriundas de brotagdes apresentaram bom desempenho no que se refere a
porcentagem de enraizamento em compara¢do com estacas herbaceas e semilenhosas, sendo
que o tratamento com AIB ndo incrementou a inducdo de raizes, nem contribuiu para
aumentar o comprimento da raiz, independentemente do tipo de estaca.

Os resultados obtidos no presente trabalho concordam com as afirmagdes de Scaloppi
Junior e Martins (2003). Esses autores afirmam que o AIB ndo promoveu incrementos no
enraizamento das espécies de Annonaceae, sendo o sucesso do enraizamento dependente da
espécie e da época do ano, havendo, portanto, um periodo favoravel a realizacdo da estaquia,
com as espécies A. glabra e A. montana. Por outro lado Fochesato et al. (2006), relatam que
em estacas com duas folhas de loureiro (Laurus nobilis L.) a concentracéo de 2000 mg L™ de
AIB possibilitou a formacdo de um maior nimero de raizes (3,5 raizes/estaca), evidenciando
como o regulador vegetal apresenta acoes diversas em diferentes espécies (Cézar et al., 2009).

De acordo com Nachtigal (1999), ndo ha na literatura uma referéncia ao nimero e
comprimento adequado de raizes nas estacas, no entanto, esses fatores estdo relacionados a
capacidade de sobrevivéncia e de desenvolvimento da planta apds o periodo de formacéo das
raizes, favorecendo melhor fixacdo da muda no solo e maior eficiéncia para absorcdo de

nutrientes de agua.

6.3.3 Comprimento médio das trés maiores raizes por estaca

Para a variavel comprimento médio de raizes por estaca, também ndo houve diferenca
significativa entre as médias, sendo, 4,01 cm a média obtida (Tabela 9) (Figuras 8C e 8D).
Igualmente Bordin et al. (2003) ndo obtiveram diferenca significativa quanto ao comprimento

médio de raizes por estaca de acerola (Malpighia emarginata D. C.) em nenhum dos seus
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tratamentos com AIB (0, 500, 1000, 1500 e 2000 mg L™). Resultados semelhantes foram
achados por Bortolini et al. (2007) os quais constataram que, em estacas caulinares de kudzu
(Pueraria lobata (Willd) Ohwi) e, no verdo, o0 maior comprimento médio de raizes por estaca
foi na testemunha (5,22 cm), mas néo diferiu significativamente dos demais tratamentos com
AIB (500, 1000, 1500 mg L ™), sendo respectivamente 4,69 cm, 4,45 cm e 4,21 cm.

Em estacas caulinares de quaresmeira (Tibouchina fothergillae (D.C.) Cogn) tratadas
com trés diferentes concentracdes (0, 500 e 1000 mg kg™) de &4cido naftaleno acético (ANA),
0 comprimento medio das trés maiores raizes por estaca ndo apresentou diferenga
significativa dentre os tratamentos, o comprimento variou entre 2,9 e 3,7 cm, sendo a maior
média obtida no tratamento com 500 mg kg™ de ANA (Cézar et al., 2009).

Igualmente Andrade et al. (2007), trabalhando com o enraizamento de estacas herbéceas
de amoreira-preta, constatando que ndo houve diferenca significativa em fungdo da
concentracdo de regulador utilizada, verificando-se valores entre 3,6 e 4,1 cm e concluindo
que a total auséncia do regulador é benéfica em vista de se diminuir as atividades com méo-
de-obra e aquisi¢cdo do regulador vegetal. Da mesma, forma foi observado que em estacas
semilenhosas de figueira (Ficus carica L.) tratadas com AIB preparado em p6 em diferentes
concentraces (0, 2500, 5000, 7500 e 10000 mg L™), o maior comprimento médio ocorreu
nos meses de setembro e outubro no tratamento testemunha, sendo o tratamento com maior
concentracdo de AIB (10000 mg L™) o que proporcionou raizes mais curtas (Ramos et al.,
2008). Tais resultados comfirmam o relatado e ainda com Carvalho et al. (2005), ndo
verificando efeitos significativos do AIB na qualidade do sistema radicial de estacas de lichia.

Neste sentido, é necessario lembrar que para a obtencdo de mudas de qualidade, a
porcentagem de enraizamento € tdo importante quanto a formacgdo de um bom aparato
radicial. Um sistema radicial com maior nimero de raizes, bem desenvolvidas e capazes de
fixar a muda solidamente no solo, € mais eficiente do que um sistema radicial com raizes
muito compridas e escassas, mas frageis e sujeitas a enmaranhamento o que pode
comprometer a absor¢do de &gua e sais minerais, diminuindo o vigor e as chances de

sobrevivéncia da muda.

6.3.4 Porcentagem de folhas retidas

Para a variavel porcentagem de folhas retidas também ndo houve diferenca entre as

médias dos tratamentos. A reten¢do foliar média foi 50,03%, (Tabela 9).
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Nesse sentido, em estacas semilenhosas do porta-enxerto de videira ‘“VR043-43" (Vitis
vinifera x Vitis rotundifolia) Machado et al. (2005) relataram que a porcentagem de estacas
que nédo perderam a folha (retencdo foliar), decresceu com o aumento das concentracOes de
AIB e as estacas ndo tratadas com AIB apresentaram a maior porcentagem de retencéo foliar
(68,8%), resultados semelhantes aos obtidos no presente trabalho. Lima et al. (2007), testaram
o efeito da presenca ou da auséncia de estipulas foliaceas, da auséncia de folha e da presenca
de meia, uma e duas folhas, para estimulacdo do enraizamento de estacas semilenhosas de
maracujazeiro amarelo nativo (Passiflora actinia Hooker) e constataram que a presenca de
uma maior area foliar na auséncia das estipulas favoreceu ndo somente a porcentagem de
enraizamento, como também a qualidade da raiz formada. Além disso, para os autores, as
folhas foram determinantes para o sucesso do enraizamento das estacas semilenhosas, sendo
que a presenca de uma ou duas folhas na auséncia de estipulas conferiu maior enraizamento,
comprimento, nUmero e massa seca as raizes.

A presenca de folhas nas estacas é necessaria e tem efeito benéfico pois nelas se da a
sintese de carbohidratos assim como a producédo de auxinas e co-fatores de enraizamento, 0s
quais sao translocados para a base das estacas, contribuindo para o processo morfogenético de
formacgdo de novos tecidos, como as raizes (Hartmann et al., 2002). Para manter adequado
suprimento de carboidratos, necessarios a formacéo de raizes, é importante que o ambiente de
enraizamento tenha uma névoa intermitente, pois as goticulas de agua formam uma fina
camada sobre a superficie das folhas, mantendo a sua umidade e fazendo com que estas
percam calor e se refrigerem, possibilitando a fotossintese das folhas (Ono; Rodrigues, 1996).

A aplicacdo de AIB e a retencdo de folhas em estacas herbaceas de pessegueiro (Prunus
persica (L.) Batsch) cv. Charme, melhoraram o enraizamento, e o tratamento mais efetivo foi
aquele que combinou 1000 mg L™ de AIB com 2 a 8 folhas nas estacas (Mindello Neto et al.,
2005). Lima et al. (2003) comparando diferentes areas foliares em estacas semilenhosas de
duas espécies de guaco (Mikania laevigata Schultz Bip Ex. Baker e Mikania glomerata
Sprengel) verificaram que o aumento da variavel area foliar incrementou a porcentagem de
enraizamento e a reducdo da mortalidade em ambas as espécies. A area foliar adequada para
uma estaca de determinada espécie é aquela que tem tamanho grande o bastante para produzir
fotoassimilados e pequeno o suficiente para reduzir a perda de agua por transpiragcdo
(Hartmann et al., 2002).

Para Gontijo et al. (2003), a presenca de folhas é importante para o enraizamento de

estacas de aceroleira; em estacas sem folhas ndo ocorreu a formagao de raizes. Contudo, s&o
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poucas as informacgdes sobre a quantidade ideal de folhas que devem estar presentes nas

estacas para se obter enraizamento satisfatorio (Mindéllo Neto et al., 2005).

6.3.5 Porcentagem de estacas mortas

Para a variavel porcentagem de estacas mortas, como para as precedentes variaveis, ndo

houve diferenca significativa entre os tratamentos.

Para Machado et al. (2005) em porta-enxertos de videira, a porcentagem de estacas
mortas teve um comportamento quadratico crescente, diferindo do presente trabalho, a menor
porcentagem de estacas mortas ocorreu na auséncia de AIB (2,5 %), enquanto com a maior
concentracdo da auxina (3000 mg L™) utilizada, obtiveram-se 43,8 % de estacas mortas.

A morte das estacas durante o processo de enraizamento em casa de vegetacdo,
normalmente esta associada a ocorréncia de agentes causadores de podriddes, principalmente
fungos, e a auséncia de formacdo de raizes, que faz com que ocorra um esgotamento das

reservas de nutrientes das estacas (Nachtigal, 1999).
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6.4 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi realizado o presente experimento, foi possivel concluir que:

Estacas semilenhosas de C. sylvestris provenientes de brotacdes de poda de plantas

adultas possuem um bom potencial para o enraizamento e vigor radicial.

N&o é necesséria a aplicacdo de AIB para a formacdo de raizes nas estacas desta

especie.
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7 CAPITULOV ESTAQUIA DE BROTACOES DE DECEPA E DE PODA DE
PLANTAS ADULTAS DE Casearia sylvestris Swartz

RESUMO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), ou guacatonga, € uma planta medicinal nativa da
America Central e do Sul, cujas folhas sdo tradicionalmente utilizadas no tratamento de
problemas géstricos, picadas de cobra e abelha e investigadas para a cura do cancer e outras
doencas. Uma das mais importantes consequéncias do envelhecimento ontogenético para a
clonagem é a reducdo, ou até mesmo a perda, da capacidade de enraizamento, verificada em
plantas adultas. A propagacdo por estaquia de explantes fisiologicamente mais jovens,
portanto com maior capacidade de enraizamento, pode ser um método eficiente para a
obtencdo de mudas de C. sylvestris. O presente trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da
aplicacdo de &cido indol butirico (AIB), em solucdo no enraizamento de estacas semilenhosas
de C. sylvestris coletadas no comeco da primavera/2009. As estacas, foram obtidas a partir de
brotacdes de decepa e de poda de plantas adultas podadas precedentemente, sendo praticadas
decepas do tronco a 30 e 120 cm e podas de ramos de 2,5-3 cm de diametro, praticados a 35
cm do ramo principal. As plantas matrizes nativas encontravam-se na Estacdo Experimental
da UFPR do Canguiri, em Pinhais-PR. As estacas foram confeccionadas com didmetro
variando entre 0,25 e 0,3 cm e com comprimento de 12 cm mantendo-se um par de folhas
com éarea reduzida pela metade na porcdo apical, em seguida foram tratadas com AIB (0,
1500, e 3000 mg L™), em solugéo hidroalcodlica (50% v/v). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado do tipo fatorial 3 x 3 (trés tipos de estaca e trés concentracdes de
AIB) com 6 repeticdes de 16 estacas. Aos 180 dias foram avaliadas porcentagem de estacas
enraizadas; porcentagem de estacas vivas; porcentagem de estacas com calos e sem raizes,
porcentagem de estacas com brotacfes apicais; porcentagem de estacas mortas, nimero de
raizes por estaca e comprimento das trés maiores raizes formadas por estaca (cm), nimero de
folhas retidas por tratamento e massa seca das raizes. Estacas de C. sylvestris obtidas de
brotacdes de poda apresentaram maior enraizamento sem aplicacdo de AlIB (95,81%). Estacas
de C. sylvestris obtidas de brotacGes de decepas de 30 e 120 cm apresentaram estimulo ao
enraizamento em decorréncia da aplicacdo de AIB até a concentragdo de 1500 mg L™.

Palavras-chave: Enraizamento. AIB. Decepa. Guagatonga. Espécie medicinal.
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ABSTRACT: ROOTING OF STEM CUTTINGS FROM SEVERELY PRUNED
Casearia sylvestris Swartz ORTETS

Casearia sylvestris (Salicaceae) is a native medicinal plant from Central and Southern
America, traditionally used in popular medicine for gastric problems treatments, as antivenin
for snakebites and bee stings. Pharmaceutic uses include the application of leave extracts in
anticancer and other diseases drugs. One of the most serious consequences of ontogenic aging
in mature plants is manifested by a substantial reduction or even loss of the rooting ability.
The use of physiologically younger explants, with higher inner rooting ability, could represent
a promising way to obtain C. sylvestris cuttings. The aim of the work was to study the effect
of indolebutyric acid application (IBA), in solution, on cuttings rooting of C. sylvestris,
collected in early spring 2009 (October 2009). Semihardwood cuttings from shoots grown
after previous severe pruning of ortets trunks (30cm and 120cm) and branches (2,5-3cm of
diameter, cutted 35 cm from the main branch insertion) were collected from stockplants
located at the Canguiri Experimental Station -UFPR, in Pinhais-PR. Plant material, 12 cm in
length and 0,25 e 0,3 cm in diameter, was prepared maintaining a pair of half leaves and
treated with IBA (0, 1500 and 3000 mg L™ ) hydroalcoholic solution (50% v/v) . The
experiment was set in randomized blocks design with 3x3 treatments (3 different shoots
positions x 3 IBA concentrations), 6 replications and 16 cuttings per plot. After 180 days were
evaluated the following variables: rooted cuttings percentage, number and mean length of
roots/cutting, mean number of retained leaves per treatment, percentage, percentage of
cuttings with apical shoots, percentage of cuttings with callus, percentage of cuttings survival,
percentage of cuttings mortality. A higher percentage of rooted cuttings was obtained without
IBA from shoots grown from purned branches (95,81%). C. sylvestris cuttings from stumped
trunks (30 and 120cm) rooted after 1500 mg L™ IBA tratments.

Key words: Rooting. IBA. Stumping. Guacatonga. Medicinal species.
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7.1 INTRODUCAO

Casearia sylvestris Swartz, ou guacatonga, é uma arvore medicinal pertencente a
familia Salicaceae, cujas folhas, ramos e raizes sdo amplamente utilizadas na medicina
popular contra picadas de cobra e abelha, afeccdes do estdmago e cicatrizante (Lorenzi,
2002). Estudos farmacoldgicos testaram amplamente as propriedades antiulcera (Basile et al.,
1990), antitumoral (Almeida, 1999), genotdxicas (Maistro et al., 2004), antiofidicas (Borges
et al., 2000) e antiinflamatdrias (Almeida, 1999). E amplamente difusa no México, América
Central e Caribe assim como na maioria dos paises da América do Sul desde a Colémbia até o
Paraguai e norte da Argentina (Lorenzi, 1992). C. sylvestris ocorre em todos os Estados
brasileiros e na maioria dos ambientes florestais, sendo uma espécie de alta densidade e ampla
distribuicdo, especialmente em matas ciliares (Sleumer, 1980; Lorenzi, 1992; Durigan et al.,
2003; Marquete; Vaz, 2007).

A propagacdo de C. sylvestris pode ocorrer sexuada ou assexuadamente, por rebentos
nascidos das raizes (Imatomi, 2007) ou estacas caulinares (Cavallari, 2008). O percentual
mais alto de germinagdo das sementes de C. sylvestris foi de 47% a 25 °C (Rosa; Ferreira,
2001). Pode haver dorméncia nas sementes, assim como existe variacdo quanto ao
comportamento germinativo e a producdo de plantulas de sementes provenientes de diversas
localidades (Imatomi, 2007). Além disso as sementes precisam de longo tempo para
germinacdo e emergéncia e de temperaturas constantes como as obtidas no interior de mata
onde, ndo havendo insolacdo direta plena, ndo ha variagOes drasticas nas temperaturas diarias
e sazonais (Rosa; Ferreira, 2001). Tais dificuldades de germinacdo de suas sementes
dificultam a producdo de mudas, tornando a clonagem por estaquia uma alternativa a
propagacao sexuada.

A maioria das plantas arbéreas sofre mudancas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas
durante a transicdo da fase juvenil para a adulta, principalmente, com relacdo ao potencial de
clonagem, vigor de crescimento e resisténcia a doencas (Wendling; Xavier, 2001).

Uma das mais importantes consequéncias do envelhecimento ontogenético para a
clonagem é a reducdo, ou até mesmo a perda, da capacidade de enraizamento, verificada em
plantas adultas (Hartmann et al., 2002). Possivelmente este fato esteja relacionado com o
aumento no conteudo de inibidores e a diminuicdo de cofatores a medida que aumenta a idade
da planta (Betanin, 2008).

A transicdo da fase juvenil para a adulta é gradual (homoblastica) e acompanhada por

mudancas nas caracteristicas vegetativas como morfologia, filotaxia, quantidade de espinhos,
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capacidade de enraizamento e retencdo de folhas em espécies deciduas. Porém, a transicéo da
fase adulta vegetativa para a adulta reprodutiva € abrupta (heteroblastica), pois o
florescimento envolve grandes alteragcbes no padrdo de morfogénese e diferenciacdo celular
do meristema apical do caule (Hartmann et al., 2002; Taiz; Zeiger, 2004). Segundo Wendling
e Xavier (2001), a maturacdo em plantas lenhosas, ou perda do carater juvenil, é assunto de
extrema importancia em vista, principalmente, das variagdes na capacidade de propagacao
vegetativa, nas taxas e formas de crescimento, na qualidade e rapidez da formacéo de raizes,
das mudancas nas caracteristicas de crescimento, morfologia foliar e, também, a mudangas
fisioldgicas e bioquimicas, com a transicao para o estado maduro.

A sequéncia cronologica das trés distintas fases de desenvolvimento (juvenil, adulta
vegetativa e adulta reprodutiva) resulta num gradiente espacial de juvenilidade ao longo do
dossel da planta denominado cone de juvenilidade, aonde zonas com maior juvenilidade s&o
aquelas situadas mais proximas a base da arvore, aumentando-se o grau de maturacdo a
medida que se aproxima do apice da planta (Taiz; Zeiger, 2004). Segundo Hartmann et al.
(2002), os brotos provenientes das gemas laterais de base possuem maior juvenilidade dos
tecidos e sdo mais vigorosos, fatores que melhoram a capacidade de enraizamento dos
mesmos.

Além disso, plantas podadas podem fornecer grandes quantidades de material juvenil
para a producdo de mudas (Bitencourt, 2008). Tais brotacdes podem ser obtidas por meio de
podas mais ou menos drésticas, desde a decepa ou corte dos ramos maiores e mais vigorosos
para reduzir o porte das plantas até a remocao de apenas 0s ponteiros dos ramos (De Souza;
Bleicher, 2002). Segundo Medrado et al. (2002), a recuperacdo de ervais degradados pode ser
realizada por meio de decepa total das arvores cuja produtividade esta baixa e isto estimulara
a formacdo de novas brotacGes, que serdo vigorosas. Igualmente Santin et al. (2008) sugerem
que a remocgdo de 70 % da copa de erveiras (llex paraguariensis St. Hill) debilitadas,
juntamente com o anelamento a 20 cm de altura, demonstra ser uma técnica eficiente na
inducdo de brotacdes de base.

No que se refere a propagacao assexuada, ou vegetativa, os resultados obtidos até agora
em C. sylvestris em estacas proveniente de planta adulta proporcionaram porcentagens de
enraizamento e brotagdo baixas ou nulas (Imatomi, 2007; Cavallari, 2008).

Para a propagacgdo vegetativa, ¢ de fundamental importancia a identificacdo de quais
individuos ou Orgaos se apresentam juvenis ou podem ser rejuvenescidos, por exemplo por
meio de podas (Wendling; Xavier, 2001). Sendo assim, é recomendavel a coleta de brotagdes

jovens em plantas adultas, as quais, mesmo ndo caracterizando uma verdadeira condicdo de
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juvenilidade, tém mais facilidade de enraizamento (Fachinello et al., 2005). A escolha do
material ideal para o processo de clonagem visa evitar ou diminuir perdas relacionadas a
inaptiddo dos propagulos & propagacdo vegetativa, a formacdo de mudas com baixo vigor
aéreo e radicial, o crescimento plagiotropico, entre outras caracteristicas indesejaveis
(Wendling; Xavier 2001).

Mesmo em estacas oriundas de tecidos rejuvenescidos, a utilizacdo de reguladores
vegetais pode aumentar o potencial de enraizamento (Iritani; Soares, 1981).

O é&cido indol-butirico (AIB), uma auxina sintética, é mais estavel e menos soltvel que a
auxina endogena, acido indol acético (AlA), pois é fotoestavel, de acdo localizada,
persistente, ndo toxico em ampla gama de concentracdes e ndo € atacado por acdo bioldgica, e
portanto, considerado um dos melhores estimuladores do enraizamento (Miranda et al., 2004).
Os cofatores de enraizamento sdo substancias de ocorréncia natural, tais como polifendis e
certos compostos fendlicos, como &cido caféico, catecol e &cido clorogénico, que interagem
sinergisticamente com as auxinas induzindo a iniciacdo das raizes (Felzener et al., 2008). Tais
fatores sdo sintetizados nas gemas e folhas jovens e, em maior quantidade, em estacas
provenientes de plantas jovens (Hartmann et al.; 2002; Taiz; Zeiger, 2004), dessa forma, é
caracterizada a importancia para muitas espécies a manutencdo de folhas e gemas em
atividade vegetativa, pois sdo responsaveis pela sintese de cofatores, auxinas e carboidratos
(Fachinello et al., 2005).

Os objetivos deste trabalho foram verificar a influéncia do rejuvenescimento por meio
de decepa e poda drastica e a aplicacdo da auxina sintética acido indol butirico (AIB) em

solucdo hidroalcoolica, no enraizamento de estacas caulinares C. sylvestris Swartz.



123

7.2 MATERIAL E METODOS

As plantas matrizes foram selecionadas dentre as arvores nativas da Estacdo
Experimental do Canguiri da UFPR, localizada em Pinhais, PR, Brasil (Figura 9). As
coordenadas geogréficas aproximadas do local de colheita sdo latitude 25° 23' 30,50" S e
longitude 49° 8' 11,34" W. O solo é caracterizado como Cambissolo Haplico (Embrapa,
2003). O clima da regido, segundo a classificacdo de Koppen, é classificado como Cfb,
mesotérmico Umido sem estacdo seca definida, com temperatura minima média de 12,5 °C e
temperatura méaxima média de 22,5 °C, estando sujeito a geadas severas (mais de cinco por
ano). A precipitacdo média anual da regido é de 1400 a 1500 mm, sendo os meses de abril e
maio 0s mais secos com média de 75 a 100 mm (lapar, 1994).

As plantas apresentavam aproximadamente a mesma altura (2,5 - 3 m) e mesmo
didmetro do caule (10-12 cm), estando posicionadas alinhadas a beira da mata, permitindo
rocadas periodicas. A decepa, que consistiu no corte das arvores em duas alturas, e as podas
foram realizadas com serra manual. Os cortes foram protegidos com Fixotac, uma cola
betuminosa para tacos de madeira, que forma uma pelicula de grande aderéncia e resistente a
umidade, para evitar a entrada de fungos. Os tratamentos (T) foram diferentes alturas de

decepa e de poda, do caule (decepa) e ramos principais (Figura 9 A-B-C):

e T1: 30 cm (decepa);
e T2: 120 cm (decepa);
e T3: ramos de 2,5-3 cm de didmetro, cortes praticados a 35 cm do ramo principal

(poda).

As decepas das arvores de C. sylvestris foram realizadas no dia 22 de abril de 2009, as
podas dos ramos no dia 9 de junho de 2009, de modo que as brota¢es quando colhidas,
apresentavam seis meses (decepas) e quatro meses e meio de idade (ramos) (Figura 9 D-E-F).
Os ramos podados foram aqueles situados na posicdo mais baixa da copa, para minimizar os
efeitos da idade ontogenética. Apds o corte, as cepas foram devidamente marcadas com
estacas de madeira e os ramos podados foram identificados amarrando fitas na proximidade
do corte.

A coleta de C. sylvestris foi realizada em outubro de 2009 (19/10/2009) quando as
brotacdes basais dos caules apresentavam um comprimento médio de cerca de 50 cm e as dos

ramos de cerca de 30-40 cm. As plantas ndo apresentavam ainda botdes florais. As estacas
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semilenhosas foram confeccionadas com cerca de 12 cm de comprimento e duas folhas com
sua area reduzida a metade, corte em bisel na base e reto no apice, os diametros médios das
estacas foram medidos com paquimetro digital, variando entre 2,5-3 mm.

Em cada tipologia de estaca (T1, T2 e T3) foram aplicados trés tratamentos com
solucdes hidroalcodlicas (50% v/v) de AIB nas concentracdes de 0, 1500 e 3000 mg L™, por
10 segundos. O plantio foi realizado em tubetes de 53 cm® contendo Plantmax HT® e
Vermiculita®, na proporgdo 1:1, como substrato (Figura 10A).

O experimento foi conduzido em um fatorial 3 x 3 (trés tipos de estaca e trés
concentracdes de AlIB), em delineamento inteiramente casualizado, com 6 repeticbes de 16
estacas. As estacas foram mantidas em casa de vegetacdo com irrigacdo intermitente, do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrérias, UFPR, Curitiba,
PR, com o seguinte tempo de rega: 15 segundos a intervalos de 15 minutos, das 8h as 17h; 15
segundos de rega a cada hora, das 17h as 23h e 15 segundos de rega a cada 3 horas, das 23h as
8h.

Aos 6 meses apds o plantio, foram avaliadas as varidveis: porcentagem de estacas
enraizadas (estacas que apresentavam pelo menos uma raiz, com e sem presenca de calos);
porcentagem de estacas vivas (sem raizes e com ou sem calos); porcentagem de estacas que
apresentavam brotacGes apicais; porcentagem de estacas mortas (com necrose em toda ou na
maior parte de sua extensdo), nimero de raizes por estaca e comprimento das trés maiores
raizes formadas por estaca (cm), nimero de folhas retidas e massa seca das raizes (g).

Para testar a homogeneidade das variancias utilizou-se o Teste de Bartlett e para a
comparacdo de médias, os dados foram submetidos ao Teste Tukey a 5% de probabilidade.
Para a realizacdo da analise estatistica foi utilizado o programa ASSISTAT, versdo 7.5 beta
(Silva; Azevedo, 2009).



Figura 9 - Estaquia de brotacdes de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris. A - Decepa a 30 cm do
solo. B - Plantas para decepa a 120 cm do solo. C - Plantas para poda de copa. D - BrotagGes de
decepa a 30 cm do solo. E - Brota¢des de decepa a 120 cm do solo. F - Brotagdes de poda de copa.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A discussdo dos resultados do enraizamento das estacas foi realizada por variavel. O
teste de comparacao de médias foi aplicado para a variavel porcentagem de estacas com calos
e ndo enraizadas utilizando apenas as médias dos resultados dos trés tipos de estacas, uma vez

que os tratamentos com AIB néo diferiram entre si significativamente.
7.3.1 Porcentagem de estacas enraizadas

A porcentagem de enraizamento foi maior nas estacas provenientes da brotacdo obtida a
partir das decepas de 30 cm e 120 cm na concentragdo de 1500 mg L™ de AIB (91,69% nos
dois casos), e das decepas de 30 cm e dos ramos podados, sem a aplicagdo do AIB ( 81,25% e
95,81% respectivamente) (Tabela 10).

Tabela 10 - Porcentagem de estacas enraizadas de brotacGes de decepa e de poda de plantas adultas de C.
sylvestris, sob efeito de diferentes concentracbes de &cido indol butirico (AIB), avaliadas aos 180

dias.
_ Concentrages de AIB (mg L™) _
Tipos de Poda Médias
0 1500 3000
Decepa 30cm 81,25 aA 91,69 aA 57,31 aB 76,75
Decepa 120cm 44,81 bB 91,69 aA 54,19 aB 63,65
Poda ramos 95,81 aA 66,69 bB 35,44 bC 65,98
Médias 73,96 83,36 48,98

Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical e médias seguidas da mesma letra mailscula na
horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Para todos os tipos de poda, a aplicacéo de AIB na dosagem de 3000 mg L™ resultou em
diminuigdo das porcentagens de enraizamento (Tabela 10). Tais resultados em parte
concordam com Bhusal et al. (2003) em estacas de trifoliata (Poncirus trifoliata L.) retiradas
de brotac6es juvenis do ano de plantas de 1 a 25 anos de idade. O percentual de enraizamento
apos 45 dias e sem aplicacdo de regulador vegetal desceu de 100% em estacas de plantas de 1
e 2 anos, até 23% para matrizes de 5 anos e 0 apo6s 45 e 90 dias em estacas coletadas de
plantas de 15 e 25 anos. Da mesma forma estacas juvenis de brotagdes de caramboleira
(Averrhoa carambola L.) se mostraram mais eficientes na formacdo de raizes adventicias
(47%), quando comparadas com as estacas retiradas de plantas com idade bioldgica adulta (15

anos), sendo que o tipo de estaca ndo influenciou em nenhuma das variaveis analisadas (Costa
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Bastos et al., 2009). Inuoe e Putton (2007), testando o potencial de enraizamento de
brotacdes do ano a epicdrmicas basais, de 12 espécies florestais da Floresta Ombroéfila mista
do Estado do Parand, determinaram que a Casearia decandra, junto com outras espécies,
apresenta uma propensdo natural, sem aplicacdo de regulador vegetal , ao enraizamento.

Por outro lado, Rosier et al.(2006) relatam que em abeto (Abies fraseri [Pursh] Poir.) o
percentual de enraizamento aumenta com a severidade da decepa e a diminuicdo da idade da
planta matriz. A aplicagdo de regulador vegetal (no caso 4 mM de AIB) foi significativa so
em plantas de 5 a 7 anos de idade, enquanto estacas de decepas de plantas de 3 anos de idade
enraizam igualmente com (51%) ou sem (50%) AIB. Husen e Pal (2006) estudando o
enraizamento de estacas semilenhosas de teca (Tectona grandis Linn.) obtidas de brotacdes de
decepas de 30 cm, subdivididas segundo a posicdo de origem (basal, mediana e apical) e
tratadas com diferentes concentragbes de AIB concluiram que a posicdo mediana na
concentracdo de 4000 mg L™ de AIB é a 6tima para a obtencdo do melhor enraizamento e
producdo de brotagdes em teca.

No presente trabalho, porém, foi feita uma distincdo entre a posicdo de origem das
brotagdes na planta mée, sendo todas as estacas utilizadas de tipo mediano. Contrariamente ao
esperado, 6timos resultados foram obtidos a partir de brotagcdes de poda do ano em ramos
externos da copa e sem aplicacao de AlB, o que indica um bom nivel de rejuvenescimento dos
tecidos vegetais. A poda de ramos resulta deste modo preferivel a decepa, permitindo a
conservagdo das plantas matrizes e sendo também menos trabalhosa em termos de mao de
obra.

Tal achado, porém, contrasta com os segundos melhores resultados obtidos das
brotacdes das decepas de 30 e 120 cm e aplicacdo de regulador vegetal na concentracdo de
1500 mg L, sendo estes os resultados mais l6gicos e concordantes com a bibliografia. No
entanto, a capacidade de enraizamento de brotacOes apicais pode ser aumentada com a
remocao das brotacGes basais (Leakey, 2004) e no presente estudo as matrizes das quais
foram retiradas as brotacdes dos ramos utilizadas ndo apresentavam brotacGes basais que
pudessem concorrer com as apicais.

Kibbler et al. (2004) realizaram vérios ensaios com a lenhosa nativa australiana
Backhousia citriodora F. Muell (Myrtaceae), espécie com alto valor comercial pelo 6leo
essencial e recalcitrante ao enraizamento. O objetivo de um dos experimentos foi comprovar
que o enraizamento foi influenciado pela juvenilidade do material e ndo pela posi¢cdo na
planta mée. Para tal fim foram coletadas estacas de ramos semilenhosos da copa (2 m de

altura), de brotacGes de gemas epicdrmicas da base do tronco e um segundo grupo de estacas
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juvenis foi coletado de brotagdes de estacas da mesma planta matriz, assim como estacas de
plantas adultas enraizadas o ano anterior e regularmente podadas a 20 cm, todas tratadas com
4000 mg L™ AIB em imersdo rapida. Os dois tipos de estacas juvenis enraizaram mais
rapidamente do que estacas maduras e ndo houve diferenca entre as estacas coletadas da base
e aquelas coletadas da copa da planta matriz, levando a conclusdo que o enraizamento
depende da juvenilidadedo material e ndo da posicéo do ramo.

Negash (2004) estudou o enraizamento de estacas herbéceas obtidas de brotacdes de
decepas de 20, 25, 80 e 120 cm e de ramos adultos de exemplares de diferentes idades de
oliveira (Olea europaea L. subsp. cuspidata), tratadas com 10 pl de AIB na base de cada
estaca por imersao rapida, com concentracdes variando de 0,10 a 0,35% de AIB. Estacas de
decepas de 25 cm de alturas de arvores de 4 e 6 anos proporcionaram 90% de enraizamento,
com ajuda do regulador vegetal. Na medida em que as brotacGes se afastavam do colo do
tronco (80, 120 e ramos), em arvores de 4 anos, 0s percentuais de enraizamento diminuiram
drasticamente (20%, 14% e 11% respectivamente), o que resulta com o encontrado no
presente trabalho.

Estacas de brotagdes epicormicas de carvalho do canyon (Quercus chrysolepis Leibem),
espécie de dificil enraizamento, obtiveram promissores percentuais de enraizamento durante a
primavera e com concentragbes de 2500 e 5000 L™ de AIB (19% e 23% respectivamente)
comparados com estacas de ramos inseridos até 3 m de altura nas plantas selecionadas para o
estudo (Zagory et al., 2002).

O percentual de enraizamento de estacas obtidas a partir das brotacdes de decepa a 120
cm sem aplicacdo de regulador vegetal foi significativamente menor que os demais tipos de
poda (Tabela 10). Tal resultado pode ser atribuido a diferente idade fisiologica dos tecidos do
caule onde foram realizados as decepas: as gemas epicormicas presentes na altura de 30 cm
do colo da éarvore, segundo a teoria do cone de juvenilidade, resultariam mais jovens
fisiolégicamente do que as gemas presentes ao redor dos 120 cm de altura; igualmente as
estacas obtidas dos ramos superiores podados, seriam o resultado de brotacbes com menor
idade ontoldgica e fisioldgica do que a por¢do mediana do tronco, o que explicaria as elevadas
porcentagens de enraizamento obtidas sem aplicacdo de AIB (95,81%).

Segundo Barbosa et al. (1990), a juvenilidade parece permanecer in situ mesmo em
plantas adultas, pois, se forem submetidas a um corte drastico, abaixo de certo limite de
transicdo, as novas brotacbes das gemas latentes novamente apresentardo as caracteristicas
juvenis. Isso deve justificar a teoria do "gradiente de juvenilidade”, presente nos troncos,

delimitando a planta em dois tecidos distintos; o juvenil e o adulto, dependendo da posi¢édo
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efetiva do ramo coletado, a estaca derivada manterd o nivel de maturidade ou juvenilidade
possuido na planta matriz na forma de “memoria fisioldgica* (Assis; Mafia, 2007).

Segundo Olesen (1978) o processo de maturidade nas arvores se encontra sempre
desigualmente distribuido e diretamente relacionado com o crescimento total por meio de
cada meristema: 0s meristemas apicais, por ser o resultado de maior nimero de divisdes
celulares, terdo nivel mais avancado de maturidade em relacdo aos meristemas da base do
tronco. Assim, propéagulos mais proximos da base conservam uma maior juvenilidade em
relacdo aos que se encontram nas posi¢des mais apicais, como 0s brotos epicérmicos ao longo
do caule, em consequiéncia da sua formacgéo ser mais proxima da época de germinacédo do que
aquelas das regides intermediarias ou apicais (Hartmann et al., 2002). Portanto, os brotos de
cepas possuem caracteristicas juvenis que facilitam a recuperacdo da competéncia ao
enraizamento, além da manifestacdo de todo o potencial genético da planta (Alfenas et al.,
2004).

Um dos problemas encontrados no presente ensaio, assim como em trabalhos anteriores,
é a falta de brotacGes. Mesmo com a presenca de 4 a 5 gemas axilares e a formacdo de um
bom sistema radicial, nenhuma das estacas apresentou posterior desenvolvimento apical.
Normalmente a remogdo do apice caulinar em geral resulta no crescimento de uma ou mais
gemas laterais (de Souza, 2005). A gema apical promove o crescimento tanto pela da
biossintese direta da auxina quanto da biossintese de giberelina, induzida por auxina. As
citocininas, produzidas principalmente no meristema apical das raizes e nas partes aéreas das
plantas como as folhas jovens, também modificam a dominéncia apical e promovem o
crescimento de gemas laterais (Fachinello et al., 2005). A baixa razdo auxina/citocinina
estimula a formacdo de parte aérea; consequentemente, as plantas superprodutoras de
citocininas tendem a ter mais ramificagdes (Taiz; Zeiger, 2004).

As citocininas podem se acumular nos tecidos sem apresentar atividade hormonal, além
disso, muitos tecidos vegetais possuem a enzima citocinina oxidase, a qual inativa
irreversivelmente as citocininas sendo também uma enzima induzida por altas concentracdes
de citocinina agindo na regulacdo ou limitacdo dos efeitos da mesma (Alvarenga et al.; 2004).

A superexpressdo da citocinina oxidase resulta na reducdo dos niveis enddgenos de
citocinina, portanto, acarreta reducdo na taxa de proliferagcdo celular no meristema apical da
parte aérea. Por outro lado, leva a uma intensificacdo do crescimento das raizes, sobretudo
pelo aumento do tamanho do meristema apical (Taiz; Zeiger 2004)

Uma explicacdo pode ser o estado fenologico das plantas matrizes das quais foram

retiradas as estacas, uma vez que a planta atinge um desenvolvimento apto & produgdo, o
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periodo desfavoravel ao crescimento vegetativo pode induzir a gema apical a diferenciacéo
floral, passando a exercer forte dominancia, impedindo o desenvolvimento das demais gemas
(Kavati, 2004).

Outro fator possivelmente relacionado com a falta de brotagdes aéreas em estacas de C.
sylvestris € o didmetro das estacas utilizadas. Estacas lenhosas da mesma espécie com
diametro médio de 1 cm, mostraram auséncia de enraizamento, mas varias brotacdes (dados
ndo mostrados). Tal suposi¢cdo concorda com Hartmann et al. (2002), que afirmam que o
didmetro 6timo das estacas para obter boas brotacdes pode variar de 0,5 a 2,5 cm, e até 5 cm
dependendo da espécie. Hoppe et al. (1999), também observaram que o parametro didmetro
de estacas influencia no desenvolvimento em alturas das brotacdes de Platanus x acerifolia e
estacas com didmetros entre 1 e 2 cm, sdo as mais indicadas para a produgdo de mudas de tal
espécie.

Fachinello et al. (2005) atestam que as estacas de maior didmetro apresentam maiores
niveis de reservas que favorecem o enraizamento, mas, por outro lado, podem também
apresentar altas taxas de brotacdes desfavorecendo o enraizamento. Estacas com maior
diametro de pessegueiro cv. Okinawa (Prunus persica L. Batsch.) apresentaram maior
percentual de brotacdo devido talvez a maior disponibilidade de reservas, favorecendo a
emissdo dos brotos (Tofanelli et al., 2003). Tais afirmacdes poderiam explicar o 6timo
enraizamento das estacas juvenis de C. sylvestris utilizadas no presente trabalho, cujo
didmetro era de 2,5-3 mm e talvez sem o nivel de reservas ou horménios suficiente para a

inducdo de brotagdes aéreas.

7.3.2 Numero médio de raizes por estaca

Por meio dos resultados da analise de variancia, verificou-se que houve interacdo entre
os fatores tipo de poda e concentracdo do regulador vegetal, para nUmero médio de raizes,
demonstrando que os mesmos ndo sdo independentes. Para as estacas provenientes de
brotacfes de decepa de 30 cm, o nimero médio de raizes foi significativamente maior nos
tratamentos testemunha e na concentracdo de 1500 mg L™ de AIB (7,03 e 8,60,
respectivamente) (Tabela 11) (Figura 10 D). Estacas coletadas de brotagfes de decepa de 120
cm apresentaram maior nimero de raizes somente quando tratadas com 1500 mg L™ de AIB

(7,57) (Figura 10 B), estacas coletadas de ramos podados, sem a aplicacdo do AIB (8,42),
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emitiram numero significativamente maior de raizes adventicias, quando comparadas com 0s

tratamentos com regulador vegetal (Tabela 11).

Tabela 11 - Numero de raizes por estaca de brotacdes de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris,
sob efeito de diferentes concentragdes de &cido indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias.

Concentragdes de AIB (mg L™)

Tipos de Poda Médias
0 1500 3000
Decepa 30 cm 7,03 aA 8,60 aA 2,58 aB 6,07
Decepa 120 cm 2,46 bB 7,57 aA 2,94 aB 4,32
Poda ramos 8,42 aA 4,05 bB 1,81aC 4,63
Médias 5,84 6,74 2,44

Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical e médias seguidas da mesma letra mailscula na
horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Para todos os tipos de poda a aplicacdo de AIB na dosagem de 3000 mg L™ resultou em
diminuicdo importante do nimero de raizes (Tabela 11). De acordo com a comparacdo de
médias para as concentracdes de regulador vegetal e os tipos de poda verificou-se que a
concentracdo de 1500 mg L™ de AIB foi a que forneceu em média um maior niimero de raizes
por estaca (6,74). Tal resultado contrasta com o obtido por Bitencourt (2009) trabalhando com
estacas juvenis de brotacfes basais provenientes de decepa a 60 cm e adultas retiradas de
brotacdes de copa de erva mate (lex paraguariensis St. Hill.).

A autora determinou que a interacdo entre as concentracdes de AIB e os tipos de estacas
ndo foi significativa, sendo que as estacas juvenis obtiveram maior porcentagem de
enraizamento, assim como maior nimero de raizes e maior comprimento médio das trés
maiores raizes quando comparadas aquelas provenientes de brotacfes de copa. Da mesma
forma em trabalho realizado com miniestaquia de erva-mate, Wendling et al. (2007)
observaram um crescimento linear do numero de raizes por estaca com o0 aumento da
concentracdo de AIB, tanto para o material juvenil quanto para o adulto.

Em estacas juvenis de caramboleira (Averrhoa carambola L.) tratadas com AIB na
concentracdo de 2.000 mg L™, houve a formagdo de 3,0 raizes por estaca, enquanto nas
estacas adultas testadas no mesmo experimento nenhuma raiz foi formada (Bastos et al.,
2009). Estacas provenientes de decepas, no presente trabalho, portanto, mais juvenis segundo
a teoria do cone de juvenilidade (Hartmann et al., 2002) apresentaram um melhor

enraizamento e um maior nimero de raizes. Da mesma forma, com o aumento da idade de
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mudas obtidas de semente de diferentes espécies de abacate (Persea americana Mill.) o
numero de raizes em estacas retiradas das mesmas diminui, passando de 16,1 para mudas de
53 dias de idade, até 1,9 raizes por estaca das mesmas mudas com 163 dias de idade (Raviv et
al., 1987).

As estacas de C. sylvestris que foram coletadas durante a primavera e encontravam-se
em pleno crescimento, apresentando tecidos pouco lignificados, condicdo que possivelmente
possibilitou a formacdo de maior nimero de raizes. A época de coleta das estacas exerce
influéncia no nimero de raizes emitidas por estaca, pois quando séo coletadas em periodos de
intenso crescimento vegetativo possuem consisténcia mais herbacea, e, por isso, demonstram

maior capacidade de enraizamento (Fachinello et al., 2005).

7.3.3 Comprimento médio das trés maiores raizes por estaca

Os resultados da andlise de variancia revelaram interacéo entre os fatores tipo de poda e
concentracdo de AIB, para comprimento médio de raizes em estacas de C. sylvestris,
demonstrando que os mesmos ndo sdo independentes. Os melhores resultados para
comprimento médio das raizes foram obtidos em estacas oriundas de brotacdes de copa e de
corte a 30 cm sem AIB, sem diferir significativamente de estacas coletadas de brotacdes de
decepa a 30 cm, com aplicacdo de AIB na concentracio de 1500 mg L™ (5,05 cm, 3,94 cm e
3,86 cm, respectivamente) (Tabela 12). Tal resultado indica que o regulador vegetal nédo
influenciou a varidvel comprimento de raizes, com excec¢do da maior concentracdo testada,
3000 mg L™ que, mais uma vez, revelou ser excessiva para estacas rejuvenescidas de C.
sylvestris para todos os tipos de poda testados (Tabela 12).

O comprimento das raizes de estacas de brotacdes de ramos adultos diminuiu
gradativamente pelo aumento das concentracdes de AIB, resultados que diferem com as
respostas obtidas com os outros dois fatores testados, corte a 30 e 120 cm, mas concorda com
os resultados obtidos em estacas de brotacGes do ano de Platanus acerifolia Ait. (Nicoloso et
al. 1999).

As raizes de estacas de decepas de 120 cm alongaram mais apés o tratamento com 1500
mg L™ de AIB (3,24 cm) sendo o comprimento de 1,89 cm para a testemunha e de 1,32 cm
para a concentracdo de 3000 mg L™ de AIB. Tal resultado concorda com o andamento das
respostas de estacas de decepas de 120 cm & aplicagdo de AIB para as outras varidveis

analisadas.
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Tabela 12 - Comprimento médio em cm das trés maiores raizes de estacas de brotacBes de decepa e de poda de
plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentra¢des de acido indol butirico (AIB)
e avaliadas aos 180 dias

Concentrages de AIB (mg L™)

Tipos de Poda Médias
0 1500 3000
Decepa 30 cm 3,94 aA 3,86 aA 1,86 aB 3,22
Decepa 120 cm 1,89 bB 3,24 abA 1,32 aB 2,15
Poda ramos 5,05 aA 2,29 bB 1,14 aB 2,83
Médias 3,62 3,13 1,44

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na vertical, e mailscula, na horizontal, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos contrastam com aqueles observados em estacas de ramos jovens
de erva mate (llex paraguariensis Saint’Hilaire) cuja aplicacdo de AIB aumentou o
comprimento das raizes formadas, com os melhores resultados obtidos nas concentracdes de
4000 e 8000 mg L™ de AIB respectivamente (Horbach, 2008).

Por outro lado, para Cavalcante (2008) em estacas de pitaya vermelha (Hylocereus
undatus) o comprimento radicial foi significativamente influenciado pela porcao da planta de
retirada das estacas, sendo que estacas juvenis promoveram raizes mais longas, quase 87%
maiores que as maduras, evidenciando a juvenilidade no dossel da planta de pitaya. Tais
resultados concordam com o observado no presente experimento.

E importante salientar que para a producdo de mudas a porcentagem de enraizamento
das estacas € de extrema importancia. Entretanto, a qualidade do sistema radicial é
determinante para a sobrevivéncia da muda, sendo verificada pela presenca de raizes
numerosas e desenvolvidas (Lima, 2008). Mudas com sistema radicial restrito, quando
transplantadas para o campo, tém dificuldade de compensar a evapotranspiracdo, mesmo se

bem irrigadas apos o transplantio (Wien, 1997).

7.3.4 Massa seca das raizes

A analise de variancia demonstrou interacdo significativa entre os fatores tipo de poda e
concentracdo de AIB, para a variavel massa seca de raizes por estaca. Como para a variavel
comprimento médio das trés maiores raizes por estaca, 0s melhores resultados correspondem

as estacas obtidas com a poda de ramos da copa sem AIB, com 4,64 mg de massa seca por
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estaca, seguidos pelas estacas oriundas das duas decepas, a 30 e 120 cm com 1500 mg L™ de

AIB, as quais apresentaram massas secas de 3,59 mg e 3,71 mg respectivamente (Tabela 13).

Tabela 13 - Massa seca das raizes de estacas de brotages de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris,
sob efeito de diferentes concentragdes de &cido indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias.

Concentragdes de AIB (mg L™)

Tipos de Poda Médias
0 1500 3000
Decepa 30 cm 2,99 bA 3,59 aA 1,73 aB 2,77
Decepa 120 cm 1,10 cB 3,71 aA 1,22 aB 2,01
Poda ramos 4,64 aA 2,48 aB 1,13 aC 2,75
Médias 2,91 3,26 1,36

Médias seguidas da mesma letra mindscula na vertical e médias seguidas da mesma letra maidscula na
horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

E interessante evidenciar como para as estacas derivadas das brotacdes de decepas a 30
e 120 cm de altura, a variavel massa seca apresentou a menor massa sem AlB, aumentando
com 1500 mg L™ e diminuindo, conforme quanto j& descrito, quando tratada com 3000 mgL™
do regulador vegetal (Tabela 13).

Resultados semelhantes foram obtidos em aceroleira (Malpighia glabra L.) por Gontijo
et al. (2003), cuja massa seca das raizes das estacas teve 0 mesmo comportamento que no
presente trabalho, nas concentracdes de 1600, 2000 e 2400 mg L™.

Contrariamente a resposta em termos de massa seca das estacas obtidas de brotac6ess de
ramos, apresentam mais uma vez, uma resposta decrescente a aplicacdo do regulador vegetal,
passando de 4,64 com 0 mg L™ de AIB, a 2,48 mg e 1,13 mg com 1500 e 3000 mg L,
respectivamente. O regulador vegetal, portanto, ndo ajudou no desenvolvimento radicial
talvez porque conforme Blakesley et al. (1991), a acdo da auxina ocorre pouco antes do
primeiro evento de formacdo do primoérdio radicial (desdiferenciacdo celular e formacédo de
um locus meristematico), demonstrando que ela atua na indugdo da formacéo de raizes e ndo

no seu posterior desenvolvimento.
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Figura 10 - Estaquia de brotacGes de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris. A - Detalhe de estacas
plantadas em tubetes e mantidas em casa de vegetagdo. B - Estacas de brotacdes de decepa a 120 cm
enraizadas com1500 mg L™ de AIB. C - Estaca obtida de brotacdes de poda de copa, enraizada sem
AIB. D - Detalhe de estacas de brotacdes de decepa a 30 cm enraizadas com 1500 mg L™ de AIB.

7.3.5 Porcentagem de folhas retidas

Por meio dos resultados da analise de variancia, se verificou que houve interacdo entre
os fatores tipo de poda e concentragdo do regulador vegetal, para niUmero médio de folhas
retidas, demonstrando que os mesmos ndo séo independentes.

As diferencas entre todos os tratamentos foram minimas, porém, o maior nimero de
folhas retidas correspondeu as estacas obtidas de decepas de 120 cm tratadas com 1500 mg L
! de AIB (84,38%) (Tabelald). Estacas obtidas de decepas de 30 cm ndo apresentaram
diferengas significativas as concentracdes de AIB aplicadas (Tabela 14), retendo em média
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65,09% das 32 folhas presentes no momento da instalacdo do experimento. No caso de
estacas derivadas de brotacOes de decepas de 120 cm o regulador vegetal se mostrou eficaz na
retencdo foliar aumentando o namero de folhas retidas de 53,56% (testemunha) a 84,38%
(1500 mg L™ AIB) (Tabela 14). J4 a concentracdo de 3000 mg L™ reduziu a retencdo foliar
ndo diferindo da testemunha.

Em estacas herbaceas de figueira oriundas de brotacdes de poda, observou-se, sem
aplicacdo de regulador vegetal, um total de 87,5% de enraizamento para estacas com um par
de folhas e 98,7% para estacas com dois pares de folhas ndo diferindo entre si (Pio et al.,
2004). A presenca de folhas no enraizamento de estacas influencia o processo de formacéo
radicial, auxiliando no transporte de substancias promotoras de enraizamento e promovendo a
perda de agua por transpiracdo (Costa Janior, 2000). As folhas adultas servem como 6rgéo de
assimilacdo e reserva de carboidratos, 0s quais séo cruciais para o sucesso do enraizamento. A
preservacao das folhas garante a sobrevivéncia das estacas, tanto pela sintese de carboidratos
através da fotossintese, como pelo fornecimento de auxinas e outras substancias denominadas
co-fatores de enraizamento, estimulando a atividade de troca e a diferenciacdo celular
(Hartmann et al., 2002; Ono; Rodrigues, 1996).

Tanto Biasi et al. (1997) como Bordin et al. (2005) constataram a fundamental
importancia da presenca de folhas para o enraizamento das estacas semilenhosas de porta-
enxertos de videira (Vitis spp.) IAC 766 e IAC 572.

Em estacas cujas folhas sdo retidas, a auxina endogena, produzida nas folhas e nas
gemas, move-se naturalmente segundo um gradiente para a parte inferior do caule,
aumentando a sua concentracdo na base, junto com os agucares e outras substancias nutritivas
(Taiz; Zeiger, 2004).

Tabela 14 - Porcentagem de folhas retidas em estacas de brotacfes de decepa e de poda de plantas adultas de C.
sylvestris, sob efeito de diferentes concentragfes de 4cido indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180

dias.
Tipos de Concentracdes de AIB (mg L™)
Médias
Poda

0 1500 3000
Decepa 30 72,91 aA 60,94 bA 61,47 aA 65,09
Decepa 120 53,56 bB 84,38 aA 68,75 aAB 68,94
Poda ramos 60,41 abAB 76,56 abA 54,16 aB 63,72

Médias 63,31 73,97 61,47

Médias seguidas da mesma letra minGscula na vertical e médias seguidas da mesma letra maidscula na
horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.



137

A manutencdo das estacas com folhas e sob nebulizacdo intermitente com agua é
indispensavel na sobrevivéncia das estacas até a formacao de raizes; contudo alguns cuidados
devem ser tomados em vista da perda de nutrientes decorrente da lixiviacdo das folhas,
quando estas sao submetidas a nebulizacdo por periodos prolongados (Poggiani; Suiter Filho,
1974). Os mesmos autores relatam que muitas estacas de eucalipto (Eucalyptus grandis Hill
ex Maiden) apresentaram 50 dias ap6s do plantio e ap6s o tratamento por nebulizacdo de
solucdo nutritiva mineral foliar, numerosas brotaces ao longo do caule sendo também que a
solucdo nutritiva aumentou a sobrevivéncia e provocou o0 enraizamento de 31% das estacas. A
nebulizacdo de solugbes nutritivas minerais poderia, no caso de estacas de C. sylvestris,

contribuir na formacéo de brotacdes apicais.

7.3.6 Porcentagem de estacas vivas sem raizes e com calos

A anélise de variancia ndo demonstrou interacdo significativa entre os fatores tipo de
poda e concentracdo de AIB para porcentagem de estacas vivas sem raizes e com calos, se
constatando a independéncia entre os fatores (Tabela 15). De acordo com a comparacao de
médias para os tipos de poda e concentracbes de regulador vegetal, as estacas tratadas com
3000 mg L™ de AIB apresentaram uma maior porcentagem de calos (8%) ndo havendo
diferencas significativas entre as estacas derivadas das brotacbes de decepa e de poda
(Tabelals).

Tabela 15 - Porcentagem Porcentagem de estacas vivas (sem raizes e com calos) de brotacfes de decepa e de

poda de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentragdes de &cido indol
butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias.

) Concentrages de AIB (mg L™) Médias
Tipos de Poda
0 1500 3000
Decepa 30 cm 4,19 0 9,38 452 A
Decepa 120 cm 4,19 2,06 4,19 3,48 A
Poda ramos 0 8,31 10,44 6,25 A
Médias 2,79b 3,46 ab 8,00 a

Médias seguidas da mesma letra minGscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem significativamente entre
si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

N&o houve estacas sem raizes para as estacas de decepas a 30 cm tratadas com 1500 mg
L™ de AIB e para estacas de brotacdes de podas de ramos sem AIB (Tabela 15). Para estas
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ultimas a porcentagem de estacas sem raiz e com calo aumentou com o0 aumento da
concentracdo de AIB (Tabela 15). Resultados semelhantes foram obtidos por Rossal e Kersten
(1997) em estacas de laranjeira cv. Valéncia (Citrus sinensis L.. Osbeck), os quais relataram
que houve um aumento linear crescente a formagéo de calos nas concentracdes 0 a 6000 mg
L de AIB. A formacdo do calo demonstra um equilibrio entre auxinas e citocininas
enddgenas (Hartmann et al., 2002). No presente experimento, a aplicacdo externa do
regulador vegetal ndo modificou este equilibrio. O aumento na concentragdo de AIB
aumentou o percentual de estacas com calo (Tabela 15) e reduziu o enraizamento (Tabela 10).

Os processos de formacdo de calos e de raizes adventicias sdo fenémenos
independentes, embora ambos envolvam divisao celular e sejam influenciados pelos mesmos
fatores, podendo ocorrer simultaneamente (Hartmann et al., 2002). Em algumas espécies de
dificil enraizamento, a formac&o de raizes se da sobre o calo, embora a formacao do calo ndo
seja prenuncio seguro da formacdo de raizes adventicias (Hartmann et al., 2002; Fachinello et
al., 2005).

7.3.7 Porcentagem de estacas vivas sem raizes e sem calos

A andlise de variancia demonstrou interacdo entre os fatores tipo de poda e
concentracdo de AIB para estacas vivas sem raizes e sem calos demonstrando que os fatores
ndo sdo independentes (Tabela 16).

Tabela 16 - Porcentagem de estacas vivas (sem raizes e sem calos), de brotacGes de decepa e de poda de plantas

adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentragbes de acido indol butirico (AIB) e
avaliadas aos 180 dias.

Concentracdes de AIB (mg L™)

Tipos de Poda Médias
0 1500 3000
Decepa 30 cm 7,31 bA 1,06 bA 8,31 bA 5,50
Decepa 120 cm 27,06 aA 3,13 bB 22,94 aA 17,69
Poda ramos 4,19 bB 14,56 aA 14,56 abA 11,13
Médias 12,88 6,25 15,25

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na vertical, e mailscula na, horizontal, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

A maior porcentagem de estacas sem calos e ndo enraizadas foi de 27,06%,

correspondente s estacas obtidas de brotacdes de decepas a 120 cm com 0 mg L™ de AIB
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(Tabela 16). N&o houve diferencas significativas a aplicacdo de regulador vegetal para o fator
relativo as brotacdes de decepas a 30 cm (Tabela 16). Para as estacas de brotagcdes de 120 cm
a concentracdo de AIB 1500 mg L™ reduziu sensivelmente o percentual de estacas sem calo e
sem raiz (3,13%) sendo que a concentragdo 3000 mg L™ de AIB aumentou notavelmente o
percentual, chegando a 22,94% de estacas sem calos e sem raizes (Tabela 15). J& Barbosa et
al. (2007) em estacas de pereira “Limeira” hibrida (Pyrus pirifolia (Burm.f). Nakai x Pyrus
communis L.) tiveram os mesmos resultados, sendo a concentracdo 2000 mg L™ de AIB a que
apresentou menor percentual de estacas vivas sem calos e sem raizes aumentando quando
comparada com as restantes concentracées (0, 4000 e 6000 mg L™ de AIB).

Segundo Hackett (1988) estacas de material mais jovem, geralmente apresentam 0s
maiores percentuais de sobrevivéncia. Isto porque sdo mais vigorosas, possibilitando a
permanéncia das estacas por mais tempo no leito de enraizamento, mesmo sem a formagéo de
raizes ou calos.

A presenca de estacas vivas sem calos e ndo enraizadas poderia indicar que houve um
atraso no enraizamento das estacas, ou ainda, que a permanéncia por mais tempo no leito de
enraizamento poderia resultar em indugdo do enraizamento, como sugerido por Lima et al.
(2006).

7.3.8 Porcentagem de estacas mortas

A andlise de variancia revelou interacdo entre os fatores tipo de poda e concentracdo de
AIB para a variavel relativa a porcentagem de estacas mortas, demonstrando a dependéncia

entre os fatores (Tabela 17).

Tabela 17 - Porcentagem de estacas mortas de brotac6es de decepa e de poda de plantas adultas de C. sylvestris,
sob efeito de diferentes concentracfes de &cido indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias.

Concentracdes de AIB (mg L™)

Tipos de Poda Médias
0 1500 3000

Decepa 30 cm 10,44 bB 10,44 aB 25,00 abA 15,29

Decepa 120cm 23,94 aA 6,25 aB 18,75 bAB 16,11

Poda ramos 0 bB 10,44 aB 39,56 aA 16,66
Médias 11,46 9,04 21,77

Médias seguidas da mesma letra mindscula, na vertical, e mailscula, na horizontal, ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.
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Para a varidvel mortalidade os maiores percentuais foram observados em estacas de
brotagdes de copa tratadas com 3000 mg L™ de AIB que tiveram 39,56% de estacas mortas e
em estacas oriundas de decepa de 120 cm e n&o tratadas com AIB (23,94%) (Tabela 17). De
acordo com a comparacdo de médias para os tipos de poda e concentragdes de regulador
vegetal se verificou diferenca significativa, sendo que estacas tratadas com a concentracao de

AIB mais elevada apresentaram a maior porcentagem de mortalidade (Tabela 17).
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7.4 CONCLUSOES

Nas condi¢des em que foi realizado o presente experimento, foi possivel concluir que:

Estacas de C. sylvestris derivadas de brotacGes de ramos de plantas matrizes adultas ndo
apresentaram estimulo ao enraizamento em decorréncia da aplicacdo de AIB até a
concentracéo de 3000 mg L™, apresentando 0 95,81% de enraizamento sem uso de regulador
vegetal.

Estacas de C. sylvestris obtidas de brotacGes surgidas de brotacGes de decepa de 30 e
120 cm apresentaram estimulo ao enraizamento em decorréncia da aplicacdo de AIB até a

concentracdo de 1500 mg L™.

Né&o ocorreram brotacdes nas estacas avaliadas.
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CAPITULO VI MINIESTAQUIA DE Casearia sylvestris Swartz

RESUMO

Casearia sylvestris Swartz (Salicaceae), ou guacatonga, € uma planta medicinal nativa da
America Central. A producdo de mudas por meio da estaquia convencional tem resultado até
0 momento pouco Vvidvel. O uso da técnica de miniestaquia vem a ser uma alternativa para a
propagacdo da espécie, uma vez que o material juvenil possui potencial endégeno favoravel
ao enraizamento. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a produtividade de brotacGes
de minicepas originadas por via sexuada e estudar os efeitos da aplicacdo de acido indol
butirico (AIB) em solucdo no enraizamento de miniestacas de C. sylvestris coletadas em
diferentes meses do ano. Miniestacas apicais foram coletadas nos meses de dezembro/2009,
janeiro/2010 e abril/2010, a partir de brotac6es de minicepas mantidas em casa de vegetagéo.
As miniestacas foram submetidas a tratamentos em solugdes hidroalcoolicas (50% v/v)
contendo diferentes concentragdes de AIB (0, 1000, 2000 e 3000 mg L™), por 10 segundos.
Aos 90 dias ap6s o plantio foram avaliadas as variaveis: porcentagem de miniestacas
enraizadas, porcentagem de miniestacas vivas (sem raizes e com ou sem calos), nimero e
comprimento médio (cm) de raizes por miniestaca, massa seca das raizes (g), numero de
folhas por miniestaca, porcentagem de miniestacas brotadas e porcentagem de miniestacas
mortas. A andlise estatistica revelou a maior média de produtividade de brotacBes por
minicepa ocorreu no més de abril/2010 (2,90). As maiores porcentagens de enraizamento
foram obtidas para estacas coletadas no més de dezembro/2009, com porcentagem média de
97,27%. Dezembro foi também o més que apresentou, de forma geral, miniestacas com
melhor qualidade e uniformidade do sistema radicial (4,88 raizes e comprimento médio de
1,85cm). Conclui-se que a propagacéo vegetativa de C. sylvestris por meio de miniestaquia a
partir de propagulos juvenis é viavel e 0 més mais favoravel para a coleta de miniestacas é
dezembro (verdo). A aplicacdo de AIB ndo apresentou influéncia no enraizamento de
miniestacas de C. sylvestris ndo sendo necessaria para a formacdo de raizes em material
juvenil coletado em todos 0s meses testados.

Palavras-chave: Minijardim clonal. AIB. Guacatonga. Espécie medicinal.
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ABSTRACT: MINICUTTING TECHNIQUE OF Casearia sylvestris Swartz

Casearia sylvestris (Salicaceae) is a native medicinal plant from Central and Southern
America. Despite its commercial and medicinal relevance, seedling production by cuttings has
yielded very poor results until now, since the species is considered recalcitrant. Nevertheless
the use the endogenous rooting potential of juvenile material, through minicutting technique
could represent a good propagation alternative for C.sylvestris. The work aimed to evaluate
shoot production of C. sylvestris ministrains seed originated, and to verify the rooting
response of its minicuttings to different dosages of the growth regulator indole butyric acid
(IBA) Apical minicuttings were collected on December/2009, January and April/2010, from
ministrains apical shoots. They were submitted to treatments in alcoholic solutions (50% v/v),
containing different concentrations of IBA (0, 1000, 2000 and 3000 mg L™), by 10 seconds.
Evaluations were conducted 90 days after planting, considering the following the variables:
rooting percentage, number and mean length of roots per cutting, percentage of cuttings with
callus, survival and necrosis. The statistical analysis showed higher mean shoot productivity
by ministrains on April/2010 (2,90 shoots per minicutting). Higher percentages of rooting
were obtained in minicuttings collected on December/2010, with mean percentage of 97,27%.
The root system of minicuttings collected in December presented over alll better root quality
and uniformity (4,88 roots per minicutting and mean length of 1,85 cm). Vegetative
propagation of C. sylvestris by minicutting using juvenile material is feasible. The most
favorable month for minicutting collection is December. The application of IBA has no
influence on rooting by minicuttings of C. sylvestris.

Key words: Clonal minigarden. AIB. Guagatonga. Medicinal species.
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8.1 INTRODUCAO

Casearia sylvestris Sw., ou guacatonga, € uma arvore medicinal pertencente a familia
Salicaceae, cujas folhas, ramos e raizes sao amplamente utilizadas na medicina popular contra
picadas de cobra e abelha, afec¢des do estdmago e cicatrizante (Lorenzi, 2002). Estudos
farmacoldgicos testaram amplamente as propriedades antitlcera (Basile et al., 1990),
antitumoral (Almeida, 1999), genotoxicas (Maistro et al., 2004), antiofidicas (Borges et al.,
2000) e antinflamatorias (Almeida, 1999). C. sylvestris ocorre em todos os Estados do Brasil,
e na maioria dos ambientes florestais, sendo que no Parana € presente especialmente na
Floresta Ombroéfila Mista (Floresta de Araucéria, Araucaria angustifolia) e na subformacéo
Montana (Sleumer, 1980; Oliveira; Rotta, 1982; Lorenzi, 1992; Durigan et al., 2003;
Marquete; Vaz, 2007).

As folhas da C. sylvestris sdo oblongas, elipticas ou ovado-oblongas, disticas como as
da bicuiba (Virola bicuyba), que lembram folhas compostas, semelhantes as do cedro
(Cedrela fissilis), da canjarana (Cabralea canjerana subsp. canjerana) e do cuvata (Cupania
vernalis), motivo pelo qual pode ser confundida com essas arvores (Reitz et al., 1983). As
flores sdo pequenas e numerosas, de coloracdo esverdeada. Floresce nos meses de junho a
agosto e seus frutos amadurecem a partir de setembro, prolongando-se até meados de
novembro (Lorenzi, 1992).

A propagacdo de C. sylvestris pode ocorrer sexuada ou assexuadamente, por rebentos
nascidos das raizes (Imatomi, 2007) ou estacas caulinares (Cavallari, 2008). O poder
germinativo das sementes é, porém, baixo variando de 10% a 47% a 25°C; além disso, as
sementes precisam de longo tempo para germinagdo e emergéncia e de temperaturas
constantes como as obtidas no interior de mata onde, ndo havendo insolacdo direta plena, ndo
ha variacGes drasticas nas temperaturas diadrias e sazonais (Rosa; Ferreira, 2006; Carvalho,
2007). Os frutos devem ser colhidos diretamente da arvore quando iniciar a abertura
espontanea, operacdo nem sempre féacil pelos mesmos fazerem parte da alimentagdo da
avifauna, principalmente do sabiad (Turdus rufiventris) responsavel pela difusdo das sementes
(Pott; Pott, 1994; Carvalho, 2007).

Tais fatores dificultam a coleta e germinacdo das sementes de C. sylvestris para a
producdo de mudas, tornando a estaquia uma alternativa a propagacdo sexuada. A estaquia é
aqui proposta como a técnica de maior viabilidade econdmica, permitindo a multiplicacéo de
gendtipos selecionados com menor custo e em curtos periodos de tempo (Paiva; Gomes,
1995).
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No que se refere a propagacdo vegetativa de C. sylvestris, os resultados obtidos até
agora em estacas proveniente de planta adulta proporcionaram porcentagens de enraizamento
e brotacdo baixas ou nulas (Imatomi, 2007; Cavallari, 2008). A utilizacdo de reguladores
vegetais, como a auxina sintética acido indolbutirico (AIB), vem sendo amplamente utilizada
para estimular a formacéo de raizes adventicias, aumentando a porcentagem de enraizamento
e a uniformidade e qualidade do sistema radicial das estacas (Hartmann et al., 2002).

Um dos motivos hipotizados até agora, relativos a dificuldade de enraizamento de
estacas de C. sylvestris é o emprego de ramos fisiolégicamente adultos como propagulos.
Possivelmente este fato esteja relacionado com o aumento no conteudo de inibidores e a
diminuicdo de co-fatores a medida que aumenta a idade da planta (Betanin, 2008). Segundo
Wendling e Xavier (2001), a maturacdo em plantas lenhosas, ou perda do carater juvenil, é
assunto de extrema importancia em vista, principalmente, das variacfes na capacidade de
propagacao vegetativa, nas taxas e formas de crescimento, na qualidade e rapidez na formagéo
de raizes, das mudancas nas caracteristicas de crescimento, morfologia foliar e, também, a
mudancgas fisioldgicas e bioguimicas, com a transi¢éo para o estado maduro.

Para evitar tais inconvenientes foram aprimoradas, especialmente em espécies
recalcitrantes ou dificeis de enraizar, varias técnicas de rejuvenescimento capazes de resgatar
as condicdes favoraveis ao enraizamento (Higashi et al., 2000). Na propagacdo vegetativa o
rejuvenescimento tem sido alcancado de varias maneiras: poda drastica de ramos e troncos,
aplicacdes de citocininas ou herbicidas, propagacéo seriada via enxertia, propagacéo seriada
via estaquia, micropropagacdo e miniestaquia (Wendling, 1999; Higashi et al., 2000;
Hartmann et al., 2002; Xavier et al., 2003). Cabe salientar também que mesmo em estacas
oriundas de tecidos rejuvenescidos, a utilizacdo de reguladores vegetais pode aumentar o
potencial de enraizamento (Iritani; Soares, 1981).

A miniestaquia é uma técnica utilizada com sucesso na propagacao clonal, resultado de
um aprimoramento da estaquia, para contornar as dificuldades de enraizamento de algumas
espécies dificeis de enraizar, como por exemplo Eucalyptus (Xavier, 2002). A técnica,
segundo Ferrari et al. (2004), consiste na utilizacdo de brotacGes de plantas obtidas de
sementes ou da estaquia convencional, como fonte de propagulos vegetativos. Com a
finalidade de estimular as brotacGes basais, sdo realizadas podas perioddicas (segundo a
espécie e a época do ano entre outras variaveis) nas quais cada vez é retirado o apice da
brotacdo da estaca ou da muda (Ferrari et al., 2004; Wendling et al., 2006). Dentre as
vantagens da miniestaquia em relacdo a estaquia, tem-se a diminuigdo da area necessaria para

formacdo do minijardim clonal, por localizar-se em bandejas no préprio viveiro, reducdo dos
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custos com transporte e coleta das brotacGes, maior eficiéncia das atividades de manejo no
minijardim clonal (irrigacdo, nutricdo, manutencdes e controle de pragas e doengas), alem de
proporcionar maior qualidade, velocidade e percentual de enraizamento das miniestacas
(Xavier et al., 2003b).

A produtividade de brotacdes por minicepa e por coleta depende do sistema de cultivo e
da forma de conducdo das minicepas, da concentracdo e da frequéncia da aplicacdo de
nutrientes, bem como do adequado volume dos recipientes para o crescimento de um sistema
radicial bem desenvolvido e maior nimero de brotagfes (Lima, 2008). No que se refere as
brotacdes, cabe evidenciar que a formacao de uma adequada parte aérea na muda, na forma de
novas brotacdes, € tdo importante quanto a obtencdo de um bom sistema radicial, tanto em
termos de sintese de fotoassimilados, indispensaveis para o desenvolvimento da nova planta,
quanto para a futura sobrevivéncia da muda a campo.

Os protocolos de propagacdo vegetativa de C. sylvestris sdo, até agora, escassos, ndo
havendo referéncias a producdo de mudas via miniestaquia. Portanto, diante do exposto, 0
presente trabalho teve por objetivo avaliar a produtividade de brotacdes de minicepas
originadas por via sexuada, bem como verificar a resposta de enraizamento de miniestacas de
C. sylvestris com o uso de diferentes concentragfes de AIB, coletadas em diferentes meses
dos anos de 2009 e 2010.
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8.2 MATERIAL E METODOS

Frutos de C. sylvestris foram coletados no més de dezembro de 2008 de plantas matrizes
as margens do Bosque do Campus Il da Universidade Federal do Parana (Jardim Boténico),
em Curitiba, Parana (Figuras 11 A-B-C).

Para a obtencdo das sementes, devido a dificuldade de colheita dos frutos, sendo estes
deiscentes, efémeros e altamente procurados por insetos e aves, foram utilizados sacos
confecionados de TNT com os quais foram cobertos alguns ramos que apresentavam frutos
em fase de desenvolvimento, em 7 de outubro de 2008. Uma vez maduros, em dezembro do
mesmo ano, foram retirados dos sacos e em seguida semeados inteiros em bandejas plasticas,
com Plantmax HT® como substrato. As bandejas foram molhadas abundantemente e
inseridas em sacos plasticos transparentes para preservar a umidade interna, mantidas no
escuro e com temperatura constante de 25 °C, em sala climatizada do Laboratério de
Micropropagacdo de Plantas do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de
Ciéncias Agrarias, UFPR, Curitiba, PR.

A germinacdo foi iniciada aproximadamente aos 30 dias e estendeu-se até 0s seis meses
apos a semeadura. As plantulas emergidas, apresentando dois cotilédones e cerca de 2,5 cm de
comprimento, foram transferidas (fevereiro/2009) para a casa de vegetacdo e transplantadas
em tubetes de polietileno de 53 cm® contendo Plantmax HT®. Das plantulas sobreviventes, 10
meses ap0s a semeadura (setembro/2009, foram selecionadas 90, com altura de
aproximadamente 15 a 20 cm, as quais foram transplantadas para vasos de polietileno (900
cm®) contendo solo argiloso como substrato (pH-SMP 5,9), com uma planta por vaso (Figura
11 D). Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo sem irrigacdo intermitente e irrigados
manualmente sempre em sua capacidade de campo. Cada planta recebeu 6 mL de fertirrigacéo
mensal com solucéo aquosa contendo 4 g L™ de sulfato de aménio, 10 g L™ de superfosfato
simples, 4 g L™ de cloreto de potéassio e 1 g L™ de FTE BR12 (9% Zn, 3% Fe, 2% Mn, 0,1%
Mo, 1,8% B, 0,8% Cu) para a primeira aplicacdo e ImL L™ de solucdo de micronutrientes
MicrosQ Green Top (0,4% Zn, 5% Fe, 1% Mn, 0,0075% Mo, 0,5% B, 0,07% Cu), para as
aplicacdes restantes.

Apos o transplante nos vasos, em setembro de 2009 foram necessérias 3 aplicacdes de
solucdo inseticida devido a incidéncia de ataques de mosca branca (Aleurothrixus sp.); 0
produto utilizado foi uma solucdo aquosa de extrato de alho organico Natualho® Natural
Rural (extrato de alho 70%) ao 20% na primeira aplicacdo, depois a concentracdo foi reduzida
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a 2,5% devido a toxidez do produto. No inicio de marco de 2010 os ataques de mosca branca
se intensificaram e foi necessaria a aplicacdo em todas as plantas do minijardim clonal uma
solugéo inseticida, composta por um piretroide comercial adicionado do surfactante Tween 20
(ImL L™ de soluc#o) para melhorar a ades&o nas folhas.

8.2.1 Produtividade de brotactes

Aos 5 meses e 15 dias ap0s o transplante (setembro/2009), as plantas com altura
variando entre 20 e 35 cm tiveram seus apices podados a uma altura média de 5 a 10 cm do
colo (Figura 11 E), mantendo-se dois ou trés pares de folhas, para a inducédo de brotacdes e
conversdo destas em minicepas, caracterizando um minijardim clonal. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 3 datas de coleta, 10 repeti¢fes de 9
vasos por parcela, cada vaso contendo 1 planta.

As coletas de brotacdes foram feitas de acordo com a formacéo de material vegetativo
suficiente para a instalacdo do experimento em cada um dos trés meses do ano em que foram
feitas as instalaces.

Para testar a homogeneidade das variancias se utilizou o Teste de Bartlett. Apds os
dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a
5% de probabilidade. Para a realizacdo da analise estatistica foi utilizado o programa
ASSISTAT, verséo 7.5 beta (Silva; Azevedo, 2009).

8.2.2 Enraizamento de miniestacas

A instalagdo dos experimentos foi feita de acordo com a formagdo de quantidade
suficiente de brotacgdes, sendo realizada nos meses de dezembro (11/12/09), janeiro (26/01/10)
e abril (3/04/10). Miniestacas apicais foram coletadas a partir das brota¢es das minicepas e
confeccionadas com 2,5 a 4,5 cm de comprimento, mantendo-se o apice e um par de folhas
desenvolvidas com a superficie reduzida a metade (Figura 12 A). Apo6s a coleta foram
acondicionadas em bandeja contendo agua para evitar perdas por desidratagdo. As bases das
miniestacas foram imersas em solucdes hidroalcoolicas (50% v/v) contendo diferentes
concentracdes de AIB (0, 1000, 2000 e 3000 mg L™), por 10 segundos. O plantio foi realizado
em tubetes de polipropileno (53 cm®) contendo Plantmax HT® e vermiculita na proporcéo 1:1
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(Figura 12 B). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 12
tratamentos e 3 repeticbes de 15 estacas por parcela, com arranjo fatorial de 4 x 3 (4
concentragdes de AIB x 3 meses do ano)

As miniestacas foram mantidas em casa de vegetacdo com irrigagdo intermitente e
tempo de rega de 15 segundos a intervalos de 15 minutos, das 8h as 17h; 15 segundos a cada
hora, das 17h as 23h e 15 segundos a cada 3 horas, das 23h as 8h. Aos 90 dias ap0s o plantio,
foram avaliadas as variaveis: porcentagem de estacas enraizadas (estacas que apresentaram
pelo menos uma raiz, com e sem presenca de calos); porcentagem de estacas vivas (sem raizes
e com ou sem calos), porcentagem de estacas que apresentavam brotacBes apicais;
porcentagem de estacas mortas (com necrose em toda ou na maior parte de sua extensdo),
namero de raizes por estaca e comprimento das trés maiores raizes formadas por estaca (cm),
namero de folhas retidas e massa seca das raizes (g).

Para testar a homogeneidade das variancias utilizou-se o Teste de Bartlett e para a
comparacdo de médias, os dados foram submetidos ao Teste Tukey a 5% e 1% de
probabilidade. Para a realizacdo da analise estatistica foi utilizado o programa ASSISTAT,
versdo 7.5 beta (Silva; Azevedo, 2009).



Figura 12 - Miniestaquia de C. sylvestris. A - Plantas a campo B - Detalhe de ramo de C. sylvestris com frutos C
- Frutos de C. sylvestris. D - Minijardim clonal. E - Minicepa obtida de semente a0 momento da
primeira poda em setembro/2009.
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8.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

8.3.1 Produtividade de brotacoes

Os resultados obtidos revelaram que a producdo média de miniestacas de C. sylvestris
por minicepa aumentou de 2,46 a 2,90, com uma média geral de 2,67, em funcéo das coletas
realizadas a intervalos médios de 54,33 dias (Tabela 18).

Houve um aumento nas brota¢fes das minicepas. No entanto, 0 numero médio de
brotacdes ndo resulta tdo elevado se comparado com outras espécies como a espinheira-santa
(Maytenus ilicifolia), as quais apresentaram ja nas primeiras coletas, um nimero de novas
brotacdes bem mais elevado: 3,58 no final de novembro até 5,55 brotagdes/minicepa em abril,
sendo as condig¢Oes de crescimento das minicepas as mesmas do presente trabalho (Lima,
2008). J& Wendling et al. (2007), obtiveram 4,4 miniestacas/minicepa em erva-mate (llex
paraguariensis) utilizando tubetes de 110 cm® em sistema semi-hidropénico. Por outro lado
o0s resultados obtidos sdo superiores a producdo de brotacGes de outras espécies lenhosas
como o cedro-rosa (Cedrela fissilis), no qual Xavier et al. (2003 a e b) verificaram uma
producdo média de 1,2 a 1,3 miniestacas/minicepa/coleta, com a utilizacdo de tubetes de 55
cm®. Ainda em relacdo & produtividade de brotacSes em espécies nativas, Ferriani (2006)
verificou para o vassourdo-branco (Piptocarpa angustifolia) a producdo média de 1,86
miniestacas/minicepa/coleta, em recipientes contendo 1700 cm® de substrato, bem como
Ferreira (2008) obteve para o leiteiro (Sapium glandulatum) uma produgdo média de 1,9
miniestacas/minicepa/coleta, utilizando recipientes contendo 205 cm® de substrato.

De forma geral, analisando os dados fornecidos pela bibliografia, observa-se que 0s
resultados constatados para espécies lenhosas nativas sao bastante variaveis, havendo grandes
variagcdes na producdo de brotacbes mesmo entre 0S mesmos géneros, como no caso do
eucalipto (Eucaliptus sp.), Titon et al. (2003) para Eucalyptus grandis; Cunha et al. (2005)
para Eucalyptus benthamii e Rosa (2006) para Eucalyptus dunnii, obtiveram a producdo de
9,7; 4,1 e 2,8 miniestacas por minicepa, em minijardins clonais. Tais diferencas podem ser
devidas a variagdes intraespecificas, ao manejo adotado e as condigdes climaticas do local da
producéo (Souza Junior, 2007).
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Tabela 18- Produtividade média de brotacGes de C. sylvestris por minicepa, em cada coleta, nos anos de 2009 e
2010. (Primeira poda: 16/09/2009).

INTERVALO PRODUTIVIDADE MEDIA
COLETA DATA DE COLETA Brotagdes por  protaces por m?
(dias) Minicepa
1 11/12/2009 53 2,46 b 98,4
2 26/01/2010 47 2,67 ab 106,8
3 03/04/2010 63 290a 116,0
Meédia Geral 54,33 2,67 107,07
C.V. (%) 11,19

Teste de Bartlett (x2) 2.56 ™ (n.s. ndo significativo)
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey ao 5% de probabilidade.

O ndmero de coletas foi baixo devido a lenta resposta das minicepas as podas. C.
sylvestris ndo apresenta naturalmente uma dominancia apical definida (Carvalho, 2007) o que
talvez expliqgue como a retirada da brotacdo apical ndo estimulou rapidamente as gemas
inferiores, uma vez que houve variagdo no nimero de dias entre os periodos de coleta de
miniestacas (Tabela 18). As coletas foram realizadas nos periodos correspondentes as
estacdes do ano com temperaturas elevadas o que seguramente contribuiu ao aumento da
producdo de brotacdes, conforme a quanto descrito também por Ferriani (2009) em
vassourdo-branco (Piptocarpa angustifolia) e por Brondani (2008) para Eucalyptus benthamii
x Eucalyptus dunnii. Os resultados obtidos por estes dois autores foram superiores aos aqui
relatados, sendo a primavera o periodo de maior produtividade para o vassurdo-branco (com
5,1 e 6,7 brotagdes/minicepa) (Ferriani, 2009) e a primavera e o verdo para o clone E.
benthamii x dunnii H19, que apresentou até 13,80 miniestacas/minicepa (primavera) e até
15,76 miniestacas/minicepa no verdo (Brondani, 2008).

Varios sdo os métodos que poderiam estimular e otimizar a producdo de brotacdes nas
minicepas de C. sylvestris, tais como a utilizacdo de sistemas semi-hidropénicos, como o
utilizado por Titon et al. (2003) os quais obtiveram até 9,7 miniestacas/minicepa de
Eucalyptus grandis por més; o plantio das mudas em canaletdes em leito de areia e, com
espacamento 10 cm x 15 cm, como testado por Souza Junior (2007) com excelentes resultados
ou em tubetes como proposto por Cunha et al. (2005) para assegurar um 100% de
sobrevivéncia das mudas; o intervalo de coleta das brotagdes também influencia a producéo
das mesmas, sendo que para minicepas de Eucalyptus benthamii plantadas em tubetes e em
canaletdo de areia, a produtividade meédia foi de 4,1 e 8,1 miniestacas/minicepa,

respectivamente, em coletas realizadas a cada 25 ou 30 dias.
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Em relacdo ao intervalo entre as podas Torres (2003) observou que as brotagdes mais
aptas para o emprego da miniestaquia estdo diretamente relacionadas ao aumento dos niveis
de carboidratos em fungédo da época do ano e do intervalo entre as coletas de brotagdes.

O aumento da periodicidade entre as coletas propicia, portanto, a expansao da area
foliar especifica, comportando assim uma maior producdo de fotoassimilados e incremento
dos niveis enddgenos de carboidratos no caule (Torres, 2003). Vale salientar que para
algumas espécies ndo e possivel diminuir o intervalo de coleta, pois as mesmas precisam de
periodos mais longos para formar novas brotagcdes aptas a serem usadas na miniestaquia,
como observado para as minicepas de Grevillea robusta ( Souza Janior, 2007).

A incidéncia de pragas nos minijardins clonais pode se refletir na producéo de brotagdes
como em minicepas de Grevillea robusta (Souza Janior, 2007) onde a presenca de fungos da
espécie Botrytis cinerea no sistema de canaletdo afetou a producéo de brotacdes na coleta. No
sistema de minijardim clonal em canaletdo, as vezes ocorre o aparecimento de patdgenos,
devido ao adensamento entre as minicepas (Alfenas et al., 2004). No presente trabalho, as
minicepas de C. sylvestris foram sujeitas a varios ataques de mosca branca (Aleurothrixus sp.)
sendo que infestacGes intensas de aleirodideos resultam no desfolhamento de algumas arvores
(Rodrigues; Cassino, 2003) o que talvez influenciou negativamente a producdo de novas
brotacdes assim como a densidade dos vasos e a facilidade da mosca de depositar 0s ovos nas
novas folhas.

A produtividade de brotacdes de qualidade e de alto vigor é extremamente importante
para a realizacdo da técnica de miniestaquia, pois quanto maior a producdo de material
juvenil, maior a possibilidade de obtencdo de miniestacas enraizadas e de mudas formadas,
conforme observado por Wendling e Xavier (2005).

O emprego da técnica de miniestaquia para a propagacdo de C. sylvestris necessita de
outros estudos relacionados a adubacéo e a sistemas mais adequados para a manutencdo das
minicepas (hidropdnico, semi-hidrop6nico), uso de diferentes recipientes (tubetes) e
substratos, permitindo a otimizacdo da produtividade de brotacdes, 0s ajustes e a

sustentabilidade do sistema de jardim miniclonal.
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8.3.2 Enraizamento de miniestacas

8.3.2.1 Porcentagem de miniestacas enraizadas

A analise estatistica revelou que a interacdo entre os fatores época de coleta e
concentracdes de AIB ndo foi significativa, demonstrando a independéncia dos fatores
testados (Tabela 19).

Tabela 19 - Porcentagem de miniestacas enraizadas de C. sylvestris sob efeito de diferentes concentracGes de
acido indol butirico(AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.

Epoca de Concentragdes de AIB (mg L™) _
coleta Médias
0 1000 2000 3000
Dezembro 93,33 97,80 100,00 97,80 97,20 A
Janeiro 88,67 95,33 93,33 80,00 89,47 AB
Abril 71,13 88,67 93,33 88,67 85,53 B
Médias 84,46 a 94,06 a 95,53 a 88,67 a

Médias seguidas da mesma letra minuscula na horizontal e médias seguidas da mesma letra maitscula na vertical,
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Os maiores percentuais de enraizamento foram obtidos para as miniestacas coletadas no
més de dezembro/2009 e os menores no més de abril/2010 (Tabela 19).

De acordo com a comparacdo de médias para épocas de coleta verificou-se diferenca
significativa, sendo que as miniestacas coletadas no més de dezembro/2009 se destacaram
com a maior porcentagem média de enraizamento. As porcentagens de enraizamento foram,
de forma geral, muito elevadas, atingindo picos de 100% de enraizamento. O més de abril foi
0 que apresentou menor porcentagem de enraizamento, com 71,13% de estacas enraizadas
(Figura12 C).

Resultados semelhantes foram obtidos por Marinho et al. (2009) em miniestacas
provenientes de mudas obtidas de semente de goiabeira (Psidium guajava) os quais obtiveram
até 0 100% de enraizamento a partir da segunda coleta de miniestacas. Igualmente Xavier et
al. (2003a), em miniestacas de cedro-rosa (Cedrela fissilis), determinaram que ndo houve
influéncia significativa nas varias dosagens de regulador vegetal testadas (0 a 4000 mg L™ de
AIB), sendo que o maior enraizamento (100%) ocorreu na testemunha. Os autores explicaram
tal resultado pelos propagulos utilizados serem juvenis, com o balango hormonal interno

favoravel ao enraizamento e podendo portanto apresentar respostas negativas a aplicagédo
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adicional de regulador vegetal. Tal fato discorda com os resultados obtidos no presente
trabalho onde, mesmo ndo havendo diferencas significativas entre as concentracdes de AlB, é
possivel observar uma linha de tendéncia segundo a qual o enraizamento aumenta da
concentracdo de 0 até um pico 6timo correspondente a 2000 ou 1000 mg L™ de AIB para
depois diminuir com o aumento da concentracao aplicada (Tabela 19).

De acordo com Hartmann et al. (2002), a utilizacdo de reguladores vegetais pode ser um
incremento a capacidade de formacdo de raizes adventicias, contribuindo assim para o
aumento da porcentagem de enraizamento e melhoria da uniformidade e da qualidade do
sistema radicial formado.

Contudo, no presente trabalho, constatou-se que as miniestacas de C. sylvestris
apresentaram uma juvenilidade muito favoravel a indugdo radicial. Tais resultados tornam a
producdo de mudas da espécie por meio da técnica de miniestaquia a partir de material de
origem seminal, uma técnica viavel e altamente recomendavel. As elevadas porcentagens de
enraizamento em tempos muito reduzidos tornam a miniestaquia uma op¢do muito produtiva
e econbmica, especialmente quando comparada com trabalhos prévios de propagacdo
vegetativa da espécie onde os percentuais de enraizamento foram baixos, como relatado por
Imatomi (2007) e Cavallari (2008) os quais obtiveram respectivamente 25% e 21% de
enraizamento para estacas caulinares e apicais de C. sylvestris com o uso de diferentes
reguladores vegetais (acido indolbutirico e acido naftalenoacético) e fungos micorrizicos
(Imatomi, 2007) e longa permanéncia em casa de vegetacdo (1 ano) (Cavallari, 2008).

No caso da miniestaquia de C. sylvestris os excelentes resultados obtidos justificam o0s
relativamente longos tempos necessarios para a efetiva obtencdo das miniestacas enraizadas,
no caso 15 meses, partindo da coleta dos frutos, conversdo das mudas a minicepas, inducao
das brotacGes até o final do periodo de enraizamento das miniestacas.

De acordo com Wendling e Xavier (2005) o sistema de obtencdo das minicepas é
aparentemente mais longo que o enraizamento de estacas provenientes de matrizes adultas.
No entanto, dependendo das caracteristicas da espécie e de sua utiliza¢do, a miniestaquia pode
vir a ser uma das op¢des mais baratas, pelo menor periodo de tempo de producgdo, qualidade

das mudas e custos viaveis para 0 consumidor.

8.3.2.2 Numero médio de raizes por miniestaca

Por meio dos resultados da analise de variancia, verificou-se que ndo houve interacao

significativa entre os meses do ano e as concentragdes de regulador vegetal, para nimero
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médio de raizes, demonstrando que 0s mesmos sao independentes. A maior média encontrada
correspondeu as miniestacas coletadas no més de abril de 2010, com 6,37 raizes por estaca,
sendo que os tratamentos com o regulador vegetal, em todas as concentragOes testadas,
promoveram uma aumento no nimero de raizes comparadas ao tratamento testemunha
(Tabela 20).

Um efeito mais acentuado do regulador vegetal foi verificado em estacas herbaceas de
espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) coletadas no inverno, nas quais Silva (1999) observou a
formacdo de 2,75 raizes por estaca para a testemunha, enquanto que a aplicagdo de auxina

promoveu a formacdo de 10,75 raizes por estaca.

Tabela 20 — NUmero médio de raizes de miniestacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentracdes de
acido indol butirico(AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.

Epoca de Concentracdes de AIB (mg L™?)
Médias
coleta
0 1000 2000 3000
Dezembro 4,07 4,93 5,38 5,13 4,88 B
Janeiro 3,13 4,58 5,42 4,73 4,47 B
Abril 4,55 7,22 6,87 6,86 6,37 A
Médias 392b 5,58 a 5,89a 557a

Médias seguidas da mesma letra minGscula na horizontale médias seguidas da mesma letra mailscula na
vertical, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

A época de coleta das estacas exerce influéncia no nimero de raizes emitidas por estaca,
pois quando sdo coletadas em periodos de intenso crescimento vegetativo possuem
consisténcia mais herbacea, e, por isso, demonstram maior capacidade de enraizamento
(Fachinello et al., 2005). As estacas coletadas em abril, portanto durante o outono,
apresentaram um numero maior de raizes (Tabela 20) (Figura 12 D), dados que discordam dos
obtidos por Alcéantara et al. (2007), em miniestacas de Pinus taeda as quais obtiveram o
menor nimero de raizes, assim como o menor percentual de enraizamento, no outono,
respectivamente 0,40 e 2,50%, em mudas avaliadas ap6s 90 dias. Os resultados obtidos no
presente trabalho sdo ainda superiores aqueles obtidos em miniestacas de leiteiro (Sapium
glandulatum Vell.) oriundas de minicepas produzidas por semente, nas quais no outono o
regulador vegetal AIB ndo influenciou o nimero de raizes, sendo 0 maximo obtido de 4,32
raizes por estaca para 8000 mg L™ de AIB (Ferreira et al., 2010). Os resultados finais de

enraizamento e nimero de raizes obtidas nas ministacas deste periodo ndo concordaram com
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as previsbes derivadas das observacOes realizadas durante os monitoramentos semanais,
provavelmente pelas baixas temperaturas durante a permanéncia em casa de vegetacao
seguidas pelo subito aumento das mesmas, ocorrido nas ultimas duas semanas antes da
avaliacdo (7/7/2010) fato que deve de ter influenciado positivamente no desenvolvimento de
raizes e brotacGes das miniestacas.

Tal observacdo concorda com a andlise estatistica segundo a qual ndo ha necessidade de
utilizacdo de auxina para a formacéo de raizes em miniestacas de C. sylvestris oriundas de
propagulos juvenis, sendo as condigdes externas como a época do ano ou internas como a
juvenilidade, os fatores determinantes para o0 enraizamento e a formacao de raizes adventicias.
Contudo, é importante lembrar que a pratica da miniestaquia € realizada em sequéncia sendo,
portanto, fundamental para o estabelecimento de um protocolo definitivo de miniestaquia em
C. sylvestris a realizagdo de ulteriores experimentos nos demais meses do ano para 0
monitoramento do processo de enraizamento e complementacdo das informacbes aqui

apresentadas.

8.3.2.3 Comprimento médio das trés maiores raizes por miniestaca

Os resultados da analise de variancia revelaram que houve interagdo entre os fatores
época de coleta e concentracao de AIB, para comprimento médio de raizes em miniestacas de
C. sylvestris, demonstrando que 0s mesmos nao sdo independentes (Tabela 21). Para esta
variavel os meses de dezembro/2009 (2,40 cm) e abril/2010 (2,18 cm) apresentaram as
maiores médias, sendo 0 més de dezembro levemente superior a0 més de abril (Tabela 21)
(Figura 12F). Ferreira et al. (2010) em miniestacas de leiteiro (Sapium glandulatum)
obtiveram resultados semelhantes em miniestacas enraizadas na primavera, com comprimento
médio de raizes de 2,12 cm com a aplicacdo de AIB assim como no outono, época em que a
média foi de 1,66 cm. As miniestacas coletadas no més de janeiro/2010 apresentaram as
menores médias para 0 comprimento de raizes, ndo havendo diferenca significativa entre a

testemunha e a maxima concentracdo de AIB testada, 3000 mg L™ (Tabela 21).
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Figura 12 - Miniestaquia de Casearia sylvestris. A - Confec¢do da miniestaca. B. Bandeja com miniestacas de C.
sylvestris coletadas em dezembro/2009. C - Miniestaca coletada em janeiro/2010 enraizada e
brotada sem AIB. D - Detalhe de sistema radicial de miniestaca de C. sylvestris coletada em
abril/2009 e enraizada ap6s tratamento com 2000 mgL™ de AIB. E - Detalhe de brotagdo em

miniestaca coletada em janeiro/2010 F - Miniestacas de C. sylvestris coletadas em dezembro/2009
enraizadas e brotadas com 2000 mg L™ de AIB.
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Tabela 21 - Comprimento médio das trés maiores raizes de miniestacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentragdes de acido indol butirico (AIB), em trés meses dos anos 2009 e 2010 e avaliadas aos 90

dias.
Epoca de Concentragdes de AIB (mg L™)
Médias
coleta

0 1000 2000 3000
Dezembro 1,34 aC 1,65 aBC 2,40 aA 2,00 aAB 1,85
Janeiro 0,75 bB 1,03 bAB 1,42 bA 0,76 bB 0,99
Abril 1,66 aAB 2,18 aA 1,54 bB 1,15 bB 1,63

Médias 1,24 1,62 1,79 1,30

Meédias seguidas da mesma letra minUscula na vertical e médias seguidas da mesma letra maidscula na
horizontal, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Provavelmente, o baixo percentual do numero de raizes nas miniestacas enraizadas no
verdo esta relacionado com as elevadas temperaturas observadas no periodo ap6s o plantio das
miniestacas no final de janeiro, seguidas por um decréscimo das temperaturas nos meses
seguintes até a avaliacdo das mesmas que poderiam ter esfriado o substrato de enraizamento
das miniestacas. O aquecimento do substrato de enraizamento também é citado como um
tratamento que favorece o enraizamento e desenvolvimento das raizes (Tonietto et al., 2001).
Segundo Nachtigal (1999), a reducdo do comprimento pode ocorrer devido a competicao
existente entre as raizes pelas reservas da estaca, provocando uma relacdo inversamente
proporcional ao numero de raizes, o que poderia explicar o elevado numero de raizes nas
miniestacas da Ultima coleta e a redugdo do comprimento das mesmas comparadas com 0s
outros meses.

O maior comprimento correspondeu & concentragdo 2000 mg L™ de AIB (1,42 cm). De
acordo com os resultados, o uso de regulador vegetal e a coleta das estacas no final da
primavera contribuiram com a obtencdo de raizes de miniestacas de C. sylvestris mais longas.
Segundo Tonietto et al. (2001) em miniestacas de amexeira cultivar Pluma 7 (Prunus
salicina) o AIB e a cultivar interagiram na variavel comprimento de raiz, obtendo-se 0 maior
comprimento com AIB a 2000 mg L. Segundo os mesmos autores, com a indugéo e provavel
antecipacdo da formagcdo de raizes com a utilizacdo do AIB, houve um periodo maior para o
crescimento das raizes dentro do substrato, tendo assim o AIB um efeito indireto sobre o
comprimento de raiz. Assim o sucesso do uso do AIB pode ser atribuido ao melhor balangco

hormonal dos propagulos e ao menor tempo para iniciar o enraizamento, diminuindo o
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estresse fisiologico de um prolongado tempo sem raizes, 0 que muitas vezes ocasiona a morte
da estaca.

E importante salientar que para a producéo de mudas, a porcentagem de enraizamento
das estacas é de extrema importancia. Entretanto, a qualidade do sistema radicial é
determinante para a sobrevivéncia da muda, sendo verificada pela presenca de raizes,
numerosas e desenvolvidas (Reis et al., 2000; Lima, 2008). Mudas com sistema radicial
restrito, quando transplantadas para o campo, tém dificuldade de compensar a
evapotranspiracdo, mesmo se bem irrigadas apds o transplantio (Wien, 1997).

No presente trabalho os sistemas radiciais observados apresentavam uma boa
conformacdo das raizes, sendo estas bem ramificadas e distribuidas, podendo surgir tanto de
calos na base da estaca quanto de porcGes superiores ao corte basal- Porém, ndo foi
observada uma especifica resposta a aplicacdo de concentragdes crescentes em concentracao
de AIB para tal caracteristica.

8.3.2.4 Massa seca das raizes

A analise de variancia ndo demonstrou interacdo significativa entre os fatores época de
coleta e concentracdo de AIB, para a varidvel massa seca de raizes por miniestaca (Tabela
22).

Para esta variavel, os resultados evidenciam que o més de dezembro/2009 associado
com a concentragdo 2000 mg L™ foi a combinacio que produziu maior massa seca de raizes
(64,67mg).

Pela compraracdo das médias, o melhor més foi dezembro/2009, sendo muito superior
ao restante dos meses avaliados (54,58 mg); o regulador vegetal promoveu o aumento de
massa seca em razdo do aumento da concentracdo até atingir o pico maximo (2000 mgL™) e
diminuir com a maior concentragéo testada (Tabela 22). Provavelmente, a producédo de massa
seca de raizes foi também estimulada pela presenca da folhas, como também relatado para
miniestacas de maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis) que tiveram a biomassa radicial
elevada pela presenca de folhas, de 33,19 para 50,64 mg/estaca, representando aumento de
52,6 % (Carvalho et al., 2007).
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Tabela 22 - Massa seca das raizes de miniestacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentragdes de acido
indol butirico (AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.

Epoca de Concentragdes de AIB (mg L™) )
coleta Médias
0 1000 2000 3000
Dezembro 39,00 54,00 64,67 60,67 54,58 A
Janeiro 18,33 24,67 49,00 24,67 29,17 B
Abril 20,33 45,67 26,33 18,33 27,67B
Médias 25,89 b 41,44 a 46,67 a 34,56 ab

Médias seguidas da mesma letra minuscula na horizontal e médias seguidas da mesma letra maitscula na
vertical, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Em relacdo a estaquia convencional, Biasi et al. (2000) constataram que a utilizacdo de
AIB (no caso 2000 mg L™), além de favorecer o enraizamento, reduziu a taxa de mortalidade,
aumentou a retencdo foliar e 0 nimero de raizes por estaca, e promoveu o desenvolvimento
do sistema radicial de dois cultivares de pessegueiro (Coral e Ouro) e um cultivar de
nectarineira (Sun Red). Outros autores também verificaram o efeito do AIB no aumento do
volume e massa seca de raizes de pessegueiro (Rufato et al., 1999).

A maior massa de raizes pode influenciar diretamente o desenvolvimento da muda em
viveiro e posterior transplantio a campo, devido a maior capacidade de absorcdo de &gua e

nutrientes (Santoro et al., 2010).

8.3.2.5 Numero médio de folhas retidas

Por meio dos resultados da analise de variancia, verificou-se que houve interacao entre
os fatores época de coleta e concentracdo de regulador vegetal, para nimero médio de folhas
retidas, demonstrando que os mesmos nao séo independentes. As diferencas entre todos 0s
tratamentos foram minimas, porém, o maior nudmero de folhas retidas correspondeu as
miniestacas coletadas em abril e tratadas com 2000 mg L™ de AIB (30 folhas), ou seja todas
as miniestacas retiveram as duas folhas iniciais (Tabela 23).

Para Carvalho et al.(2007) a manutencdo de s6 meia folha no apice da estaca permitiu a
producdo de maior numero e massa seca de raizes em miniestacas herbaceas de maracujazeiro

amarelo, comparadas as miniestacas sem folha.
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Tabela 23 - Numero médio de folhas retidas em miniestacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentragdes de acido indol butirico (AIBO, coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90
dias.

Concentragdes de AIB (mg L™)

Epoca de coleta Médias
0 1000 2000 3000
Dezembro 29,00 aA 29,67 aA 28,33 aAB 26,33 bB 28,33
Janeiro 29,33 aA 29,33 aA 28,67 aA 24,67 bB 28,00
Abril 29,67 aA 29,33 aA 30,00 aA 29,33 aA 29,58
Médias 29,33 29,44 29,00 26,78

Meédias seguidas da mesma letra minGscula na vertical e médias seguidas da mesma letra maitscula na horizontal,
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

A concentracdo 3000 mg L™ de AIB foi a que induziu uma menor retencéo de folhas,
26,33 e 24,67 folhas por tratamento para os meses de dezembro e janeiro respectivamente,
talvez pelo leve efeito fitotoxico da concentracdo ou pelas altas temperaturas do periodo.
Contudo houve 0% de mortalidade em todos os tratamentos, pelo que a retencdo foliar se
revelou adequada e fundamental ao sucesso de enraizamento e brotacdo das miniestacas. A
presenca de folhas no enraizamento de estacas influencia o processo de formacao radicial,
auxiliando no transporte de substancias promotoras de enraizamento e promovendo a perda de
agua por transpiracdo (Costa Janior, 2000). A preservacdo das folhas garante a sobrevivéncia
das estacas, tanto pela sintese de carboidratos através da fotossintese, como pelo fornecimento
de auxinas e outras substancias denominadas co-fatores de enraizamento, estimulando a
atividade de troca e a diferenciacdo celular (Ono; Rodrigues, 1996; Hartmann et al., 2002).

Em estacas onde sdo retidas as folhas, a auxina enddgena, produzida nas folhas e nas
gemas, move-se naturalmente segundo um gradiente para a parte inferior do caule,
aumentando a sua concentracdo na base, junto com os agucares e outras substancias nutritivas
(Taiz; Zeiger, 2004).

8.3.2.6 Porcentagem de miniestacas brotadas

A andlise estatistica revelou que a interacdo entre os fatores época de coleta e
concentragfes de AIB ndo foi significativa, demonstrando a independéncia dos fatores
testados (Tabela 24). Os maiores percentuais de miniestacas brotadas foram obtidos para as
coletas no més de dezembro/2009 e os menores no més de janeiro/2010 (Tabela 24) (Figura
12E).
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As combinacgdes de fatores que promoveram maior formacdo de brotacGes foram as
coletas efetuadas no comeco de janeiro e de abril, associadas ao tratamento com 2000 mg L™
de regulador vegetal, 0 que proporcionou 0 66,67% e 68,87% de brotacGes respectivamente
(Tabela 24). O tratamento testemunha proporcionou, nos meses de janeiro e abril, as menores
porcentagens de novos brotos, provavelmente devido ao menor nimero, crescimento e massa

seca de raizes das miniestacas (Tabela 24).

Tabela 24 - Porcentagem de miniestacas de C. sylvestris brotadas, sob efeito de diferentes concentracGes de
acido indol butirico (AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90 dias.

Epoca de Concentragdes de AIB (mg L™)
Médias
coleta
0 1000 2000 3000

Dezembro 57,80 57,80 66,67 64,47 61,67 A
Janeiro 26,67 28,87 33,33 28,87 29,47 B
Abril 22,20 62,20 68,87 57,80 52,80 A

Médias 35,53 b 49,60 ab 56,27 a 50,40 ab

Médias seguidas da mesma letra minGscula na horizontal e médias seguidas da mesma letra mailscula na
vertical, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Provavelmente a presenca de folhas promoveu maior porcentagem de estacas brotadas
como constatado por Pio et al. (2004), os quais obtiveram 67,5% de brotacfes para estacas
com um par de folhas e 82,5% para estacas com dois pares de folhas.

De forma geral, observa-se que provavelmente o nivel interno de auxinas/citocininas foi
favoravel a formacdo de parte aérea, apds a inducdo radicial. As citocininas, produzidas
principalmente no meristema apical das raizes e nas partes aéreas das plantas como as folhas
jovens, também modificam a dominancia apical e promovem o crescimento de gemas laterais
(Fachinello et al., 2005).

8.3.2.7 Porcentagem de miniestacas vivas, sem raizes e com calos

A anélise de variancia ndo demonstrou interacdo significativa entre os fatores época de
coleta e concentracdo de AIB para porcentagem de miniestacas vivas sem raizes e com calos,

constatando-se a independéncia entre os fatores (Tabela 25).
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Nenhuma das miniestacas coletadas em dezembro/2009 apresentou estacas com calos e
sem enraizar, diferindo dos demais meses em que houve percentual relativamente elevado de
estacas com calos e sem raiz em correspondéncia ao tratamento testemunha e 1000 mg L™ de
AIB, sendo a porcentagem maior 28,87% para miniestacas coletadas em abril e ndo tratadas
com regulador vegetal (Tabela 25). Ferriani (2006) também constatou que a formacdo de
calos ndo constituiu pré-requisito para a formacdo de raizes em miniestacas de vassourao
branco (Piptocarpha angustifolia). Resultados analogos foram obtidos por Ferreira et al.
(2010) em miniestacas de leiteiro (Sapium glandulatum) onde a analise de variancia indicou
que somente o fator estacGes do ano mostrou efeito significativo sobre a variavel miniestacas
com calos sendo, porém, o periodo de inverno menos favoravel a formacdo de calos na base

das miniestacas, independente do tipo e da concentracdo dos reguladores vegetais

Tabela 25 - Porcentagem de miniestacas de C. sylvestris vivas (sem raizes e com calo), sob efeito de diferentes
concentragdes de cido indol butirico (AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90

dias.
Epoca de Concentracdes de AIB (mg L™)
Médias
coleta
0 1000 2000 3000
Dezembro 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 B
Janeiro 13,33 4,47 0,00 0,00 4,47 AB
Abril 28,87 11,13 2,20 4,47 11,67 A
Médias 14,07 a 520a 0,73 a 1,47 a

Médias seguidas da mesma letra mindscula na horizontal e médias seguidas da mesma letra maidscula na vertical,
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

Essas observacdes concordam com o descrito por Lima (2008) em miniestacas de
espinheira-santa (Maytenus iliciflia) a qual verificou que, quando presentes, os calos
formaram-se na base do corte e também na regido ao redor do caule, localizada logo acima do
corte. Considerando as altas porcentagens de enraizamento obtidas em todas as coletas pode-
se hipotizar que o desenvolvimento de calos ndo resulta numa condicdo para a inducdo das
raizes adventicias em miniestacas de C. sylvestris, fato também confirmado pelos trabalhos de
Lima (2008) e Ferreira et al. (2010) em miniestacas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia
Mart. ex Reissek) e de leiteiro (Sapium glandulatum) respectivamente.
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8.3.2.8 Porcentagem de estacas vivas, sem raizes e sem calos

A analise de variancia ndo mostrou interacdo entre os fatores época de coleta e
concentracdo de AIB para miniestacas vivas, sem raizes e sem calos demonstrando que 0s
fatores sdo independentes (Tabela 26). A sobrevivéncia das miniestacas sem formacgédo de

raizes ndo foi influenciada pela aplicacéo do regulador vegetal nem pela estacédo do ano.

Tabela 26- Porcentagem de miniestacas de C. sylvestris vivas, (sem raizes e sem calos), sob efeito de diferentes
concentragdes de acido indol butirico (AIB), coletadas em trés diferentes meses e avaliadas aos 90

dias.
Epoca de Concentragdes de AIB (mg L™)
Médias
coleta
0 1000 2000 3000
Dezembro 4,47 2,20 0,00 2,20 2,20 A
Janeiro 0,00 0,00 6,67 15,53 553 A
Abril 0,00 0,00 8,87 447 3,33A
Médias 1,46 a 0,73 a 5,20 a 7,40 a

Médias seguidas da mesma letra minlscula na horizontal e médias seguidas da mesma letra mailscula na
vertical, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey ao 5% de probabilidade.

A maior porcentagem de miniestacas vivas (15,53%) foi obtida a partir de miniestacas
coletas no més de janeiro de 2010 e tratadas com 3000 mg L™ de AIB (Tabela 26). A presenca
de estacas vivas sem calos e ndo enraizadas poderia indicar que houve um atraso no
enraizamento das estacas, ou ainda, que a permanéncia por mais tempo no leito de
enraizamento poderia resultar em inducdo do enraizamento, como sugerido por Lima et al.
(2006).
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8.4 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que foi realizado o presente experimento, foi possivel concluir que:

Em minijardins clonais de origem seminal a produtividade média de

brotacdes/minicepa/coleta aumenta com as coletas realizadas de dezembro até abril;

A aplicacdo de &cido indolbutirico apresenta pouca influéncia no enraizamento
adventicio de miniestacas, aumentando, porém, o numero de raizes em todos 0s meses

testados;

Devido a maior porcentagem de enraizamento e formacdo de brotacdes, o0 més de

dezembro é o mais favoravel para a coleta de miniestacas de C. sylvestris.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Para a producdo de 6leo essencial de C. sylvestris a secagem do material em estufa com
ar aquecido foi o tratamento que proporcionou o rendimento mais elevado associado a maior
quantidade detectada de constituintes do 6leo (Capitulo 2). As concentracBes dos constituintes
do Oleo variaram em relacdo a modalidade de secagem, portanto posteriores aplicacdes
deverdo ter em conta tais varia¢des, conforme a utilizag&o final do dleo.

As folhas secas ao ar ambiente, sem aparelho desumidificador, no periodo em que foi
realizado o experimento, demoraram ao redor de 60 dias até atingir massa constante, o que
tornou a técnica pouco vidvel do ponto de vista logistico. Contudo, os alcoo6is thunbergol e
espatulenol apresentaram teores superiores em folhas secas ao ar ambiente, demonstrando que
a secagem em estufa seguramente contribuiu com a degradacéo de uma fracéo de constituintes
do 6leo que poderia ser de utilidade para usos futuros.

A utilizacdo de camaras com ambiente controlado e sistema de desumidificacdo do ar
poderia levar a obtencdo de Oleo essencial de C. sylvestris com um bom equilibrio entre
quantidade e qualidade dos constituintes do 6leo.

No que se refere a propagacdo vegetativa de C. sylvestris, os resultados obtidos no
primeiro experimento de estaquia, relativos as quatro estacdes do ano, revelam que a
utilizacdo de material oriundo de plantas adultas de C. sylvestris ndo é adequada para o
enraizamento de estacas. Tal fato pode ser devido as alteragcdes bioguimicas e fisioldgicas
decorrentes da perda da juvenilidade, como a menor presenca de co-fatores do enraizamento e
maiores teores de inibidores do enraizamento. Tal aspecto pode ser constatado ao observar as
porcentagens de enraizamento obtidas no comeco da primavera de 2008, cujas estacas,
oriundas das mesmas plantas matrizes foram coletadas seis meses apés a realizacdo de poda, e
a porcentagem de enraizamento aumentou 37,5% em comparacao com o enraizamento obtido
precedentemente com o material ndo oriundo de poda.

Uma vez conhecidos os possiveis fatores determinantes para o enraizamento da espécie,
época do ano (primavera) e condicdo fisioldgica do explante (material rejuvenescido), foram
delineados mais dois experimentos visando aprimorar os resultados obtidos: a miniestaquia
seriada de propagulos juvenis e a estaquia de brotacGes oriundas de podas drésticas. O
objetivo foi a obtencdo de estacas com um elevado percentual enraizamento e com brotacdes.
Nos primeiros dois experimentos ndo foram observadas estacas brotadas, (com uma Unica
excecdo, em estacas de brotacdes obtidas apos a poda), fato que, do ponto de vista prético,

impede a obtengdo de uma muda viavel. Todas as estacas enraizadas do segundo experimento
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(Capitulo 4) foram transferidas para sacos plasticos e permaneceram em casa de vegetacao
com o0 objetivo de avaliar a possivel formacdo de brotacdes. Dois anos apos a instalacdo do
experimento nenhuma estacas apresentou novas brotacGes, sendo que as folhas originais
ficaram retidas.

Uma das hipoteses elaboradas para explicar a auséncia de brotacGes nas estacas foi o
possivel crescimento plagiotropico dos ramos de C. sylvestris, que poderia ter contribuido
com a falta de crescimento vertical das estacas propagadas. Com objetivo de comprovar tal
hipotese foram realizadas podas drasticas nas plantas matrizes, sendo que geralmente as
brotacdes basais apresentam um crescimento tipo ortotropico. Mais uma vez nenhuma das
estacas apresentou brotagdes, mesmo com média de 4-5 gemas axilares. C. sylvestris,
segundo a bibliografia, € uma espécie dicotdbmica e simpddica, ou seja, com a ocorréncia de
brotos multiplos, e bifurcagdes no fuste e com dicotomia para a gema apical (sem dominancia
apical definida) contudo a retirada da gema apical ndo estimulou o desenvolvimento das
gemas axilares, que ficaram dormentes ou perderam a atividade meristematica.

O experimento de miniestaquia (Capitulo 8), pode ser considerado um sucesso em
termos de brotacOes e enraizamento (Tabela 27), sendo que as miniestacas apresentavam
exclusivamente brotacGes apicais e sistemas radiciais bem desenvolvidos, com raizes
principais e secundarias.

Quanto a utilizacdo de auxina neste experimento pode-se verificar que as estacas de
forma geral ndo responderam a aplicacdo de AIB nas concentragdes testadas, com exce¢do
das estacas de brotacfes do ano (Capitulo 3), as quais talvez ainda ndo possuiam um nivel
suficiente de auxinas endogenas, capaz de dispensar o uso do regulador vegetal. Portanto, o
lento ou dificil enraizamento da espécie nao é solucionado pela aplicacdo exdgena de auxina,

e sim com o rejuvenescimento fisiologico dos tecidos utilizados como explantes.
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Figura 13 - Porcentagem de enraizamento, mortalidade e brotacdes em estacas de plantas adultas, estacas de
brotacGes de decepa e de poda de plantas adultas e miniestacas de C. sylvestris.

A Figura 13 reline as médias gerais obtidas para as variaveis enraizamento, mortalidade

e brotacbes, analisadas em todos os experimentos realizados no presente trabalho,

apresentando uma sintese comparativa dos mesmos. Os melhores resultados observados para

a estaquia bem como as principais caracteristicas de cada um dos experimentos sdo

apresentados na Tabela 27.

Tabela 27 - Comparagdo geral entre os melhores resultados obtidos no enraizamento por estaquia de C.

sylvestris.
Origem do Epoca AIB Enraizamento Brotagdes en-[griggr%gﬁto
Explante (més) (mg L™ (%) apicais (%) (dias)
Plantas adultas Final da - 39,1 - 150
primavera
Brotacdes pl. Comeco da 180
. - 66,0 -
adultas primavera
Brotages de Comeco da
decepa e de me¢ - 95,8 - 180
primavera
poda
Miniestaguia Final da : 97,3 617 90
primavera

As maiores porcentagens de enraizamento foram obtidas com a utilizagdo da
miniestaquia, em todos 0s meses testados. Quando comparada a estaquia com o uso de estacas
obtidas de plantas adultas, a eficiéncia da miniestaquia para a producdo de mudas torna-se
evidente. Estes resultados indicam que o uso de material juvenil obtido de brotagoes
provenientes de minicepas propagadas por semente favorece o0 enraizamento da especie.

Outro fator que deve ser ressaltado é a consideravel reducdo do tempo de permanéncia

das miniestacas no leito de enraizamento. Desse modo, é possivel concluir que por dispensar a
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utilizacdo de regulador vegetal, diminuir o tempo de enraizamento e proporcionar mudas com
bom desenvolvimento aéreo e radicial, a miniestaquia resulta a técnica com maior viabilidade

econdmica e eficiéncia para a propagacao vegetativa de C. sylvestris.



181

10 CONCLUSOES GERAIS

Nas condigdes em que foram realizados os experimentos com Casearia sylvestris

Swartz, é possivel concluir que:

O melhor periodo para a coleta de folhas de C.sylvestris com maior rendimento de 6leo

essencial é o final do outono até o comego da primavera, para a regido de Curitiba, Parana.

Folhas secas de C.sylvestris apresentam maior rendimento e maior numero de

constituintes no 6leo essencial.

Estacas semilenhosas obtidas de plantas matrizes adultas apresentam baixa capacidade
de enraizamento, mesmo com a utilizacdo de AIB até a concentragdo de 3000 mg L™,

Estacas semilenhosas obtidas de brotacbes do ano e provenientes de propagulos
desenvolvidos apds podas drésticas apresentam elevada porcentagem de enraizamento sem

aplicacdo de AIB.

Para estacas provenientes de propagulos de plantas adultas a espécie pode ser
considerada de lento enraizamento, sendo o periodo de permanéncia das estacas no leito de
enraizamento de 150 a 180 dias.

Miniestacas provenientes de material juvenil obtido de minicepas originadas de semente
apresentam maior capacidade de enraizamento adventicio e de emissdo de brotacdes, sem a

necessidade de utilizagéo de AIB.

Ajuvenilidade é fator determinante para a propagacao vegetativa de C. sylvestris.
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ANEXOS
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Anexo 1 - Resultados da andlise de variancia para a porcentagem de & elemeno, o cubebeno,
ciclosativeno, a-copaeno e B bourboneno presentes no 6leo essencial de folhas frescas de C.
sylvestris coletadas em cinco meses dos anos 2007 e 2008.

QUADRADO MEDIO

Fat_or (~je G.L. Jdelemeno ocubebeno  ciclosativeno * B bourboneno
variagao copaeno
Meses 4 1,52 2,727 2,71 6,41 0,004™
Residuo 10 0,22 0,01 1,90 0,30 0,002
CV(%) 29.22 5,01 35,90 29,34 62,14
w2 3,73 11,03" 8,24 12,97" 11,04"

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 2 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de B elemeno, a gurjuneno,
trans-cariofileno, B gurjuneno e o-guaieno presentes no o6leo essencial de folhas frescas de C.
sylvestris coletadas em cinco meses dos anos 2007 € 2008.

QUADRADO MEDIO

Fator de a . . .
variagio G.L. Pelemeno gurjuneno trans-cariofileno B gurjuneno a-guaieno
Meses 4 6,04" 5,42 39,88 2,757 0,417
Residuo 10 0,86 0,03 1,63 0,23 0,05
CV(%) 21,59 5,85 16,83 30,76 10,42

x2 8,09"° 3,38"° 0,86" 0,56 "* 8,64 "

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 3 - Resultados da andlise de variancia para a porcentagem de a humuleno, seicheleno,
germacreno D, B selineno e biciclogermacreno presentes no 6éleo essencial de folhas
frescas de C. sylvestris coletadas em cinco meses dos anos 2007 e 2008.

QUADRADO MEDIO

Fatpr ge GL. «humuleno seicheleno  9€rMacreno B selineno  biciclogermacreno
variagao D
Meses 4 0,64 0,62" 165,63 073" 220,94
Residuo 10 0,04 0,02 16,03 0,19 71,77
CV(%) 16,50 13,58 21,02 42,39 53,89
2 11,68"* 11,54" 5,02" 11,23" 7,34

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 4 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de germacreno A, s y-cadineno,

cubebol, & cadideno e germacreno B presentes no 6leo essencial de folhas frescas de C.
sylvestris coletadas em cinco meses dos anos 2007 e 2008.

QUADRADO MEDIO

Fatorde G.L  germacreno

. 8
variacio . A y-cadineno cubebol cadideno germacreno B
Mesesdo 4 11,707 484" 2,74 85,23" 25,52
Residuo 10 0,02 0,05 0,09 0,701 0,32
CV(%) 8,78 15,79 24,01 10,11 18,49
12 11,05" 6,24 8,51 7,30"° 6,89 "

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 5 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de espatulenol, 6xido de cariofileno, epoxido
Il humuleno, 1 epi cubenol, epi-acadinol e a-cadinol presentes no 6leo essencial de folhas frescas de
C. sylvestris coletadas em cinco meses dos anos 2007 e 2008.

QUADRADO MEDIO

Fator de Oxido de epdxido |1 1 epi epi-

variacao G.L.  espatulenol cariofileno  humuleno  cubenol  ocadinol  * cadinol
Meses 4 0,79” 062" 0,717 452" 559" 10,57
Residuo 10 0,43 0,07 0,18 0,19 0,02 0,25
CV(%) 37,45 38,93 44,52 25,39 7,08 19,42
12 5,02 12,48"° 8,94"° 9,03"* 6,72"° 11,18

* Significativo a 05% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 6 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de & elemeno, a cubebeno, ciclosativeno, a-
copaeno e B bourboneno presentes no 6leo essencial de de folhas frescas, secas a 40 °C e 60 °C e ar
ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.

QUADRADO MEDIO

\I:::ic:gg(e) G.L. delemeno o cubebeno ciclosativeno Cop(:eno B bourboneno
Secagem 3 0,007  9815" 0,091 5,84™ 257"
Residuo 8 0,003 0, 002 0,051 0,032 0,16
CV(%) 28,05 131 157,157 4,28 18,89

2 458" 2,63" 10,30 12,97 4,63"

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 7 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de B elemeno, o gurjuneno, trans-cariofileno,
B gurjuneno e a-guaieno presentes no dleo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C e 60 °C e ar
ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.

QUADRADO MEDIO

\I:::icgggg G.L. PBelemeno our] L(aneno trans-cariofileno B gurjuneno a-guaieno
Secagemano 3 6,04 0,072 5,58 " 0,41" 0,08™
Residuo 8 0,86 0,004 0,38 0,05 0,05
CV(%) 21,59 66,28 6,56 10,36 12,84
x2 8,09"° 598" 3,13" 525" 9,64"

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 8 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de o humuleno, seicheleno, y-muuroleno,
germacreno D e B selineno presentes no 6leo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C e 60 °C e ar
ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.

QUADRADO MEDIO

Fator de . Y- germacreno .
variaio G.L. ahumuleno seicheleno muuroleno D [-selineno
Secagem 3 1,16 0,56 2,10" 15,30 1,117
Residuo 8 0,04 0,05 0,01 2,06 0,12
CV(%) 14,99 15,64 9,45 12,59 42,58
2 4,00 5,34 "¢ 7,40" 3,01" 6,63"

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 9- Resultados da analise de variancia para a porcentagem de e biciclogermacreno, a-bulneseno,
germacreno A, y-cadineno e cubebol, presentes no 6leo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C e
60 °C e ar ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.

QUADRADO MEDIO

5::?;9% L. ge:)r:;z::no bulnoé-seno germacreno A y- cadineno cubebol
Meses 3 54,72" 0,10 ™ 0,78" 0,16~ 21,66™
Residuo 8 3,65 0,002 0,001 0,02 0,003
CV(%) 10,26 30,51 3,50 26,14 6,95
w2 6,48"° 4,62" 0,41" 7,08" 13,55

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 10- Resultados da analise de variancia para a porcentagem de § cadideno, germacreno B, espatulenol,
oxido de cariofileno, guaiol e epdxido Il humuleno, presentes no 6leo essencial de folhas frescas,
secas a 40 °C e 60 °C e ar ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.

QUADRADO MEDIO

Fator de d- germacreno .+ lenol oxido uaiol epoxidoll

variagéo "~ cadineno B P cariofileno ¢ humuleno
Mesesdo 3 21,777 0,32" 14,217 6,63" 6,52 0,43"
Residuo 8 0,46 0,014 0,93 0,01 0,04 0,003
CV(%) 6,73 19,01 25,39 7,42 7,57 10,67
Y2 0,20"° 11,27"° 6,01"° 6,72"° 2,24"° 1,63"°

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 11 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de 1 epi cubenol, epi-ocadinol, a-cadinol.

bulnesol e thunbergol presentes no 6leo essencial de folhas frescas, secas a 40 °C e 60 °C e ar
ambiente de C. sylvestris coletadas em junho/2009.

QUADRADO MEDIO

Fator de . epi- a- .
variagéo G.L. lepicubenol cadinol a-cadinol bulnesol thunbergol
Secagem 3 0,58 0,78° 1,16 6,59 112,63"
Residuo 8 0,002 1,17 0,24 0,007 0,60
CV(%) 7,75 27,47 31,89 10,07 8,90

2 4,78" 6,69" 3,48" 9,70" 4,25"

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 12 - Resultados da analise de variancia para as variaveis porcentagem de estacas enraizadas, vivas (sem
raizes e com ou sem calos), mortalidade, porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris, sob efeito
de diferentes concentracdes de &cido indolbutirico (AlIB), no final da primavera/2007 e avaliadas

aos 150 dias.

QUADRADO MEDIO

Est.
Fator de  Graus de erll_:r:ltii(;?st c/calo e Estacas Estacas folhas retidas
variacdo liberdade (%) sfraiz  Vvivas (%)  mortas(%) (%)
(%)

AlB 3 10,41* 1,41 "% 0,23"* 13,90* 23,33"%
Residuo 16 2,04 2,45 0,13 2,60 12,41
C.V.(%) 27,88 50,17 43 50,6 23,89

2 1,06"° 1,38"*° 8,08 "* 0,50 "* 0,22"*

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 13 - Resultados da analise de variancia para as variaveis nimero de raizes por estaca, comprimento das
trés maiores raizes, massa seca das raizes de estacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentragdes de &cido indolbutirico (AIB), no final da primavera/2007 avaliadas aos 150 dias.

QUADRADO MEDIO

rordevarngio Spavesy, VISP M Mo
AlB 3 6,68"° 2,27 " 0,07"*
Residuo 16 2,61 2,05 0,03
C.V.(%) 36,24 28,83 20,88
X2 0,91 " 6,63 ™ 1,89"

n.s. ndo significativo

Anexo 14 - Resultados da analise de variancia para as variaveis porcentagem de estacas vivas (sem raizes e.
com ou sem calos), mortalidade e porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris, sob efeito de
diferentes concentracfes de &cido indolbutirico (AIB), no final do verdo/2008 e avaliados aos 90

dias.
QUADRADO MEDIO

Fatorde  Grausde Est.comcalo ... . Estacas Est.c_(()jm f(())lhas

iaca Liberdade € sem ralz vivas (%) mortas(%) retidas (%)
variagao (%) 0 0

AlB 3 5,90 3,57 3,50 " 13,23"

Residuo 16 1,10 2,06 1,29 2,90
C.V.(%) 20,26 19,64 32,47 9,55

12 0,59 1,79"* 2,34"% 0,65

n.s. ndo significativo
* Significativo ao 5% de probabilidade
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Anexo 15 - Resultados da analise de variancia para as variaveis porcentagem de estacas enraizadas, vivas (sem
raizes e com ou sem calos), mortalidade e porcentagem de folhas retidas de C. sylvestris. sob efeito
de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB), no final do verdo/2008 e avaliadas aos
240 dias.

QUADRADO MEDIO

Est.
Fatorde  Graus de er:ErztiiZZZS c/calo e Estacas Estacas folhas retidas
variagdo liberdade (%) s/raiz vivas (%)  mortas(%) (%)

(%)

AlB 3 0,73** 7,17 ** 456" 20,23 ** 5,82**
Residuo 16 0,10 0,84 1,56 1,48 0,42
C.V.(%) 71,52 36,70 32,79 13,24 44,94

12 11,34"% 6,64 "° 2,46 " 0,22 9,39"*

** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

AnNexo 16 - Resultados da analise de variancia para as variaveis nimero de raizes por estaca, comprimento
das trés maiores raizes, massa seca das raizes de estacas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes
concentragdes de 4cido indolbutirico (AIB), no final do verdo/2008 e avaliadas aos 240 dias.

QUADRADO MEDIO

Comprimento

v ST NWdermmpr RS
AlB 3 35,4 ** 9,43** 0, 06**
Residuo 16 0,02 0,03 0,07
C.V.(%) 6,82 15,66 95,45
12 10,16 "* 8,67 "™ 6,25"°

** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 17- Resultados da analise de variancia para as variaveis porcentagem de estacas vivas sem calos e sem
raizes, porcentagem de folhas e mortalidade em estacas C. sylvestris, sob efeito de diferentes

concentragdes de acido indolbutirico (AIB) no final do outono/2007 e no final do inverno/2007 e
avaliadas aos 90 dias.

QUADRADO MEDIO

Outono Inverno
Fator de Est. Folhas  Mortalidade Est. Folhas :
L G.L. vivas retidas (%) vivas  retidas Mortg\/hdade
variagio (%) (%) (%) (%) (%)
AlIB 3 17,17 - 2,06 19,220 3,40 8,80 - 3.40"s
Residuo 16 1,83 1,68 1,73 0,03 0,01 2,06
C.V.(%) 34,56 29,27 10,79 16,36 4,55 9,61
XZ 3,28 n.s. 0,015n.s. 4,57 n.s. 10,25&5 6’99n.s 0,66 n.s.

* Significativo ao 5% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 18 - Resultados da analise de variancia para as variaveis porcentagem de enraizamento, nimero de
raizes, comprimento das 3 maiores raizes, porcentagem de folhas retidas e mortalidade de estacas

de brotagdes de plantas adultas de C. sylvestris, sob efeito de diferentes concentraces de acido
indol butirico (AIB) e avaliadas aos 180 dias.

QUADRADO MEDIO

Fator de Est.enraizadas NG Comprimento o Estacas mortas
variagio G.L (%) raizes ~ das 3 maiores % folhas (%)
raizes (cm)

AIB 3 11,5 83" 03" 41" 10,2"*
Residuo 12 10,7 33,2 0,5 39,4 9,5
CV(%) 31,9 24,1 278 35,9 57

Y2 5,94 " 9,47"° 5,58 7,30 7,59

n.s. ndo significativo
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Anexo 19 - Resultados da analise de variancia para as variaveis estacas enraizadas, nimero de raizes por
estaca, comprimento médio das 3 maiores raizes (cm), massa seca das raizes (mg) provenientes
de brotac6es de decepa e de poda de C. sylvestris com 3 concentracdes de AlB.

QUADRADO MEDIO

NUmero
Fatorde  Grausde Estacas de Comprimento
L Liberdade enraizadas raizes das 3 maiores Massa seca (mg)
varlagao (%) por raizes (mm)
estaca
Tipo de 2 25,39** 15,68** 5,27** 0,03*
Regulador 2 138,67**  92,53** 23,69** 0,18**
PxR 4 65,39** 36,80** 7,35** 0,10**
Erro 45 3,09 2,01 0,77 0,01
CV (%) 16,07 28,26 32,09 35,61
(x2) 12,28™* 14,35 10,03 540"

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

Anexo 20 - Resultados da analise de variancia para as variaveis nimero de folhas, estacas vivas (sem raizes e
com ou sem calos) e estacas mortas provenientes de brotacGes de decepa e de poda de C.
sylvestris com 3 concentragdes de AlB.

QUADRADO MEDIO

Fator de Graus de Nug;ero cjgz g/s/ Est. Vivas  Estacas mortas
variacdo Liberdade folhas raizes (%) (%)
(%)
Tipo de Poda (P) 2 13,41 " 0,91 17,06** 1,69 "*
Regulador (R) 2 89,80* 3,69 * 10,06** 53,69**
PxR 4 82,74** 2,30 " 11,53** 19,88**
Erro 45 19,14 0,92 1,14 2,87
CV(%) 2074 126,48 58,16 68,79
(x2) 463" 946"  12,55" 11,07"*

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 21 - Resultados da analise de variancia para as varidveis miniestacas enraizadas, nimero de raizes por
miniestaca, comprimento médio das 3 maiores raizes, massa seca das raizes (mg) em miniestacas
de C. sylvestris em trés meses do ano com trés concentracdes de AlB.

QUADRADO MEDIO

Graus de Estacas

Fator de

NUmero

: 3 maiores
variagio Liberdade enra(1(|)/zo z)adas ra(l'jfes raizes (mm) Massa seca (mg)
Tipo de Poda 2 9,53* 12,10** 2,39** 2745,53 **
Regulador (R) 3 522 n.s. 7,19%* 0,60** 727,66 *
PXxR 6 2,52 n.s. 0,53 0,44** 336,05 "*
Erro 24 2,44 2,87 0,07 162,75
CV(%) 11,49 13,92 17,82 34,35
(x2) 10,58™* 23,73"* 7,35 19,35

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo

ANexo 22 - Resultados da analise de variancia para as variaveis nimero de folhas, miniestacas brotadas,
miniestacas vivas (sem raizes e com ou sem calos) de C. sylvestris em trés meses do ano com

trés concentragdes de AlB.

QUADRADO MEDIO

Fator de Graus de NUmero Miniest. Miniest. ¢/ Miniest. s/
variagio Liberdade fo?r?as brotadas(%) ;?Izcef (e(;,)/) ;?IZZ: ?(;’)/)
Tipo de Poda (P) 2 8,36 "* 74,787 9,36 "* 0,78 ™
Regulador (R) 2 14,18 ** 15,66* 7,58 " 2,00 ",
PxR 4 3,73 ** 7,85" 247" 1,56 "
Erro 45 0,94 4,00 2,89 1,25
CV(%) 3,39 27,80 28,26 201,24
(x2) 6,16 " 9,94 " 5,94 ™ 8,66 "

* Significativo ao 5% de probabilidade
** Significativo ao 1% de probabilidade
n.s. ndo significativo
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Anexo 23 - Precipitagdo mensal, temperaturas médias, média das minimas e média das maximas no periodo
maio de 2010 a maio de 2010, registradas pela estagdo meteorologica do municipio de Pinhais-
PR e fornecidas pelo SIMEPAR, 2010.

Temperatura (°C)

Precipitacédo

Més/Ano (mm) Média Meédia das Média das maximas
minimas
Mai/07 153,6 14,4 11,6 19,9
Jun/07 11,4 15,5 11,4 22,6
Jul/07 122,2 12,9 8,7 19,6
Ago/07 12,8 14,7 11,0 21,8
Set/07 87,4 17,1 13,3 25,4
Out/07 121,0 17,7 15,1 24,9
Nov/07 119,2 17,9 14,8 24,7
Dez/07 188,2 20,0 17,2 26,6
Jan/08 147,2 19,1 17,2 24,6
Fev/08 65,8 20,0 17,6 26,6
Mar/08 88,0 19,3 17,0 254
Abr/08 126,4 17,3 14,5 23,8
Mai/08 58,6 14,5 11,2 211
Jun/08 119,0 13,3 10,1 19,6
Jul/08 26,0 14,8 10,5 22.6
Ago/08 133,6 15,2 12,3 21,6
Set/08 41,8 14,0 11,0 20,5
Out/08 223,0 17,3 14,8 23,2
Nov/08 84,2 17,3 15,5 23,3
Dez/08 60,8 18,7 15,7 26,3
Jan/09 116,0 19,0 17,1 25,7
Fev/09 162,0 19,0 17,9 27,1
Mar/09 122,0 18,8 17,3 27,1
Abr/09 12,2 16,0 14,7 24,0
Mai/09 41,6 14,0 12,3 215
Jun/09 70,2 10,1 8,0 18,2
Jul/09 2654 10,0 9,9 17,2
Ago/09 102,0 12,9 10,3 21,6
Set/09 2724 13,9 12,9 21,1
Out/09 163,6 15,9 13,4 22,6
Nov/09 213.8 214 17,9 28,3
Dez/09 2334 20,2 17,3 26,8
Jan/10 518,8 20,7 18,1 26,7
Fev/10 206,4 22,0 18,7 28,6
Mar/10 216,2 20,0 16,7 26,3
Abr/10 306,2 17,2 13,3 23,7
Mai/10 103,2 14,6 11,3 20,7

FONTE: SIMEPAR (Sistema Meteoroldgico do Parand), 2010
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Anexo 24 - Precipitacdo mensal, temperaturas médias, média das minimas e média das maximas no periodo
maio de 2010 a maio de 2010, registradas pela estagdo meteoroldgica de Curitiba e fornecidas
pelo SIMEPAR, 2010.

Temperatura (°C)

Precipitacédo

Més/Ano (mm) Média Meédia das Média das maximas
minimas
Mai/07 187,4 15,6 10,3 19,9
Jun/07 16,3 16,5 10,0 22,5
Jul/07 100,0 13,8 7.8 19,3
Ago/07 8,6 15,7 9,8 21,4
Set/07 86,4 18,2 12,1 24,7
Out/07 119,4 18,8 14,0 24,1
Nov/07 116,8 19,0 13,7 24,0
Dez/07 56,4 21,3 15,8 26,8
Jan/08 165,2 19,9 16,3 23,8
Fev/08 124,0 21,2 16,3 25,9
Mar/08 165,6 20,4 15,7 24,8
Abr/08 140,2 18,5 13,2 23,2
Mai/08 46,0 15,7 10,0 20,4
Jun/08 97,6 14,3 8,8 19,0
Jul/08 26,6 16,0 9,3 22,0
Ago/08 109,8 16,4 11,1 20,7
Set/08 31,4 15,2 10,0 19,6
Out/08 194,8 18,2 13,9 22,3
Nov/08 49,8 18,5 14,4 22,3
Dez/08 42.6 20,0 14,2 25,3
Jan/09 146,8 20,5 15,5 24,7
Fev/09 114,2 21,4 15,7 24,8
Mar/09 102,6 21,3 14,8 245
Abr/09 48,0 18,4 12,3 21,8
Mai/09 74,6 16,3 9,9 19,3
Jun/09 61,8 12,5 5,8 16,0
Jul/09 220,8 13,1 1,7 15,0
Ago/09 80,4 15,3 79 19,2
Set/09 307,4 16,3 10,6 18,9
Out/09 145,8 16,8 12,1 21,9
Nov/09 194,8 22,2 17,3 28,1
Dez/09 164,8 21,0 16,6 26,5
Jan/10 354,2 21,2 17,6 26,7
Fev/10 129,2 22,7 18,2 28,2
Mar/10 159,2 20,5 16,6 25,6
Abr/10 157,6 17,8 13,1 23,0
Mai/10 77,4 15,2 11,0 19,9

FONTE: SIMEPAR (Sistema Meteoroldgico do Parand), 2010
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Anexo 25 - Grafico das precipitagdes e temperaturas médias mensais, no periodo de maio de 2007 a maio de
2010, registradas pela estacdo meteorologica de Pinhais- PR e fornecidas pelo SIMEPAR, 2010.
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Anexo 26 - Grafico das precipitagdes e temperaturas médias mensais, no periodo de maio de 2007 a maio de

Temperatura média mensal (°C)

2010, registradas pela estagcdo meteorolégica de Curitiba e fornecidas pelo SIMEPAR, 2010.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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