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RESUMO

CORREIA, Anne Caroline Guieiro, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2011. Micropropagacao em biorreatores de imersao temporaria e
enraizamento de miniestacas e microestacas de clones hibridos de
Eucalyptus globulus. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientadores: Miranda Titon e
Wagner Campos Otoni.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a micropropagacao através
do uso de biorreatores de imersdo temporaria RITA® nas fases de multiplicagao e
alongamento in vitro, bem como a miniestaquia e a microestaquia no
enraizamento de clones Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x
E. globulus. Na fase de multiplicacdo e alongamento avaliou-se o cultivo em
sistema liquido (biorreator RITA®) e semissolido (potes plasticos e tubos de
ensaio), além das diferentes razdes entre as fontes de nitrogénio (nitrato/aménio)
no crescimento e produtividade dos explantes. Foram verificados tambéem a
influéncia das técnicas de propagacao (miniestaquia e microestaquia), diferentes
substratos e tipos de estacas (apical com e sem reducao foliar e intermediaria) no
enraizamento de quatro clones de Eucalyptus globulus. Constatou-se que o
biorreator de imersdo temporaria RITA® e os potes plasticos apresentaram os
melhores resultados no crescimento dos explantes. Nao houve diferenca entre as
razdes de nitrogénio nitrato (NO3) e amoénio (NH4") (1:1, 2:1 e 3:1) utilizadas na
fase de multiplicacao e alongamento, exceto para o clone C16, que, na fase de
multiplicacdo, obteve maior crescimento e produtividade na razdo 2:1(NOjs
):(NH4"). De forma geral, as culturas apresentaram alto grau de hiper-hidricidade,
sendo esta desordem um fator limitante nas condigcdes deste estudo para a
micropropagacao em biorreator de imersao temporaria RITA®. Nao foi observada
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superioridade expressiva das microestacas em relagdo as miniestacas e houve
efeito dos diferentes substratos apenas para algumas caracteristicas. Constatou-
se, de modo geral, superioridade das estacas apicais (sem reducdo e com
reducao foliar) em relacao as intermediarias.
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ABSTRACT

CORREIA, Anne Caroline Guieiro, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2011. Micropropagation temporary immersion bioreactor and rooting of mini
and micro-cuttings hybrid clones of Eucalyptus globulus. Advisor: Aloisio
Xavier. Co-advisors: Miranda Titon e Wagner Campos Otoni.

This study aimed to evaluate the micropropagation through temporary
immersion bioreactors RITA ® multiplication and elongation in vitro, as well as
mini-cuttings and microcutting the rooting of clones Eucalyptus urophylla x E.
globulus and Eucalyptus grandis x E. globulus. In the multiplication phase and
stretching evaluated the cultivation liquid system (bioreactor RITA ® ) and semi-
solid (plastic bottles and test tubes), and the ratios between the different sources
of nitrogen (nitrate / ammonium) on growth and productivity explants. the
influence of propagation techniques, ( micro and mini-cuttings), different types of
cuttings and substrates (with and without apical and middle leaf reduction) in the
rooting of clones hybrid Eucalyptus globulus clones. It was found that the
bioreactor of temporary immersion RITA ® and plastic pots showed the best results
in the growth of explants. There was no difference between the reasons for nitrate
nitrogen (NO3-) and ammonium (NH4 +) (1:1, 2:1 and 3:1) used in the
multiplication phase and elongation, except for clone C16 in the phase of
multiplication obtained greater growth and productivity in the ratio 2:1 (NO3-):
(NH4 +). Overall cultures had a high degree of hyper-hydro, which is a disorder
limiting factor in this study conditions for micropropagation in bioreactor of
temporary immersion RITA ®. There was no significant superiority of micro-
cuttings regarding mini-cuttings and was no effect of different substrates for only a



few features. In overall, the of apical cuttings (without reduction and reduced leaf)

was superiority in relation the intermediate.
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1. INTRODUCAO GERAL

A expansdao da area plantada com o género Eucalyptus deve-se
principalmente ao rapido crescimento em ciclo de curta rotacdo e a alta
produtividade florestal, assim como a expansado e direcionamento de novos
investimentos por parte de empresas de segmentos que utilizam sua madeira
como matéria-prima em processos industriais. De acordo com a ABRAF (2011),
as expansoes previstas no segmento de celulose e papel tém sido a alavanca do
crescimento nas areas plantadas.

A grande diversidade de espécies do género tem permitido que muitas
delas sejam utilizadas como fonte de matéria-prima na producdo de papel e
celulose; no entanto, o Eucalyptus globulus, em comparacdo com as demais
espécies, apresenta caracteristicas anatébmicas, fisicas e quimicas da madeira
excelentes para a produgdo de polpa, principalmente devido ao alto rendimento
obtido em celulose e a necessidade de menores quantidades de produtos
quimicos para seu branqueamento pelo menor conteudo de lignina (CARDOSO,
2002; PINTO, 2007; XAVIER et al., 2007a; ALFENAS et al., 2009).

Inicialmente, no sul do Brasil, houve interesse na propagacdo de
Eucalyptus globulus por miniestaquia, entretanto, em razdo dos excelentes
resultados obtidos com hibridos de Eucalyptus globulus, tanto em qualidade da
madeira quanto em crescimento em relagdo a espécie pura, a Opgao por esses
hibridos tendeu a prevalecer (ALFENAS et al., 2009). Quanto ao processo de
propagacao clonal, a literatura tem indicado o Eucalyptus globulus como de dificil
enraizamento, apresentando indices inferiores aos desejados em programas de

producédo de mudas clonais por miniestaquia.



Embora a miniestaquia seja uma das técnicas mais utilizadas atualmente
no enraizamento de estacas pelas empresas florestais na propagacao clonal de
Eucalyptus (CUNHA et al., 2008), ainda faltam conhecimento e dominio sobre o
controle da formacdo de raizes adventicias nas estacas, bem como sobre o
processo de maturacdo, tornando-a invidvel em muitos casos. Devido as
dificuldades de enraizamento de certos clones através da estaquia,
principalmente no que envolve material adulto, a adogéo de técnicas de reversao
ao estado juvenil, como a micropropagacao, vem sendo adotada na tentativa de
restaurar a sua competéncia ao enraizamento (TITON, 2001; BORGES, 2009;
OLIVEIRA, 2011).

A micropropagacao ou a propagacao vegetativa in vitro apresenta diversas
aplicacbes na area florestal, entre elas: a conservagcao de germoplasma in vitro; o
rejuvenescimento de clones e a obtencdo de sementes sintéticas (embrides
somaticos); atua na limpeza clonal para obtencéo de culturas livres de patégenos;
constitui base para biotecnologias como, por exemplo, a transformacao genética,
além de acelerar os programas de melhoramento, pela multiplicacao de clones
superiores visando a producao de mudas (XAVIER et al., 2007b; XAVIER et al.,
2009).

Novos sistemas de micropropagacao tém sido desenvolvidos na obtencao
de melhorias do processo de producdo vegetal in vitro, com o objetivo de
potencializar os beneficios da micropropagacdo e mitigar suas dificuldades,
tornando esta técnica mais simples e menos dispendiosa (LORENZO et al., 1998,
PENCHEL et al, 2007). Entre os novos sistemas surgidos, de interesse de
profissionais na automatizacédo e na aplicacédo de tecnologias em escala comercial
na cultura de tecidos (PENCHEL et al., 2007), encontra-se o sistema de
biorreatores.

Os biorreatores podem ser empregados no cultivo sob imersdo temporaria
ou permanente, utilizados para micropropagacao clonal e massal de plantas de
cultura de células, tecidos, sementes ou 6rgaos vegetais (TEIXEIRA, 2002) em
solugdo nutritiva liquida, tendo como propdésito fundamental, facilitar o trabalho
rotineiro e melhorar as condicdes ambientais e assépticas para as culturas,
produzindo-as em larga escala. Conforme Ziv et al. (2003), a tecnologia
proporcionada por este sistema de cultivo oferece uma maior rapidez no processo
de producdo de mudas e eficiéncia em relacdo aos demais métodos



convencionalmente utilizados. Paralelamente, ha uma reducédo nos custos do
processo, cuja fungdo basica € promover condicdes étimas de crescimento por
meio da regulacdo de fatores quimicos e/ou fisicos. Murch et al (2004) ainda
relatam que os biorreatores proporcionam melhor oxigenagdo e nutricdo das
culturas através do meio de cultura liquido, diminuicdo da hiper-hidricidade,
melhoria da qualidade dos propagulos e consequente sobrevivéncia durante a
aclimatizacao.

Desta maneira, este trabalho propde estudar a micropropagacao de clones
hibridos de Eucalyptus globulus utilizando o sistema de biorreatores de imersao
temporaria RITA®, bem como avaliar a eficiéncia da propagacéo clonal desses
hibridos, pela microestaquia e miniestaquia. Como objetivos especificos, tém-se:
1) avaliar a multiplicagdo in vitro nos sistemas de cultivo semissolido (potes
plasticos e tubos de ensaio) e em biorreatores de imersdo temporaria RITA®; 2)
avaliar a influéncia das diferentes razdes entre as fontes de nitrogénio nitrato e
amonio no meio de cultura MS em biorreatores de imersdo temporaria RITA®; 3)
verificar a influéncia de diferentes substratos e técnicas de propagacao,
miniestaquia e microestaquia, na producédo de mudas; e 4) verificar a influéncia do
tipo de estaca, com folha inteira ou reduzida, no enraizamento de miniestacas e

microestacas desses hibridos.
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Micropropagacao de clones hibridos de Eucalyptus globulus em meio de
cultura semissolido e em biorreator de imersao temporaria

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a micropropagacéao de
clones hibridos de Eucalyptus globulus em meio de cultura semissolido e em
biorreator de imersao temporaria na fase de multiplicagdo. Foram estudados trés
tipos de sistemas de cultivo in vitro (biorreator RITA®, tubos de ensaio e potes
plasticos) e quatro clones hibridos de Eucalyptus globulus. O crescimento e o
desenvolvimento dos explantes foram avaliados por meio da contagem do nimero
de brotos por explante, massa fresca por explante, massa seca dos brotos por
explante e o grau de hiper-hidricidade. Constatou-se que o biorreator de imerséao
temporaria RITA® e os potes plasticos promoveram os maiores ganhos em
namero de brotos e massa fresca por explante, sendo observado alto grau de
hiper-hidricidade, principalmente nesse tipo de tipo de sistema de cultivo utilizado.
Palavras-chave: Botecnologia, meio cultura liquido, propagacao in vitro.

Micropropagation of hybrid clones of Eucalyptus globulus in culture
semissolido medium and in temporary immersion bioreactor

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the micropropagation of hybrid clones
of Eucalyptus globulus in culture semissolido and bioreactor of temporary
immersion in the multiplication phase. Three types of in vitro culture system (RITA
® bioreactor, test tubes and plastic bowls) and four hybrid clones of Eucalyptus
globulus. Growth and development of explants was evaluated by counting the
number of shoots per explant, fresh weight per explant, number of dry mass of
shoots per explant and the degree of hyper-hydricity. It was found that the
bioreactor of temporary immersion RITA® plastic pots and promoted the greatest
gains in number of shoots and fresh mass per explant, being observed a high
degree of hyper-hydricity, regardless of the type of culture system used.

Keywords: biotechnology, liquid culture medium, in vitro propagation.



1. INTRODUGAO

A propagacéo clonal esta presente na maioria das empresas florestais, a
qual foi desenvolvida estrategicamente na busca por melhoria na produtividade e
qualidade das florestas. Entre as técnicas de propagacdo vegetativa que
evoluiram da estaquia convencional, destacam-se a miniestaquia e a
microestaquia, que proporcionaram beneficios no processo de producdo de
mudas. Também a micropropagacao tem se destacado pelo seu maior potencial
de produzir mudas livres de patégenos (XAVIER et al., 2009) quando comparada
a outros métodos, além de ser uma alternativa recomendavel quando existe alto
grau de maturacao do material genético (GOMES e CANHOTO, 2003). Segundo
Dutra et al. (2009), a micropropagacao € indicada quando as outras técnicas de
propagacdo vegetativa nao apresentam resultados satisfatérios quanto a
producdo de mudas clonais, limitando assim o rejuvenescimento adequado da
arvore selecionada por meio do resgate de brotacdes basais ou, ainda, quando
ha necessidade de incrementar a producdo em curto espaco de tempo com fins
comerciais.

Entre os sistemas de micropropagacao que vém sendo desenvolvidos para
melhoria do processo de producdo de mudas in vitro, focando a reducédo dos
custos, estdo os sistemas de biorreatores (LORENZO et al, 1998). Esses
biorreatores sdo equipamentos utilizados para micropropagacao clonal sob
imersao temporaria ou permanente de células, gemas, tecidos, 6rgaos (como as
gemas) ou embrides vegetais, tendo como objetivo final a produg¢do de mudas em
larga escala (TEIXEIRA, 2002). Sao eficazes, pois consistem em um sistema
com certo grau de automacao, possibilitando reducdo de mao-de-obra e alta
producédo na multiplicacao de plantas (PENCHEL et al., 2007) .

Uma das principais vantagens de utilizar biorreatores no cultivo in vitro de
plantas em relagdo ao sistema convencional semissélido se deve principalmente
ao uso do meio nutritivo liquido visto que proporciona incremento em
produtividade e eficiéncia do processo de propagacao (CALDAS et al., 1998;
LEMOS et al., 2001; ETIENNE et al., 2006; PENCHEL et al., 2007), é de rapido
preparo e de baixo custo, permite maior homogeneidade do meio (CALDAS et al.,
1998), aumenta absorcdo de nutrientes e, consequentemente, melhora o
aproveitamento do meio (LEMOS et al., 2001). Existem varios biorretatores de



imersdo temporaria, sendo um dos mais conhecidos o sistema RITA®
desenvolvido por Teisson et al. (1995). Este sistema é composto por um frasco
com dois compartimentos, um superior, que contém os explantes, e outro inferior
onde fica armazenado o meio de cultura liquido. A frequéncia e a duracédo da
imersdo sao controladas pela aplicacdo programada de ar comprimido no
compartimento inferior.

A propagacao em larga escala por meio de biorreatores tem sido relatada
com sucesso em algumas espécies lenhosas. Scheidt (2008), estudando
diferentes sistemas de cultivo para Melaleuca alternifolia Cheel, concluiu que,
apos 21 dias de cultivo in vitro, a espécie apresentou maior acimulo de biomassa
no sistema de cultivo de imersao por bolhas quando comparado com o sistema de
recipiente de imersao temporaria automatizada e com o sistema tradicional (agar).
Este mesmo autor, comparando diferentes sistemas de cultivo para Eucalyptus
saligna Smith, obteve melhores resultados para acumulo de biomassa no
biorreator de imerséo por bolhas na fase de multiplicacdo quando comparado aos
demais sistemas de cultivo. Oliveira (2009), estudando Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla na fase de multiplicacdo in vitro, obteve maior ganho em
massa fresca e produtividades dos explantes no biorreator RITA® aos 35 dias de
cultivo quando comparado ao sistema de cultivo semissdélido.

A busca por melhores resultados na propagacao de determinados materiais
genéticos de dificil enraizamento, como, por exemplo, o Eucalyptus globulus e
seus hibridos, tem justificado as pesquisas no sentido de tornar sua propagacao
efetiva em nivel comercial devido ao grande interesse por parte das empresas de
celulose e papel nos atributos concernentes a espécie quanto a excelente
morfologia de fibras para a produgao de polpa, além da reducdo na demanda de
produtos quimicos utilizados no branqueamento da celulose em razao do menor
teor de lignina na madeira (DOUGHTY, 2000). Sendo assim, este estudo teve
como objetivo avaliar a multiplicacédo in vitro de gemas de clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus em sistema de cultivo
semissélido (potes plasticos e tubos de ensaio) e em biorreatores de imerséao
temporaria RITA®.



2. MATERIAL E METODOS
2.1. Fonte, meio de cultura e condicoes de cultivo dos explantes

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), pertencente a
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, Minas Gerais.

O material vegetal utilizado nesse trabalho foi proveniente de dois clones
de Eucalyptus urophylla X E. globulus (CO1 e C16) e de dois clones de
Eucalyptus grandis X E. globulus (C26 e C29), obtidos em fase de multiplicacéo in
vitro pela proliferacdo de gemas axilares em meio de cultura semissélido (Quadro
1). As brotacdes foram preparadas e inoculadas, sob condi¢cdes assépticas, em
tubos de ensaio de 15 cm x 2,5 cm, contendo 10 ml do meio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescidos de 800 mgL' PVP30
(Polivinilpirrolidona — Synth Ltda), 100 mg. L™" mio-inositol, 30 g L™ sacarose e a
relacito de 0,5 mg L' benzilaminopurina (BAP) e 0,01 mg L' &cido
naftalenoacético (ANA). O pH foi ajustado para 5,8 com KOH (1N) e HCI (1N)
antes da adicao do agar e da esterilizacado em autoclave a uma pressao de 1,5
atm e temperatura de 121°C por 15 minutos. O material vegetal foi estabelecido
em prateleiras em sala de cultura a 25° C (£ 2° C), fotoperiodo de 16 horas de luz
e luminosidade de 80 pmol.m®.s™, fornecidas por Iampadas fluorescentes branca-
frias durante 14 dias.

Quadro 1 — Clones de Eucalyptus urophylla X E. globulus e Eucalyptus grandis X

E. globulus e seus genitores femininos e masculinos, utilizados nesse estudo.

Genitor Feminino Genitor Masculino
Clones

Eucalyptus urophylla Eucalyptus globulus
COo1 uo3 G02
Cle6 Ul4 GO07

Eucalyptus grandis Eucalyptus globulus

C26 M17 GO07
C29 Mi18 Gl1




2.2 Cultivo em meio semissolido x meio liquido

Foram testados trés tipos de recipientes constituidos pelos tubos de
ensaio, potes plasticos de polipropileno de volume 500ml (Copobras) e biorreator
de imersao temporaria RITA® (Vitropic S/A).

O meio de cultura utilizado foi o MS, contendo 100 mg. L™ de mio-inositol
(Sigma Co.), 800 mg.L™' de PVP30 (Polivinilpirrolidona — Synth Ltda), 30 g.L" de
sacarose (Synth Ltda), 0,34 mg.L™" de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma®), 0,01
mg L' de ANA (4cido naftalenoacético — Sigma®), no meio liquido, e 8g.L" de
agar brasileiro para o meio semissélido. O pH do meio de cultura foi ajustado para
5,8 antes da autoclavagem a 121°C e 1 kg cm™, por 15 minutos. O meio de
cultura foi autoclavado diretamente dentro dos recipientes.

Utilizou-se o volume de 10 mL de meio nos tubos de ensaio e 250 mL de
meio para os potes plasticos e biorreator RITA®. A frequéncia de imersao utilizada
para o sistema de biorreator foi de trés horas por um periodo de dez segundos e
como suporte de apoio para os explantes, utilizou-se papel filtro qualitativo (N° 1 -
Qualy®).

O material vegetal foi acondicionado em sala de crescimento a 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 80 pymol m? s™, fornecidas por tubos
fluorescentes branco-frios.

Em cada tubo de ensaio foi colocado um explante no interior do recipiente
e nos potes plastico e biorreatores foram colocados trés explantes por clone,
sendo 0os materiais genéticos separados no biorreator por papel cartao (Figura 1).

=T

Figura 1 - Brotos apicais dos clones utilizados
como explantes iniciais no cultivo
em biorreatores de imersao
temporaria RITA® separados por
diviséria feita de papel cartao.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado no
esquema fatorial 3x4, sendo constituido por trés tipos de recipientes (tubos de
ensaio, pote plastico e biorreator RITA®) e quatro clones hibridos de Eucalyptus
globulus (C01, C16, C26 e C29), composto por trés repeticbes para cada
tratamento e trés explantes por repeticédo, avaliados aos 0, 7, 14, 21, 28 e 35 dias
de cultivo.

Foram feitas avaliagcbes quanto ao numero de brotos por explante, massa
fresca dos explantes, massa seca do numero de brotos por explante e o grau de
hiper-hidricidade. A massa de matéria seca foi medida apds a secagem em estufa
por sete dias a 55°C. O grau de hiper-hidricidade ao final do periodo de cultivo foi
obtido pela andlise visual do explante, atribuindo valores de 0 a 5, em que 0
equivale a nao existir hiper-hidricidade e 5 significa alta hiper-hidricidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes a taxa de multiplicagdo dos explantes de clones
hibridos de Eucalyptus globulus variaram entre os sistemas de cultivo in vitro
avaliados (Figura 2). O sistema de biorreatores RITA® apresentou os maiores
valores para os clones C16 e C29, com cerca de 19,8 e 29,3 brotos por explante
aos 35 dias de cultivo, respectivamente (Figura 3). Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados por Oliveira (2009), que, ao comparar cultivo em meio
liqguido e semissélido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla na fase de
multiplicagédo in vitro, obteve maior ganho em massa fresca e produtividades dos
explantes no biorreator RITA® aos 35 dias de cultivo. McAlister et al. (2005)
também encontraram resultados promissores no cultivo de clones de Eucalyptus
em sistema RITA®. Estes autores obtiveram resultados superiores aos
encontrados no cultivo em &agar, com maior taxa de multiplicacdo, além de o
sistema RITA® promover grande proliferacdo de brotos dos 14 aos 18 dias,
enquanto no sistema agar, a multiplicacao foi alcangada somente dos 25 aos 28
dias de cultivo.

Entretanto, para os clones C01 e C26 avaliados neste estudo, obteve-se
baixo numero de brotos por explante em todos os sistemas de cultivo utilizados,

indicando comportamento diferenciado entre os materiais genéticos.
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A B C jr

14

21

28

| 35

Figura 2 - Cultivo de clones hibridos de Eucalyptus globulus (CO1 e C16) em
tubos de ensaio (A), biorreator RITA® (B) e potes plasticos (C), aos 0,
7,14, 21, 28, e 35 dias de cultivo.

Um fator que favorece o crescimento dos explantes nos biorreatores é a
constante renovagdo do ar durante o periodo de transferéncia da solugcédo
nutritiva, eliminando os possiveis gases prejudiciais produzidos pelo metabolismo
das plantas, que normalmente se acumulam, e pelo maior contato do explante
com o meio de cultura, aumentando a absorcdo de nutrientes e assim melhor
aproveitamento do meio (LEMOS et al., 2001).

Apesar de o0s materiais genéticos estatisticamente apresentarem
comportamento quadratico, o periodo de cultivo utilizado neste estudo ndo foi
suficiente para determinar o momento da queda na taxa de crescimento e

produtividade dos explantes para algumas variaveis.

12



Biorreator A Pote plastico B

W w
o O
I )

Idade (dias) Idade (dias)
------- C29 ——C16 — - — 26 — — - CO1 -------C29 —— C16 —--— C26 — — - CO1
yC29 = 0,0023x2 + 0,5677x + 4,8809 R2 = 0,92 yC29 = -0,0011x2 + 0,3707x + 3,3531  R2=10,97
yC16 = 0,0003x2 + 0,4566x +1,6785 R2 = 0,96 yC16=-0,0009x2 + 0,2416x + 2,4287  R?=0,87
yC26 = -0,007x2 + 0,353x + 1,43 R2 = 0,88 yC26 = -0,0041x2 + 0,3448x + 1,9798 R2=0,97
yC01=-0,0028x2 + 0,214x + 0,5833 R2=0,92 yCO01 =-0,002x2 + 0,2046x + 1,495 R2=0,84
Tubos de ensaio C

35 -

30 -

25 -

Figura 3 - Numero de brotos por
explante (NB) cultivados nos
recipientes, biorreator RITA® (A),
pote plastico (B) e tubos de

0 7 14 21 28 35

Idade (dias) ensaio (C) aos 0, 7, 14, 21, 28 e
C29 C16 —--—C26 ——-C01 35 dias de cultivo dos clones
Eucalyptus  urophylla X E.
yC29 = 0,0030x2 + 0,0029x + 4,2696 R2 = 0,93 g/ObU/US (CO1 e C1 6) e
C16=-0,0014x2 + 0,1381x + 2,9406 R2=0,95 .
311026= -0,0077);2 + 0,3318); +2,1665 R2=0,90 Eucalyptus grandis X E. globulus
yC01 =-0,0075x2 + 0,2871x + 1,1736 R2=0,96 (C26 e 029)

Em geral, os tratamentos estudados nado apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) para a caracteristica massa fresca por explante e massa
seca dos brotos alongados por explante, no entanto, ao comparar os clones com
os tipos de recipientes, independemente do periodo de cultivo, o C29 apresentou
estatisticamente menores médias de massa fresca nos tubos de ensaio (Figura
4), ndo sendo observado este comportamento para os demais clones. Para a
caracteristica massa seca do nimero de brotos, o biorreator RITA® e os potes

plasticos proporcionaram maiores ganho para os clones C16 e C29 (Figura 5).
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Biorreator A Pote plastico B

0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Idade (dias) Idade (dias)
--------- C29 ——C16 —--—(C26 — — —CO0f1 C29 C16 —--—C26 — — - CO1
yC29 = 0,0001x2 + 0,1933x + 0,4177 R2=10,97 yC29 = 0,0020x2 + 0,1281x + 0,5195 R2 = 0,99
yC16 = 0,0020x2 + 0,0481x + 0,6853 Rz =0,87 yC16 = -0,0005x2 + 0,0941x + 0,4113 R2=0,95
yG26 =-0,0038x2 + 0,1884x + 0,3889 R*=10,98 yC26 = -0,0038x2 + 0,2443x + 0,5058 R2=0,99
yC01=-0,0036x2 + 0,1562x + 0,141~ R2=0,93 vCO01= 0.0003x2 + 0.0939x + 0.4959 R2 = 0.97
10 Tubos de ensaio C
8 -

Figura 4 - Massa fresca por
explante (MF) cultivados nos
recipientes, biorreator RITA®(A),
Idade (dias) pote plastico (B) e tubos de
ensaio (C) aos 0, 7, 14, 21, 28 e

C29 C16 — - —C26 ——-CO01 ) i
35 dias de cultivo dos clones
Eucalyptus  urophylla X E.
yC29= -0,0040x2 + 0,2085x + 0,4740  R2=10,97
yC16 =-0,0027x2 + 0,1617x + 0,3075 R2=0,90 globulus ~(COf € C16) e
yC26 = -0,0044x2 + 0,231 + 0,4174 R = 0,99 Eucalyptus grandis X E. globulus
yCO1 =-0,0028x2 + 0,1456x + 0,278  R2=0,91 (C26 e C29).

Entretanto, Oliveira (2009) obteve maiores médias de ganho em massa
fresca e numero final de brotos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla no
biorreator BIT® e potes plasticos, quando comparado ao biorreator RITA®.

A diferenca encontrada pode ser atribuida a especificidade nutricional do
meio de cultura com a espécie, progénie e/ou clone, ao tamanho dos explantes
utilizados, e ainda, de acordo com Correia et al. (1995) aos fatores ambientais de

crescimento como aeragao no meio de cultura e controle de seu fluxo, sendo que
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o termoperiodo, a qualidade e intensidade de luz e fotoperiodo podem estar

influenciando o crescimento e desenvolvimento das gemas.
Segundo Etienne e Berthouly (2002) o volume dos frascos também

interfere no desenvolvimento das plantulas, geralmente, quanto maior o volume

dos recipientes, melhor é o crescimento e multiplicacao dos explantes.

Biorreator A

0,3 1

MSB (g)

0 7 14 21 28 35

Idade (dias)

C29 C16 —--—C26 — —-CO01
yC29 = -5E-05x2 + 0,0060x + 0,0190  R2?=0,96
yC16= -5E-05x2 + 0,0046x + 0,0181  R2=0,90
yC26 = -6E-05x2 + 0,0026x + 0,0214 Rz =0,90
yCO1 = -3E-05x2 + 0,0013x + 0,0139  R2=10,69

Tubos de ensaio C

0,3 1
0,2 A
2
m
3

0,1 A

O T T T T T 1
0 7 14 21 28 35
Idade (dias)

C29 C16 — -—C26 ——-CO01
yC29 = 4E-05x2 + 6E-05x + 0,0249  R2=0,97
yC16 = 3E-05x2 + 0,0006x + 0,0253 Rz =0,99
yC26 = -3E-05x2 + 0,0014x + 0,0208 R2=0,71
vC01=-3E-05x2 + 0.0014x + 0.0159  R2=0.77
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Pote plastico B

0,3 1

MSB (g)

0 T T T T T 1

0 7 14 21 28 35

Idade(dias)

C29 C16 —--—(C26 — —-CO01
yC29= 1,68E-05x2 + 0,0039x + 0,0197  R2=0,98
yC16 = 0,0002x2 - 0,0013x + 0,0290 R2=0,99
yC26= 2E-05x2 + 0,0014x + 0,0196 R2=0,99
yCO1 = 2E-05x2 + 0,001x + 0,019 R2=0,85

Figura 5 - Massa seca dos brotos
por explante (MSB) cultivados nos
recipientes, biorreator RITA®(A),
pote plastico (B) e tubos de
ensaio (C) aos 0,7, 14, 21,28 e

35 dias de cultivo dos clones
Eucalyptus  urophylla X E.
globulus (CO1 e C16) e

Eucalyptus grandis X E. globulus
(C26 e C29).



Para a caracteristica hiper-hidricidade, foi observado que aos 35 dias de

idade ela foi superior no sistema de biorreator para os clones C01, C16 e C29

quando comparado ao sistema de cultivo com agar (Figura 6).
Oliveira (2009) obteve taxas muito elevadas de hiper-hidricidade para

cultivo de Eucalyptus grandis x E. urophylla em sistema RITA®, préximas a 100%,

no entanto, ndo foi percebida esta desordem fisiolégica nas plantas cultivadas em
meio semissélido. Whitehouse et al. (2002) obtiveram sucesso limitado na

multiplicacdo de gemas de Eucalyptus, utilizando meio liquido devido, a hiper-

hidricidade dos explantes.

Biorreator A

Hiper-hidricidade

O T T T T 1
0 7 14 21 28 35
Idade (dias)
c29 Ci16 —--—C26 — —-C01
8630 R2=0,94
)473 R2=0,98
2144  R2=0,84
782 Rz =0,67
Tubos de ensaio
° ] C
v 4
3 e . °
o
S
<
o
o
T
O T T T T 1
0 7 14 21 28 35
Idade (dias)
------------- c29 C16 —--—C26 —— - CO01
35 R2=0,91
84 R2=0,90
383 R2=0,73
144 R2=0,71
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Pote plastico B

0 14 21 28 35
Idade(dias)
Cc29 Cl16 —--—C26 ——-C01

+0,8846 R?=0,82
19+1,0476 R2=0,79
«+1,1785 R2=0,55
+1,0476 R?=0,79

r-hidricidade por
tivados nos
sator RITA®(A),
3) e tubos de
, 7,14, 21,28 e
ivo dos clones
phylla X E.

e C16) e
is X E. globulus



Plantas hiper-hidricas (Figura 7) tém aspecto transliucido, com folhas
espessas, frageis, muito alongadas e enroladas ou enrugadas, além de caules
engrossados, com entrendés mais curtos que os de plantas normais. Brotos
hiperidricos apresentam menor formacao de raizes ou nao enraizam e, em geral,
ndao sobrevivem a aclimatizagdo e, quando sobrevivem, originam plantas
malformadas (GASPAR,1991; ZIV,1991; DEBERGH et. al. 1992; KEVERS et al.,
2004).

Figura 7- Explantes sem hiper-hidricidade (A) e explantes com alto grau de hiper
hidricidade (B) do clone Eucalyptus urophylla X E. globulus (C16).

Alguns autores como Ziv (1995) e Penchel et al. (2007) consideram a hiper-
hidricidade o maior problema das plantas cultivadas em culturas liquidas, sendo
consequentemente, um obstaculo para o sucesso do uso dos biorreatores na
propagacao de plantas.

Varias estratégias tém sido utilizadas para prevenir esta desordem
fisioldgica como o aumento do agar ou de outro agente gelificante que afeta a
disponibilidade de agua e de varios componentes do meio (DEBERGH et al.,
1992; CASANOVA et al., 2008), o tipo de vedagcao e/ou aumento das trocas
gasosas (PARK et al., 2004), a utilizacdo de compostos antivitrificantes como
EM2 (WHITEHOUSE et al., 2002), a alteracdo da composicao mineral dos meios
(YADAV et al., 2003), entre outras.
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4. CONCLUSOES

Os cultivos no biorreator RITA® e em potes plasticos promoveram os
maiores ganhos em numero de brotos e massa fresca por explante
respectivamente, independentemente do periodo de cultivo.

Houve diversidade de resposta dos clones para as variaveis avaliadas
indicando o efeito do material genético quanto a propagacao vegetativa in vitro.

Em todos os sistemas de cultivo, ocorreu a hiper-hidricidade, sendo os
valores mais altos observados para os clones C01, C16 e C29, quando cultivados

no biorreator Rita®.
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Influéncia da razao N(NO3’): N(NH4*) na multiplicacao e alongamento in vitro
de brotacoes de clones hibridos de Eucalyptus globulus em biorreator de
imersao temporaria

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos entre as fontes de nitrato
e aménio no meio de cultura nas fases de multiplicacao e alongamento in vitro
para micropropagacao de clones hibridos de Eucalyptus globulus em biorreator de
imersdo temporaria RITA®. Foram estudadas trés razdes (1:1, 2:1 e 3:1) entre as
fontes de nitrogénio nitrato (NO3’) e amoénio (NH,") para a fase de multiplicacédo e
duas razdes (1:1 e 2:1) para a fase de alongamento in vitro. O material vegetal
utilizado foi constituido de brotos apicais de dois clones de Eucalyptus grandis X
E. globulus e dois clones de Eucalyptus urophylla X E. globulus. Ao final de 21
dias constatou-se que nao houve efeito das razdes nitrato amdnio nas fases de
multiplicacdo e alongamento in vitro. Em geral, as culturas em biorreator RITA®
apresentaram alta hiper-hidricidade o que influencia diretamente na obtencédo de

brotos mais vigorosos aptos a enraizar em condi¢oes ex vitro.

Palavras—chave: Micropropagacéo, meio de cultura liquido, propagacao in vitro.

Influence of the ratio N (NO3’): N (NH; *) in the multiplication and elongation
in vitro shoots of hybrid clones of Eucalyptus globulus in temporary
immersion bioreactor

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the effects of the
sources of nitrate and ammonium nitrogen in the phases of multiplication and
elongation in vitro by micropropagation of hybrid clones of Eucalyptus globulus in
a bioreactor of temporary immersion RITA®. We studied three ratios (1:1, 2:1 and
3:1) between the sources of nitrate nitrogen (NO3) and ammonium (NH;*) to the
stage of multiplication and two ratios (1:1 and 2:1) to phase of elongation in vitro.
The plant material used were apical shoots of two clones of Eucalyptus grandis x
E. globulus and two clones of Eucalyptus urophylla X E. globulus. At the end of 21
days was found that there was no effect of ammonium nitrate relationships in
multiplication and elongation phases. In general, the RITA ® bioreactor cultures
showed high hyper-hydro which directly influences the attainment of more
vigorous shoots capable of rooting in ex vitro conditions.

Key words: micropropagation, liquid culture medium, in vitro propagation.
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1. INTRODUGAO

O género Eucalyptus tem uma enorme variedade de espécies adaptadas
as mais diferentes condigbes de clima e solos, sendo comumente utilizado para
atender a diversas finalidades madeireiras e ndo madeireiras. O grande potencial
das espécies de Eucalyptus em produzir madeira e fibra para polpa e papel fez
que o género ganhasse grande importancia comercial, tornando-se alvo da
propagacao in vitro e manipulacdo genética (MERKLE e NAIRN, 2005). Entre as
espécies existentes, a hibridacao de Eucalyptus globulus com outras espécies
desse género tem apresentado caracteristicas tecnoldgicas de madeira de
excelente qualidade para a fabricacdo de celulose, no entanto, apresenta
recalcitrancia ao enraizamento, dificultando sua propagacao a nivel comercial.

Com a evolugdo das técnicas de propagacdo de plantas, a
micropropagacdo tem sido considerada ferramenta potencialmente importante,
visto ser uma alternativa recomendavel quando existe alto grau de maturacao do
material genético, possibilitando a propagacao de espécies e hibridos de alto
valor comercial e com restricobes ao enraizamento adventicio pelas técnicas
convencionais de clonagem (DUTRA et al., 2009). Novos equipamentos tém sido
desenvolvidos para a producdao de mudas in vitro, em que se tem destacado o
sistema de biorreatores.

Os biorreatores de imersdo temporaria, como o sistema RITA®, ganharam
popularidade principalmente pela simplicidade e elevada taxa de producdo com a
minima ocorréncia de desordens fisioldgicas em comparagao com outros tipos de
biorreatores (AFREEN, 2006). Sao eficazes, pois consistem em um sistema com
certo grau de automacao, possibilitando reducao de mao-de-obra e alta producgéo
na multiplicagédo de plantas (PENCHEL et al, 2007), entretanto, varios sdo os
fatores que influenciam a micropropagacao em biorreatores como o uso do meio
liquido, o tipo e a aeracao do recipiente, a atmosfera gasosa do frasco de cultivo e
principalmente as condicbes de manejo da cultura como a composicdao mineral e
organica do meio, reguladores de crescimento e recalcitrancia vegetal
(ADELBERG e FARI, 2010).

Entre os sais utilizados no preparo do meio de cultura, o nitrogénio € um
dos principais nutrientes essenciais e ativos, sendo absorvido, principalmente, sob

a forma de nitrato (NOs) e amédnio (NH4"). Por ser constituinte de varias
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biomoléculas essenciais, como aminoacido, acidos nucleicos, proteinas, enzimas
e outros, sua assimilacdo se da em diversos processos metabdlicos da planta
(SAKUTA et al., 1987). As fontes de nitrogénio sdo de grande importancia tanto
no crescimento quanto na diferenciacdo de células e tecidos cultivados in vitro
(VAN BEUSICHEM et al.,1988).

Autores como Grattapaglia e Machado (1998) e Araujo et al. (2009),
relatam que a combinacdo de amoénio e nitrato sdo responsaveis por estimular o
crescimento de varias espécies de plantas in vitro. Entretanto, o efeito benéfico de
ambas as formas de nitrogénio (NO3 e NH4 *) ainda nao é bem entendido (LU et
al., 2009; MARTINEZ et al, 2010).

Embora o uso de biorreatores na propagacdo vegetativa de plantas
lenhosas ainda se restrinja a um pequeno numero de trabalhos e espécies, Castro
e Gonzales (2002), ao cultivarem Eucalyptus grandis em biorreatores de imersao
temporaria, obtiveram melhor taxa de multiplicacdo de brotos axilares, reduzindo
a metade as concentracdes de nitrato de aménio e nitrato de potassio do meio
basico MS. Resultados obtidos por Oliveira (2009) demonstram que o cultivo de
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla em biorreatores de imerséao
temporaria, em meio com altas concentracdes de aménio, tendo proporcionado
aspecto visual com menor vigor dos explantes e maior ocorréncia de hiper-
hidricidade.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia das
diferentes razdes entre as fontes de nitrogénio no meio de cultura MS em clones
hibridos de Eucalyptus globulus, na fase de multiplicacdo e alongamento in vitro

em biorreator de imersdo temporaria RITA®.
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Fonte, meio de cultura e condicoes de cultivo dos explantes
O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), pertencente a

Universidade Federal de Vicosa (UFV) localizado no municipio de Vigcosa, Minas
Gerais.
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O material vegetal utilizado para cultivo nos biorreatores foi proveniente de
dois clones de Eucalyptus urophylla X E. globulus (CO1 e C16) e dois clones de
Eucalyptus grandis X E. globulus (C26 e C29), obtidos em fase de multiplicagédo in
vitro pela proliferacdo de gemas axilares em meio de cultura semissolido. As
brotagdes foram preparadas e inoculadas, sob condi¢cdes assépticas, em tubos de
ensaio de 15 cm x 2,5 cm, contendo 10 ml do meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) acrescidos de 800 mgL™' PVP30 (Polivinilpirrolidona — Synth Ltda),
100 mgL™" mio-inositol (Sigma Co) , 30 g L™ sacarose (Synth Ltda), 8 g L™ de agar
brasileiro e a relagdo de 0,5 mg L benzilaminopurina (BAP — Sigma Co) e 0,01
mg L™ 4cido naftalenoacético (ANA — Sigma Co). O pH foi ajustado para 5,8 com
KOH (1N) e HCI (1N) antes da adicao do agar e da esterilizacdo em autoclave a
uma pressao de 1,5 atm e temperatura de 121°C por 15 minutos. O material
vegetal foi estabelecido em prateleiras em sala de cultura a 25° C (x 2° C),
fotoperiodo de 16 horas de luz e luminosidade de 80 pmol m?s™, fornecidas por

lampadas fluorescentes branco-frias.

2.2. Razoes de nitrogénio: nitrato (NO3) e aménio (NH;")

Foram avaliadas trés diferentes razées (1:1, 2:1 e 3:1) entre as fontes de
nitrogénio nitrato (NO3 ) e aménio (NH4") (Quadro 1) no meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) na fase multiplicacao e duas razbes (1:1 e 2:1 ) de nitrato (NO3") e
amonio(NH,*) na fase de alongamento, em sistema de imersao temporaria RITA®
(Vitropic S/A) . Estas relac6es foram obtidas pela adigdo de diferentes sais sem

modificar a concentracdo dos outros ions no meio de cultura.

Quadro 1 - Concentragdo dos fons N(NOs), N(NH,4*) e de N total (mmol L) nas
trés razdes N(NO3): N(NH;*) estudadas no meio de cultura MS para
cultivo de Eucalyptus grandis X E. globulus e Eucalyptus urophylla X
E. globulus em biorreatores de imersao temporaria RITA®.

171 271 371
Razdo N(NO3):N (NH,H) - (mg/L™")---
- MS MS MS
COMPGOSIGAO Original  Modificado  Modificado
N(NO3) 29.25 39,00 43.90
N(NHs") 29,25 19.50 14.60
N Total 58.50 58.50 58.50
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Como explantes iniciais foram utilizados brotos apicais de tamanho
uniforme de dois clones de Eucalyptus urophylla X E. globulus (CO1 e C16) e dois
clones de Eucalyptus grandis X E. globulus (C26 e C29) estabelecidos in vitro
preparados aproximadamente 14 dias antes de sua utilizagdo nos biorreatores
RITA®, permanecendo em tubos de ensaio contendo meio MS como descrito no
item 2.1.

Ao meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) para a fase de
multiplicacdo, foram acrescidos 800 mgL™ PVP30 (Polivinilpirrolidona — Synth
Ltda), 100 mg L™ mio-inositol, 30 g L™ sacarose, 0,5 mg L™ benzilaminopurina
(BAP) e 0,01 mg L™ 4cido naftalenoacético (ANA), com pH ajustado para 5,8 com
KOH (1N) e HCI (1N), antes da esterilizagdo em autoclave a uma pressao de 1,5
atm e temperatura de 121°C por 15 minutos. Para o meio de alongamento se deu
0 mesmo procedimento alterando apenas a concentracao de BAP para 0,05 mg L
! benzilaminopurina e 0,50 mg L™ de &cido indolbutirico (AIB) .

O meio de cultura juntamente com as divisérias feitas de papel cartéo,
foram autoclavadas dentro dos recipientes dos biorreatores (Figura 1).

Figura 1- Brotos apicais dos clones utilizados como explantes iniciais no cultivo
em biorreatores de imersao temporaria RITA™ separados por diviséria
feita de papel cartéao.

Utilizou-se o volume de 250 mL de meio por recipiente. A frequéncia de
imersao utilizada foi de trés horas por um periodo de dez segundos € como
suporte de apoio para os explantes utilizou-se papel filtro qualitativo (N° 1 -
Qualy®).
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O material vegetal foi acondicionado em sala de crescimento a 25 + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 80 pmol m?s™ fornecido por tubos
fluorescentes branco-frios.

Para a fase de multiplicacdo, o delineamento experimental utilizado foi em
blocos casualizados, no esquema fatorial 3x4, sendo estudado o efeito das
diferentes razées nitrato/aménio (1:1; 2:1 e 3:1) em quatro clones hibridos de
Eucalyptus globulus (C01, C16, C26 e C29) composto por quatro repeticoes,
sendo um explante por repeticdo. Na fase do alongamento in vitro, o
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial, sendo
estudadas duas razdes (1:1 e 2:1) para dois clones (C16 e C29) e seis repeticoes
por tratamento, cada repeticdo constituida por trés explantes.

Ao final de 21 dias foram obtidas por pesagem a massa fresca do explante,
a massa fresca do numero de brotos por explante e a massa seca dos brotos por
explante. Para a contagem do numero de brotos por explante, na fase de
multiplicagdo, foram considerados brotos maiores que 0,5 cm e na fase de
alongamento, brotos maior que 2,0 cm. A massa seca dos brotos foi medida apds
a secagem em estufa por sete dias a 55°C. O grau de hiper-hidricidade ao final do
periodo de cultivo foi obtido pela analise visual do explante atribuindo valores de
“0” a “b6”, em que “0” equivale n&o existe hiper-hidricidade e “5” significa alta hiper-
hidricidade.

Os dados foram submetidos a analise de variancia, sendo as meédias
comparadas pelo teste Tukey. Para a realizacdo dos procedimentos estatisticos,

utilizou-se o programa Statistica 7.0.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Razées N(NOj3):N(NH;*) na fase de multiplicacao in vitro
Observou-se que os clones apresentaram diferencas acentuadas para uma
mesma razdo de nitrato/amoénio, indicando a variabilidade genética dos
materiais. Entretanto, para o clone C16, melhores resultados foram encontrados

para numero de brotos por explante na razdo 2:1 de nitrato/aménio e para o
clone 29 nas razdes 1:1 e 2:1 de nitrato e amoénio (Figura 2).
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No geral, a producdo média de numero de brotos por explante foi superior
a encontrada por Oliveira (2009) na multiplicacdo de gemas de Eucalyptus
grandis x E.urophylla, que obteve uma média 7,08 brotos por explante na razao
3:1 (NO3 :NH4"), seguido de 4,95, na razado 2:1 (NO3 :NH;*), e de 4,91, na
razao 1:1 (NO3; :NH,").

Quando o nitrogénio, ele é fornecido nas formas de nitrato e de aménio.
Inicialmente o nitrogénio na forma nitrica € consumido mais rapidamente e,
posteriormente, a forma amoniacal se torna disponivel para ser consumida pelo
explante. Apesar da preferéncia da planta pelo nitrato, em trabalho realizado
com Cycas revoluta (RINALDI, 1999), ndo se obteve inducdo de brotacao
quando ela foi cultivada em meio contendo apenas nitrato, ficando evidenciado
que o balango entre os ions nitrato e amoénio pode interferir na taxa de
multiplicacdo das plantas (SANTOS-SEREJO et al.,2006)

011 @21 @3:1
40,0 -
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34, 32,0

NB

c29

Figura 2 - Numero de brotos por explante (NB) cultivados em meio de cultura
para multiplicagao, nas trés razdes nitrato/amdnia estudadas (1:1, 2:1
e 3:1) aos 21 dias de cultivo dos clones Eucalyptus urophylla X E.
globulus (C01 e C16) e Eucalyptus grandis X E. globulus (C26 e C29)
em biorreatores de imers&o temporaria RITA®. Tratamentos com letras
iguais nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

Em relacdo a massa fresca por explante e a massa fresca e seca dos

brotos por explante (Figuras 3, 4 e 5), elas foram superiores na razao 2:1 (NOjz
:NH,")para o clone C16 e para o clone C29 nas razdes 1:1 e 2:1 (NO3:NH,").

27



O1:1 m2:1 @3:1
7,0 -

5,9

6,0 -
5,0 -
540 -
=30 -
2,0
1,0
0,0 12 al

52 5,1

3,7

1,0 0.9

Figura 3 - Massa fresca por explante (MF) cultivados em meio de cultura para
multiplicacdo, nas trés razdes nitrato/aménia estudadas (1:1, 2:1 e
3:1) aos 21 dias de cultivo dos clones Eucalyptus urophylla X E.
globulus (C01 e C16) e Eucalyptus grandis X E. globulus (C26 e
C29) em biorreatores de imersdo temporaria RITA®.Tratamentos
com letras iguais n&o diferiram significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste Tukey.
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Figura 4 - Massa fresca dos brotos por explante (MFNB) cultivados em meio de
cultura para multiplicagéo, nas trés r razdes nitrato/amoénia estudadas
(1:1, 2:1 e 3:1) aos 21 dias de cultivo dos clones Eucalyptus urophylla
X E. globulus (C01 e C16) e Eucalyptus grandis X E. globulus (C26 e
C29) em biorreatores de imersao temporaria RITA®. Tratamentos com
letras iguais nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade
pelo teste Tukey.
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Figura 5 — Massa seca dos brotos por explante (MSNB) cultivados em meio de
cultura para multiplicagdo, nas trés razdes nitrato/aménia estudadas
(1:1, 2:1 e 3:1) aos 21 dias de cultivo dos clones Eucalyptus
urophylla X E. globulus (C01 e C16) e Eucalyptus grandis X E. globulus
(C26 e (C29) em  Dbiorreatores de imersdao temporaria
RITA®. Tratamentos com letras iguais ndo diferiram significativamente a
5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Para a caracteristica hiper-hidricidade (Figura 6), as razdées de nitrogénio
nitrato (NO3) e amoénio (NH4") (1:1, 2:1 e 3:1) ndo foram estatisticamente
diferentes (p>0,05) entre os tratamentos, sendo observado alto grau de hiper-
hidricidade na maioria dos clones estudados, exceto para o clone C29, que
apresentou menores valores meédios de hiper-hidricidade na fase de
multiplicagéo.

Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados por  Oliveira
(2009),que também nao encontrou diferenca estatistica (p>0,05) entre as razdes
nitrato/aménio (3:1, 2:1, 1:1, 1:2 e 1:3) aos 21 dias de cultivodo hibrido de
Eucalyptus grandis x E.urophylla para a caracteristica hiper-hidricidade no
sistema RITA®.

Brand (1993) observou que o aumento na concentragdo de nitrato de
amoénio ao meio de cultura fez aumentar linearmente a hiper-hidricidade, a
concentracao de nitrato e de nitrogénio total nos tecidos, o peso fresco e seco
dos explantes e o numero de brotos no cultivo de Amelanchiers arborea.
Entretanto, observou-se neste estudo que para clones hibridos de Eucalyptus
globulus avaliados, a hiper-hidricidade esta relacionada ao tipo de material
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genético do que propriamente ao aumento na concentracao de nitrato de aménio
no meio de cultura.

Segundo Gaspar et al. (2002) e Xavier et al. (2009), a hiper-hidricidade em
brotagdes micropropagadas pode ser ocasionada por uma série de fatores que
sao responsaveis por ocasionar estresses em nivel celular. Estes fatores podem
ser de ordem ambiental, assim como de caracteristicas fisioldégicas, em resposta
as mudangas no metabolismo e desenvolvimento da cultura. Isso poderia explicar
a ocorréncia dos diferentes resultados em relacdo a hiper-hidricidade para os

materiais avaliados no presente estudo.
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Figura 6 - Hiper-hidricidade (H-h) cultivados em meio de cultura para
multiplicacdo, nas trés razdes nitrato/aménia estudadas (1:1, 2:1 e
3:1) aos 21 dias de cultivo dos clones Eucalyptus urophylla X E.
globulus (C01 e C16) e Eucalyptus grandis X E. globulus (C26 e C29)
em biorreatores de imers&do temporaria RITA®. Tratamentos com letras
iguais nado diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo
teste Tukey.

3.2. Razées N(NOj3):N(NH.*) na fase de alongamento in vitro

Na fase de alongamento, ndo houve diferenca na produtividade dos
explantes em relagdo a utilizacdo de diferentes razdes de nitrato e de aménio
estudados para os clones avaliados (Tabela 1). Independentemente do
tratamento aplicado observou-se que para os hibridos de Eucalyptus globulus
houve em média 39% de brotos alongados, enquanto Oliveira (2009) ao utilizar a
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concentragao de sais diminuida pela metade em Eucalyptus grandis x E.urophylla
no sistema RITA®, obteve em média 13% de brotos alongados, ou seja, brotos
maiores que 2 cm de comprimento.

Os brotos alongados apresentaram alto grau de hiper-hidricidade, tendo
provocado morfologia atipica de Eucalyptus, com folhas curvadas, espessas,
quebradicas e de tamanho reduzido, apresentando dificuldades para
enraizamento. Para Oliveira (2009), a hiper-hidricade nao foi um obstaculo para o
alongamento dos brotos de Eucalyptus grandis x E.urophylla, nao tendo ocorrido
sintomas deste fendbmeno nas plantas nesta fase do cultivo.

Neste estudo, o clone C29 obteve alto grau de hiper-hidricidade. Resultado
semelhante foi encontrado por Oliveira (2011), que, estudando este mesmo clone
na fase de alongamento em sistema de tubos de ensaio, também apresentou uma

alta hiper-hidricidade.

Tabelal — Massa fresca por explante (MF), nimero de brotos por explante(NB),
namero de brotos maior que 2cm (NB>2cm), massa fresca do nimero
de brotos maior que 2 cm (MFNB>2cm) e hiper-hidricidade(H-h) dos
clones de Eucalyptus urophylla X E. globulus (C16) e Eucalyptus
grandis x E. globulus (C29), em funcao da relacdo nitrato/aménio

utilizada.
Relacao
Clones NO3":NH4* MF NB NB>2cm MFNB>2cm H-h
1:1 3,9a 22,3a 9,7a 1,1a 2,5a
Cie6
2:1 3,0a 20,5a 6,1a 0,6a 2,2a
1:1 5,0a 20,7a 9,3a 0,8a 3,5a
C29
2:1 4,9a 25,7a 10a 0,6a 3,1a

De acordo com Picolli et al. (2008), a hiper-hidricidade afeta a anatomia, a
morfologia e a fisiologia das plantas, impossibilitando sua aclimatacdo. Bertoni et
al. (2006) descrevem que varias hipbteses tém sido lancadas para explicar esta
disfungéo, entre elas destacam-se 0 excesso de nutrientes minerais, elevadas
concentragdes de citocininas, tipo e concentracdo do agente gelificante, alto
potencial hidrico e/ou uma atmosfera de elevada umidade relativa e tipo de

frasco.
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4. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, ndo houve diferenga entre as razdes de
nitrogénio nitrato (NO3z) e amodnio (NH;*) (1:1, 2:1 e 3:1) utilizado na fase de
multiplicacdo e alongamento, exceto para o clone C16, que, na fase de
multiplicacdo, obteve maior crescimento e produtividade na razdo 2:1(NOjy) :
(NH4").

Os quatro clones respondem de forma diferente a um mesmo tipo de razao
nitrato/amonio, indicando efeito genotipico.

De maneira geral, os explantes apresentaram alto grau de hiper-
hidricidade, sendo esta desordem um fator limitante nas condi¢cées deste estudo

para a micropropagacdo em biorreator de imersdo temporaria RITA®.
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Influéncia do substrato no enraizamento de miniestacas e microestacas de
clones hibridos de Eucalyptus globulus

RESUMO: O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a
influéncia do substrato na producdo de mudas de clones hibridos de Eucalyptus
globulus pelo enraizamento de miniestacas e microestacas. O delineamento
utilizado foi em blocos ao acaso no arranjo fatorial 4 x 3 x 2, sendo estudados
quatro clones hibridos de Eucalyptus globulus, trés substratos (S1=
50%vermiculita +50% de casca de arroz carbonizada; S2= 100% composto
organico Bioplant® e S3= 50% vermiculita + 50%de composto organico Bioplant®)
e duas técnicas de propagacao (miniestaquia e microestaquia). Foram realizadas
avaliagbes em casa de vegetagdo, casa de sombra e a pleno sol quanto ao
percentual de sobrevivéncia, enraizamento, altura, diametro do colo e massa seca
da parte aérea e sistema radicular. Com base nos resultados obtidos, pdde-se
concluir que os diferentes substratos utilizados neste estudo influenciaram o
enraizamento dos clones hibridos de Eucalyptus globulus, sendo as microestacas
superiores as miniestacas em relacao a caracteristicas avaliadas.

Palavras-chave: propagacao vegetativa, silvicultura clonal.

Influence of substrate on the rooting of mini-cuttings and micro-
cuttingshybrid clones of Eucalyptus

ABSTRACT: The present work was to evaluate the influence of the substrate in
the production of seedlings of hybrid clones of Eucalyptus globulus by mini-
cuttings and rooting micropiles. The design was a randomized block in factorial
arrangement 4x 3x 2, and four studied hybrid clones of Eucalyptus globulus, three
substrates (S1 = 50% vermiculite + 50% rice husk;S2 = 100% Bioplanta ® and S3
= 50% + 50% vermiculite Bioplanta ®) and two propagation techniques (mini-
cuttings and micro). Evaluations were carried out in the shade in a greenhouse full
sun and in the percentage of survival, rooting, height, stem diameter and dry mass
of shoot and root system. Based on these results, we concluded that the different
substrates used in this study influenced the rooting of hybrid clones of Eucalyptus
globulus, the microcuttings being superior to mini-cuttings regarding the evaluated
characteristics.

Keywords: minicutting, microcutting, vegetative propagation, clonal forestry.
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1. INTRODUCAO

A propagacao clonal de Eucalyptus evoluiu muito nos ultimos anos, sendo
adotada por varias empresas como estratégia na melhoria da produtividade e
qualidade das mudas produzidas, contribuindo para que se tenha éxito na
formagéo inicial de povoamentos florestais de alta produtividade. No entanto,
algumas espécies e clones de Eucalyptus apresentam dificuldades para o
enraizamento na propagacao por estaquia, principalmente  quando envolve
material adulto (ASSIS, 1997).

O Eucalyptus globulus e seus hibridos, por exemplo, possuem
caracteristicas quimicas, fisicas e anatbmicas da madeira de excelente qualidade
para o setor de papel e celulose, devido principalmente ao alto rendimento em
celulose e ao baixo teor de lignina (CARDOSO, 2002; ROSA, 2003; PINTO 2007;
XAVIER et al., 2007; ALFENAS et al., 2009). Entretanto, a clonagem em larga
escala via estaquia deste material tem enfrentado problemas por se tratar de uma
espécie recalcitrante ao enraizamento, apresentando indices inferiores aos
desejados na produgédo comercial de mudas pela propagacao vegetativa.

Resultados da microestaquia e da miniestaquia tém apontado vantagens
em relacado a estaquia convencional quanto ao processo de producdao de mudas
de Eucalyptus, tais como maior percentual de enraizamento, qualidade do sistema
radicular e velocidade de emissao das raizes (SANTOS et al., 2005). Titon et al.
(2002) constataram o desempenho superior da microestaquia em relacdo a
miniestaquia para clones de Eucalyptus grandis, evidenciando que o
rejuvenescimento foi eficiente, resultando em maior enraizamento. Entretanto,
Oliveira (2011), estudando clones hibridos de Eucalytptus globulus, observou que
0s materiais genéticos apresentaram respostas diferenciadas quanto ao
enraizamento das miniestacas e microestacas, ndo sendo observada, de maneira
expressiva, a superioridade da microestaquia em relagao a miniestaquia.

De forma geral, entre os varios fatores que afetam a propagacao vegetativa
pelo enraizamento de estacas estdo aqueles relacionados com o genétipo, com
as condicbes fisioldégicas da planta fornecedora das estacas, tratamento das
estacas (armazenamento, aplicacdo de reguladores de crescimento, antioxidantes
e cofatores), com o tipo de estaca (GREENWOOD e HUTCHISON, 1993;
HARTMANN et al.,, 2002; TAIZ E ZEIGER, 2004), estado nutricional da planta-
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matriz (SCHAWAMBACH et al., 2005) e com a manipulagdo das condicdes
ambientais, quanto a luminosidade, umidade, temperatura, tipo de recipiente e ao
substrato (HIGASHI et al., 2000; FREITAS et al., 2006).

Segundo Couvillon (1988), o substrato pode ser determinante para o
sucesso do enraizamento de estacas, embora, para algumas espécies vegetais,
nao haja efeito significativo (POKORNY e AUSTIN, 1982).

O substrato fornece a planta sustentagdo, podendo ainda regular a
disponibilidade de nutrientes (PASQUAL et al., 2001), servindo de base para o
desenvolvimento de uma planta até a area de plantio. Ele pode ser formado de
solo mineral ou organico, de um sé ou de diversos materiais em mistura. Segundo
Alfenas et al. (2009) a maioria dos substratos utilizados atualmente séo
constituidos a base de casca de arroz carbonizada, composto de casca de
eucalipto ou de pinus, misturados com vermiculita, em diferentes proporgées.

Entre as caracteristicas que se espera de um substrato, podem-se citar
propriedades fisicas e quimicas conhecidas e constantes, baixa densidade,
possuir boa capacidade de retencdo de agua, adequado espaco poroso para
facilitar o fornecimento de oxigénio, auséncia de patégenos, boa disponibilidade,
riqgueza em nutrientes essenciais (SILVA et al., 2001; WEDLING et al., 2002).

A escolha do substrato é de fundamental importancia, visto ser onde o
sistema radicular ira desenvolver, determinando o crescimento da parte aérea da
muda (JABUR & MARTINS, 2002). No entanto, outro importante fator que
influencia no enraizamento esta relacionado a juvenilidade dos propagulos, que
interfere no vigor e desenvolvimento radicular e consequente beneficio no
aumento de numero de raizes (WENDLING e XAVIER, 2005). Sendo assim, o
presente trabalho foi realizado com o objetivo de verificar a influéncia de
diferentes substratos no enraizamento de miniestacas e microestacas de clones

hibridos de Eucalyptus globulus.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados dois clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C04 e
C16) e dois clones de Eucalyptus grandis x E. globulus (C26 e C30), oriundos da
empresa Cenibra S.A.

A mudas micropropagadas utilizadas como material experimentalforam
obtidas no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (Bioagro), e as miniestacas obtidas no Viveiro de
Pesquisas Florestais do Departamento de Engenharia Florestal, ambos

pertencentes a Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, MG.
2.2. Formacao dos jardins clonais

Os jardins clonais foram estabelecidos a partir de material vegetativo de
microestacas e miniestacas, no Viveiro de Pesquisas Florestais do Departamento
de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG.

Conforme as técnicas de miniestaquia e microestaquia, descritas em
Alfenas et al. (2009) e Xavier et al. (2009), o jardim clonal foi constituido de
minicepas e microcepas plantadas sob um mesmo sistema semi-hidrop6nico de
canaletdao de areia, em casa de vegetacdo com as laterais abertas, sendo a
cobertura de plastico transparente de polietileno

O microjardim clonal foi formado por mudas provenientes de material
micropropagado, pela proliferacdo de gemas axilares. Na micropropagacao foi
utilizado meio de cultura composto pelos sais basicos de MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), 40 vitaminas de White (WHITE, 1943), acrescidos de 100 mg L
mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg L™ polivinilpirrolidona (PVP30 - Synth Ltda), 30 g
L' de sacarose (Synth Ltda) e 7 g L™ de &gar Merck® (Agar-agar granulated,
purified and free for microbiology — Merck KgaA, Germany). A fase de
multiplicagéo in vitro foi constituida de sucessivos subcultivos em meio de cultura
adequado a multiplicacdo dos explantes, tendo por finalidade obter o
rejuvenescimento e, ou revigoramento clonal. O numero de subcultivos variou

entre os clones em funcdo das respostas das gemas a multiplicagdo in vitro,
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sendo C04 = 15, C16 = 18, C26 = 14 e C30 = 14, os quais, posteriormente, foram
transferidos para o meio adequado ao alongamento das gemas.

As brotacdes alongadas in vitro foram resgatadas e transferidas para potes
plasticos, contendo substrato (50% de vemiculita + 50% de composto orgéanico
Bioplant®), envoltos por sacos plasticos (12 x 25 cm). Posteriormente, essas
microestacas foram transferidas para casa de vegetacao climatizada (temperatura
de 20 a 30 °C e umidade relativa do ar 280%), sendo transplantadas em tubetes
plasticos de 55 cm® de capacidade, contendo como substrato o composto
organico Bioplant®.

As mudas enraizadas foram transferidas para aclimatacdo em casa de
sombra, com sombrite 50%, até atingirem 10 a 12 cm de tamanho, sendo
posteriormente transplantadas para o jardim clonal no espacamento de 10 cm x
10 cm. Apds 20 dias, procedeu-se a poda do apice das mudas a uma altura de 10
cm da base para formagéao do microjardim clonal.

O minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento
de miniestacas oriundas das brotagdes de plantas propagadas pelo método da
miniestaquia. As miniestacas enraizadas foram transplantadas para o minijardim
clonal, no espagamento de 10 cm x 10 cm, e ao atingirem cerca de 10 cm de
tamanho, tiveram seus apices podados.

. O sistema de manejo e nutricdo foi idéntico para as minicepas e
microcepas, utilizando-se 0 mesmo canaletdo de areia para formar o mini e
microjardim clonal, sendo, portanto, seguido o mesmo padrdo de conduc¢éo para
ambos.

O sistema de fertirrigacao adotado consistiu no fornecimento as plantas de
solucdo nutritiva por gotejamento, distribuida quatro vezes ao dia, numa vazao
total diaria de 4 L m™. A solugéo nutritiva foi composta de nitrato de célcio (0,920
g L-1), cloreto de potassio (0,240 g L), nitrato de potassio (0,140 g L™),
monoamoénio fosfato (0,096 g L), sulfato de magnésio (0,364 g L), hidroferro
(0,040 g L™, &cido bérico (2,800 mg L™), sulfato de zinco (0,480 mg L), sulfato
de manganés (1,120 mg L), sulfato de cobre (0,100 mg L") e molibidato de sédio
(0,040 mg L ™). A condutividade elétrica da solugado nutritiva foi mantida em 2,0 mS
m?a25°C.
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2.3. Obtencao, preparo e estaqueamento das miniestacas e microestacas

Miniestacas e microestacas apicais com 10 cm de tamanho foram
preparadas contendo de dois a trés pares de folhas reduzidas a metade de sua
dimensao original, acondicionadas em uma caixa de isopor contendo agua para
manter as condicoes de turgescéncia do material vegetativo.

Apbs a confecgao das miniestacas e microestacas, elas foram estaqueadas
em tubetes de polipropileno com capacidade para 55 cm3, contendo diferentes
substratos, provenientes das combinacdes de vermiculita granulometria média,
casca de arroz carbonizada e composto organico Bioplant®. A nutricio mineral de
base utilizada nos substratos foi composta de superfosfato simples (8,00 kg m™),
sulfato de amédnio (0,69 kg m™), cloreto de potassio (0,21 kg m™), sulfato de zinco
(13,9 g m®), sulfato de cobre (13,9 g m™®), sulfato de manganés (13,9 g m™®) e

acido borico (27,8 g m®).
2.4. Avaliacdes experimentais

Adotou-se o delineamento experimental em blocos ao acaso, em arranjo
fatorial 4 x 3 x 2, constituido de quatro clones (C04, C16, C26 e C30), trés tipos
de substratos (S1= 50% de vermiculita +50% casca de arroz carbonizada; S2=
100% composto organico Bioplant®; e S3= 50% de vermiculita + 50% composto
organico Bioplant®) e duas técnicas de propagacdo vegetativa (miniestaquia e
microestaquia), com quatro repeticbes, composta por oito miniestacas ou
microestacas por repeticao.

O tempo de permanéncia das microestacas e miniestacas em casa de
vegetacao climatizada (umidade relativa do ar = 80% e temperatura entre 20 e 30
°C) foi de 30 dias, sendo posteriormente aclimatadas em casa de sombra com
50% de sombreamento durante 10 dias e transferidas para area de pleno sol até
completarem 60 dias de idade. Foi feita uma adubacgédo de cobertura, aplicando-
se 2 mL por muda de fosfato monoaménico (2,0 g L)) na saida de casa de
vegetacdo. Na saida da casa de sombra, foram aplicados 5 mL por muda do
formulado NPK (10-05- 30) (6 g L™"). A aplicacdo da adubacédo de cobertura foi
feita por meio de uma seringa dosadora automatica Hoppner®.
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A caracteristica avaliada foi a porcentagem de sobrevivéncia (SOB) de
miniestacas e microestacas com raizes observadas na extremidade inferior do
tubete (ROEIT) na saida da casa de vegetagao (30 dias) e da casa de sombra (40
dias). Apos 60 dias, foram avaliados a porcentagem de enraizamento (ENR), o
namero de raizes (NR) por miniestaca ou microestaca enraizada, altura (ALT), o
didmetro do colo (DC) e a massa seca da parte aérea (MSPA) e do sistema
radicular (MSR), obtidas por secagem em estufa a 65°C até peso constante das
miniestacas e microestacas.

Para efeito das avaliagbes, foram consideradas enraizadas e vivas as
miniestacas e microestacas com raizes maiores ou iguais a 0,5 cm e com
emissdo de brotacées e, para a contagem do numero de raizes, foram
consideradas as raizes emitidas diretamente da base das miniestacas ou
microestacas.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, sendo as
médias dos tratamentos comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. As

andlises estatisticas foram realizadas no programa STATISTICA 7.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se boa taxa de sobrevivéncia das miniestacas e microestacas
(Tabela 1), sendo os valores encontrados superiores a 79% na saida da casa de
vegetacdo para os clones e diferentes substratos avaliados. Borges (2009) e
Oliveira (2011), trabalhando com clones hibridos de Eucalyptus globulus,
obtiveram resultados semelhantes a este trabalho com percentuais acima 86% de
sobrevivéncia.

Segundo Titon et al. (2002), a sobrevivéncia na saida da casa de
vegetacao, embora ndo represente um resultado concreto do enraizamento das
estacas, é de extrema importancia pois demonstra, em parte, a eficiéncia do
controle das condicdes ambientais (umidade e temperatura) na casa de
vegetacdo bem como o vigor das miniestacas e microestacas utilizadas.

Na saida da casa de vegetacdo para a casa de sombra, houve uma
pequena redugao na sobrevivéncia das miniestacas e microestacas, contudo, ndo
existiu diferenca estatistica entre as técnicas de propagacéao utilizadas. De forma
geral, o indice de sobrevivéncia na casa de vegetacdo e na casa de sombra
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apresentou menores valores para as estacas cultivadas no substrato S1 ( 50% de
vermiculita + 50% casca de arroz carbonizada) devido talvez a sua maior
porosidade. De acordo com Brondani (2008), outro fator que pode interferir na
sobrevivéncia das mudas é que, durante o periodo de aclimatacao na casa de
sombra, as oscilagbes ambientais, tanto hidricas como de luminosidade, podem
provocar maior estresse nas estacas resultando em posterior mortalidade.

Na saida da casa de vegetacdo e da casa de sombra, houve efeito das
diferentes técnicas de propagacao e substratos utilizados em relacao a avaliacéo
quanto a emissao de raizes na extremidade inferior do tubete. Em geral, na saida
da casa de vegetacdo, o substrato 1 (50% vermiculita + 50% casca de arroz)
apresentou 0s menores valores para emissdo de raizes das miniestacas e
microestacas para todos os clones avaliados. Ja na saida da casa de sombra, 0s
diferentes substratos e técnicas de propagacao nao influenciaram na emissao de
raizes para os clones C16 e C30.

Os clones hibridos de Eucalyptus globulus apresentaram aumento no
percentual médio de raizes observadas na extremidade inferior do tubete das
miniestacas e microestacas comparado a saida da casa de vegetacdo, sendo
observados valores entre 46,9% a 95,8% para microestacas do clone C26
cultivadas no substrato S3 (50% de vermiculita + 50% composto organico
Bioplant®). No entanto, Oliveira (2011), estudando os mesmos materiais genéticos
utilizados neste trabalho, obteve para a maioria dos tratamentos estudados na
casa de sombra valor maximo de 62,5 % de emissao de raizes no fundo do
tubete.

Tabela 1 - Sobrevivéncia (SOB) e raizes observadas na extremidade inferior do
tubete (ROEIT) de miniestacas (Mini) e microestacas (Micro) apicais,
na saida da casa de vegetacdo (30 dias) e da casa de sombra (40
dias) dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C04 e C16) e
Eucalyptus grandis x E. globulus (C26 e C30), em fungéo do tipo de
substrato utilizado (1= 50%vermiculita +50% casca de arroz; 2= 100%
Bioplant® e 3= 50% vermiculita + 50% Bioplant®).

Casa de Vegetacao Casa de sombra
Clone Técnica Substrato SOB(%) ROEIT(%) SOB(%) ROEIT(%)
S1 79,2Ab 21,9Bb 71,9Ab 46,9Bb
Mini S2 96,9Aa 41,7Bb 90,6Aa 62,5Aa
Co4 S3 90,6Aa 78,1Aa 90,6Aa 81,3Aa
, S 81,3Aa 65,6Ab 78,1Aa 68,8Aa
Micro S2 90,6Aa  750Aa  875Aa  71,9Aa
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3 875ha  750Aa _ B44Aa  750Aa

S 875Aa  625Bb  875Aa  833Aa

Mini s2 90,6Aa  833Aa  90,6Aa  78,1Aa

s3 969Aa  90,6Aa  938Aa  87.5Aa

C16 S 906Aa _ 8103Aa  906Aa  833Aa
Micro s2 875Aa  875Aa  B844Ab  844Aa

s3 969Aa  844Aa  969Aa  87.5Aa

S 813Ab  656Ab  78,1Ab  65,6Ab

Mini s2 100,0Aa  781Aa  100,0Aa  78.1Aa

s3 938Aa  833Aa  938Aa  833Ba

C26 1 938Aa  68.7Ab  844Ab  71.9Ab
Micro 2 958Aa  718Ab  91.66Aa  72.4Ab

3 100,0Aa  833Aa  100,0Aa  958Aa

S 781Ab  625Ab  751Ab  68.8Aa

Mini s2 93,8Aa  844Aa  93.8Aa  844Aa

0 s3 875Aa  813Aa  875Aa  83,3Aa
S 813Ab  688Ab  B13Ab  71.9Aa

Micro s2 969Aa  781Aa  940Aa  87.5Aa

s3 938Aa  875Aa  938Aa  87.5Aa

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula entre substratos e as seguidas
de uma mesma letra mailscula, entre técnicas de propagacao, nao diferem entre
si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a porcentagem de enraizamento aos 60 dias de idade, as
microestacas de maneira geral foram superiores as miniestacas para os clones
C04 e C30. No entanto, os clones C16 e C26 nao apresentaram diferencas entre
as técnicas de propagacao utilizadas, provavelmente devido ao numero de
subcultivos nao ter sido suficiente para promover o]
rejuvenescimento/revigoramento  significativo no aumento da taxa de
enraizamento do material genético em estudo, ou ainda, que as microcepas
utilizadas ja apresentavam um grau de juvenilidade suficiente para apresentar
bom vigor vegetativo, refletido diretamente no enraizamento das microestacas.

Titon (2002), pesquisando quatro clones de Eucalyptus, dois clones de
Eucalyptus grandis e dois hibridos de Eucalyptus grandis, obteve 94% de
enraizamento na microestaquia e 88% na miniestaquia. Apesar da diferenca entre
os valores encontrados neste estudo para os de Titon (2002), percebe-se que
houve o mesmo comportamento nos resultados encontrados, ou seja, maior
enraizamento das microestacas em relagdo as miniestacas, sendo provavel que

essa diferenca no enraizamento se deva as espécies trabalhadas.
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.Tabela 2 — Enraizamento (ENR), nimero de raizes (NR), altura (Alt), didmetro de
colo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca do
sistema radicular (MSR) de miniestacas (Mini) e microestacas (Micro)
apicais dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C04 e C16)
e de Eucalyptus grandis x E. globulus (C26 e C30) aos 60 dias, em
funcéo tipo de substrato utilizado (S1= 50%vermiculita +50% casca de
arroz carbonizada; S2= 100% de composto organico Bioplant® e S3=
50% de vermiculita + 50% composto organcio Bioplant®).

Crescimento a pleno sol
Clone Técnica Substrato ENR(%) NR Alt(cm) DC(mm) MSPA(g) MSR(g)

St 56,3Bb 3,1Bb 12,9Ba 2,2Aa 0,7Aa 0,3Aa

Mini S2 75,0Bb 2,4Bb 13,6Ba 2,2Aa 0,7Aa 0,3Aa

co4 S3 87,5Aa 4,1Aa 14,9Aa 2,2Aa 0,9Aa 0,3Aa
S1 70,8Ab 4,4Aa 15,6Aa 2,3Aa 0,8Aa 0,4Aa

Micro S2 84,4Aa 4,6Aa 16,4Aa 2,3Aa 0,9Aa 0,3Aa

S3 81,3Aa 4,7Aa 15,5Aa 2,4Aa 0,9Aa 0,3Aa

S1 81,3Aa 5,0Ba 18,5Aa 2,7Aa 1,3Aa 0,4Aa

Mini S2 90,6Aa 3,6Bb 18,0Aa 2,6Aa 1,1Aa 0,3Aa

c16 S3 90,6Aa 5,2Aa 16,7Aa 2,8Aa 1,0Aa 0,3Aa
S1 84,4Aa 6,1Aa 17,1Aa 2,5Aa 1,1Aa 0,3Aa

Micro S2 84,4Aa 5,6Aa 18,1Aa 2,5Aa 1,0Aa 0,3Aa

S3 93,8Aa 5,4Aa 17,1Aa 2,5Aa 1,1Aa 0,3Aa

St 70,8Ab 3,9Aa 17,0Aa 2,4Aa 0,6Aa 0,3Aa

Mini S2 87,5Aa 4,1Aa 17,9Aa 2,5Aa 0,8Aa 0,3Aa

Co6 S3 81,3Aa 4,2Aa 17,4Aa 2,3Aa 0,8Aa 0,3Aa
S1 75,0Ab 2,9Bb 16,7Aa 2,2Aa 0,8Aa 0,4Aa

Micro S2 81,3Aa 4,2Aa 16,8Aa 2,2Aa 0,8Aa 0,3Aa

S3 84,4Aa 4,0Aa 17,5Aa 2,5Aa 0,9Aa 0,3Aa

S1 66,6Bb 5,0Aa 14,7Ba 2,6Aa 0,7Ba 0,3Ba

Mini S2 90,6Aa 4,1Ba 15,1Aa 2,2Aa 0,8Aa  0,3Aa

C30 S3 91,6,Aa 4,4Aa 14,2Ba 2,5Aa 0,8Ba 0,2Aa
S1 91,6Aa 5,0Aa 17,1Aa 2,5Aa 1,0Aa 0,6Aa

Micro S2 93,8Aa 5,2Aa 15,9Aa 2,5Aa 1,0Aa 0,3Aa

S3 93,8Aa 49Aa  17,1Aa 2,5Aa 1,1Aa__ 0,3Aa
Médias seguidas de uma mesma letra minuscula, entre diferentes substratos e
dentro de uma mesma técnica de propagacao, e as seguidas de uma mesma letra
maiuscula, entre técnicas de propagacao dentro do mesmo tipo de substrato, ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para a caracteristica niumero de raizes, as microestacas dos clones C04,
C16 e C30 apresentaram valores superiores em relacdo as miniestacas, variando
de 2,9 a 6,1 (Tabela 2). Os clones C04 e C16 tiveram médias menores de

namero de raizes nas miniestacas comparadas as microestacas quando
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cultivadas no substrato 1 e 2 (50% de vermiculita + 50% casca de arroz
carbonizada e 100% composto organico Bioplant ©.

Os resultados para altura mostraram que os clones C04 e C30 obtiveram
valores superiores em altura ao utilizar a microestacas em relagdo a miniestacas.
Em média, os clones apresentaram altura em torno de 16,3 cm e diametro do colo
por volta de 2,4mm, nado apresentando diferencas entre a miniestaquia e
microestaquia para esta caracteristica. Estes resultados corroboram aqueles
encontrados por Titon et al. (2003), que, ao estudarem miniestaquia e
microestaquia de Eucalyptus grandis aos 50 dias de idade, obtiveram em média
13,3 cm altura e 2,0 mm de di@dmetro do colo. Entretanto, Oliveira (2011),
estudando os mesmos clones, encontrou aos 60 dias de idade para a
caracteristica altura um valor médio de 12,3 cm e didmetro do colo variando de
4,2 a7,2mm.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, verificou-se, para a
massa seca da parte aérea e massa seca do sistema radicular, diferenca entre as
técnicas de propagacao utilizadas apenas para o clone C30, sendo que a
microestaquia foi superior a miniestaquia para estas caracteristicas avaliadas.
Este resultado confirma aqueles encontrados por Oliveira (2011) que, ao estudar
este mesmo clone obteve maior altura da parte aérea, massa seca da parte aérea
e do sistema radicular nas microestacas quando comparado as miniestacas.

Os diferentes substratos, aos 60 dias de idade, ndo mostraram efeito no
crescimento e desenvolvimento dos clones hibridos de Eucalyptus globulus para a
maioria das caracterisitcas avaliadas, exceto para a porcentagem de
enraizamento e niumero de raiz, em que o substrato 3 apresentou os melhores

resultados para todos os clones e técnicas de propagacao utilizados.

4. CONCLUSOES
Os diferentes substratos utilizados neste estudo influenciaram o

enraizamento dos clones hibridos de Eucalyptus globulus, sendo as microestacas

superiores as miniestacas em relacao a algumas caracterisitcas avaliadas.
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Influéncia do tipo de miniestacas e microestacas no enraizamento de clones
hibridos de Eucalyptus globulus

RESUMO: Os objetivos do presente estudo foram avaliar os diferentes tipos de
miniestacas e microestacas no enraizamento de quatro clones hibridos de
Eucalyptus globulus. Foram realizadas avaliagbes quanto ao percentual de
sobrevivéncia, raizes emitidas na extremidade inferior do tubete, enraizamento,
altura, diametro do colo, massa seca da parte aérea e da raiz. Aos 90 dias de
idade, pode-se concluir que as estacas apicais sem e com reducao foliar foram
superiores as intermediarias e que os clones se comportaram de maneira
diferenciada em relacdo ao enraizamento das miniestcas e microestacas.

Palavras-Chave: Propagacao vegetativa, miniestaquia, microestaquia.

Influence of type of cuttings in the rooting of minicuttings and microshoots
hybrid clones of Eucalyptus globulus

ABSTRACT: The objectives of this study was to evaluate the different types of
cuttings, apical leaf-size sheet and reduced to half their original size and stake
sandwich sheet reduced to half their original size, as well as propagation
techniques, and micro minicuttings on the rooting of four hybrid clones of
Eucalyptus globulus. Evaluations were performed on the percentage of survival,
roots emitted at the lower end of the cartridge, rooting, height, stem diameter, dry
mass of shoot and root. At 90 days old, it can be concluded that the apical cuttings
with and without reduction were higher than the intermediate leaf and each clone
behaved differently in relation to propagation techniques used.

Keywords: Vegetative propagation, type of cutting, sten-cutting rooting.
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1. INTRODUCAO

O Eucalyptus globulus e seus hibridos tém se mostrado uma das espécies
recalcitrantes ao enraizamento de estacas em razdo da variabilidade da
habilidade rizogénica dos clones, bem como pela reducao do potencial de
enraizamento com o envelhecimento ontogenético das plantas matrizes (WATT et
al., 2003). No entanto, atualmente essa espécie e seus hibridos tém sido alvo de
grande interesse da industria de papel e celulose por apresentarem
caracteristicas tecnolégicas da madeira, como maior rendimento em celulose e
menor teor de lignina, tornando-o muito atrativo para tal objetivo (CARDOSO,
2002; PINTO, 2007; XAVIER et al., 2007; ALFENAS et al., 2009).

Entre as diversas técnicas de propagacao vegetativa, o aprimoramento no
enraizamento de estacas de Eucalyptus tem sido alcangado com o
desenvolvimento de técnicas como a miniestaquia (XAVIER E WENDLING, 1998;
WENDLING et al,, 2000; HIGASHI et al., 2000) e a micropropagacao, aliada a
microestaquia (ASSIS et al., 1992; XAVIER E COMERIO, 1996; TITON, 2001),
que possibilitaram consideraveis ganhos, principalmente quanto ao aumento das
taxas e qualidade de enraizamento e reducdo do tempo para a formacao da
muda.

O enraizamento de estacas pode ser influenciado pela presenca de gemas
e/ou folhas e pelo periodo de coleta das estacas (HARTAMANN et al., 2002),
injurias, balanco hormonal, constituicdo genética, presenca de inibidores e pelas
condi¢des nutricionais e hidricas da planta doadora de propagulos ( ASSIS et al.,
2004; ALFENAS et al, 2009), além de ser fortemente influenciado pela
maturacao/juvelilidade dos propagulos e pelas condicbes ambientais de
enraizamento das estacas (WENDLING et al., 2000; XAVIER, 2002)

Nos viveiros de mudas clonais, € comum a utilizagdo de miniestcas com
tamanho entre 4 e 8 cm, com pelo menos dois pares de folhas (ALFENAS et al.,
2009). A presenca das folhas é essencial para o enraizamento das estacas, pois
os produtos da fotossintese proporcionam acumulo de carboidratos, os quais
favorecem o crescimento de raizes (HARTMANN & KESTER., 1975). Entretanto,
para evitar o efeito “guarda-chuva”, que pode reduzir a eficiéncia da irrigacéo, o
excesso de transpiracdo e o recurvamento das estacas, Alfenas et al. (2009)

50



recomendam reduzir em um ter¢o a lamina foliar da miniestaca, e Xavier (2002)
recomenda reduzir em 50 % a area foliar .

De acordo com Santana et al. (2010), a técnica de reducao foliar em
minestacas é praticamente a mesma que se utilizava em producao de mudas por
macroestacas nas décadas de 80 e 90, apesar de o propagulo vegetativo da
miniestaca ser menor e mais juvenil comparativamente ao da macroestaquia,
além de os sistemas de irrigacéo terem evoluido muito nos ultimos anos.

Neste contexto, este estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da
reducdo da area foliar em miniestacas e microestacas no enraizamento e

crescimento de mudas de clones hibridos de Eucalyptus globulus.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados dois clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C04 e
C16) e dois clones de Eucalyptus grandis x E. globulus (C26 e C30), oriundos da
empresa Cenibra S.A.

As mudas micropropagadas utilizadas como material experimental foram
obtidas no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuéria (Bioagro) e as miniestacas obtidas no Viveiro de
Pesquisas Florestais do Departamento de Engenharia Florestal, ambos
pertencentes a Universidade Federal de Vicosa, em Vicosa, MG..

2.2. Formacao dos jardins clonais

Os jardins clonais foram estabelecidos, a partir de material vegetativo de
microestacas e miniestacas, no Viveiro de Pesquisas Florestais do Departamento
de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa.

Conforme as técnicas de miniestaquia e microestaquia descritas em
Alfenas et al. (2009) e Xavier et al. (2009), o jardim clonal foi constituido de
minicepas € microcepas plantadas sob um mesmo sistema semi-hidroponico de
canaletdo de areia, em casa de vegetacdo com as laterais abertas, sendo a
cobertura de plastico transparente de polietileno.
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O microjardim clonal foi formado por mudas provenientes de material
micropropagado pela proliferacdo de gemas axilares. Na micropropagacao, foi
utilizado meio de cultura composto pelos sais basicos de MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), 40 vitaminas de White (WHITE, 1943), acrescidos de 100 mg L™
mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg L™ polivinilpirrolidona (PVP30 - Synth Ltda), 30 g
L' de sacarose (Synth Ltda) e 7 g L' de agar Merck® (Agar-agar granulated,
purified and free for microbiology — Merck KgaA, Germany). A fase de
multiplicacéo in vitro foi constituida de sucessivos subcultivos em meio de cultura
adequado a multiplicacdo dos explantes, tendo por finalidade obter o
rejuvenescimento e/ou revigoramento clonal. O numero de subcultivos variou
entre os clones em funcédo das respostas das gemas a multiplicagdo in vitro,
sendo C04 = 15, C16 = 18, C26 = 14 e C30 = 14, posteriormente, transferidos
para o meio adequado ao alongamento das gemas.

As brotagdes alongadas in vitro foram resgatadas e transferidas para potes
plasticos contendo substrato (50% de vemiculita + 50% de composto organico
Bioplant®), envoltos por sacos plasticos (12 x 25 cm). Posteriormente, essas
microestacas foram transferidas para casa de vegetacao climatizada (temperatura
de 20 a 30 °C e umidade relativa do ar - 80%), sendo transplantadas em tubetes
plasticos de 55 cm3 de capacidade, contendo composto organico Bioplant®.,

As mudas enraizadas foram transferidas para aclimatacdo em casa de
sombra, com sombrite 50%, até atingirem 10 a 12 cm de tamanho, sendo
posteriormente transplantadas para o jardim clonal, no espacamento de 10 cm x
10 cm. Apds 20 dias, procedeu-se a poda do apice das mudas a uma altura de 10
cm da base para formagao do microjardim clonal.

O minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento
de miniestacas, oriundas das brotacdes de plantas propagadas pelo método da
miniestaquia. As miniestacas enraizadas foram transplantadas para o minijardim
clonal, no espagcamento de 10 cm x 10 cm, e ao atingirem cerca de 10 cm de
tamanho, tiveram seus apices podados.

O sistema de manejo e nutricdo foi idéntico para as minicepas e
microcepas, utilizando-se 0 mesmo canaletdo de areia para formar o mini e
microjardim clonal, sendo, portanto, seguido o0 mesmo padrdo de conducao para

ambos.
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O sistema de fertirrigacdo adotado consistiu no fornecimento as plantas de
solucdo nutritiva por gotejamento, distribuida quatro vezes ao dia, numa vazao
total diaria de 4 L m™. A solugdo nutritiva foi composta de nitrato de célcio (0,920
g L), cloreto de potassio (0,240 g L), nitrato de potassio (0,140 g L™,
monoaménio fosfato (0,096 g L), sulfato de magnésio (0,364 g L), hidroferro
(0,040 g L™, &cido bérico (2,800 mg L), sulfato de zinco (0,480 mg L), sulfato
de manganés (1,120 mg L"), sulfato de cobre (0,100 mg L) e molibidato de sédio
(0,040 mg L™"). A condutividade elétrica da solucdo nutritiva foi mantida em 2,0 mS
m?a 25 °C.

2.3. Obtencao, preparo e estaqueamento das miniestacas e microestacas

Miniestacas e microestacas apicais e intermediarias, Figura 1, foram
coletadas no minijardim e microjardim clonal e acondicionadas em caixas de
isopor contendo agua, visando a manter as condi¢cdes de vigor e turgescéncia do
material vegetativo. As miniestacas e microestacas apicais foram preparadas com
tamanho de 10 cm, contendo de dois a trés pares de folhas sem reducéo foliar e
com redugéo dos pares de folhas a metade de sua dimenséo original, enquanto
as intermediarias, medindo 5 cm com um par de folhas, foram reduzidas a metade

de sua dimensao original.

Figura 1 - Estaca apical sem reducao foliar (A), estaca apical com folha reduzida
a metade de sua dimenséo original (B) e estaca intermediaria com folha reduzida
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a metade de sua dimensé&o original (C) de clone hibrido de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus globulus, usadas como padrao no presente estudo.

Apés a confecgdo das miniestacas e microestacas, elas foram estaqueadas
em tubetes de polipropileno com capacidade para 55 cm?3 de uma mistura de 50%
Bioplant® + 50% vermiculita. A nutricdo mineral de base utilizada no substrato foi
composta de superfosfato simples (8,00 kg m™), sulfato de aménio (0,69 kg m™),
cloreto de potassio (0,21 kg m™), sulfato de zinco (13,9 g m™®), sulfato de cobre

(13,9 g m®), sulfato de manganés (13,9 g m™) e acido bérico (27,8 g m™).
2.4. Avaliacdes experimentais

Adotou-se o delineamento experimental em blocos ao acaso, em arranjo
fatorial 4 x 3 x 2, constituido de quatro clones (C04, C16, C26 e C30), trés tipos
de estacas (1= apical sem reducéo foliar; 2= apical com folha reduzida a metade
de sua dimenséo original; e 3= intermediaria com folha reduzida a metade de sua
dimensao original) e duas técnicas de propagagcdo vegetativa (miniestaquia e
microestaquia), com quatro repeticbes, composta por oito miniestacas ou
microestacas por repeticao.

O tempo de permanéncia das microestacas e miniestacas em casa de
vegetacdo climatizada (umidade relativa do ar = 80% e temperatura entre 20 e 30°
C) foi de 30 dias, sendo posteriormente aclimatadas em casa de sombra com
50% de sombreamento durante 10 dias e transferidas para area de pleno sol até
completarem 90 dias de idade. Foi feita uma adubacéo de cobertura, aplicando 2
mL por muda de fosfato monoaménico (2,0 g L) na saida de casa de vegetacéo.
Na saida da casa de sombra, foram aplicados 5 mL por muda do formulado NPK
(10-05-30) (6 g L™"). A aplicagdo da adubacdo de cobertura foi feita por meio de
uma seringa dosadora automética Hoppner®.

As caracteristicas avaliadas foram a porcentagem de sobrevivéncia e de
miniestacas e microestacas com raizes observadas na extremidade inferior do
tubete na saida da casa de vegetacao (30 dias) e da casa de sombra (40 dias).
Apds 90 dias, foram avaliados a porcentagem de enraizamento, 0 numero de

raizes por miniestaca ou microestaca enraizada, altura, o diametro do colo e a
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massa seca da parte aérea e sistema radicular, obtidas por secagem em estufa a
65°C, até peso constante das miniestacas e microestacas.

Para efeito das avaliacbes, foram consideradas enraizadas e vivas as
miniestacas e microestacas com raizes maiores ou iguais a 0,5 cm e com
emissdo de brotacbes e, para a contagem do numero de raizes, foram
consideradas as raizes emitidas diretamente da base das miniestacas ou
microestacas.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia, sendo as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. As analises
estatisticas foram realizadas no programa STATISTICA 7.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados apresentados na Tabela 1, observaram-se
valores de até 100% de sobrevivéncia na saida da casa de vegetacao e de 96,9%
na saida da casa de sombra, sendo os menores valores dessa caracteristica
encontrados para o clone C04, tanto na saida da casa de vegetacao (28,1%)
quanto na casa de sombra (25%). O clone C04 ainda apresentou diferencas de
respostas a sobrevivéncia entre as miniestacas e microestacas apicais sem
reducao foliar.

Para a caracteristica raizes observadas na extremidade inferior do tubete,
as microestacas sem reducéo foliar foram superiores as miniestacas para todos
os clones estudados na saida da casa de vegetacao e para o clone C04 na saida
da casa de sombra. Os clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e de
Eucalyptus grandis x E.globulus apresentaram valores de raizes emitidas na
extremidade inferior do tubete variando entre 9,4% a 58,3% na saida da casa de
vegetacao e de 16,6% a 87,5% na saida da casa de sombra, conforme o tipo de
estaca utilizado. Vale salientar que este parametro tem sido muito utilizado pelas
empresas florestais como indicador pratico para identificar as miniestacas ou
microestacas enraizadas e aptas a serem transferidas para a area de crescimento
a pleno sol.

Em relacédo aos tipos de estacas, notou-se que nao houve efeito dos tipos
de estacas para os clones C26 e C30 para o parametro sobrevivéncia na saida da
casa de vegetacao, entretanto, na saida da casa de sombra, para esta mesma
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caracteristica, os diferentes tipos de estacas se comportaram de maneira distinta
para cada clone estudado. Independentemente da técnica de propagacao, em
geral as estacas intermediarias apresentaram 0s menores valores para a
caracteristica raizes observadas na extremidade inferior do tubete na saida da
casa de vegetacao e casa de sombra.

Tabela 1 - Sobrevivéncia (SOB) e raizes observadas na extremidade inferior do
tubete (ROEIT) de miniestacas (Mini) e microestacas (Micro) na saida da casa de
vegetacado (30 dias) e da casa de sombra (40 dias) dos clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus (C04 e C16) e Eucalyptus grandis x E. globulus (C26 e
C30), em funcao do tipo de estaca utilizado (1= apical com folha inteira; 2= apical
com folha reduzida a metade de sua dimensao original e 3= intermediaria com
folha reduzida a metade de sua dimensé&o original ).

Casa de Vegetacao Casa de sombra
Clone Técnica Tipo de Estaca SOB(%) ROEIT(%) SOB(%) ROEIT(%)

E1 28,1Bb 12,5Ba 25,0Bc 16,6Bb

Mini E2 56,3Aa 18,8Aa 41,6Ab 29,2Ba

co4 E3 56,3Aa 9,4Aa 62,5Aa 31,3Aa
E1 87,5Aa 21,9Aa 87,5Aa 62,5Aa

Micro E2 53,1Ab 25,0Aa 45,8Ab 50,0Ab

E3 51,3Ab 11,5Ab 58,8Ab 33,3Ac

E1 96,9Aa 41,6Ba 96,9Aa 81,3Aa

Mini E2 78,1Aa 46,9Aa 78,1Ab 62,5Ab

C16 E3 96,9Aa 43,8Aa 96,9Aa 68,8Ab
E1 93,8Aa 58,3Aa 93,8Aa 78,1Aa

Micro E2 75,0Ab 50,0Aa 71,9Ab 68,8Aa

E3 87,5Aa 40,6Ab 87,5Aa 62,5Ab

E1 93,8Aa 28,1Bb 90,6Aa 65,6Ab

Mini E2 93,8Aa 53,1Aa 93,8Aa 87,5Aa

26 E3 90,6Aa 16,6Ac 87,5Aa 34,4Ac
E1 100,0Aa 53,1Aa 93,8Aa 78,1Aa

Micro E2 90,6Aa 53,1Aa 87,5Aa 78,8Aa

E3 84,4Aa 21,9Ab 81,3Ab 34,4Ab

E1 87,5Aa 16,6Bb 87,5Aa 68,8Aa

Mini E2 84,4Aa 37,5Aa 84,4Aa 66,3Aa

30 E3 91,6Aa 22,5Ab 91,6Aa 37,5Ab
E1 87,5Aa 41,6Aa 78,1Ab 65,6Aa

Micro E2 87,5Aa 37,5Aa 87,5Aa 72,4Aa

E3 93,8Aa 25,0Aa 93,8Aa 43,8Ab

Médias seguidas de uma mesma letra minuscula entre tipo de estaca e as
seguidas de uma mesma letra mailscula, entre técnicas de propagacao, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Ao analisar os resultados de enraizamento das miniestacas e microestacas
aos 90 dias de idade (Tabela 2), notou-se que as miniestacas e microestacas
apicais sem reducéo foliar apresentaram valores de 15,6 a 84,4% e de 71,9% a
93,8%, respectivamente, entre os clones. Nas miniestacas apicais com folha
reduzida a metade de sua dimensdo original, os indices de enraizamento
variaram de 54,2% a 81,3% e para as microestacas, de 65,6% a 84,4%. Ja nas
miniestacas intermediarias com folha reduzida a metade de sua dimenséao
original, o enraizamento obtido variou de 25,0% a 79,2% e para as microestacas,
de 56,3% a 68,8%. Nao foi constatada diferenca siginificativa entre as técnicas
de propagacao utilizadas, exceto para o clone C04, em que as microestacas
foram superiores as miniestacas apicais sem reducao foliar e intermediarias.
Existe uma relagdo positiva entre area foliar de miniestacas e capacidade
rizogénica de eucalipto, incluindo velocidade de enraizamento, numero de raizes
e biomassa radicular. Ao empregar miniestacas com folhas inteiras, segundo
Alfenas et al.(2009), resultados promissores tém sido demonstrados para o
aumento no enraizamento e controle de doencas, ja que, nesse caso, Como nao &
necessario fazer ferimentos nas folhas, evita-se a abertura de portas de entrada
para patégenos.

Tabela 2 — Enraizamento (ENR), nimero de raizes (NR), altura (Alt), diametro de
colo (DC), massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca do
sistema radicular (MSR) de miniestacas (Mini) e microestacas (Micro)
dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C04 e C16) e de
Eucalyptus grandis x E. globulus (C26 e C30) aos 90 dias, em funcao
tipo de estaca utilizado (E1= apical com folha inteiraE 2= apical com
folha reduzida a metade de sua dimensao original e E3= intermediaria
com folha reduzida a metade de sua dimensao original).

Crescimento a pleno sol
Clone  Técnica  Estaca ENR%) NR  Altcm) DC(mm) MSPA(g) MSR(g)

1 15,6Bb 3,0Aa  15,8Aa 2,1Aa 1,0Aa  0,6Aa
Mini 2 542Aa 3,0Ba  15,8Aa 1,9Aa 0,8Aa  0,3Ba

co4 3 25,0Bb 3,7Aa  11,2Ab 2,1Aa  04Aa  0,6Aa
1 87,5Aa 3,6Aa  14,0Aa 23Aa  08Aa  0,4Ab

Micro 2 45,6Ac 52Aa  15,7Aa 2,2Aa 0,9Aa  0,6Aa

3 66,7Ab 3, 7Aa  11,8Ab 22Aa  06Aa  0,4Ab

1 84,4Aa 4,8Ba 19,3Aa 2,5Aa 1,3Aa 0,5Aa

C16 Mini 2 78,1Aa 55Aa  16,8Aa 2,3Aa 1,1Aa  0,4Aa
3 81,3Aa 3,7Ab  10,7Ab 1,9Ab  0,6Ab  0,3Aa
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Cont.

1 93,8Aa 7,0Aa 17,3Aa 2,2Aa 1,3Aa 0,5Aa

Micro 2 68,8Ac 6,1Aa  15,3Aa 2,2Aa 1,0Aa  0,3Aa

3 79,2Ab 4,8Ab  10,7Ab 1,9Aa 0,5Ab  0,2Aa

1 79,2Aa 3,4Ba 19,8Aa 2,2 Aa 0,8Aa 0,3Aa

Mini 2 81,3Aa 5,0Aa  19,2Aa 2,4Aa 0,9Aa  0,5Aa

026 3 59,4Aa 3/4Ba  12,3Ab 20Aa  05Aa  0,5Aa
1 87,5Aa 5,3Aa 18,8Aa 2,3Aa 0,9Aa 0,5Aa

Micro 5 78,1Aa 4,8Aa  16,8Aa 2,2Aa 0,9Aa  0,5Aa

3 65,6Aa 58Aa  10,5Ab 2,1Aa 05Aa  0,3Aa

1 78,1Aa 5,5Ba 16,2Aa 2,3Aa 1,1Aa 0,3Aa

Mini 2 75,0Aa 4,1Bb  152Aa 2,0Aa 0,9Aa  0,3Aa

30 3 70,8Aa 3, 7Ab  11,6Ab 24Aa  08Aa  04Aa
1 71,9Ab 7,5Aa  15,8Aa 2,8Aa 1,3Aa  0,4Aa

Micro 2 84,4Aa 7,0Aa  16,5Aa 2,4Aa 1,0Aa  0,3Aa

3 68,8Ab 3,9Ab  9,0Ab 22Aa  0,6Ab  0,2Aa
Médias seguidas de uma mesma letra minuscula, entre tipos de estacas e dentro
de uma mesma técnica de propagacdo, e as seguidas de uma mesma letra
mailscula, entre técnicas de propagacado dentro do mesmo tipo de estaca, nao
diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao numero de raizes, as microestacas de todos os clones
avaliados, em geral, apresentaram valores superiores as miniestacas. As estacas
intermediarias com folha reduzida a metade de sua dimensao original, quando
comparadas aos outros tipos de estacas utilizados, obtiveram os menores valores
para esta caracteristica para os clones C16 e C30. Para os clones C04 e C26,
nao houve diferenca entre os tipos de estacas utilizadas.

As caracteristicas altura e didmetro do colo das mudas nao foram
influenciadas pelo método de propagacdo (miniestaquia e microestaquia) para os
clones estudados; no entanto, todas as miniestacas e microestacas
intermediarias, com folha reduzida a metade de sua dimensao original, obtiveram
menores valores de altura, quando comparadas aos outros tipos de estacas. As
estacas apicais apresentam maior predisposicdo ao enraizamento em
comparagdo com as intermediarias em razao da maior juvenilidade destes
propagulos, havendo, portanto, formagdo mais rapida de raizes com o sistema
radicular bem mais estruturado, refletindo em maior crescimento tanto em altura

como em didmetro do colo das mudas.
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Em média, independentemente do tipo de estaca, as miniestacas
apresentaram 15,3cm e as microestacas 14,3 cm de altura. De acordo com
Gomes et al. (1996), as empresas florestais utilizam como adequado para mudas
de eucalipto altura média em torno de 15 e 30 cm e didmetro do coleto superior a
2 mm. Os valores encontrados neste estudo provavelmente se devem ao fato de
o material utilizado ser mais dificil de ser propagado, influenciando assim no
crescimento e desenvolvimento das mudas.

Conforme Gomes e Paiva (2004), o diametro de colo é facilmente
mensuravel, sendo considerado por muitos pesquisadores um dos mais
importantes parametros para estimar a sobrevivéncia de mudas de espécies
florestais no campo. De acordo com estes autores, o padrdo de qualidade de
mudas de varias espécies florestais, prontas para o plantio, tem alta correlacao
com esse parametro e isso pode ser observado nos significativos aumentos das
taxas de sobrevivéncia e do crescimento das plantas no campo. Entretanto, neste
estudo, ndo houve efeito dos diferentes tipos de estacas utilizados influenciando o
crescimento em didmetro dos clones estudados.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 2, ndo foi verificada
diferenca entre as técnicas de propagacao, miniestaquia e microestaquia para as
caracteristicas massa seca da parte aérea e massa seca do sistema radicular,
exceto para o clone C04, em que as microestacas apicais foram superiores as
miniestacas apicais com reducéo foliar para a caracteristica massa seca de raiz.
Para esta mesma caracteristica, em relagdo ao tipo de estaca utilizado, os
resultados obtidos mostram que as microestacas intermediarias do clone C04 e
C16 e as miniestacas intermediarias do clone C16 foram inferiores as
microestacas e miniestacas apicais, respectivamente. Nao foi observado efeito
significativo entre as estacas apicais sem reducdo e com reducao foliar. Santana
et al.(2010), estudando oito clones de Eucalyptus urophylla e quatro niveis de
reducao foliar em estacas apicais, chegaram a conclusdao de que os diferentes

niveis de reducao foliar nao influenciaram a caracteristica massa seca de raiz.

4. CONCLUSOES

Os materiais genéticos comportaram-se de maneira distinta em relacao ao

enraizamento de miniestacas e microestacas.
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De maneira geral, as estacas apicais sem redug¢do e com reducao foliar
foram superiores as estacas intermediarias, apresentando maior predisposicéo ao

enraizamento.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Com base nas condi¢des estudadas para os clones Eucalyptus grandis x

Eucalyptus globulus e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus, conclui-se que:

1)

Ao comparar os recipientes tubos de ensaio, biorreator RITA® e potes
plasticos, houve maior crescimento dos explantes nos biorreatores e
potes plasticos, ndo havendo diferenga entre o sistema liquido e
semissélido para um mesmo volume de recipiente. Ainda em relagao
aos biorreatores, de modo geral, a utilizacdo de diferentes relacbes de
nitrogénio nitrato (NO3) e amoénio (NH*) (1:1, 2:1 e 3:1) utilizado na
fase de multiplicacdo e alongamento no sistema de imersao temporaria
RITA® no influencia o desenvolvimento dos explantes. No geral,
independentemente do sistema de cultivo, as culturas apresentaram
alto grau de hiper-hidricidade influenciando o crescimento e

desenvolvimento dos explantes.

As técnicas de propagacdo de miniestaquia e microestaquia
proporcionaram respostas distintas para os clones estudados. Houve
efeito dos diferentes substratos para algumas caracteristicas avaliadas
dos clones hibridos de Eucalyptus globulus. As estacas apicais sem
reducdo foliar e com reducéao foliar de modo geral ndo diferiram entre

si, mas foram superiores as estacas intermediarias.
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