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RESUMO

OLIVEIRA, Leandro Silva de, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2011. Micropropagacao, microestaquia e miniestaquia de clones hibridos de
Eucalyptus globulus. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientadores: Haroldo
Nogueira de Paiva e Wagner Campos Otoni.

O presente estudo teve o objetivo de avaliar a micropropagacao de clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis X E. globulus, bem como a
microestaquia e miniestaquia desses materiais, analisando-se: (a) a multiplicag¢do e o
alongamento in vitro na micropropagacdo; (b) o efeito da aplicacdo do regulador de
crescimento dacido indol-3-butirico (AIB) (0 e 2000 mg L'l) e do tipo de estaca
(apical e intermedidria) sobre a sobrevivéncia, enraizamento e vigor das mudas. O
microjardim clonal foi constituido de microcepas rejuvenescidas pela
micropropagacdo por meio de subcultivos sucessivos, enquanto o minijardim clonal
foi composto por minicepas obtidas pelo enraizamento de miniestacas. O
enraizamento das miniestacas e microestacas foi realizado utilizando um periodo de
permanéncia das estacas na casa de vegetagcao de 30 dias, com a aclimatacdo em casa
de sombra por 10 dias, seguida da transferéncia para a area de pleno sol, onde
procedeu-se a avaliacdo final aos 60 dias. Os resultados revelaram comportamentos
diferenciados dos clones quanto a multiplicacdo e ao alongamento in vitro. As taxas
de multiplicacdo in vitro dos clones variaram ao longo dos 25 subcultivos, sem

estabilizacdo das mesmas no decorrer do tempo. Os meios de cultura (MS e JADS)
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avaliados no alongamento in vitro, contribuiram favoravelmente para o alongamento
das brotagdes, assim como AIB em concentracdes superiores a 0,25 mg L. Portanto,
o protocolo desenvolvido mostrou-se eficiente para micropropagagdo via
proliferacdo de gemas axilares dos clones avaliados. A sobrevivéncia e a
porcentagem de estacas com raizes observadas no fundo do tubete, na saida da casa
de vegetacdo e de sombra ndo apresentaram diferencas acentuadas nas avaliagdes
realizadas. Em relacdo ao enraizamento constatou-se, de modo geral, superioridade
das estacas apicais em relagc@o as intermedidrias. A aplicagao do AIB nas miniestacas
e microestacas nao teve efeito destacado sobre as caracteristicas avaliadas,
dispensando a sua utilizagdo. As avaliacOes indicaram velocidades diferenciadas
entre os materiais genéticos quanto ao processo rizogénico. De forma geral, em razao
dos resultados observados, conclui-se que a micropropagacdo nao promoveu
rejuvenescimento significativo dos clones de hibridos de Eucalyptus globulus, nao
sendo observada superioridade expressiva das microestacas em relacdo as

miniestacas para as caracteristicas avaliadas.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Leandro Silva de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2011. Micropropagation, micro-cutting and mini-cutting of hybrid clones of
Eucalyptus globulus. Adviser: Aloisio Xavier. Co-advisers: Haroldo Nogueira
de Paiva and Wagner Campos Otoni.

This study aimed to evaluate the propagation of Eucalyptus urophylla x E.
globulus and Eucalyptus grandis x E. globulus clones, especially effects of
micropropagation, micro-cutting technique and mini-cutting technique. The
following features were analyzed: (a) in vitro multiplication and elongation; (b) the
effect of IBA (indole-3-butyric acid) at 0 and 2000 mg L™ '; and position of the
cuttings (apical and intermediate stem) on survival, rooting and plantlet vigor. The
micro-clonal hedge consisted of micro-stumps rejuvenated via micropropagation
through successive subcultures, whereas the mini-clonal hedge comprised mini-
stumps obtained by rooting of mini-cuttings. The rooting of mini-cuttings and micro-
cuttings was performed using an initial period of 30 days under greenhouse,
acclimatization in the shade house for 10 days followed by transfer to sunshine
condition, where the final evaluation was carried out at 60 days. The results for the
micropropagation of clones revealed different behavior on the multiplication and
elongation in vitro. The rates of clonal multiplication varied over the twenty-five
subcultures without stabilization in the course of time. Both culture medium (MS and
JADS) evaluated for in vitro elongation contributed positively to shoot elongation, as

well as indole-3- butyric acid (IBA), applied in concentration above 0.25 mg L.
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Therefore, the protocol developed was efficient for micropropagation by axillary bud
proliferation. Survival and the percentage of mini-cuttings and micro-cuttings with
roots observed at the bottom of the container, in the exit of the greenhouse and shade
house there was not show different responses for these characteristics. Regarding
rooting, in general, there was superiority of apical stems cuttings in relation to the
intermediate stems. The application of the IBA in the mini-cuttings and micro-
cuttings had no effect on the evaluated parameters. The evaluations indicated speed
rooting differentiated between the clones in the rhizogenic process. Based on results,
micropropagation did not promote significant rejuvenation of the hybrid clones of
Eucalyptus globulus. In conclusion, micro-cutting technique was superior to mini-

cutting technique only for certain parameters evaluated for each clone.
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1. INTRODUCAO GERAL

As florestas plantadas possuem grande relevancia comercial, despertando
interesse quanto a produ¢do de madeira, uma vez que representam importante fonte
de biomassa capaz de atender a demanda e a necessidade global de recursos
renovaveis. Nesse contexto, o Brasil tem destaque no cendrio mundial pela
produtividade de suas florestas, principalmente do género de Eucalyptus, sendo os
programas de melhoramento genético e de silvicultura clonal uns dos responsaveis
pela obtencdo de ganhos significativos em producdo e de qualidade da madeira
(BRACELPA, 2010; GOLLE et al., 2009).

As espécies de Eucalyptus sio comumente utilizadas no setor florestal,
principalmente em razdo do rdpido crescimento, adaptabilidade as mais variadas
condic¢des de solo e de clima, e ainda pela sua alta qualidade tanto para produtos de
madeira sdlida, quanto para geracdo de energia e producdo de polpa celulésica.
Especificamente para o setor de celulose, o interesse se deve aos baixos custos de
producdo e ao excelente papel produzido quanto a maciez, flexibilidade, opacidade e
porosidade, o que o torna apropriado para papéis para impressdo e escrita
(TRUGILHO et al., 2005).

A globalizag¢do foi responsavel, em parte, pela mudanga nas estratégias de
mercado das empresas, as quais, na tendéncia de adquirir competitividade, passaram
a investir em produtividade, com baixos custos de producdo e no desenvolvimento de
produtos de elevada qualidade. Nesse sentido as empresas de celulose e papel do
Brasil tem investido em pesquisas na busca por espécies de Eucalyptus que

conciliem répida taxa de crescimento e producdo de madeira de alta qualidade ao fim



que se destina, de forma a garantir melhorias na eficiéncia e competitividade no
mercado das empresas do setor (GRATTAPAGLIA, 2007). O desafio ao
melhoramento florestal no desenvolvimento de materiais genéticos, que conciliem
qualidade da madeira produzida com maior produtividade, tem sido obstdculo ao
setor de celulose, uma vez que as espécies de Eucalyptus mais produtivas apresentam
limitagcdes quanto a qualidade de madeira, enquanto aquelas espécies de melhor
qualidade da madeira sdo pouco adaptadas ao clima das principais regides nas quais
se encontram as principais plantacdes (ASSIS e MAFIA, 2007).

Dentre as espécies de Eucalyptus, o Eucalyptus globulus tem despertado
interesse em razdo de possuir excelente morfologia de fibras para a producdo de
polpa, comparativamente as outras espécies de Eucalyptus, além da reducdo na
demanda de produtos quimicos para o branqueamento da polpa, em razio do menor
teor de lignina na madeira (DOUGHTY, 2000). No entanto, por se tratar de uma
espécie tipicamente de clima temperado, tem apresentado certa restricio quanto a
adaptacdo as regides em que ocorrem altas temperaturas, nas quais o seu
desenvolvimento ndo tem sido satisfatério sob o ponto de vista produtivo.
Alternativamente, a hibridacdo de Eucalyptus globulus com espécies adaptadas as
regides mais quentes tem sido implementada visando o plantio desses materiais
genéticos nas regides de clima tropical.

A hibridacdo interespecifica tem proporcionado ganhos imediatos e de forma
eficiente no melhoramento de espécies de Eucalyptus, com resultados diretos e
significativos as empresas de base florestal (ASSIS e MAFIA, 2007). Os materiais
genéticos hibridos retinem em si as caracteristicas tecnoldgicas da madeira, de
tolerdncia a estresses bidticos e abidticos e de crescimento, desejaveis em individuos
superiores selecionados.

Os programas de melhoramento florestal t€ém promovido a hibridacdo
interespecifica do Eucalyptus globulus com as espécies de Eucalyptus camaldulensis,
Eucalyptus viminalis, Eucalyptus gunnii e Eucalyptus nitens, sendo estes clones
hibridos obtidos, utilizados comercialmente na regidao do Mediterraneo (PARDOS,
2007).

No Brasil, a hibridacdo interespecifica tem sido obtida principalmente com
aquelas mais adaptadas climaticamente, como o Eucalyptus grandis € com o
Eucalyptus urophylla (XAVIER et al., 2007). O cruzamento genético entre estas

espécies e o Eucalyptus globulus tem gerado hibridos com razodvel competéncia
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rizogénica, com boa produtividade e qualidade da madeira, além de serem adaptados
as condicdes climaticas das regides mais quente do Brasil (ASSIS e MAFIA, 2007).
Dessa forma, a industria de celulose e papel tende a priorizar a utilizacdo de clones
hibridos de Eucalyptus globulus nessas regides de clima quente, em razdo dos
resultados obtidos com esses materiais genéticos. No entanto, 0s avancos no
melhoramento genético e propagacdo vegetativa de Eucalyptus globulus sdao ainda
recentes, embora haja interesse por parte dessas industrias pela expansao dos plantios
(PINTO, 2007).

A silvicultura clonal tem papel relevante nos programas de melhoramento
florestal, uma vez que possibilita a propagacdo dos materiais elite selecionados, com
o completo uso do potencial genético destes. Além de permitir a retengdao do
potencial genético do material elite selecionado, incluindo os componentes nao
aditivos da variacdo genética em uma nova geracdo (ASSIS e MAFIA, 2007;
XAVIER et al., 2009).

A estaquia consiste na principal técnica de propagacdo vegetativa para
Eucalyptus, sendo a miniestaquia um processo consolidado dentro das empresas
florestais brasileiras com fins a producdo de mudas clonais dos materiais genéticos
adaptados ao clima quente. No entanto, as principais espécies de clima temperado,
Eucalyptus globulus e Eucalyptus nitens (WILLYAMS et al., 1992; WILSON, 1992;
BARBOUR e BUTCHER, 1995; TIBBITS et al., 1997) tém apresentado problemas
quanto a clonagem, tendo efeito direto tanto na implantacdao de pomares de sementes
(BORRALHO, 1997), na poliniza¢do controlada massiva (LEAL e COTTERILL,
1997), bem como na produgdo em larga escala de mudas clonais.

A propagagao vegetativa pela técnica de miniestaquia de algumas espécies
apresenta dificuldades devido o efeito de fatores endégenos e exdgenos que afetam o
potencial de enraizamento destas. Dentre essas espécies, o Eucalyptus globulus e
seus hibridos t€ém apresentado restricdes a propagacao vegetativa pelo enraizamento
de estacas, em razdo da variabilidade na capacidade rizogénica dos clones, bem
como também pela reducdo do potencial de enraizamento com o envelhecimento das
plantas matrizes (WILSON, 1992; WATT et al.,, 2003). A consequéncia é o
estreitamento da base genética nos programas de melhoramento genético e reducdo
nos ganhos potenciais nas caracteristicas diretas de importdncia econOmica
(MACRAE e COTTERILL, 1997). Dessa forma, a micropropagacdo tem sido

justificada como alternativa para contornar essa dificuldade de propagagdo por meio
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dos métodos convencionais, visto ser uma alternativa recomenddvel quando existem
alto grau de maturacdo do material genético (GOMES e CANHOTO, 2003).

A micropropagacao € indicada para o Eucalyptus quando as outras técnicas de
propagacdo vegetativa ndo apresentam resultados satisfatérios quanto a producio de
mudas clonais, limitando assim o rejuvenescimento adequado da 4rvore selecionada
por meio do resgate de brotacdes basais ou ainda quando ha a necessidade de
incrementar a produc¢do em curto espago de tempo com fins comerciais (DUTRA et
al., 2009).

O resultado pratico da utilizacdo da micropropagacdo para Eucalyptus é a
possibilidade de rejuvenescimento de clones selecionados, possibilitando a
propagacdo de espécies e hibridos de alto valor comercial e com restricdes ao
enraizamento adventicio pelas técnicas convencionais de clonagem (DUTRA et al.,
2009). Acrescenta-se que recentes pesquisas com biorreatores tém indicado o
potencial da automacgdo e o uso da propagac¢do em larga escala com reducdo dos
custos de produgdo de plantas in vitro (CASTRO e GONZALES, 2002; REIS et al.,
2003; McALISTER et al., 2005).

No desenvolvimento de protocolos de cultivo in vitro para superar as
deficiéncias encontradas quanto ao enraizamento no ambiente natural, a proliferacdo
de gemas axilares, dentre as técnicas de micropropagacdo, tem sido a mais
amplamente utilizada em Eucalyptus (MANKESSI et al., 2009). O rejuvenescimento
e, ou, revigoramento de tecidos adultos pode ser obtido pelos sucessivos subcultivos
in vitro através da proliferacdo de gemas axilares, promovendo homogeneizacao
fisiolégica dos tecidos, quer em potencial de enraizamento bem como na qualidade
do sistema radicular (ASSIS e MAFIA, 2007).

O rejuvenescimento e, ou, revigoramento promovido pela micropropagacao é
citado para espécies florestais conforme diversos trabalhos na literatura (PIERIK,
1990; HACKETT e MURRAY, 1993; HUANG et al., 1996; VON ADERKAS e
BONGA, 2000), tratando alguns de Eucalyptus (WARRAG et al.,, 1990;
TRINDADE e PAIS, 1997; SHARMA e RAMAMURTHY, 2000; XAVIER et al.,
2001; TITON et al., 2002).

Existe ainda, a necessidade de novos trabalhos para avaliar o
rejuvenescimento de clones selecionados, promovido pela micropropagacdo com
vistas a incrementar a sua capacidade de enraizamento adventicio e favorecer o

processo de clonagem (MANKESSI et al., 2009). Contudo, a expectativa é a ampla
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utilizacdo da técnica para a clonagem de materiais genéticos adultos, com restricdes
quanto ao enraizamento em condi¢des de viveiro (NOURISSIER e MONTEUUIS,
2008).

O rejuvenescimento ou pelo menos o restabelecimento da competéncia ao
enraizamento é obtida com o aumento do nimero de subcultivos in vitro de
Eucalyptus, em funcdo de reversdo gradativa a juvenilidade dos tecidos, sendo que
um ndmero minimo de 12 subcultivos é recomendado para que ocorra incremento no
potencial rizogénico (ALFENAS et al., 2009; XAVIER. et al., 2009). No entanto, as
particularidades inerentes a cada clone ou espécie, determinadas por fatores
genéticos, sdo responsdveis por variagcdes observadas no cultivo in vitro, sendo que a
resposta ao rejuvenescimento e, ou, revigoramento pode ser diferenciada em relacao
aos materiais genéticos.

Diversos trabalhos consideram a micropropaga¢do como uma técnica com
grande potencial no rejuvenescimento de espécies florestais (GRANT E
HAMMATT, 1999; SCHUCH et al., 2008; VON ADERKAS e BONGA, 2000;
XAVIER et al.,, 2009). Clones de Eucalyptus grandis apresentaram desempenho
superior na microestaquia em relacdo a miniestaquia, comprovando que o
rejuvenescimento foi eficiente em razao de maiores indices de enraizamento (TITON
et al., 2002; SANTOS et al., 2005). De maneira semelhante, Xavier et al. (2001), ao
comparar miniestaquia e microestaquia de clones hibridos de Eucalyptus grandis,
concluiram que a microestaquia resultou em melhor desempenho na velocidade de
enraizamento e qualidade do sistema radicular.

O Eucalyptus globulus apresenta reconhecida importancia no melhoramento
genético, devido as suas caracteristicas tecnoldgicas da madeira para a fabricacao de
celulose. No entanto, a reconhecida recalcitrancia ao enraizamento por parte dessa
espécie e seus hibridos, tem justificado as pesquisas no sentido de tornar a sua
propagacdo efetiva em nivel comercial.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivos avaliar a resposta de
clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis X E. globulus em
relacdo a multiplicagdo e ao alongamento in vitro, com vistas ao rejuvenescimento
clonal, bem como avaliar o enraizamento de miniestacas e microestacas desses

hibridos.
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MICROPROPAGACAO DE CLONES HIBRIDOS DE Eucalyptus globulus:
MULTIPLICACAO E ALONGAMENTO IN VITRO

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo avaliar a micropropagacao de trés
clones de Eucalyptus grandis X E. globulus e de trés clones de Eucalyptus urophylla
x E. globulus. Avaliou-se a taxa de multiplicacio das brotagdes na fase de
multiplicagio in vitro, no meio MS suplementado com 0,5 mg L' de
6-benzilaminopurina (BAP) e 0,01 mg L de 4cido o-naflateno acético (ANA). O
efeito das concentragdes de 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg L' de 4cido indol-3-butirico
(AIB) e dos meios de cultura MS e JADS foram avaliadas no alongamento in vitro.
Os clones apresentaram variacOes na taxa de multiplicacdo ao longo dos 25
subcultivos, com valores médios entre 2,4 a 3,6. Os meios MS e JADS foram
eficientes para a obtengcdo de gemas alongadas in vitro, com baixa oxidacdo das
brotagdes e reduzida hiper-hidricidade. O maior nimero e comprimento de gemas
alongadas para os clones no meio MS foram obtidas entre as concentragdes de 0,25 e
1,00 mg L' de AIB, enquanto no meio JADS os melhores resultados foram obtidos

nas concentracdes superiores 2 0,56 mg L™ de AIB.

Palavras-chave: Rejuvenescimento, regulador de crescimento, propagagao in vitro.
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MICROPROPAGATION OF HYBRID CLONES OF Eucalyptus globulus:
MULTIPLICATION AND ELONGATION IN VITRO

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the micropropagation of three clones of
Eucalyptus grandis x E. globulus and three clones of Eucalyptus urophylla x E.
globulus. The multiplication rates of shoot clusters were evaluated throughout
micropropagation stage. It was carried out on MS basal media supplemented with
0.5 mg L' 6-benzilaminopurine (BAP) and 0.01 mg L' naphthalene acetic acid
(NAA). The effect of indole-3-butyric acid (IBA) (0; 0.25; 0.50; 0.75 and 1.0 mg L'l)
and the MS and JADS media were evaluated on in vitro elongation. The clones
showed variations in the rate of multiplication during the twenty-five subcultures,
with values raging from 2.4 to 3.6. The MS and JADS medium were effective in
inducing shoot elongation, with low oxidation of shoots and low hyper-hydricity.
The greater number and length of elongated shoots on MS medium were obtained at
concentrations of 0.25 to 1.00 mg L! IBA, while for JADS medium the best results

were obtained at concentrations higher than 0.56 mg L' IBA.

Key words: Rejuvenation, growth regulator, in vitro propagation.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a hibridacdo do Eucalyptus globulus com outras espécies desse
género tem gerado excelentes resultados tanto nas caracteristicas de qualidade da
madeira quanto no crescimento. Entretanto, a clonagem em larga escala destes
hibridos, pela técnica de miniestaquia, ndo tem alcancado resultados satisfatérios
quanto ao enraizamento, por se tratar de uma espécie considerada recalcitrante ao
enraizamento, apresentando indices inferiores aos desejados na producdo de mudas
clonais.

Na busca por alternativas para a melhoria do enraizamento no processo de
producdo de mudas clonais de Eucalyptus, a micropropagacdo via proliferacdo de
gemas axilares, tem sido recomendada como técnica de rejuvenescimento de clones
selecionados (GOMES e CANHOTO, 2003; XAVIER et al., 2009). Dessa forma, a
micropropagacio apresenta-se como uma ferramenta de grande utilidade no setor
florestal, em razdo de possibilitar a formagao e manutencdo de microjardins clonais,
a partir de clones rejuvenescidos, permitindo a propagacdo de gendtipos de interesse.

De maneira geral, uma resposta positiva a micropropagacdo, dentre diversos
fatores, deve-se a um balanco adequado dos reguladores de crescimento, sendo os
mais utilizados, as citocininas e as auxinas (XAVIER et al., 2009). As concentracdes
desses reguladores de crescimento variam de acordo com o estigio de
micropropagacdo e em fun¢do da espécie e do tipo de explante (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Na micropropagacao das espécies de Eucalyptus, diversos trabalhos de
cultivo in vitro tém utilizado a citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e as auxinas
acido a-naftalenoacético (ANA), acido indolil-3-acético (AIA) e o 4acido indol-3-
butirico (AIB) nas formulacdes de meios de cultura para multiplicacdo e
alongamento, (BENNETT et al., 1994; DEL PONTE et al., 2001).

Com relagdo ao meio de cultura, o meio MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962) tem sido um dos mais utilizados para Eucalyptus e seus hibridos (SHARMA e
RAMAMURTHY, 2000; NUGENT et al., 2001; BILLARD et al., 2005; GLOCKE
et al., 2006a). Esse meio apresenta-se concentracdes elevadas de nitrogénio, potéssio,
zinco e cobre comparativamente a outros meios de cultura (LUMSDEN, 1990). No

entanto, outros meios de cultura, como JADS (CORREIA, 1993), WHITE (WHITE,
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1943), B5S (GAMBORG et al., 1968), QLP (QUOIRIN e LEPOIVRE, 1977) e WPM
(LLOYD e McCOWN, 1981) também tém sido empregados. O meio de cultura
JADS foi elaborado especificamente para o Eucalyptus grandis, sendo também
utilizado na micropropagacao de espécies do género (LIMA e GONCALVES, 1998;
SANTOS et al., 2004; ANDRADE et al., 2006; BRAVO et al. 2008).

Dentre as etapas da micropropagagdo, em virtude da metodologia adotada
para a proliferacdo das gemas axilares, bem como das respostas dos explantes, uma
fase de alongamento in vitro é necessdria para a obtencdo de brotacdes com tamanho
adequado para a fase de enraizamento destas, o qual tem sido realizado ex vitro
(XAVIER et al., 2009).

Para FEucalyptus, a micropropagacdo com fins de rejuvenescimento e, ou,
revigoramento clonal, ¢ dependente do nimero de subcultivos in vitro, meios de
cultura e balan¢o hormonal necessdrios para alcangar respostas satisfatérias quanto a
reatividade das gemas, sendo a restauracdo da competéncia rizogé€nica, em geral,
obtida de forma significativa a partir do 12° subcultivo. Entretanto, vale salientar que
esse rejuvenescimento € progressivo e parcial, bem como dependente da espécie e
1dade ontogenética do material vegetativo utilizado na micropropagacdo (XAVIER et
al., 2009).

A micropropagacdo de FEucalyptus globulus tem sido feita através das
técnicas de embriogénese somadtica (PINTO et al., 2002; NUGENT et al., 2001;
PINTO, 2007; PINTO et al.,, 2008), organogénese (SERRANO et al., 1996;
BANDYOPADHYAY et al., 1999; GLOKE et al., 2006a;) e proliferacdao de gemas
axilares (CALDERON-BALTIERRA, 1994; BENNETT et al., 1994; TRINDADE e
PAIS, 1997; DEL PONTE et al., 2001; BENNETT et al., 2003; CALDERON-
BALTIERRA et al., 2004; SOTELO e MONZA, 2007).

Trindade e Pais (1997) estabeleceram a partir de gemas epicérmicas, a
micropropagacdo de material adulto de Eucalyptus globulus. Esses autores obtiveram
incremento nos percentuais de enraizamento ao longo da fase de multiplicacdo in
vitro, em razao do rejuvenescimento das brotacdes. Sotelo e Monza (2007) definiram
um protocolo de micropropagacdo de clones adultos de Eucalyptus globulus sub.
maidenii, também por meio de gemas epicormicas, observando que apenas 5 de 58
clones avaliados apresentaram boa resposta a multiplicagdo in vitro, indicando que

esta variacdo € decorrente do genétipo e do grau de maturagdo dos explantes.
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A micropropagacdo de Eucalyptus globulus também foi estabelecida por
Bennett et al. (1994) utilizando brotagdes basais de arvores adultas, obtendo
respostas diferenciadas dos clones estudados quanto ao enraizamento in vitro devido
o efeito de diferentes citocininas no meio de cultura de multiplicacao.

Dentro deste contexto, em vista da necessidade de adequacio de um
protocolo de micropropagagdo, para clones hibridos de Eucalyptus urophylla x E.
globulus e Eucalyptus grandis X E. globulus, com vistas ao rejuvenescimento e, ou,
revigoramento clonal, o presente trabalho teve como objetivos: (i) avaliar a taxa de
multiplicagdo das brotagdes nos sucessivos subcultivos e (ii) avaliar a resposta dos
clones quanto ao alongamento in vitro em diferentes concentracdes de AIB, bem

como nos meios de cultura MS e JADS.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Os materiais experimentais utilizados nesse trabalho foram provenientes da
fase de multiplicacdo de trés clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO1, CO4
e C16) e trés clones de Eucalyptus grandis x E. globulus (C26, C29 e C30), oriundos
da empresa Celulose Nipo-Brasileira S.A. (CENIBRA), localizada no municipio de
Belo Oriente, Minas Gerais. Esses clones foram obtidos pela hibridacio
interespecifica, realizada em programa de melhoramento estabelecido pela empresa,
com a utilizacdo de pdlen de Eucalyptus globulus, procedente do Instituto Raiz, de
Portugal, e como genitores femininos, genétipos superiores de Eucalyptus urophylla
e Eucalyptus grandis da prépria empresa.

A partir de minicepas estabelecidas em minijardim clonal, sob sistema semi-
hidropdnico de canaletdio de areia, no Viveiro de Pesquisas Florestais do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa,
coletaram-se as brotacdes para o estabelecimento in vitro dos referidos clones, pela
micropropagacdo via proliferacdo de gemas axilares. A partir dessas brotagdes
coletadas, segmentos nodais foram confeccionados, desinfestados e inoculados,
como explantes iniciais, em meio de cultura composto pelos sais basicos de MS,

vitaminas de White (WHITE, 1943) adicionado de 0,5 mg L' de BAP (Sigma Co.),
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0,1 mg L' de ANA (Sigma Co.), 100 mg L™ de mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg L~
! de polivinilpirrolidona (PVP-30 - Synth Ltda), 30 g L de sacarose (Synth Ltda) e 7
g L' de dgar Merck® (Agar-agar granulated, purified and free for microbiology —

Merck KgaA, Germany), constituindo assim a fase inicial da micropropagacao.

2.2. Multiplicacao in vitro

Uma vez estabelecidos, os explantes foram subcultivados em meio de cultura
MS suplementados com vitaminas White (WHITE, 1943), 0,5 mg L' de BAP, 0,01
mg L' de ANA, 100 mg L' de mio-inositol, 800 mg L de PVP-30, 30 g L' de
sacarose e 7 g L de dgar Merck®.

A fase de multiplicacdo in vitro teve por objetivo o rejuvenescimento e, ou,
revigoramento clonal. Procedeu-se a transferéncia das brotacdes multiplicadas para
um novo meio de cultura de igual composi¢do, a cada 30 dias, isolando-se tufos de
brotagdes padronizados com duas a trés brotagdes maiores do que 2 mm e com bom

vigor vegetativo.

2.3. Alongamento in vitro

As brotagdes contendo 3 a 4 gemas obtidas na fase de multiplicacdo in vitro,
dos clones CO01, C04, C16, C26, C29 e C30, foram cultivados em tubos de ensaio 15
cm x 2,5 cm, durante 30 dias, em 10 mL do meio de cultura MS suplementado com
0,3 mg L™ de BAP, 0,01 mg L' de AIB, 800 mg L' de PVP-30, 100 mg L' de mio-
inositol, 30 gL' de sacarose, 7 g L de dgar Merck®.

A partir das brotacdes obtidas, essas foram inoculadas em dois meios de
cultura (MS e JADS), utilizando frascos de 7 cm x 6 cm com 40 mL dos meios
contendo 20 g L' de sacarose, ambos suplementados com 0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0
mg L' de AIB e 0,05 mg L™ de BAP. Adicionou-se aos meios de cultura 800 mg L™
de PVP30, 100 mg L' de mio-inositol, 7 g L' de dgar Merck®.

2.4. Preparo do meio de cultura e condicoes ambientais de incubacao

Os meios de cultura, foram preparados utilizando dgua desionizada e o pH

ajustado para 5,8 £ 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e
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da adicdo do dgar. A autoclavagem do meio de cultura foi realizada a temperatura de
121° C e pressdo de aproximadamente 1 kgf cm™, durante 15 minutos.

Os reguladores de crescimento BAP e ANA foram adicionados ao meio de
cultura antes da autoclavagem. As condi¢des de cultivo in vitro, desde a fase de
estabelecimento até o alongamento in vitro, foram em sala de cultura com
temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de 80 pmol

m™s™, fornecidas por lampadas fluorescentes branca-frias.

2.5. Avaliacoes experimentais

Na fase de multiplicacdo foi avaliada a taxa de multiplicacdo (nimero de
tufos de brotacdes produzidos por explante) em cada subcultivo, por um periodo de
25 subcultivos. Além disso, no dltimo subcultivo (25°) quantificou-se a producao
média de brotacdes dos clones avaliados. O delineamento estatistico utilizado foi o
inteiramente casualizado (DIC), com 4 repeticdes compostas cada uma de 4 tubos de
ensaio.

Na fase de alongamento, decorridos 35 dias, foram avaliados o vigor, a hiper-
hidricidade, a oxidacdo, o nimero e comprimento das brotagdes (gemas axilares
maiores que 1,0 cm). A oxidagdo das brotagdes foi avaliada indiretamente por meio
da avaliacdo do escurecimento do meio de cultura.

As avaliacdes de vigor, oxidacdo e hiper-hidricidade das brotacdes foram
feitas de acordo com uma escala de notas: vigor das brotacdes (1 = Baixo:
senescéncia e morte dos explantes; 2 = Médio: auséncia de crescimento dos
explantes; 3 = Bom: explantes alongados - comprimento < 1 cm; 4 = Otimo:
brotagdes relativamente alongadas - comprimento entre le 2 cm; 5 = Excelente:
brotagdes alongadas - comprimento > 2 cm), hiper-hidricidade das brotacdes (0 =
Nula: sem hiper-hidricidade; 1 = Baixa: presenca de calos nas folhas; 2 = Média:
presenca de muitos calos nas folhas; 3 = Alta: presenca de calos nas folhas e nos
entrends dos explantes; 4 = Total: ocasionando a morte dos explantes), oxidacao das
brotagdes (0 = Nula: sem oxidagdo; 1 = Baixa: reduzida oxidacdo na base dos
explantes; 2 = Média: alta oxidagdo na base dos explantes; 3 = Alta: oxidagdo
completa das brota¢des (meio de cultura com tom acinzentado); 4 = Total: oxidacao

completa das brotagdes (meio de cultura com tom enegrecido).
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O delineamento estatistico utilizado para o experimento de alongamento in
vitro foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 6x5x2, testando-se 6
clones, 5 concentracdes de AIB e 2 meios de cultura, com 6 repeticoes compostas de
6 explantes por unidade experimental. O experimento foi repetido uma vez, sendo as
médias dos tratamentos utilizadas para a realizacdo das andlises estatisticas e ajustes

das equagdes de regressao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Multiplicacao in vitro

Os resultados demonstraram uma variacio na taxa de multiplica¢do ao longo
dos subcultivos para todos os clones (Figura 1), dificultando distinguir um ponto
especifico de tempo no qual ocorra estabilizacdo das culturas no meio de
multiplicacdo. Bennett et al. (1994) afirmam que essa estabiliza¢do das brotagdes no
cultivo in vitro é importante para que o posterior enraizamento das gemas alongadas
seja feito com sucesso. Segundo esses autores a duracdo desse periodo de
estabilizacdo € varidvel de acordo com a espécie e a idade do material de origem.

As variagdes das respostas observadas com o tempo de cultivo in vitro podem
ser devido, em parte, as condi¢des de cultivo. De acordo com Mankessi et al. (2009),
a exposi¢do excessiva, através de regimes de subcultivos de longo prazo, com
inadequadas concentracdes dos componentes do meio, pode resultar em elevacao das
concentracdes ideais de determinadas substancias dentro dos tecidos vegetais,
refletindo no desempenho da cultura como na obtencdo de baixas taxas de
multiplicagcdo. Essa situacdo é especialmente aplicavel ao regulador de crescimento
BAP, uma citocinina sintética mais estdvel e menos suscetivel a degradacdo por

citocinina oxidases, do que seus homologos naturais (GEORGE, 2008).

17



Taxa de multiplicacao

Taxa de multiplicacio
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Numero de subcultivos

Figura 1- Numero médio de tufos de brotagdes produzidas por explante em cada
subcultivo (taxa de multiplicacdo) dos clones de Eucalyptus urophylla x
E. globulus (CO1, C04 e C16) (A) e Eucalyptus grandis x E. globulus
(C26, C29 e C30) (B), em meio MS na fase de multiplicagdo in vitro, em
25 subcultivos.

O incremento no enraizamento de gemas alongadas na micropropagacao,
normalmente € obtido conforme prolongam-se os subcultivos, devido ao
rejuvenescimento ocorrido nos explantes (TRINDADE e PAIS, 1997). O efeito
rejuvenescedor dos repetidos subcultivos, em meio enriquecido com BAP, ja foi
relatado para diferentes espécies arbdreas micropropagadas (HACKETT, 1987;
PIERIK 1990; VON ADERKAS e BONGA, 2000), dentre essas para Eucalyptus
(WARRAG et al., 1990; TRINDADE e PAIS, 1997; SHARMA e RAMAMURTHY,
2000; MANKESSI et al., 2009). Contudo o periodo de tempo necessdrio para o
rejuvenescimento de cada clone tem sido variavel.

Os clones ndo apresentaram diferengas acentuadas quanto a producdo média

de tufos de brotacdes ao longo dos subcultivos considerados (Figura 2 e 3A). Esses
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resultados foram superiores aos encontrados por Gomes e Canhoto (2003) na
proliferacdo de gemas de Eucalyptus nitens, os quais obtiveram apenas 2,25 brotos
por explantes. Entretanto, outros trabalhos obtiveram maiores médias no nimero de
brotacdes, como Joshi et al. (2003) utilizando 1 mg L' de BAP e 1 mg L™ de ANA
obtiveram 20 a 25 brotacdes por explante em Eucalyptus tereticornis x E. grandis.
Resultados similares utilizando-se meio MS suplementado com ANA e BAP (ambos
a 1 mg L") foram encontrados para Eucalyptus tereticornis x E. camaldulensis
(BISHT et al., 1999) e Eucalyptus tereticornis (SHARMA ¢ RAMAMURTHY,
2000).

6,0 -

5,0 A

4,0 7 3’4 3,4 3,6 3,6
= e
3,0 1 . 2,7 7

24
2,0 A

1,0 A

Taxa de multiplicacio média

0,0
Co1 C04 Cl6 C26 C29 C30

Clones

Figura 2- Numero médio de tufos de brotacdes produzidas por explante em 25
subcultivos (taxa de multiplicacdo média) pelos clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus (CO1, C04 e C16) e Eucalyptus grandis X E.
globulus (C26, C29 e C30), em meio MS na fase de multiplicacdo in
vitro. Barras verticais indicam os desvios padrao das médias.

De acordo com Sotelo e Monza (2007), o AIB promove uma maior taxa de
multiplicacdo das brotacdes de Eucalyptus globulus, enquanto o ANA e AIA
retardam o crescimento, podendo em certos casos ocasionar a morte das brotacoes.
Esses autores obtiveram maior nimero de brotagdes apds 5 subcultivos na fase de
multiplicagdo in vitro, em meio de cultura suplementado com 0,2 mg L' de BAP ¢
0,02 mg L' de AIB.

Goméz et al. (2007) afirmam que os subcultivos sucessivos de explantes de
Eucalyptus globulus em meio de cultura suplementado com citocininas e auxinas
induz um decréscimo na producdo de brotacdes. Assim, o resultado do experimento

para a multiplicacdo in vitro pode estar relacionado ao balanco de citocininas e
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auxinas no meio de cultura, visto esse balanco ser bastante varidvel em funcdo da
espécie e do tipo de explante utilizado.

Dessa forma, diversas varidveis podem ter influenciado no desenvolvimento
dos clones na fase de multiplicacdo, entre as quais, a freqiiéncia dos subcultivos, o
tamanho dos explantes subcultivados, os cuidados no procedimento de repicagem e a
resposta do gendtipo a micropropagacgdo, explicando em parte os resultados obtidos

para os clones nessa experimentacdo realizada.

Figura 3 - Detalhe das brotacdes micropropagadas de Eucalyptus urophylla x E.
globulus e Eucalyptus grandis X E. globulus. (A) tufo de brotacdo clone
C30 na fase de multiplicacdo in vitro. Barra = 10 mm; (B) brotagdes do
clone CO1 no tratamento com 0 mg L' de AIB. Barra = 10 mm; ©
brotacdo alongada do clone C16 no tratamento com 0,5 mg L' de AIB,
em meio MS. Barra = 10 mm; (D) enegrecimento do meio de cultura com
explantes do clone C16 no alongamento in vitro em meio JADS. Barra =
10 mm; (E) presenca de calos foliares no clone C26 no alongamento in
vitro. Barra = 10 mm; e (F) calejamento da base da brotacdo do clone
C04 no tratamento com 1 mg L"' de AIB. Barra = 10 mm.
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3.2. Alongamento in vitro

Houve interacdo significativa pelo teste F (p<0,05), entre os fatores testados,
para as caracteristicas do vigor, hiper-hidricidade, nimero e comprimento das
brotagdes alongadas por explante e oxidagdo do meio de cultura (Tabela 1),
indicando a diversidade de resposta dos clones em relacdo ao meio de cultivo e aos
tratamentos com AIB, o que reforca o efeito do material genético quanto a

propagacdo vegetativa.

Tabela 1 — Andlise de variincia das caracteristicas de vigor, oxidacdo do meio de
cultura, hiper-hidricidade, comprimento das brotacdes (CB) e nimero
de brotagdes alongadas por explante (NB) na fase de alongamento in
vitro de clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO1, C04 e C16)
e Eucalyptus grandis x E. globulus (C26, C29 e C30).

Quadrados Médios

Fontes de Variagio ) vioor!  Oxidaciio" hig'il;e;a‘dez CB(m) NB

Clone (C) 5 0,434* 0,888* 1,617 6.361%  43.604*
Meios de Cultura (M) 1 0,718% 1,047 0,487 3483%  85,839*
Tratamentos (T) 4 0,716* 3,160%* 0,420%* 17,278%* 59,404*
CxM 5 0,140% 0,367* 0,593+ 3,086%  15.941%

CxT 20 0,069% 0,109* 0,098* 1291%  7,753*
MxT 4 0,218% 0.214% 0,068* 4004*%  19,873*
CxMxT 20 0,041% 0,060* 0,079* 1,400%  2,702%

Residuo 300 0.017 0.019 0.024 0.442 1,547

Média Geral - 1,780 1,680 1,430 1,130 1,810

CVery (%) ; 7,32 8.20 10,72 58,83 68,72

*: significativo a 5% de probabilidade pelo teste F; "’ dados transformados por w/X+Q5; @ dados

transformados por In (x + 0,5); GL = graus de liberdade; CV., = coeficiente de variacdo
experimental.

Os clones apresentaram comportamento polinomial de segundo grau para o
vigor vegetativo das brotagdes no meio MS e JADS (Figura 4). No entanto, no meio
MS os pontos criticos para o vigor das brotacdes variaram de 0,36 a 0,80 mg L',
enquanto no meio JADS, os pontos criticos foram superiores a 0,60 mg L™.

Os valores estimados de vigor das brotacdes no meio JADS foram superiores
a 1,9, excecdo para o clone C16 cujo valor foi de 1,7. Por outro lado, no meio MS os
valores estimados ficaram entre 1,8 e 1,9.

Nos dois meios de cultura ndo foi possivel determinar uma tnica

concentracdo 6tima de AIB para obter brotagdes com o maximo de vigor vegetativo
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para todos os clones. No entanto, é importante salientar que para todos os clones,
notou-se que na auséncia de AIB, as brotacdes apresentaram crescimento reduzido,

constatando-se muitas vezes a morte de explantes (Figura 3B).

YCO01=1,6837+0,3583 AIB - 0,3543 AIB2 R2=0,74 YC04=1,6671+0,9469 AIB - 0,9029 AIB? R2?=0,88
YC16=1,589 + 1,316 AIB - 1,8400 AIB2 R2=0,87 YC26=1,7280+0,2560 AIB- 0,16 AIB? R2=0,96
YC29=1,4311+0,9229 AIB - 0,5829 AIB2 R?2=0,93 YC30=1,7571+0,6869 AIB- 0,8229 AIB? R2?=0,96

2.2
2,1
2,0
1,9
1,8
1,7
1,6
15 4
1,4 4 : : : .

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

AIB (mg L)
--------- C01 ----- C04 ----Cl6 ———-C26 —-—C29

Vigor das brotacoes

YCO1 =1,4994 + 0,5966 AIB - 0,0689 AIB2 R?=0,95 YC04=1,7011+1,1829 AIB - 0,9829 AIB?  R2=0,84
YC16=1,5817+0,1783 AIB - 0,1143 AIB? R2?2=0,80 YC26=1,5777+1,0543 AIB - 0,8343 AIB2 R?=0,99
YC29=1,5869+ 1,0651 AIB - 0,6171 AIB2 R?=0,96 YC30=1,6997+0,9343 AIB - 0,5143 AIB2 R2=0,97

2,2
2,1
2,0
1,9
1,8
1,7
1,6

Vigor das brotacoes

0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
AIB (mg L)
--------- C01 ----- C04 ----Cl6 ———-C26 — —C29
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Figura 4- Vigor das brota¢des de Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO1, C04 e
C16) e Eucalyptus grandis x E. globulus (C26, C29 e C30), em meio MS
(A) e JADS (B), aos 35 dias apds a inoculacio, em fun¢ao dos tratamentos
com AIB.

N

Em relacio a oxidacdo das brotacdes observou-se também um
comportamento polinomial de segundo grau, em ambos meios de cultura (Figura 5).
Em termos gerais, os pontos criticos das concentracdes de AIB foram maiores no

meio JADS, com valores estimados acima de 0,68 mg L' A excecdo foi o clone
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C30, para o qual estimou-se um ponto critico de 1,31 mg L no meio MS e 0,69 mg

L' para o JADS.

YCO01 =1,2615+ 0,3060AIB - 0,52 AIB? Rz2=0,64 YC04=1,3394+ 2,3046 AIB -2,0686 AIB2 R2=0,98

YC16=1,4+ 1,908 AIB - 1,36AIB2 R2=0,89 YC26=1,3371+ 2,1949 AIB -2,0229 AIB2 R2=0,97

YC29 =1,4306+ 1,0074 AIB - 0,6514 AIB2 R?2=0,92 YC30=1,2789+0,7771 AIB -0,2971 AIB2 R2=0,95
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YCO01=1,2746+ 0,9514 AIB - 0,3314 AIB2 R2=0,98 YC04=1,2751+1,7829 AIB - 1,3029 AIB2  R?=0,96
YC16 =1,3474+ 1,6566 AIB - 1,1086 AIB2 R2=0,91 YC26=1,4846+ 1,1354 AIB - 0,6514 AIB2 R?=0,93
YC29=1,3149+1,7011 AIB - 1,0171 AIB2 R2=0,99 YC30=1,4897+ 1,4903 AIB - 1,0743 AIB> R?=0,70
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AIB (mg L)
--------- C01 ----- C04 -----Cl6 ———-C26 — — C29

C30

Figura 5- Oxidacdo das brotagdes de Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO1, C04
e C16) e Eucalyptus grandis x E. globulus (C26, C29 e C30), em meio MS
(A) e JADS (B), aos 35 dias apds a inoculac¢do, em fun¢ao dos tratamentos
com AIB.

Nas maiores concentragdes de regulador de crescimento houve maior
oxidagdo das brotacdes, conforme observado, de maneira mais clara, para os clones
cultivados em meio JADS. Entretanto, nesse estudo a oxidagdo das brotacdes parece
ndo ter sido decorrente da composicao mineral desse, uma vez que o meio JADS

apresenta menores concentracdes de nutrientes em relacdo ao MS e a oxidagado é

menor em meios de cultura com baixas concentragdes de sais inorganicos (Pasqual et
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al., 1997). Portanto, o resultado observado pode estar mais relacionado ao regulador
de crescimento. O acimulo de fendis em torno das brota¢des pode ter modificado a
sua absor¢ao de nutrientes (SILVA et al., 2010), principalmente do meio JADS, que
por ser mais diluido que o MS, ocasionou maior deficiéncia nutricional das
brotagdes, induzindo maior grau de estresse, maior producdo de fendis e
consequentemente maior oxidacao das brotagdes.

No que diz respeito a ocorréncia de hiper-hidricidade nos clones, verificou-se
comportamento quadratico aos 35 dias, para ambos meios de cultura (Figura 6).

YCO1=0,687-0,1573AIB - 0,0267 AIB2 ~ R*=0,99  YCO04=0,7514-0,5394 AIB + 0,41 14 AIB2  R>=0,64

YC16 =0,8094 - 0,8834 AIB + 0,7314 AIB2 R?=0,93  YC26=0,8089-0,9389 AIB + 1,0629 AIB2 R2=0,91
YC29=1,618- 1,148 AIB + 0.4 AIB? R2=0,96 YC30=0,5997+0,1629 AIB -0,2743 AIB2 R%2=0,95
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YCO01=0,6671+0,7709 AIB - 0,7429 AIB2 R2=0,90 YC04=0,4734+0,5246 AIB- 0,5486 AIB2  R?=0,64
YC16 =0,5263 + 0,1577 AIB - 0,2057 AIB2 R2=0,66 YC26=0,9963-0,8383 AIB +0,5143 AIB? R?=0,92
YC29=0,9583-0,4783 AIB + 0,1943 AIB2 R2=0,98 YC30=0,7126-0,6126 AIB + 00,3886 AIB2 R?=0,96
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Figura 6- Hiper-hidricidade das brotacdes de Eucalyptus urophylla x E. globulus
(CO01, C04 e C16) e Eucalyptus grandis x E. globulus (C26, C29 e C30),
em meio MS (A) e JADS (B), aos 35 dias apds a inoculacdo, em funcao
dos tratamentos com AIB.
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De maneira geral, a hiper-hidricidade das brotagdes foi baixa para os clones
em ambos meios de cultura. Apenas o clone C29 apresentou maiores valores médio
de hiper-hidricidade no meio de cultura MS (Figura 6A). Esse clone apresentou
brotagdes hiper-hidricas com a formacdo de grande nimero de calos na face abaxial
das folhas, os quais acarretam em sérias limitacOes a sobrevivéncia ex vitro em
viveiro das brotacdes alongadas (Figura 3E). O resultado reflete e reforca a
especificidade de comportamento dos materiais genéticos quanto a micropropagacao
nos diferentes meios de cultura, e a necessidade de adequacdo das condicdes de
cultivo in vitro para contornar esse problema.

A hiper-hidricidade em brotagdes micropropagadas pode ser ocasionada por
uma série de fatores que sdo responsdveis por ocasionar estresses em nivel celular
(GASPAR et al., 2002; XAVIER et al., 2009). Estes fatores podem ser de ordem
ambiental, assim como de caracteristicas fisiologicas, em resposta as mudancas no
metabolismo e desenvolvimento da cultura. Isso poderia explicar a ocorréncia dos
diferentes resultados em relagdo a hiper-hidricidade das brotacdes no presente
estudo.

Em relagdo ao alongamento in vitro verificou-se um comportamento
polinomial de segundo grau para todos os clones aos 35 dias (Figuras 7 e 8). Porém,
nao houve tendéncia idéntica de resposta quanto ao nimero e comprimento das
brotagdes alongadas para todos os clones em resposta as concentragdes de AIB
testadas.

Os clones C04, C16, C26 e C30, no meio de cultura MS, apresentaram pontos
criticos para o ndmero médio de brotacdes alongadas entre 0,47 a 0,61 mg L™ de
AIB, correspondendo a uma estimativa de 3,4, 1,6, 2,5 e 3,3 brotos alongados por
explante respectivamente (Figuras 7A e 3C). Por outro lado, os clones CO1 e C29
apresentaram comportamento diferente aos demais clones, sendo estimado maior
nimero de brotacdes alongadas para o clone COl1 em baixas concentragoes de AIB,
enquanto o inverso foi constatado para o clone C29.

Resultado semelhante foi observado por Brondani et al. (2009), que obteve
brotagdes alongadas de Eucalyptus benthamii x E. dunnii em meio de cultura “2MS.
No entanto, o meio de cultura foi suplementado com ANA, sendo estimada a
concentracdo de 0,49 mg L' para obtencdo do maior ndmero de brotacdes alongadas

com comprimento médio de 2,4 cm, aos 60 dias apds a inoculagdo.
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YCO1 =1,7611 - 0,9491*AIB + 0,5829*AIB? R2=0,94 YC04=0,1714+ 12,2286*AIB - 11,429*AIB2 R?=0,97
YC16=0,2146+7,2114*AIB - 7,6114*AIB2 R?2=0,94 YC26=0,4106+ 6,7954*AIB - 5,5314*AIB? R2=0,80
YC29=-0,4431+6,6171*AIB - 3,8171*AIB? R?2=0,88 YC30=1,1974+8,4846*AIB - 8,5486*AIB? R2=10,99
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Figura 7- Niumero médio (A) e comprimento médio (B) das brotagcdes alongadas por
explante dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO1, C04 e
C16) e Eucalyptus grandis x E. globulus (C26, C29 e C30), em meio MS,
aos 35 dias apds a inoculacdo, em funcao dos tratamentos com AIB.
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YCO01 =-0,2106 + 3,7606*AIB - 0,1714*AIB2  R2=0,92 YCO04 =0,2903 + 13,8097*AIB - 11,806*AIB2 R2=0,94
YC16 =0,0929 + 8,8097*AIB - 7,8057*AIB2 R2=0,99 YC26=0,1703 + 6,4337*AIB - 4,7657*AIB2 R2=0,96
YC29=-0,4803 +20,1143*AIB - 13,714*AIB? R2=0,93 YC30=0,0671+ 11,6589*AIB - 6,6629*AIB2 R2=0,96
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Figura 8- Nimero médio (A) e comprimento médio (B) de brotagdes alongadas por
explante dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO1, C04 e
C16) e Eucalyptus grandis x E. globulus (C26, C29 e C30), em meio
JADS, aos 35 dias ap6s a inoculacio, em funcio dos tratamentos com AIB.

Em relacdo ao comprimento das brotagdes alongadas em meio MS, os clones

CO1 e C29 apresentaram resultados bastante divergentes aos observados para os

demais clones. Enquanto para o clone CO1 foi estimado o ponto critico de 0,25 mg L

' de AIB, para o clone C29 esse valor foi de 1 mg L (Figura 7B). Em relacdo aos

demais clones, os pontos criticos entre 0,48 € 0,74 mg L' de AIB foram responsaveis
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em promover o maior alongamento das gemas. As estimativas de comprimento das
gemas alongadas para os clones C04 e C16 foram de 1,7 cm e de 2 cm para os clones
C26, C29 e C30. Em meio MS as concentragdes de AIB, em torno de 1 mg L'l,
promoveram a inducdo de calos na base dos explantes, que consequentemente
ocasionaram oxidacdo do meio de cultura, comprometendo o efetivo alongamento
desses explantes (Figura 3F).

Os clones apresentaram comportamento diferenciado quanto ao nimero e
comprimento das brota¢des alongadas no meio de cultura JADS. Esse resultado
variou tanto em relagdo aos clones como em funcdo dos tratamentos com AIB
(Figura 8). De modo geral, os pontos criticos das concentracdes de AIB para nimero
e comprimento das brotagdes alongadas por explante foram maiores no meio JADS,
comparativamente ao MS. As excecdes observadas foram para o clone C29, para os
dois parametros avaliados, € o clone C04 para o comprimento das brotacdes (Figura
8 B).

Os clones C29 e C30 apresentaram estimativa de 6,9 e 5,2 brotacdes
alongadas por explante, para o meio de cultura JADS, sendo esses valores bem
superiores aos obtidos em meio MS. Esta diferenca observada, possivelmente deve-
se a composicao do meio de cultura JADS ser mais adequada ao alongamento desses
clones.

O alongamento in vitro tem sido obtido com sucesso para Eucalyptus
utilizando diversas combinagdes e propor¢des de reguladores de crescimento, bem
como diferentes formulacdes de meios de cultura. Além disso, outras metodologias
como o uso de carvao ativado no meio de multiplicacdo, ou a permanéncia das
culturas no escuro por alguns dias, pode contribuir para alongar brotagdes de
Eucalyptus (CALDERON-BALTIERRA,1994; SHARMA ¢ RAMAMURTHY,
2000; GLOCKE et al., 2006b).

A presenca de AIB no meio de cultura, suplementado com BAP, favoreceu o
alongamento das brotacdes dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e
Eucalyptus grandis x E. globulus. De maneira semelhante, Santos et al. (2004)
obtiveram melhores resultados para alongamento in vitro de Eucalyptus urophylla
utilizando 0,1 mg L™ de AIB e 0,1 mg L' de BAP, apo6s 30 dias de cultivo em meio
de cultura JADS. J4 Sotelo e Monza (2007) para Eucalyptus globulus sub. maidenii o
tratamento com 0,1 mg L™ de BAP ¢ 0,5 mg L' de AIB foi o que melhor promoveu

o alongamento das brotacdes.
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A resposta positiva do meio JADS, comparativamente ao MS, pode ser
devido a maior concentracdo idnica total desse ultimo meio de cultura, afetando
assim o alongamento das brotacdes. Além disso, o meio JADS possui uma
composi¢ao nutricional definida para Eucalyptus grandis, o que pressupde que esse
meio tenha a nutricdo mineral mais proxima ao adequado para a micropropagacdo de
outras espécies do género.

As diferengas observadas entre os meios de cultura, ndo somente € devido a
composi¢do mineral de cada um em especifico, mas também resultado das
complexas interagdes dos nutrientes minerais, dos reguladores de crescimento, do
agente gelificante, os mecanismos de absor¢do e os requerimentos nutricionais dos
explantes. Além do mais, acrescentam-se os fatores ambientais, como luz,
temperatura e tipo de recipiente utilizado para o cultivo in vitro (GLOCKE et al.,
2006Db).

A opcdo pelo enraizamento in vitro ou ex vitro de um material
micropropagado é dependente, ndo apenas em relacdo ao nimero e comprimento das
brotagdes alongadas obtidas, mas também da qualidade da parte aérea obtida na fase
do alongamento in vitro (SANTOS et al., 2004). De maneira geral, pode-se observar
que as brotacdes dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus
grandis X E. globulus apresentaram adequado alongamento in vitro (1,5a3,4 e 1,7 a
2,1 cm de comprimento para o meio de cultura JADS e MS, respectivamente). Isso
beneficiou a formacdo de microestacas com bom padriao de tamanho para permitir o
enraizamento ex vitro, de forma similar ao relatado por Xavier e Comério (1996).

Desta forma, considerando o nimero de gemas alongadas dos clones em
ambos os meios de cultura, os resultados demonstraram a viabilidade da utilizacdo do
AIB no alongamento in vitro de clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e de
Eucalyptus grandis x E. globulus. Novos estudos buscando definir melhores ajustes
para a micropropagacdo de hibridos de Eucalyptus globulus sdao imprescindiveis para
maximizar os resultados, aqui obtidos.

O protocolo ajustado mostrou-se eficiente para a micropropagacdo de clones
hibridos de Eucalyptus globulus, porém havendo a necessidade de se adequar a
concentracdo do regulador, bem como dos meios de cultura de forma mais especifica

para os materiais genéticos.
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4. CONCLUSOES

Os clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E.
globulus apresentaram variagdes nas taxas de multiplicacdo ao longo dos 25
subcultivos, com valores entre 2,4 e 3,6 tufos de brotagdes.

Os meios de cultura MS e JADS foram eficientes para obtencdo de gemas
vigorosas alongadas in vitro, com baixa oxidagdo do meio de cultura e reduzida
hiper-hidricidade. As concentracdes entre 0,25 a 1,00 mg L™ de AIB e superiores 2
0,56 mg L' de AIB promoveram o maior nimero e comprimento de gemas

alongadas para os clones nos meios MS e JADS, respectivamente.
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ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS E MICROESTACAS DE CLONES
DE Eucalyptus urophylla x E. globulus E DE Eucalyptus grandis x E. globulus

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do regulador de
crescimento dcido indol-3-butirico (AIB) no enraizamento de miniestacas e
microestacas apicais e intermedidrias, assim como a velocidade de enraizamento em
casa de vegetacdao de dois clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e dois de
Eucalyptus grandis x E. globulus. As avaliacdes do efeito da aplicagdo de AIB foram
realizadas nas saidas da casa de vegetacao (30 dias) e de sombra (40 dias) e na fase
de crescimento a pleno sol aos 60 dias apds o estaqueamento. A avaliagdo da
velocidade de enraizamento foi realizada no decorrer de 35 dias de permanéncia das
estacas na casa de vegetacdo. O AIB ndo teve efeito proeminente sobre a
sobrevivéncia, enraizamento e vigor das miniestacas e microestacas. As estacas
apicais foram superiores em relacdo as intermedidrias, com maior predisposi¢ao ao
enraizamento. A velocidade de enraizamento das microestacas e miniestacas foi
varidvel entre os clones. Os resultados indicaram que o enraizamento das
microestacas em relagdo as miniestacas foi diferenciado para os clones, nao havendo
superioridade expressiva da microestaquia comparativamente a miniestaquia para as

caracteristicas avaliadas.

Palavras-chave: Microestaquia, miniestaquia, regulador de crescimento.
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ROOTING OF MINI-CUTTINGS AND MICRO-CUTTINGS OF HYBRIDS
OF Eucalyptus urophylla x E. globulus AND Eucalyptus grandis x E. globulus

ABSTRACT: This study aimed evaluate the effect of indol-3-butiyric acid (IBA) on
rooting of apical stem and intermediate stem mini-cuttings and micro-cuttings, as
well as the speed of rooting in the greenhouse of two clones of Eucalyptus urophylla
x E. globulus and two of Eucalyptus grandis x E. globulus. The evaluations were
realized on the exit of the greenhouse (30 days) and shade house (40 days) and also
in the phase of growth in sunshine condition 60 days. The IBA had not prominent
effect on survival, rooting and vigor of the mini-cuttings and micro-cutting. The
speed of rooting of mini-cuttings and micro-cuttings was variable among clones. The
apical cuttings were more prone to rooting as compare with the intermediate ones.
Micro-cutting technique was superior to mini-cutting only for certain parameters

evaluated for each clone.

Key words: Micro-cutting technique, mini-cutting technique, growth regulator.

36



1- INTRODUCAO

O Eucalyptus globulus apresenta caracteristicas tecnoldgicas da madeira,
como maior rendimento em celulose e menor teor de lignina, que o torna muito
atrativo para fins de producdo de celulose e papel. No entanto, essa espécie € tipica
de clima temperado, limitando o seu plantio comercial nas regides mais quentes do
Brasil.

Programas de melhoramento genético visando a hibridacdo de Eucalyptus
globulus com Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla representam um grande
potencial para as industrias do setor celuldsico, obtendo-se clones hibridos adaptados
as condic¢des climaticas tropicais, com boa produtividade e qualidade tecnoldgica da
madeira (FONSECA et al., 2010).

Atualmente, a miniestaquia constitui-se na principal técnica de propagagdo
clonal de Eucalyptus, utilizada pelas empresas do setor florestal, a qual, muitas
vezes, apresenta resultados tdo eficientes quanto os da microestaquia para producao
de mudas clonais (WENDLING et al., 2000). Atualmente, o interesse crescente pelo
Eucalyptus globulus e seus hibridos tem incentivado pesquisas em propagacao
vegetativa, visando contornar problemas relacionados a recalcitrancia ao
enraizamento, em razdo de baixos percentuais de enraizamento e a formacdo de um
sistema radicular de baixa qualidade desses materiais genéticos pela miniestaquia
(BENNET et al., 1994; MARQUES et al., 1999; CALDERON-BALTIERRA et al.,
2004).

O potencial de enraizamento dos clones em relacdo a propagacio vegetativa
por meio da miniestaquia é decorrente da variabilidade genética quanto ao potencial
rizogénico dos clones, bem como dependente da juvenilidade das plantas matrizes
(WATT et al, 2003). Dessa forma, o rejuvenescimento promovido pela
micropropagacdo tem sido relatado como eficiente para reverter, ainda que
parcialmente, o envelhecimento ontogenético observado para Eucalyptus,
principalmente em relagcdo aqueles clones com maiores dificuldades de enraizamento
(XAVIER et al., 2009).

O rejuvenescimento clonal de Eucalyptus pela micropropagacdo tem sido
empregado de forma mais direta na propagacao pela microestaquia (TITON, 2005).
A técnica de microestaquia para clones de Eucalyptus urophylla, e seus hibridos com

Eucalyptus grandis, possibilitou considerdveis ganhos, principalmente quanto ao
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aumento dos percentuais e qualidade de enraizamento, bem como na reducido do
tempo para a formacio da muda (ASSIS et al., 1992; XAVIER e COMERIO, 1996).

Titon et al. (2002) constataram o desempenho superior da microestaquia em
relacdo a miniestaquia para clones de FEucalyptus grandis, evidenciando que o
rejuvenescimento foi eficiente, resultando em maior enraizamento. O melhor
desempenho para velocidade de enraizamento e qualidade do sistema radicular
promovido pela microestaquia, em comparacdo a miniestaquia, também foi
comprovado para clones hibridos de Eucalyptus grandis (Xavier et al., 2001).

Entretanto, a variabilidade observada em relacdo ao enraizamento dos
materiais genéticos ndo esta relacionada apenas ao genétipo propagado, uma vez que
outros fatores endogenos e exdgenos afetam diretamente o seu potencial rizogé€nico
(DIAZ et al., 2009). A otimizagio do periodo de permanéncia das estacas na casa de
vegetacdo é um dos pontos criticos para o sucesso da producdo de mudas clonais,
devido as diferencas na velocidade de enraizamento dos clones (CALDERON-
BALTIERRA et al., 2004; FERREIRA et al., 2004; MELO, 2009).

O Eucalyptus globulus e seus hibridos t€ém apresentado restricdes na
propagacdo vegetativa pelo enraizamento de estacas, em razao da variabilidade da
habilidade rizogénica dos clones, bem como pela reducdo do potencial de
enraizamento com o envelhecimento das plantas matrizes (WATT et al., 2003).
Nesse caso especifico de espécies e hibridos considerados recalcitrantes como o
Eucalyptus globulus, estudos sobre a velocidade de enraizamento colaboram para
reduzir os custos de producdo, por meio da otimizacdo de uso das instalacdes e
reducgdo nas perdas de miniestacas e microestacas.

Nesse contexto, o presente estudo objetivou avaliar a eficiéncia do regulador
de crescimento AIB no enraizamento de miniestacas e microestacas apicais e
intermedidrias, bem como a velocidade de enraizamento em casa de vegetacdo de
dois clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e de dois clones de Eucalyptus

grandis X E. globulus.

38



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

O material genético utilizado nesse estudo foi constituido por dois clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO4 e C16) e dois clones de Eucalyptus grandis
x E. globulus (C26 e C30), oriundos da empresa Celulose Nipo-Brasileira
(CENIBRA), localizada no municipio de Belo Oriente, Minas Gerais.

A producio de mudas micropropagadas, para a obtencdo do material
experimental da microestaquia, foi realizada no Laboratério de Cultura de Tecidos II
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) e no Viveiro de
Pesquisas Florestais do Departamento de Engenharia Florestal, ambos pertencentes a
Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa, MG, no periodo de marco de 2008 a
marco de 2010.

As avaliagdes referentes a determinacdo do tempo 6timo de permanéncia em
casa de vegetacdo e do efeito da aplicacdo do regulador de crescimento AIB no
enraizamento das microestacas e das miniestacas, em condi¢des experimentais,
foram realizadas no Viveiro de Pesquisas Florestais do Departamento de Engenharia
Florestal localizado no campus da Universidade Federal de Vigosa — UFV, no

municipio de Vigosa, Minas Gerais, no periodo de outubro a dezembro de 2010.

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 e
microcepas plantadas sob um mesmo sistema semi-hidropdnico de canaletdo de
areia, em casa de vegetacdo com as laterais abertas, sendo a cobertura de pléstico
transparente de polietileno.

O microjardim clonal foi formado a partir de mudas provenientes de material
micropropagado, através da proliferacdo de gemas axilares. O meio de cultura

utilizado foi composto pelos sais basicos de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
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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 dgar Merck® (Agar-agar granulated, purified and free for
microbiology — Merck KgaA, Germany). Na fase de multiplicacdo in vitro
suplementou-se o meio de cultura com 0,05 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP —
Sigma Co.) e 0,02 mg L' de 4cido o-naftalenoacético (ANA - Sigma Co.). J4 na fase
alongamento in vitro o meio de cultura foi acrescentado 0,5 mg L de 4cido indol-3-
butirico (AIB - Sigma Co.) e 0,05 mg L' de BAP (Sigma Co.).

A fase de multiplicacdo 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 nimero de subcultivos realizados
variou entre os clones, em fun¢do das respostas das gemas a multiplicagdo in vitro,
sendo: C04 =15, C16 =18, C26 = 14 e C30 = 14.

ApOs esta fase, procedeu-se a transferéncia das gemas para o meio adequado
ao alongamento, onde permaneceram por 30 dias. As brotacdes alongadas in vitro
foram resgatadas e transferidas para potes pldsticos, contendo substrato (50% de
vemiculita + 50% de Bioplant®), envoltos por sacos plasticos (12 x 25 cm).
Posteriormente, essas microestacas foram transferidas para casa de vegetacdo
climatizada (temperatura de 20 a 30 °C e umidade relativa do ar > 80%), sendo
transplantadas em tubetes plasticos de 55 cm’® de capacidade, contendo substrato
comercial Bioplant®, permanecendo neste local por 30 dias.

As mudas enraizadas foram transferidas para aclimatagdo 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 dpice das mudas a uma altura de 10 cm da base para formacgao
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 espacamento 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 adotados foi idéntico para as minicepas e

microcepas utilizando-se o mesmo canaletdio de areia para formar o mini e
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microjardim clonal sendo, portanto, seguido o mesmo padrio de conducgdo para
ambos.

O sistema de fertirrigacdo adotado consistiu no fornecimento as plantas de
solucdo nutritiva por gotejamento, distribuida quatro vezes ao dia, numa vazao total
didria de 4 L m™. A solucdo nutritiva foi composta de nitrato de cdlcio (0,920 g L™,
cloreto de potassio (0,240 g L'l), nitrato de potéssio (0,140 g L'l), monoamonio
fosfato (0,096 g L™, sulfato de magnésio (0,364 g L"), hidroferro (0,040 g L™),
acido bérico (2,800 mg L'l), sulfato de zinco (0,480 mg L'l), sulfato de manganés
(1,120 mg L'l), sulfato de cobre (0,100 mg L'l) e molibidato de sédio (0,040 mg L'l).

A condutividade elétrica da solucdo nutritiva foi mantida em 2,0 mS m~a?25°C.
2.3. Obtencao e enraizamento de miniestacas e microestacas

Miniestacas e microestacas apicais e intermedidrias foram coletadas no
minijardim e microjardim clonal e acondicionadas em caixas de isopor contendo
agua, visando manter as condicdes de vigor e turgescéncia do material vegetativo. As
miniestacas € microestacas apicais foram preparadas com tamanho de 10 cm
contendo de dois a trés pares de folhas, enquanto as intermedidrias medindo 5 cm
com um par de folhas, reduzidas a metade de sua dimensao original. As miniestacas
e microestacas denominadas intermedidrias foram obtidas da por¢ao intermedidria do
ramo que deu origem a miniestaca ou microestaca apical.

No enraizamento de miniestacas ou microestacas, utilizaram-se como
recipientes tubetes plasticos de 55 cm’ de capacidade, contendo o substrato
comercial MecPlant®. A nutri¢do mineral de base utilizada no substrato foi composta
de superfosfato simples (8,00 kg m'3), sulfato de amdnio (0,69 kg m'3), cloreto de
potassio (0,21 kg m'3), sulfato de zinco (13,9 g m> ), sulfato de cobre (13,9 g m> ),

sulfato de manganés (13,9 g m™) e 4cido bérico (27,8 g m>).
2.4. Conducio e avaliacoes experimentais
2.4.1. Efeito da aplicacio de AIB no enraizamento de miniestacas e microestacas

O experimento foi conduzido no delineamento estatistico de blocos ao acaso,

em arranjo fatorial 2 x 2 x 2 x 4, constituido de dois tipos de miniestacas e
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microestacas (apicais e intermedidrias), duas doses de AIB (0 e 2000 mg L'l), duas
técnicas de propagacdo vegetativa (miniestaquia e microestaquia) e quatro clones
(C04, C16, C26 e C30), com quatro repeticdes, compostas por 8 miniestacas ou
microestacas.

As miniestacas ou microestacas apicais e intermedidrias foram tratadas com o
regulador de crescimento AIB (Sigma Co.) nas concentracdes de 0 e 2000 mg L™, na
formulacdo liquida, dissolvido em hidréxido de potdssio (KOH) a 1 mol L' e
diluidos em dgua deionizada. As miniestacas ou microestacas tiveram suas bases (1
cm) mergulhadas na solu¢do de AIB por um periodo de 10 segundos, antes de serem
estaqueadas no substrato. O periodo compreendido entre a coleta das miniestacas ou
microestacas € o seu estaqueamento no substrato, na casa de vegetacdo, foi sempre
inferior a 30 minutos.

As microestacas e miniestacas permaneceram em casa de vegetacdo
climatizada (umidade relativa do ar > 80% e temperatura entre 20 e 30 °C) com
permanéncia de 30 dias, e, posteriormente, foram transferidas para casa de sombra
(permanéncia de 10 dias para aclimatagdo) e, finalmente, a pleno sol até
completarem 60 dias de idade. Realizou-se uma adubacdo de cobertura aplicando-se
2 mL por muda de fosfato monoamdnico (2,0 g L"), na saida de casa de vegetacdo.
Na saida da casa de sombra aplicou-se 5 mL por muda do formulado NPK (10-05-
30) (6 g L. A aplicacdo da adubacdo de cobertura foi realizada por meio de uma
seringa dosadora automdtica Hoppner®, com capacidade volumétrica de 50 ml.

As caracteristicas avaliadas na saida da casa de vegetacao (30 dias) e da casa
de sombra (40 dias) foram a porcentagem de sobrevivéncia e de miniestacas e
microestacas com raizes observadas no fundo do tubete. Apds 60 dias avaliou- se
novamente as porcentagens de sobrevivéncia e de miniestacas e microestacas com
raizes observadas no fundo do tubete, e também o nimero de raizes por miniestaca
ou microestaca enraizada, o didmetro do colo, a altura e o peso da matéria seca da
parte aérea e sistema radicular das miniestacas e microestacas.

Para efeito das avaliacdes, foram consideradas enraizadas e vivas as
miniestacas € microestacas com raizes maiores ou iguais a 0,5 cm e com emissao de
brotagdes e; para a contagem do nimero de raizes, foram consideradas as raizes

emitidas diretamente da base das miniestacas ou microestacas.
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2.4.2. Velocidade de enraizamento de miniestacas e microestacas

As avaliacoes de velocidade de enraizamento das miniestacas e microestacas
foram feitas, a cada 7 dias, a contar da data de estaqueamento até o 35° dia, sendo
que durante todo este periodo as estacas permaneceram em casa de vegetacdo. O
trabalho foi realizado no periodo de 15 de outubro a 21 de novembro de 2011.

Conforme metodologia definida por Melo (2009), nas datas de avaliacdo foi
quantificada: a porcentagem de miniestacas e microestacas com algum grau de
modificacdo, a porcentagem de miniestacas e microestacas enraizadas (raizes
maiores ou iguais a 0,5 cm) e a porcentagem de miniestacas e microestacas com
raizes maiores que 10 cm de comprimento (estacas com raizes observadas no fundo
do tubete). Consideraram-se miniestacas e microestacas modificadas aquelas que
apresentaram modificacdes aparentes € que possuissem uma predisposicdo ao
enraizamento propriamente dito, tais como presenca de pontos translicidos,
intumescimento da base da estaca, formacgao de calo e pontos de inicia¢do de raizes.

O experimento foi conduzido no delineamento estatistico de blocos ao acaso,
em arranjo fatorial 2 x 4, constituido de duas técnicas de propagacdo vegetativa
(miniestaquia e microestaquia) e quatro clones (C04, C16, C26 e C30), sendo cada
bloco constituido por quatro repeticdes compostas por 8 miniestacas ou microestacas.
Para cada data de avaliagao foram avaliadas quatro repeti¢des por clone.

Adicionalmente a estas avaliagdes descritas acima, foi feita avaliacdo
qualitativa do comportamento das miniestacas e microestacas de cada clone durante
o periodo em estudo. Nesta avaliacdo, caracteristicas como a presenca de reagdes de
oxidagdo na base, formacdo de calos e tombamento de miniestacas e microestacas
durante o processo de enraizamento foram observados.

Os dados obtidos referentes a porcentagem de estacas com algum grau de
modificagdo foram utilizados para o ajuste da melhor funcdo que representasse a
distribuicao dos dados. Por outro lado aqueles obtidos para porcentagem de estacas
enraizadas e porcentagem de estacas com raizes maiores que 10 cm foram utilizados
para o ajuste da funcdo logistica Y = a (1 + Pe - M1 em que: Y = porcentagem de
enraizamento ou porcentagem de estacas com raizes maiores que 10 cm e T =
nimero de dias apds o estaqueamento. As equacdes foram obtidas através dos

programas CurveExpert 1.3.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito da aplicacdo de AIB no enraizamento de miniestacas e microestacas

A sobrevivéncia das miniestacas e microestacas na saida da casa de vegetacdo
foram em média superiores a 86%, para os quatro clones avaliados, sendo observado
um unico valor de 65% para o clone C30 em relacdo a utilizagao de AIB (Tabela 1).
Esses resultados encontrados foram superiores aos encontrados por Paim et al.
(2005), que registraram 55% de sobrevivéncia de miniestacas de Eucalyptus globulus
x E. maidenii na saida da casa de vegetacdo. Rosa (2006) obteve percentuais médios
de sobrevivéncia de miniestacas de Eucalyptus dunnii inferiores a 70%. Entretanto,
Borges (2009) encontrou para miniestacas de clones hibridos de Eucalyptus globulus
percentuais de sobrevivéncia acima de 90%, assim como Brondani (2008) obteve
sobrevivéncia superior a 83% para miniestacas de trés clones de Eucalyptus
benthamii x E. dunnii.

Na saida da casa de sombra, houve redu¢@o no percentual de sobrevivéncia
das miniestacas e microestacas, comparado a saida da casa de vegetacdo, contudo,
ndo existiu diferenca entre os tratamentos (tipo de estaca e AIB) para os clones nessa
caracteristica avaliada (Tabela 1). De acordo com Brondani (2008) as oscilagdes
ambientais, tanto hidricas como de luminosidade durante o periodo de aclimatacdo
na casa de sombra provavelmente sejam as responsdveis pelo estresse nas estacas
resultando em posterior mortalidade dessas.

O percentual de sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo embora ndo
represente um resultado concreto do enraizamento das estacas € relevante, pois
demonstra, em parte, a eficiéncia do controle das condi¢cdes ambientais (umidade e
temperatura) na casa de vegetacdo bem como o vigor das miniestacas e microestacas
utilizadas (TITON et al., 2002).

Na saida da casa de vegetacdo, a constatacdo da saida de raizes pela base do
tubete das estacas apicais foi superior as intermedidrias apenas para o clone C04. Ja
na saida da casa de sombra, as estacas apicais dos clones C04 e C26 foram superiores
as intermedidrias. Além disso, as estacas do clone C04 tratadas com 2000 mg L' de
AIB foram superiores aquelas que ndo receberam a aplicacao de AIB (Tabela 1).

Os clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e de Eucalyptus grandis x E.

globulus apresentam valores inferiores a 62,5 % para raizes observadas no fundo do
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tubete na saida da casa de sombra, exce¢ao para microestacas apicais do clone C26

tratadas com 2000 mg L' de AIB com 81, 3% de raizes observadas no fundo do

tubete (Tabela 1).

Tabela 1 — Sobrevivéncia (SOB) e raizes observadas no fundo do tubete (RFT) de

miniestacas (Mini) e microestacas (Micro) apicais (AP) e intermedidrias
(INT), 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
de Eucalyptus grandis x E. globulus (C26 e C30), em funcdo do
tratamento com AIB (0 e 2000 mg LY.

P . Casa de vegetacao Casa de sombra
Clone Técnica Tipo AIB SOB (%) RFT (%) SOB (%) RFT (%)
AP 0 93,8 Aa 12,5 Aa 84,4 Aa 28,1 Ab
Mini 2000 87,5 Aa 31,3 Aa 87,5 Aa 62,5 Aa
1n1 INT 0 93,8 Aa 9,38 Ba 81,3 Aa 18,8 Bb
Co4 2000 90,6 Aa 0,00 Ba 78,1 Aa 28,8 Ba
AP 0 84,4 Aa 21,9 Aa 78,1 Aa 40,6 Ab
) 2000 84,4 Aa 43,8 Aa 84,4 Aa 59,4 Aa
Micro
INT 0 84,4 Aa 12,5 Ba 78,1 Aa 18,8 Bb
2000 96,9 Aa 12,5 Ba 81,3 Aa 37,5 Ba
AP 0 87,5 Aa 25,0 Aa 68,8 Aa 34,4 Aa
Mini 2000 65,6 Aa 219Aa 62,5 Aa 43,8 Aa
i INT 0 93,8 Aa 28,1 Aa 75,0 Aa 37,5 Aa
Cl6 2000 75,0 Aa 18,8 Aa 56,3 Aa 37,5 Aa
AP 0 78,1 Aa 37,5 Aa 71,9 Aa 53,1 Aa
Mi 2000 93,8 Aa 34,4 Aa 62,5 Aa 53,1 Aa
fero INT 0 93,8 Aa 34,4 Aa 93,8 Aa 46,9 Aa
2000 65,6 Aa 31,3 Aa 65,6 Aa 43,8 Aa
AP 0 87,5 Aa 9,38 Aa 81,3 Aa 62,5 Aa
Min 2000 93,8 Aa 250Aa  938Aa 40,6 Aa
lm INT 0 906Aa  188Aa  719Aa  313Ba
26 2000 93,8 Aa 6,25 Aa 78,1 Aa 25,0 Ba
AP 0 84,4 Aa 25,0 Aa 84,4 Aa 62,5 Aa
) 2000 84,4 Aa 25,0 Aa 78,1 Aa 81,3 Aa
Micro
INT 0 90,6 Aa 15,6 Aa 87,5 Aa 37,5 Ba
2000 90,6 Aa 12,5 Aa 78,1 Aa 31,3 Ba
AP 0 87,5 Aa 6,25 Aa 81,3 Aa 34,4 Aa
Mini 2000 71,9 Ab 15,6 Aa 71,9 Aa 34,4 Aa
lm INT 0 875Aa  625Aa  719Aa 313 Aa
30 2000 78,1 Ab 3,13 Aa 78,1 Aa 18,8 Aa
AP 0 90,6 Aa 21,9 Aa 84,4 Aa 43,8 Aa
2000 78,1 Ab 21,9 Aa 78,1 Aa 34,4 Aa
Micro
INT 0 87,5 Aa 25,0 Aa 87,5 Aa 46,9 Aa
2000 78,1 Ab 9,38 Aa 78,1 Aa 31,3 Aa

Meédias seguidas de uma mesma letra mintiscula, entre tratamentos com AIB e dentro de um mesmo
tipo de estaca, e as seguidas de uma mesma letra maidscula, entre tipos de estaca dentro do mesmo
tratamento com AIB, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Os materiais genéticos, considerados recalcitrantes ao enraizamento,
normalmente necessitam de um periodo maior de permanéncia na casa de vegetacgao,
onde hd maior controle da umidade relativa do ar e temperatura, tendo assim
condi¢des mais favordveis ao enraizamento. Portanto, caso ocorra a transferéncia
antecipada para a casa de sombra de mudas com um sistema radicular insuficiente
para suportar seu crescimento, essas ndo sobrevivem em razdo do menor controle
ambiental nesse local. Rosa (2006) evidenciou esse fato para miniestacas de
Eucalyptus dunni que nao apresentavam sistema radicular completo ao serem
transferidas para a casa de sombra, as quais secavam rapidamente, em razdo das
mudangas nas condi¢des ambientais.

O crescimento a pleno sol € a etapa de formag¢ao da muda, na qual as mudas
ja apresentam sistema radicular bem desenvolvido, ocorrendo a degeneracdo
daquelas estacas com um sistema radicular incompleto. Dessa forma, houve reducdo
na sobrevivéncia das miniestacas e microestacas quando transferidas para a fase de
crescimento em pleno sol, indicando que muitas estacas ainda nao possuiam sistema
radicular adequado que assegurasse o desenvolvimento da muda (Tabela 2).

As miniestacas e microestacas apicais do clone C04 apresentaram percentuais
de enraizamento superiores as intermedidrias. Por outro lado, o enraizamento das
microestacas dos clones C16 e C30 foi superior ao das miniestacas (Tabela 2).

O rejuvenescimento clonal pela micropropagagdo é avaliado principalmente
através dos percentuais de enraizamento das estacas dos materiais genéticos, bem
como pela velocidade do processo de rizogénese. A literatura reporta trabalhos com
Eucalyptus grandis e seus hibridos que demonstraram a superioridade da
microestaquia em relacdo a miniestaquia (XAVIER et al., 2001; TITON et al., 2002).

A provavel explicagdo para a auséncia de diferenca entre a miniestaquia e a
microestaquia para os clones C04 e C26 pode ser devido as minicepas utilizadas
possuirem um grau de juvenilidade suficiente para apresentar bom vigor vegetativo,
refletido diretamente no enraizamento das miniestacas. Por outro lado, € possivel que
o numero de subcultivos, na fase de multiplicagdo in vitro da micropropagagao dos
clones em estudo, ndo tenha sido suficiente para promover rejuvenescimento
significativo dos materiais genéticos de maneira a assegurar um acréscimo maior

para o enraizamento.
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Tabela 2 — Enraizamento (ENR), raizes observadas no fundo do tubete (RFT), nimero de raizes (NR), diametro de colo (DC), altura e peso da matéria seca da parte aérea
(PA) e do sistema radicular (PR) de miniestacas (Mini) e microestacas (Micro) apicais (AP) e intermedidrias (INT), em condi¢des de pleno sol, 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 funcdo do tratamento com regulador de
crescimento AIB (0 e 2000 mg Lh.

Crescimento a pleno sol

Clone AIB Tipo Técnica

ENR (%) RFT (%) NR DC (mm) ALTURA (cm) PA (g) PR (g)

AP Mini 78,1 Aa 46,9 Aa 2,2 Ab 4,2 Ab 10,3 Aa 1,82 Aa 0,73 Aa

0 Micro 84,4 Aa 62,5 Aa 2,6 Aa 5,0 Aa 10,9 Aa 2,08 Aa 0,83 Aa

INT Mini 68,8 Ba 18,8 Ba 1,4 Bb 3,5Bb 5,68 Ba 0,66 Ba 0,55 Ba

o4 Micro 68,8 Ba 34,4 Ba 1,9Ba 4,6 Ba 4,49 Ba 0,69 Ba 0,55 Ba
AP Mini 78,1 Aa 40,6 Aa 1,9 Ab 5,0 Ab 10,3 Aa 2,13 Aa 0,57 Aa

2000 Micro 84,4 Aa 68,8 Aa 2.4 Aa 6,4 Aa 11,7 Aa 2,31 Aa 0,53 Aa

INT Mini 71,9 Ba 18,8 Ba 1,4 Bb 4,6 Bb 5,37 Ba 0,92 Ba 0,18 Ba

Micro 78,1 Ba 37,5 Ba 1,8 Ba 5,1 Ba 5,77 Ba 0,93 Ba 0,25 Ba

AP Mini 65,6 Ab 37,5 Aa 2,5 Aa 6,2 Aa 12,6 Ab 2,73 Aa 0,97 Aa

0 Micro 90,6 Aa 43,8 Aa 3,2 Aa 54 Aa 15,0 Aa 2,96 Aa 0,69 Aa

INT Mini 75,0 Ab 37,5 Aa 1,8 Ba 8,0 Aa 6,39 Bb 1,82 Ba 0,42 Aa

cl6 Micro 90,6 Aa 46,9Aa 2,0 Ba 7,2 Aa 9,36 Ba 2,39 Ba 0,48 Aa
AP Mini 53,1 Ab 53,1 Aa 1,8 Aa 6,2 Aa 12,6 Ab 2,40 Aa 0,33 Aa

2000 Micro 62,5 Aa 56,3 Aa 2,4 Aa 5,4 Aa 14,0 Aa 2,17 Aa 0,57 Aa

INT Mini 46,9 Ab 46,9 Aa 1,4 Ba 49 Aa 6,80 Bb 1,32 Ba 0,45 Aa

Micro 62,5 Aa 50,0 Aa 2,0 Ba 49 Aa 7,80 Ba 0,90 Ba 0,21 Aa

AP Mini 78,1 Aa 81,3 Aa 2,3 Aa 4,5 Aa 12,8 Ab 1,94 Aa 0,96 Aa

0 Micro 87,5 Aa 87,5 Aa 2,2 Aa 5,9 Ab 13,5 Aa 2,66 Aa 0,66 Aa

INT Mini 62,5 Aa 46,9 Ba 1,9 Ba 4,0 Aa 5,95 Bb 1,14 Ba 0,56 Ba

26 Micro 87,5 Aa 46,9 Ba 1,9 Ba 5,1 Ab 7,36 Ba 1,52 Ba 0,23 Ba
AP Mini 87,5 Aa 62,5 Aa 2,7 Aa 5,0 Ab 10,9 Ab 2,42 Aa 0,66 Aa

2000 Micro 75,0 Aa 50,0 Aa 2,2 Aa 5,9 Aa 13,7 Aa 2,15 Aa 0,56 Aa

INT Mini 75,0 Aa 40,6 Ba 1,3 Ba 49 Aa 5,74 Bb 0,59 Ba 0,29 Ba

Micro 68,8 Aa 37,5 Ba 1,5Ba 5,8 Ab 6,05 Ba 0,87 Ba 0,20 Ba

AP Mini 75,0 Ab 34,4 Ab 2,5 Ab 5,6 Aa 11,8 Ab 1,02 Ab 0,43 Ab

0 Micro 81,3 Aa 59,4 Aa 3,4 Aa 7,2 Aa 12,6 Aa 1,89 Aa 0,60 Aa

INT Mini 62,5 Ab 25,0 Ab 2,1 Ab 6,9 Aa 7,18 Bb 1,68 Ab 0,18 Bb

C30 Micro 81,3 Aa 46,8 Aa 3.0 Aa 7,1 Aa 8,66 Ba 1,81 Aa 0,39 Ba
AP Mini 53,1 Ab 34,4 Ab 2,0 Ab 6,9 Aa 11,0 Ab 0,88 Ab 0,35 Ab

2000 Micro 59,4 Aa 59,3 Aa 2,9 Aa 6,2 Aa 13,9 Aa 1,92 Aa 0,54 Aa

INT Mini 46,9 Ab 31,3 Ab 1,1 Ab 6,6 Aa 6,25 Bb 0,89 Ab 0,23 Bb

Micro 59,4 Aa 59,3 Aa 2,8 Aa 5,5 Aa 7,15 Ba 1,68 Aa 0,91 Ba

Médias seguidas de uma mesma letra mindscula entre técnicas de propagacdo (Mini e Micro) e dentro de um mesmo tipo de estaca (apical e intermedidria) e as seguidas de uma letra maitscula entre tipo de estaca
(apical e intermedidria) dentro da mesma técnica de propagagdo (Mini e Micro) ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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A porcentagem de estacas com raizes observadas no fundo do tubete aos 60
dias revelou que as miniestacas € microestacas apicais dos clones C04 e C26
diferiram das intermedidrias com relacdo a esta caracteristica. J4 as microestacas do
clone C30 tiveram maior percentual de raizes observadas no fundo do tubete (Tabela
2). Os percentuais de raizes emitidas no fundo do tubete confirmam a menor
velocidade de enraizamento dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e de
Eucalyptus grandis x E. globulus, comparado aos clones de Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus grandis. Esta observacao ¢ mais destacada para as estacas intermedidrias,
nas quais os percentuais para esta caracteristica foram inferiores a 60%.

Os clones C04 e C30 apresentaram valores superiores quanto ao nimero de
raizes para as microestacas em relacido as miniestacas, variando de 1,6 a 2,9 (Tabela
2). As estacas apicais foram superiores em relacdo as intermedidrias para o clone
C16. Esses resultados provavelmente se devem a aquisi¢do de maior juvenilidade por
parte das microestacas, sendo que para as estacas apicais, além do incremento nos
percentuais de enraizamento com o aumento de juvenilidade dos propagulos, nota-se
maior vigor radicular e conseguinte beneficio no aumento do nimero de raizes
(WENDLING e XAVIER, 2005a).

As estacas apicais, em geral, apresentaram maior predisposi¢do ao
enraizamento em comparagdo as intermedidrias, devido a maior juvenilidade destes
propagulos, havendo a formacdo mais rapida de raizes e de mudas com o sistema
radicular bem mais estruturado, refletindo em maior crescimento tanto em altura
como em didmetro do colo. Essa afirmativa foi confirmada pelos resultados
superiores de didmetro do colo das estacas apicais em relacdo as intermedidrias do
clone C04 e também para a altura das microestacas dos clones C16, C26 ¢ C30
(Tabela 2).

Os resultados para as médias de peso de matéria seca da parte aérea
demonstraram que as microestacas do clone C30, foram superiores em relacdo as
miniestacas. Por outro lado, para o peso da matéria seca de raizes constatou-se que as
estacas apicais foram superiores em relagdo as intermedidrias para os clones CO04,
C26 e C30. As microestacas do clone C30 foram superiores as miniestacas para o
peso da matéria seca de raizes (Tabela 2). Estes resultados provavelmente devem-se
a maior juvenilidade das microestacas promovida pelo rejuvenescimento in vitro,
refletindo em maior vigor das microestacas e aumento direto no peso da matéria seca

(TITON et al., 2002).
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De maneira geral, com relacdo as caracteristicas de nimero de raizes,
diametro do colo, altura e peso da matéria seca das miniestacas e microestacas,
concluiu-se que a aplicagdo de AIB mostrou-se desnecessdria para o clone C16, fato
demonstrado pelos menores percentuais de enraizamento quando houve tratamento
das estacas com 2000 mg L deste regulador de crescimento. Esses resultados sdo
semelhantes aos encontrados por Borges (2009), trabalhando com miniestacas do
mesmo clone tratadas com 2000 mg L™ de AIB, o qual obteve melhores resultados
quando nao se utilizou o regulador de crescimento.

A diversidade de resposta dos clones em relacdo a utilizagdo de AIB pode
estar associada a condi¢des de maturacdo do material, diferencas do material
genético e condi¢cdes ambientais, entre outros fatores (TITON et al., 2002).

Dentre as auxinas, o AIB tem apresentado maior efici€éncia no enraizamento
de estacas de Eucalyptus (XAVIER et al., 2009). No entanto, a utilizacdo do
regulador de crescimento bem como as concentracdes Otimas a serem utilizadas €
especifica a cada situagdo. Alguns trabalhos apresentam que a utilizacdo de AIB no
enraizamento de miniestacas nao tem mostrado efeitos significativos para espécies de
Eucalyptus e seus hibridos (XAVIER et al., 2001; SOUZA JUNIOR e WENDLING,
2003; WENDLING e XAVIER, 2005b).

Por outro lado, Almeida et al. (2007) constatou maior percentual de
enraizamento de miniestacas em concentragdes mais elevadas de AIB para clones de
Eucalyptus cloeziana com menor capacidade de enraizamento, indicando que a
aplicagdo de AIB promove estimulo a rizogénese. Resultados também favoraveis a
aplicacdo de AIB foram encontrados por Brondani (2008), no enraizamento de
miniestacas de clones de Eucalyptus benthamii X E. dunnii.

As miniestacas e microestacas apicais apresentaram de modo geral melhores
resultados que as intermedidrias. Segundo Xavier et al. (2009), a estaca apical possui
grau de maturacdo fisioldgica e de lignificacdo menor do que a intermedidria,
portanto sendo mais propensa a formacgao de raizes. Acrescenta-se que as auxinas siao
sintetizadas principalmente em regides de crescimento ativo, como gemas terminais e
primoérdios foliares, o que contribuiria para a elevacdo dos niveis endogenos desse
fitorregulador nas estacas apicais, refletindo em maior potencial de enraizamento
(BORGES, 2009).

Em termos gerais, a maioria dos valores obtidos para o clone C30 foi superior

na microestaquia. Os resultados indicaram a maior habilidade de enraizamento das
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microestacas em relacdo as miniestacas. Fato constatado através dos maiores
percentuais de enraizamento, estacas com raizes observadas no fundo do tubete,
numero de raizes, altura e peso da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular.
Esta evidéncia pressupde uma maior dificuldade de propagacdo do clone C30 por
meio da miniestaquia, sendo esta a provavel explicacdo para as maiores diferencas
observada entre o enraizamento de microestacas e miniestacas desse clone.

A aplicabilidade da micropropagacdo para as espécies de Eucalyptus e seus
hibridos, principalmente aquelas com maior dificuldade de enraizamento, estd no
fato do rejuvenescimento obtido por esta técnica possibilitar a elevacdo dos indices e
a qualidade do enraizamento destes materiais genéticos.

De acordo com Xavier et al. (2009), resultados satisfatérios para o
enraizamento via microestaquia de FEucalyptus tem sido obtidos apds 10 e 12
subcultivos pela micropropagacdo para clones de Eucalyptus urophylla, Eucalyptus
grandis e seus hibridos. No entanto, para os clones hibridos Eucalyptus globulus
avaliados no presente estudo, cujos nimeros de subcultivos in vitro variaram de 14 a
18, ndo se observou diferenca destacada entre a miniestaquia e a microestaquia.

Entretanto, as respostas intrinsecas de cada material genético a propagacao
vegetativa podem ndo refletir de maneira idéntica o rejuvenescimento promovido
pela micropropagacao. Segundo Mankessi et al. (2009) flutuagdes na capacidade
rizogénica € capaz de ocorrer mesmo entre gendtipos estreitamente aparentados, de
acordo com um determinismo enddgeno. A variabilidade na rizogénese entre os
genotipos sdo intrinsecamente relacionados a ritmos enddgenos da planta e ndo por
meio de um controle genético (McCOWN, 2000). Portanto, a interagdo entre
citocinina e auxina na etapa de multiplicagdo in vitro e suas respectivas
concentracoes atuam em diferentes niveis enddgenos afetando diversas rotas
metabolicas, explicando assim as diferencas encontradas para os materiais genéticos

estudados quanto ao rejuvenescimento promovido pela micropropagacgio.

3.2. Velocidade de enraizamento de miniestacas e microestacas

De acordo com a distribuicio dos dados de porcentagem de estacas com
algum grau de modificagdo, o modelo que melhor representou a distribui¢ao dos
dados foi do tipo Y = (a+bT)/(1+cT+dT2) (Figura 1), em que Y = porcentual de

miniestacas modificadas e T = nimero de dias apds o estaqueamento. As curvas
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ajustadas para os clones permitiram distinguir respostas variadas quanto a velocidade
de enraizamento, tanto na miniestaquia como na microestaquia (Figura 1). As
avaliacoes demonstraram que os clones C04 e C30 quando propagados via
miniestaquia, comparativamente a microestaquia, necessitaram de maior nimero de

dias para atingir maior porcentagem de miniestacas com a base modificada.

YCO4 = (34835 + 0.8639°T (1 - 0,0995T 4 0.0029°T2) R =0.99 YCO4 = (-3,8112 + 0,8285*T)/ (1 - 0,1 142T + 0,0036*T?) R*=0,99
YC16 = (-10196 + 1,1428*T)/ (1 - 0,1073*T + 0,0036*T?)  R?=0,99 YCI6.= (14688 + 1,3506*T)/ (1 - 0,103*T + 0,0037*T%)  R?=099
YC26 = (-0.8631 + 1,3743*T)/ (1 - 0,1032*T + 0,0035*T?)  R?=0,99 YC26.=(-1,409 + 1,5235°T)/ (1 - 0,1098*T + 0.004*T%)  R?=0,99
YC30 = (-2,2033 + 0,6518*T)/ (1 - 0,092+T + 0,0024*T?)  R?=0,99 YC30=(-6,1199 + 1,6396*T)/ (1 - 0,11*T + 0,0039*T?)  R*=0,98
100 A 100 1
S 80 1 ® 80 1
= -
N
S 60 é 60 -
& 40 B 40 1
20 A 20 A
0 0
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Dias ap6s o estaqueamento Dias apds o estaqueamento
--------- C04 - -----Cl6 ———-C26 C30 s C04 === ClI6 ———-C26 C30

Figura 1 - Porcentagem de miniestacas (A) e microestacas (B) modificadas (PMM),
em dois clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C04 e C16) e dois
de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C26 e C30), em fun¢do do tempo
apos o estaqueamento.

Com relacdo aos dados de enraizamento (Figura 2) e porcentagem de

miniestacas € microestacas com raizes maiores que 10 cm (Figura 3), o modelo

logistico apresentou o melhor ajuste para os quatro clones hibridos de Eucalyptus

globulus.
YCO04 = 54,1312/(1 - 10477 ¢ 096%T)  R2=0,99 YCO4 = 66,5321/(1 - 43305 e 07035T)  R2=0,99
YC16 = 65,0310/(1 - 155,52 ¢ 0251T)  R2=0,98 YC16 = 58,6702/(1 - 41321 e 04733T)  R2=0,99
YC26 = 51,4620/(1 - 14524 ¢ 06224T)  R2=(,99 YC26 = 60,3818/(1 - 11725  08916T)  R2=0,99
80 - YC30=32,2545/(1 + 91369 e 0953T)  R2=0,99 80 - YC30=550698/(1 - 24017 ¢ 079T)  R2=0,99
704 A 70 A
R 60 1 R 60 A
3 50 A ~ 50
= =
= 40 S 40 1
=¥
30 - A« 30 A
20 A 20 -
10 . 10 -
0 =g 0 . > : . )
0 7 14 21 28 35 0 7 14 21 28 35
Dias apds o estaqueamento Dias apds o estaqueamento
--------- co4 -------Cl6 ———-C26 C30 ceeeeee- C04 -------Cl6 ———-C26 C30

Figura 2 - Porcentagem de miniestacas (A) e microestacas (B) enraizadas (PME),
em dois clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus (CO4 e C16) e dois
de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C26 e C30), em funcio do tempo
apds o estaqueamento.
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YCO04 = 10,3932/(1 - 28288 ¢ 0-4473T)  R2=99,98 YC04 = 32,5241/(1 - 26364 ¢ 0:93T)  R2=(,99

YC16 =51,0025/(1 - 32663 ¢ *-8398T)y  R2=99,99 YC16 = 38,4978/(1 - 51187 e 0:6817T)  R2=(,99
YC26 = 10,3932/(1 - 28288 ¢ :4473T)  R2=99 .98 YC26 = 22,8822/(1 - 23861 e 08813T) 2=0,99
YC30 = 16,7706/(1 - 23391 ¢ 085%T) 2=99,95 60 YC30 =17,4018/(1 - 93428 ¢ 0:5403T)  R2=0,96
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Figura 3 - Porcentagem de miniestacas (A) e microestacas (B) com raizes maiores
que 10 cm (PMMI10), em dois clones de Eucalyptus urophylla x E.
globulus (C04 e C16) e dois de Eucalyptus urophylla x E. globulus (C26
e C30), em funcao do tempo apds o estaqueamento.

As peculiaridades quanto a velocidade de enraizamento também foram
observadas em relagdo a porcentagem de miniestacas e microestacas enraizadas. O
clone C16 apresentou a mais rdpida e maior porcentagem de enraizamento das
miniestacas aos 35 dias (Figura 2A), tendo em torno de 10% das miniestacas
enraizadas, aos 14 dias e aos 35 dias cerca de 62%. Resultado diferente ao
encontrado por Goulart (2007) a qual observou que a formagdo enddgena de
primoérdios radiculares e a formacdo de calos em miniestacas apicais de Eucalyptus
grandis x E. urophylla, foram observadas com até 12 dias de idade.

Os resultados referentes a microestaquia diferiram da miniestaquia, sendo
observados maiores percentuais de enraizamento para todos os clones, com excecao
para o clone C16. O clone C04 apresentou para as microestacas, o0 maior PME com
66,5%, sendo acompanhado pelos clones C26 e Cl16 com 60% e 55% de
enraizamento, respectivamente (Figura 2B).

Os clones propagados por meio da miniestaquia tiveram um baixo percentual
de miniestacas com raizes com tamanho superior a 10 cm, exceto o clone C16 que
apresentou 51% das miniestacas com raizes maiores que 10 cm, aos 35 dias apds o
estaqueamento (Figura 4). Ja os clones C04 e C26 apresentaram baixos percentuais
(10%) de miniestacas com raizes maiores que 10 cm (Figura 3).

A diferenca mais acentuada foi observada para o clone C30, em relacdo a
miniestaquia para a microestaquia. A partir do 14° dia j4 se constatava a presenca de

raizes adventicias em algumas microestacas, enquanto nas miniestacas havia apenas
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um calejamento em sua base (Figura 4). O resultado encontrado é semelhante ao
encontrado no experimento de enraizamento de miniestacas € microestacas em
relacdo a utilizagdo do regulador de crescimento AIB, no qual observou um maior
percentual de enraizamento das microestacas (Tabela 2). Este resultado em parte é
explicado pelo rejuvenescimento e, ou, revigoramento promovido pela

micropropagacao.

7 14 21 28 35 7 14 21 28 35

Dias em casa de vegetacio Dias em casa de vegetacio

Figura 4 — Velocidade de enraizamento de microestacas (A) e miniestacas (B)
apicais do clone de Eucalyptus grandis x E. globulus (C30) no decorrer
de 35 dias de permanéncia em casa de vegetacdo. Barra =2 cm.

Com base nas observagdes feitas na avaliagdo, as microestacas apresentaram
menor oxidacdo da base das estacas bem como baixo percentual de calejamento
sendo constatada a emergéncia da maioria das raizes diretamente das estacas, sem a
formacdo de calo. Estas evidéncias poderiam ser decorrentes do maior vigor
vegetativo por parte das microestacas, explicando, assim, a melhor resposta ao
enraizamento observado para os propdgulos oriundos da microestaquia.

A rizogé€nese em estacas apresenta diversas respostas em funcio da interacao
de varios fatores, como o material genético (WENDLING et al., 2000; TITON et al.,
2002; WENDLING e XAVIER, 2005b), aplicacio de regulador de crescimento
(ALMEIDA et al., 2007), época do ano, temperatura, luminosidade, fotoperiodo,
juvenilidade (ZUFFELLATO-RIBAS e RODRIGUES, 2001; ASSIS e MAFIA,
2007; ALFENAS et al., 2009), dentre outros.

O material genético afeta diretamente a capacidade e a velocidade de

enraizamento das estacas. Mankessi et al. (2009) avaliando o enraizamento in vitro
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de dois clones meio irmaos hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla,
com a mesma idade, constataram acentuadas diferencas ma capacidade de
enraizamento. Portanto, o Eucalyptus globulus e seus hibridos, considerados
recalcitrantes ao enraizamento, necessitam de um tempo maior para a formagao de
raizes, em comparagdo aos hibridos de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis,
justificando assim a permanéncia das miniestacas na casa de vegetacdo por um
periodo de tempo maior.

Entretanto, apesar de um aumento no periodo de permanéncia em casa de
vegetacdo implicar diretamente no aumento nos percentuais de enraizamento de
clones com maior dificuldade de enraizamento, haverd aumento do periodo para
obtencdo de uma muda com qualidade suficiente para plantio, em comparacdo as
mudas de clones de Eucalyptus urophylla, Eucalyptus grandis e seus hibridos.
Portanto, a microestaquia justifica-se em virtude da maior velocidade de
enraizamento observada para as microestacas, obtendo-se ganhos em produtividade e
reducgdo nos custos de produgdo.

Desta forma, o conhecimento da velocidade do enraizamento das miniestacas
e microestacas viabiliza a otimizacdo do uso das estruturas de propagagdo, visto estas
serem retiradas no momento mais adequado. Contudo, estudos como este devem ser
realizados, avaliando-se o estaqueamento em diferentes épocas do ano uma vez que
os fatores climdticos tém influéncia direta no processo rizogé€nico, podendo ocorrer

variacdes em relacdo ao enraizamento.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que:

1) O regulador de crescimento (AIB) ndo proporcionou efeito relevante para o
enraizamento das miniestacas e microestacas.

2) De forma geral, as estacas apicais foram superiores em relacdo as
intermedidrias, apresentando maior predisposicao ao enraizamento.

3) Nao foi observada superioridade expressiva da microestaquia em relagdo a
miniestaquia para as caracteristicas avaliadas.

4) As avaliacdes de velocidade de enraizamento das microestacas e

miniestacas indicaram diferencas entre os clones quanto ao processo rizogénico.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos para os clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus

e de Eucalyptus grandis x E. globulus permitem concluir:

1y

2)

O meio de cultura MS apresentou resultados satisfatérios na fase de
multiplicacdo in vitro, no entanto, houve uma varia¢do dos clones na taxa de
multiplicagc@o ao longo dos subcultivos. Na fase de alongamento in vitro, os
meios de cultura MS e JADS favoreceram o alongamento das gemas, bem
como o regulador de crescimento AIB. De modo geral, as concentragdes
entre 0,25 e 1,00 mg L' de AIB foram favordveis para a obtencdo de maior

nimero e comprimento de gemas alongadas.

No enraizamento, os clones apresentaram respostas diferenciadas quanto a
miniestaquia e microestaquia. O tratamento das estacas com AIB, ndo
resultou em incremento nos percentuais de enraizamento. Por outro lado, as
estacas apicais mostraram mais responsivas quanto ao enraizamento. A
velocidade do processo rizogénico de miniestacas e microestacas diferiu
entre os materiais genéticos. De modo geral, ndo foi observada
superioridade expressiva da microestaquia em relagdao a miniestaquia para as

caracteristicas avaliadas.

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a metodologia ajustada no

presente estudo, quanto a micropropagacao, foi eficiente para atender aos objetivos

propostos para as fases de multiplicacdo e alongamento in vitro. Pode-se concluir,

também, que o nimero de subcultivos durante a micropropagacao niao foi suficiente

para promover um adequado rejuvenescimento dos clones, pela constatacdo dos

resultados obtidos para a microestaquia e miniestaquia.
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