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Enraizamento “ex vitro” de gemas de Eucalyptus spp.
multiplicadas e alongadas “in vitro”

“Ex vitro” rooting of “in vitro” multiplied and elongated
shoots of Eucalyptus spp.

Aloisio Xavier; Joao Comério

ABSTRACT: Rooting of in vitro cultivated Eucalyptus spp. shoots directly in the
greenhouse was attempted aiming to simplify the micropropagation process. For that,
four growth regulator levels and four rooting periods in the greenhouse were tested.
Three hybrid clones of Eucalyptus grandis x E. wrophylla (H5, H12 and H13), grown
in micropropagation laboratory, were evaluated. The results showed the viability of
this process. The best treatment was that in wich the “in vitro” elongated shoots were
removed from the laboratory to a 10 - 15 days rooting period in the greenhouse, without
any growth hormone treatment on the shoot base.

KEYWORDS: Vegetative Propagation, Rooting, Tissue Culture, Micropropagation of
Eucalyptus spp.

RESUMO: Objetivando a simplificagio do processo de micropropagagio de Eucalyptus
spp. pela transferéncia de gemas alongadas “in vitro” para enraizamento em casa de
vegetagdo (“ex vitro”), foram testadas quatro doses de regulador de crescimento, asso-
ciadas a quatro periodos de permanéncia em casa de vegetagao. Foram avaliados trés
clones hibridos de Eucalyptus grandis x E. urophylla (H5, H12 e H13), cultivados em
laboratério de micropropagagido. Os resultados obtidos indicaram ser este um proces-
so vidvel, onde o melhor tratamento foi aquele em que gemas alongadas “in vitro”
foram enraizadas em casa de vegetacao, sem aplicagio de regulador de crescimento na
base e com permanéncia entre 10-15 dias.

PALAVRAS-CHAVE: Propagac¢io Vegetativa, Enraizamento, Cultura de Tecidos,
Micropropagagao de Eucalyptus spp.
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INTRODUCAO

Dentre as técnicas de cultura de teci-
dos de plantas, a micropropagagio tem sido
a mais difundida e com aplicagbes praticas
comprovadas. Apesar de ser uma técnica
recente na area florestal, esta ja se encon-
tra embutida nos programas de melhora-
mento que, na maioria das vezes, objetivam
a maximizagio ou manuteng¢ao do valor
genético do clone a ser propagado, permi-
tindo, assim, acelerar os métodos conven-
cionais de propagagao vegetativa, dentre
outras finalidades.

Murashige(1974) esquematizou a micro-
propagagao “in vitro” basicamente em: a)
selecao de explantes, desinfestacdo e cul-
tura em meio nutritivo sob condigoes assép-
ticas; b) multiplicacdo dos propagulos atra-
vés de sucessivas subculturas em meio proé-
prio para multiplicagdo e c) transferéncia
das partes aéreas produzidas para meio de
enraizamento e subseqiiente transplantio
das plantas obtidas para substrato ou solo.
Vale salientar que este esquema padrao nao
precisa ser necessariamente seguido, per-
mitindo alteragdes conforme as peculiari-
dades de cada espécie.

Assim, na busca da otimiza¢ao do pro-
cesso de micropropagacao, a eliminagao da
etapa de enraizamento “in vitro” é altamen-
te desejavel sob o aspecto econémico e o de
qualidade do sistema radicular formado na
planta. Segundo Grattapaglia e Machado
(1990), o enraizamento “ex vitro”, sob o
ponto de vista econdmico, representa uma
consideravel redugao de custos de mio-de-
obra e infra-estrutura, pois uma repicagem
¢é eliminada e ha uma economia de espago
de sala de crescimento, energia elétrica e
meio de cultura. Quanto a qualidade, o
enraizamento “ex vitro” tende a produzir
um sistema radicular mais completo e fun-
cional, evitando-se a manipulagao de plan-
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tas de raiz nua. Além disso, a regeneragio
de raizes diretamente no substrato tende a
produzir um sistema radicular com maior
ntmero de raizes secunddarias, sem a for-
macao intermediaria de calo, que dificulta
a conexdo do sistema vascular entre caule
e raiz. O enraizamento “ex vitro”, segundo
estes mesmos autores, € sindnimo de micro-
estaquia.

Alguns trabalhos nesta linha de pesqui-
sa ja foram realizados, tais como o de Driver
e Suttle (1987), trabalhando com um hibri-
do de Juglans, onde o cultivo das partes aé-
reas em altas concentragdes de sacarose e a
aplicacao de auxina (AIB) em talco antes do
plantio destacou-se entre os diversos trata-
mentos. Qutros autores, tais como Monette
(1986) e Dunstan e Turner (1984), trabalhan-
do com outras culturas, também obtiveram
sucesso no enraizamento de partes aéreas
diretamente em substrato, apds tratamento
com auxina (AIB) em solugdo aquosa. En-
tretanto, alguns autores obtiveram excelen-
tes resultados quando enraizaram partes
aéreas alongadas “in vitro” diretamente em
substrato, sem aplicacdo de auxina (Lloyd e
McCown, 1980; Ahuja, 1984).

Assim, o objetivo do presente trabalho
foi o de avaliar a viabilidade da transferén-
cia de gemas alongadas “in vitro” para
enraizamento em casa de vegetacao (enraiza-
mento “ex vitro”) de clones de hibridos de

Eucalyptus spp.

MATERIAL E METODOS

Para o presente estudo, foram utiliza-
dos 3 clones de hibridos de Eucalyptus
grandis x E. urophylla (H5, H12 e H13)
existentes em banco clonal “in vitro” e cul-
tivados (fase multiplicagdo e alongamento)
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em meio de cultura JADS, definido por

Correia (1993). Os tratamentos testados fo-

ram quatro (4) doses de regulador de cres-

cimento para enraizamento e quatro (4)

periodos de permanéncia em casa de vege-

tagdo, conforme descrito a seguir:

Doses de regulador de crescimento para
enraizamento aplicadas na base das gemas
alongadas “in vitro” (DH):

DHI1 - sem aplicacao de regulador de cres-
cimento para enraizamento;

DH2 - 600 ppm de AIB (acido indolilbu-
tirico) + 0,4% de Captan + 0,4% de aci-
do boérico;

DH3 - 1.500 ppm de AIB (acido indolilbu-
tirico) + 1,0% de Captan + 1,0% de aci-
do bérico;

DH4 - 3.000 ppm de AIB (4cido indolilbu-
tirico) + 2,0% de Captan + 2,0% de aci-
do bérico.

Periodo de permanéncia em casa de ve-
getacdo para enraizamento das gemas

(PCV):

A - Permanéncia de 10 dias em casa de ve-
getacao;

B - Permanéncia de 15 dias em casa de ve-
getacao;

C - Permanéncia de 20 dias em casa de ve-
getacao;

D - Permanéncia de 25 dias em casa de ve-
getacdo.

Foi utilizado o delineamento em blocos
ao acaso, num esquema fatorial 3 x 4 x 4 (3
clones, 4 doses de regulador de crescimen-
to para enraizamento (DH) e 4 periodos de
permanéncia na casa de vegetacao (PCV)),
sendo 4 repeti¢bes com 10 plantas por par-
cela.

Procedimentos:

Gemas alongadas “in vitro” (> 1,5cm
de comprimento) foram transplantadas di-
retamente em tubetes plastico (55cm®) em

casa de vegetacao, recebendo na base as
doses de regulador de crescimento para
enraizamento, conforme tratamento.

O substrato utilizado para enchimento
dos tubetes foi uma mistura de 50% de pa-
lha de arroz carbonizada , 30% de vermi-
culita e 20% de terra de subsolo. Nos 2,0
cm da camada superior do tubete foi utili-
zado como substrato apenas palha de arroz
carbonizada moida.

As condigoes da casa de vegetagao, da
casa de sombra/aclimatagio e a de pleno sol
(controle fitossanitario, irrigacao, tempera-
tura, adubacdo etc.) para a formacio da
muda foi a comumente utilizada pelo vivei-
ro de estaquia da CHAMFLORA AGRICO-
LA LTDA, ou seja, ap6s os 10 a 25 dias (tra-
tamentos) em casa de vegetacdo as mudas
foram transferidas para casa de sombra
(permanéncia de 10 dias) e em seguida para
pleno sol, até completar 90 dias.

Foram realizadas avalia¢des quanto a
percentagem de enraizamento em casa de
vegetagdo (PECV) e ao indice de aproveita-
mento das mudas (I.LA. = namero de mu-
das prontas aos 90 dias de idade / nimero
de gemas colocadas para enraizamento em
casa de vegetacao). Também determinou-
se a altura (ALT) e o didmetro de colo (DC)
das mudas aos 90 dias de idade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da andlise de variancia
mostraram diferengas significativas (P <
0,05) para a interagdo Clone X DH quanto
as caracteristicas de PECV, I.A. e ALT, ou
seja, para estas caracteristicas, existem res-
postas diferenciadas dos clones testados
quanto a dosagem do regulador de cresci-
mento utilizado. Quanto a interagdo Clone
X PCV, esta mostrou diferenga significati-
va (P < 0,05) para as caracteristicas PECV,
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Tabela 1
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Analise de Varidncia da Percentagem de Enraizamento em Casa de Vegetagao (PECV), Indice de
Aproveitamento de Mudas (I.A.), Altura (ALT) e Didmetro de Colo (DC) de Clones Micropropagados de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (H5, H12 e H13), a Partir do Enraizamento Direto em Casa de Vegetagio
de Gemas Alongadas “in vitro”, Submetidas a Diferentes Periodos de Permanéncia em Casa de Vegetagio
(PCV) e Doses de Regulador de Crescimento para Enraizamento (DH).

Variance analysis of the rooting percentual in greenhouse (PECV), utilization index (IA), height (ALT)
and colon diameter (DC) of micropropagated clones of Eucalipitus grandis x E. urophylla (H5, HI2 e
H13), from the direct rooting of "in vitro" elongated shoots in greenhouse, submitted to different rooting
periods in greenhouse (PCV) and growth regulador levels to rooting (DH).

Quadrados  Médios
FV GL PECYV (1) LA. (1) ALT (cm) DC (mm)
Bloco 3 0,0110 0,0291 29,59 0,1347
Clone 2 4,8712 ** 4,0356 ** 154,55 ** 1,1232 **
DH 3 1,6581 ** 1,3762 ** 119,61 ** 0,1429 n.s.
PCV 3 0,0442 n.s. 0,1998 ** 820,93 ** 5,8951 **
Clone x DH 6 0,3839 ** 0,2122 ** 16,05 * 0,0716 n.s.
Clone x PCV 6 0,1865 ** 0,0623 n.s. 50,93 ** 0,4062 **
DH x PCV 9 0,0203 n.s. 0,0210 n.s. 5,31 n.s. 0,0835 n.s.
Clone x DH x PCV 18 0,0114 n.s. 0,0174 n.s. 9,16 n.s. 0,0520 n.s.
Residuo 141 0,0417 0,0429 7,06 0,0739
CV__ (%) 20,64 22,63 12,32 9,60

exp.

(1) - Dados transformados por arc.sen [y/100]%2 para realizagao da analise da variincia;
*, ** - Significativo a 1% e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F;
n.s - Nao-significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.

ALT, DC, indicando a importancia do perio-
do de permanéncia em casa de vegetagao
na performance de cada clone na produgao
de mudas. As interagdes DH X PCV e Clone
X DH X PCV mostraram efeito nao-signifi-
cativo (P > 0,05) pelo teste F para as carac-
teristicas avaliadas.

Os valores de coeficientes de variacio ex-
perimental (CV_ ) se apresentaram condizen-
tes com outros trabalhos semelhantes e se-
gundo Pimentel-Gomes (1987), de modo ge-
ral, sao considerados como valores médios.

A seguir, sao apresentados alguns co-
mentarios baseados nos valores das médi-

as das caracteristicas avaliadas, represen-
tadas nas Figuras 1, 2, 3 e 4.

Tratamentos para Enraizamento

Pode-se observar na Figura 1 que os
clones H5 e H12 apresentaram menor per-
centagem de enraizamento (PECV) com
aumento da dosagem de regulador de cres-
cimento aplicado. Entretanto, o clone H13,
de modo geral, mostrou-se indiferente as
dosagens de regulador de crescimento uti-
lizadas, porém, mantendo um bom indice
de enraizamento. A caracteristica I.A. (Fi-
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gura 2) apresentou-se de forma semelhan-
te a caracteristica PECV, onde se pode veri-
ficar um baixo indice de perda de mudas
devido ao processo de aclimatacgao e forma-
¢do da muda até 90 dias.

Quanto a caracteristica de crescimento em
altura das mudas aos 90 dias de idade (ALT)
(Figura 3), de modo geral, observa-se que os
clones H5 e H12 apresentam alturas ligeira-
mente menores quando utilizaram maiores
doses de regulador de crescimento, enquanto
o clone H13 mostra-se indiferente as dosa-
gens de regulador de crescimento aplicadas.

Estes resultados indicam que o proces-
so de micropropagacdo induz rejuvenesci-
mento vegetativo, dada a facilidade de enrai-

Figura 1

Valores Médios da Percentagem de Enraizamento
em Casa de Vegeta¢io (PECV) de Clones Micropro-
pagados de Eucalyptus grandis x E. wrophylla (H5,
H12 e H13), a Partir do Enraizamento Direto em
Casa de Vegetacao de Gemas Alongadas “in vitro”,
Submetidas a Diferentes Periodos de Permanéncia
em Casa de Vegetacao (A, B, C e D) e Doses de Regu-
lador de Crescimento para Enraizamento (DHI,
DH2, DH3 e DH4).

Mean values of rooting rate in the greemhouse
(PECYV) of micropropagated clones of Eucaliyptus
grandis x E. urophylla (H5, HI2, HI3), from the
direct rooting of "in vitro" elongated shoots in
greenhouse, submitled to different rooting periods
in greenhouse (A, B, C and D) and growth regulator
levels to rooting (DHI1, DH2, DH3 and DH4).

zamento em casa de vegetacao sem utiliza-
¢ao de regulador de crescimento.

Permanéncia em Casa de Vegetagao

Quanto ao efeito da permanéncia em casa
de vegetacao, o clone H13 mostra-se indife-
rente quanto a percentagem de enraiza-
mento em casa de vegetacao (PECV) (Figura
1), entretanto, os clones H5 e H12 apresen-
tam perda de vigor, representada pela redu-
¢ao dos valores médios da percentagem de
enraizamento para os tratamentos com mai-
or periodo de permanéncia em casa de ve-
getacao. Com referéncia a caracteristica ava-
liada I.A. (Figura 2) , esta apresenta-se de

Figura 2

Valores Médios do Indice de Aproveitamento (L.A.)
de Clones Micropropagados de Eucalyptus grandis
x E. wrophylla (H5, H12 e H13), a Partir do
Enraizamento Direto em Casa de Vegetacdo de
Partes Aéreas Alongadas “in vitro”, Submetidas a
Diferentes Periodos de Permanéncia em Casa de
Vegetacao (A, B, C e D) e Doses de Regulador de
Crescimento para Enraizamento (DH1, DH2, DH3
e DHA4).

Mean values of utization index (I.A.) of micro-
propagated clones of Eucalyptus grandis x E.
urophylla (HI12 ¢ HI13), from the direct rooting of
"in vitro" elongated shootls in greenhouse, submit-
ted to different rooting periods in greenhouse (A,
B, C and D) and growth regulator levels to rooting
(DHI, DH2, DH3 and DH4).
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Figura 3

Valores Médios da Altura das Mudas aos 90 dias
de Idade (ALT) de Clones Micropropagados de
Eucalyptus grandis x E. urophylla (H5, H12 e H13),
a Partir do Enraizamento Direto em Casa de Ve-
getacdo de Gemas Alongadas “in vitro”, Submetidas
a Diferentes Periodos de Permanéncia em Casa de
Vegetacao (A, B, C e D) e Doses de Regulador de
Crescimento para Enraizamento (DH1, DH2, DH3
e DHA4).

Mean values of heigt at 90 days old seedlings (ALT)
of micropropagated clones of Eucalyptus grandis
x E. urophylla (H5, HI2 ¢ HI3), from the direct
rooting of "in vilro" elongated shoots in greenhouse,
submitted to different rooting periods in green-
house (A, B, C and D) and growth regulator levels
to rooting (DHI, DH2, DH3 and DH4).

Figura 4

Valores Médios do Didmetro de Colo das Mudas
aos 90 Dias de Idade (DC) de Clones Micropro-
pagados de Eucalyptus grandis x E. urophylla (H5,
H12 e H13), a Partir do Enraizamento Direto em
Casa de Vegetagio de Gemas Alongadas “in vitro”,
Submetidas a Diferentes Periodos de Permanéncia
em Casa de Vegetagio (A, B, C e D) e Doses de
Regulador de Crescimento para Enraizamento
(DH1, DH2, DH3 e DH4).

Mean values of colon diameter at 90 days old
seedlings (DC) of micropropagated clones of
Eucalyptus grandis x E. urophylla (H5, HI12 e H13),
from the direct rooting of "in vilro" elongated shoots
in greenhouse, submitted to different rooting
periods in greenhouse (A, B, C and D) and growth
regulator levels to rooting (DHI, DH2, DH3 and
DHA).

forma semelhante a caracteristica PECV, con-
firmando, inclusive, o baixo indice de per-
da de mudas devido ao processo de acli-
matacio em casa de sombra e formacio da
muda até os 90 dias de idade. Quanto as ca-
racteristicas de crescimento em altura (ALT)
e didmetro de colo (DC) das mudas aos 90

dias de idade (Figura 3 e 4), observa-se, de
forma geral, que quanto maior o tempo de
permanéncia em casa de vegetagdo, meno-
res sdo os valores dessas caracteristicas, ou
seja, ocorre um atraso na formacgao da muda
devido ao maior periodo de permanéncia em
casa de vegetagao.
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CONCLUSAO

Com base nos valores encontrados para
as caracteristicas de PECV, I.A., ALT e DC,
a transferéncia de gemas alongadas “in
vitro” de clones micropropagados de Euca-
lyptus spp. para enraizamento em casa de
vegetacao mostra-se altamente vidvel, pois
evita-se a manipulacao de plantas de raiz
nua, que muitas vezes resultam em ma qua-
lidade e até a morte das plantas; reduz o
periodo de formacao da muda, uma vez que
elimina a etapa de enraizamento “in vitro”;
aumenta a capacidade do laboratério na
produgao de gemas alongadas, dado que o
espaco reservado para enraizamento pode
ser agora utilizado também para multipli-

cagao/alongamento; reduz uma fase de de-

senvolvimento de pesquisa (enraizamen-

to “in vitro”), além das vantagens ja cita-
das anteriormente.

Para o presente estudo, o procedimen-
to mais recomendado, técnica e economica-
mente, é aquele em que gemas alongadas
“in vitro” sao transferidas para enraizamen-
to em casa de vegeta¢do nas seguintes con-
dicoes:

* sem aplicagao de regulador de cresci-
mento na base das gemas alongadas “in
vitro”;

* permanéncia em casa de vegetacao en-
tre 10-15 dias.
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