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RESUMO

GOULART, Patricia Bueno, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de 2006.
Influéncia do acondicionamento, antioxidantes, auxinas e seus cofatores no
enraizamento de miniestacas de clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.
Orientador: Aloisio Xavier. Co-Orientadores: Jos¢é Maria Moreira Dias e Wagner
Campos Otoni.

O presente trabalho teve como objetivos a avaliagdo da influéncia do
acondicionamento, antioxidantes, auxinas e seus cofatores no enraizamento adventicio, bem
como o padrido da rizogénese de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla. Foram utilizadas miniestacas de quatro clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla coletadas em minijardim clonal, conduzido em sistema de hidroponia em canaletas.
Verificou-se, quanto as caracteristicas avaliadas, que os clones responderam mais
eficientemente as aplicacdes do regulador de crescimento AIB do que as aplicagdes de ANA,
sendo que as doses entre 500 a 2000 mg L' de AIB mostraram-se mais eficientes para os
clones estudados. Quanto a utilizacdo dos cofatores associados ao AIB, no tratamento das
miniestacas, observou-se que o acido clorogénico e a hidroquinona melhoraram os indices de
enraizamento e de sobrevivéncia dos trés clones; a fenilalanina e o floroglucinol melhoraram
os referidos indices em dois clones; somente o acido cafeico, o triptofano e, principalmente, a
prolina melhoraram essas respostas em todos os clones estudados. As respostas dos clones em
relacdo a aplicagdo dos antioxidantes foram variadas, aonde os melhores indices de
enraizamento ¢ de sobrevivéncia das plantas foram obtidos com a utilizacdo do acido
ascorbico e do carvao ativado para apenas um clone, no entanto o PVP mostrou-se eficiente
em todos os clones avaliados. A melhor estratégia foi o plantio das miniestacas logo apos a
coleta no minijardim clonal, por proporcionar os melhores indices de enraizamento e
sobrevivéncia para os quatro clones, sendo observado efeito negativo do armazenamento dos
propagulos, mesmo quando realizado por curto periodo de tempo. Quanto ao modo de
acondicionamento das miniestacas verificou-se que os melhores resultados foram obtidos com
o acondicionamento das miniestacas em posicdo vertical na vermiculita, podendo ser
associado com PVP, em func¢do do clone. Os resultados obtidos permitiram concluir que as
respostas dos clones em relagdo a utilizagdo de reguladores de crescimento, cofatores e
antioxidantes foram diferenciadas quanto ao enraizamento e sobrevivéncia das plantas devido
as diferencas genotipicas dos materiais estudados. Quanto ao conhecimento do padrdo da
rizogénese das miniestacas dos clones estudados foi observada a origem endogena de
primoérdios radiculares, a proliferacdo e a formagdo de uma massa de células desorganizadas
(calos) em miniestacas com até 12 dias de idade, sendo que um clone destacou-se dos demais

por apresentar primordios radiculares a partir de 8 dias apds o plantio das miniestacas.
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ABSTRACT

GOULART, Patricia Bueno, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December 2006.
Influence of conditioning, antioxidants, auxins and their cofactors on the rooting of
minicuttings of Eucalyptus grandis x E. urophylla clones. Adviser: Aloisio Xavier.
Co-Advisers: José Maria Moreira Dias and Wagner Campos Otoni.

The purpose of this study was to evaluate the influence of storage, antioxidants, auxins
and their cofactors on the resulting rooting, as well as rooting rhizogenesis patterns in
minicuttings of four Eucalyptus grandis x E. urophylla clones. The samples were collected
from a clonal hydroponic minigarden. Regarding the evaluated characteristics, it was
observed that the clones responded more effectively to the applications of IBA growth
regulator than to the ANA applications, with the IBA doses ranging from 500 and
2,000 mg L' being more effective on the examined clones. As for the treatment of the
minicuttings using cofactors associated to IBA, it was observed that chlorogenic acid and
hydroquinone improved the rooting and survival indices in three clones; phenylalanine and
phloroglucinol improved said indices in two of the clones; while only caffeic acid,
tryptophane and especially proline improved these responses in all examined clones. The
responses to the application of antioxidants varied: the best plant rooting and survival indices
were obtained with the use of ascorbic acid and activated carbon with only one clone; whereas
PVP showed to be effective with all the examined clones. The best technique was to plant the
minicuttings immediately upon their harvest from a clonal minigarden, since it provided the
best rooting and survival indices with all four clones, and avoided a negative impact on the
propagators due to storage, even when stored for only a short period of time. As for the means
used to store the minicuttings, it was observed that the best results were obtained by
conditioning the minicuttings in a vertical position with a composite of vermiculite and PVP,
possibly due to the specific use of PVP with certain types of clone. The obtained results allow
the conclusion that there’s a strong correlation between the genotypic differences of the
analyzed materials and the plants rooting and their survival success as a response to the use of
growth regulators, cofactors and antioxidants on different clones. Thanks to this study new
information was brought about regarding the rhizogenesis patterns of minicuttings of the
examined clones. It was observed the presence of an endogenous origin of the root primordia
as well as the formation and proliferation of a disorganized mass of cells (calli) in
minicuttings of up to 12 days old, with one H1 clone standing out from the others for having

presented root primordia on or after the eighth day after the minicuttings were planted.
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1. INTRODUCAO GERAL

A propagagdo clonal do género Eucalyptus ¢ amplamente utilizada em diversas
empresas florestais, por possibilitar a obtengdo de maior produtividade e uniformidade dos
plantios e adaptacdo de clones especificos para determinadas localidades, além da
maximizagdo da producdo de madeira, em comparagdo com plantios originarios de sementes
(ASSIS, 1996; COMERIO et al., 1996; XAVIER e COMERIO, 1996; XAVIER, 2002).

Historicamente, a propagacao clonal de esséncias florestais ¢ utilizada h4d muitos anos
e, segundo a literatura, a estaquia ¢ utilizada pelos japoneses em Cryptomeria japonica e
pelos chineses em Cunnimghamia lanceolata, ha muitos séculos (BONGA e VON
ADERKAS, 1992).

No Brasil, registros apontam que a clonagem de Eucalyptus impulsionou-se a partir de
1970, dada a necessidade de formacdo de florestas produtivas em dreas em que estas
apresentavam restrigdes, quando originadas a partir de sementes. Os primeiros estudos
utilizando brotacdes de arvores adultas iniciaram-se com Poggiani e Suiter Filho, em 1974.
Porém, a produg¢do massal de plantas clonais iniciou-se na regido litoranea do Espirito Santo
em 1979, estendendo-se, posteriormente, a outras regides do Brasil (CAMPINHOS e
IKEMORI, 1983).

Nos ultimos anos, foram desenvolvidas metodologias de propagacdo vegetativa de
Eucalyptus que aperfeigoaram a técnica de estaquia, denominadas miniestaquia e
microestaquia, as quais proporcionaram a minimiza¢ao de algumas dificuldades no processo
de producdo de plantas de certos clones e espécies, principalmente no que se refere ao
material adulto, variagdo entre clones, fatores relacionados ao enraizamento e
desenvolvimento da futura arvore (TITON, 2001; XAVIER, 2002).

Apesar, no entanto, da evolu¢do das pesquisas visando a maximizacdo do

enraizamento de Eucalyptus, pouco se conhece sobre os fundamentos biologicos da formagao



de raizes adventicias e o papel de substancias promotoras e cofatores (como aminoacidos,
proteinas, vitaminas, carboidratos, mono e difendis) do processo de enraizamento adventicio.

Na propagacdo vegetativa por enraizamento de estacas, o sistema radicular ¢
denominado adventicio, pois a raiz formada a partir da estaca foi induzida em um local
diferente daquele onde normalmente se formaria e desenvolveria uma raiz. Essa raiz pode ser
originada de uma raiz pré-formada ou de outras raizes iniciais latentes e através da indugdo da
raiz por meio do preparo de uma estaca (XAVIER, 2002). No caso da raiz adventicia, esta
pode ser originada de células parenquimaticas vivas, calos, cambio, raio vascular ou medular,
floema, cortex, lenticelas ou canais resiniferos (APPEZZATO-DA-GLORIA et al., 2003),
sendo que a formacao do sistema radicular pode ser direta ou indireta (formacdo de calo antes
do desenvolvimento do sistema radicular).

Segundo HARTMANN et al. (2002), durante o processo de enraizamento de estacas
ocorrem algumas fases como desdiferenciagdo celular, aquisi¢do de competéncia,
determinagdo, diferenciacdo e crescimento radicular. A desdiferenciacdo ¢ a capacidade de
células diferenciadas entrarem em divisdo celular e formarem um novo ponto meristematico
de crescimento. A competéncia celular é a capacidade de células reagirem a sinais (que
podem ser reguladores de crescimento) especificos de desenvolvimento. Essa capacidade da
célula pode ocorrer por ativagdo (mudanga na competéncia envolvendo a rediferenciacao de
determinadas células) e por inducdo (iniciagdo de uma resposta particular de diferenciacio a
partir da desdiferenciacdo celular). J4 a determinacdo celular diz respeito a uma canalizagdo
progressiva no desenvolvimento, que, segundo CHRISTIANSON e WARNICK (1985), pode
ser definida como o processo pelo qual o potencial de desenvolvimento de uma célula
torna-se limitado a uma rota especifica.

Muitos fatores podem afetar a rizogé€nese através da propagacdo de plantas por meio
da estaquia, como genoétipo, idade da planta-matriz, estddio de maturagdo do ramo, posi¢ao do
ramo em que se extrai a estaca, modo de preparacao da estaca, época do ano, horério do dia
em que se coletam os ramos na planta-matriz, estado nutricional da planta-matriz e ambiente
de enraizamento. Além desses fatores, a umidade, temperatura, luz, composi¢ao fisica e
quimica do substrato e estresses ambientais constituem também condi¢des importantes a
serem observadas na rizogénese (KRAMER ¢ KOZLOWSKI, 1972; HIGASHI et al., 2000;
HARTMANN et al., 2002).

Os reguladores de crescimento mais conhecidos e de interesse na propagacdo de
plantas sdo as auxinas, citocininas, giberilinas, acido abscisico e o etileno. Em determinadas

situagodes, a aplicacao de algumas dessas substancias pode promover ou inibir a iniciagao de



raizes adventicias, dependendo da espécie, do clone, do estado de maturagdo, do tipo de
material e da época do ano, entre outros fatores (HACKETT, 1987; HARTMANN et al.,
2002; XAVIER, 2002).

As auxinas s3o substancias envolvidas em varias atividades da planta, como formacao
de raizes adventicias, ativagao das células cambiais, inibicao de brotagdes laterais, visando a
dominancia apical e abscisdo de folhas e frutos. Segundo THOMPSON (1992) e
HARTMANN et al. (2002), as auxinas sao de maior interesse no enraizamento de estacas,
sendo sintetizadas principalmente em regides de crescimento ativo como meristema apical,
gemas axilares e folhas jovens, sendo translocadas para diferentes orgdos. As auxinas,
normalmente, sdo consideradas as principais substiancias indutoras do enraizamento
adventicio. Em alguns casos, por exemplo, em leguminosas de ciclo curto, o etileno tem se
mostrado o principal indutor do enraizamento adventicio. Ja as substancias polifendlicas e o
acido abscisico sdo considerados inibidores do referido processo (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Sao classificados como auxinas o acido indolacético (AIA), o acido indolbutirico
(AIB), o acido naftalenoacético (ANA), o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido
2,4,5-triclorofenoxiacético (2,4,5-T). Desse grupo, o AIA e o AIB ocorrem naturalmente nas
plantas; ja o ANA e o 2,4-D sdo produzidos sinteticamente. Alguns fisiologistas classificam
as poliaminas, alguns complexos oligossacarideos e o inositol trifosfato como sendo
reguladores de crescimento de ocorréncia natural nas plantas (HARTMANN et al., 2002).

Os monofendis e, especialmente, os difenois (como acido cafeico, acido clorogénico,
acido cumarico, catecol, fenilalanina, floroglucinol, hidroquinona, prolina e triptofano) atuam
como cofatores de enraizamento, aumentando o espectro de acdo das auxinas, ou seja, sao
substancias sinergisticas das auxinas'. Assim, o cofator auxilia o fator (auxina) na promogéo
do processo de enraizamento adventicio.

Ja o efeito de substancias antioxidantes consiste na inativa¢dao dos radicais livres, na
complexacdo de ions metabolicos ou na reducdo dos perdxidos para produtos incapazes de
formar radicais livres com potencial de se oxidar (ARAUJO, 1985). Dentre as substancias
com efeito antioxidante, podem-se citar o acido ascorbico, acido citrico, polivinilpirrolidona
(PVP), carvao ativado, L-cisteina, ditiotreitol, tiuréia, agua de coco e albumina de soro
bovino. Essas substancias podem atuar de modo a inibir a sintese ou acao de enzimas ligadas
a oxidago dos polifendis ou agir como adsorventes destas substincias (ARAUJO, 1985;

TAIZ e ZEIGER, 2004).

! Comunicagio pessoal do Professor José Maria Moreira Dias (DFT/UFV).



O carvao ativado e o PVP sdo considerados compostos adsorventes, sendo que o
primeiro age promovendo adsor¢do dos exsudatos liberados pelo explante, os quais provocam
a oxidacdo; além de possuir as propriedades de adsorver e reduzir a disponibilidade de auxina
exdgena no meio de cultura, afetando negativamente o processo de rizogénese (TAIZ e
ZEIGER, 2004). Ja o PVP reage com os compostos oxidantes e, de acordo com CORDEIRO
(2002), seu efeito principal no meio de cultura esta relacionado com a capacidade de inibir a
liberagdo de compostos fendlicos. Os acidos citrico e ascorbico reagem com os metais
presentes no meio de cultura, evitando que fiquem disponiveis para se oxidarem (ARAUJO,
1985; TAIZ e ZEIGER, 2004).

Diante da atual importancia da propagagao clonal de Eucalyptus, tem sido incentivado
o desenvolvimento de pesquisas que busquem avaliar o efeito de reguladores de crescimento
(AIB e ANA), cofatores (floroglucinol, 4cido cafeico, acido clorogénico, hidroquinona,
fenilalanina, prolina e triptofano) e antioxidantes (PVP, 4cido ascorbico e carvao ativado) no
enraizamento de miniestacas de clones Eucalyptus, bem como os fundamentos bioldgicos da
formacao de raizes adventicias.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivos avaliar a influéncia do
acondicionamento, antioxidantes, auxinas e seus cofatores no enraizamento adventicio € o

padrdo da rizogénese de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

2. REFERENCIAS

APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; CARMELLO-GUERREIRO, S. M. (Eds.). Anatomia
vegetal. Vigosa, MG: Editora UFV, 2003. 438 p.

ARAUJO, JM.A. Quimica de alimentos: teoria e prética.Vigosa, MG: Editora UFV, 1985.
355 p.

ASSIS, T. F. Melhoramento genético de eucalipto. Informe Agropecuario, v. 18, n. 185,
p- 32-51, 1996.

BONGA, J. M.; VON ADERKAS, P. In vitro culture of trees. Netherlands: Kluwer
Academic Publishers, 1992. 236 p.

CAMPINHOS, E.; IKEMORI, Y. I. Producio de propagulos vegetativos (por
enraizamento de estacas) de Eucalyptus spp. em viveiro. Aracruz, ES: Aracruz Florestal
S.A., 1983. 16 p.



CHRISTIANSON, M. L.; WARNICK, D. A. Temporal requirement for phytohormone
balance in the control of organogenesis in vitro. Dev. Biol. v. 112, p. 494-497, 1985.

COMERIO, J.; XAVIER, A.; IANNELLI, C. M. Microestaquia: um novo sistema de
producdo de mudas de Eucalyptus na Champion. In: ENCONTRO TECNICO FLORESTAL,
7., 1996, Belo Horizonte. Anais... Piracicaba, SP: ABRACAVE, 1996. 6 p.

CORDEIRO, I. M. C. C. Respostas morfogenéticas in vitro de parica (Schizolobium
amazonicum Huber, ex Ducke). Belém, PA: Faculdade de Ciéncias Agrarias do Para, 2002.
65 f. Disserta¢ao (Mestrado).

HACKETT, W. P. Donor plant maturation and adventitious root formation. In: DAVIES, T.
D.; HAISSIG, B. E.; SANKHLA, N. Adventitious root formation in cuttings. Portland:
Dioscorides Press, 1987. p. 11-28.

HARTMANN, H. T.; KESTER, D. E.; DAVIES JUNIOR, F. T.; GENEVE, R. L. Plant
propagation: principles and practices. 7. ed. New Jersey: Prentice-Hall, 2002. 880 p.

HIGASHI, E. N.; SILVEIRA, R. L. A.; GONCALVES, A. N. Propagacio vegetativa de
Eucalyptus: principios basicos e a sua evolucio no Brasil. Piracicaba, SP: IPEF, 2000.
11 p. (Circular Técnica, 192).

KRAMER, P. J.; KOZLOWSKI, T. T. Fisiologia das arvores. Lisboa: Calouste Gulbenkian,
1972. 745 p.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. Porto Alegre: Artmed, 2004. 719 p. (Tradugao).

THOMPSON, D. G. Current state-of-the-art of rooting cuttings and a view to the future. In:
SYMPOSIUM IN IUFRO’S CENTENNIAL YEAR - MASS PRODUCTION
TECHNOLOGY FOR GENETICALLY IMPROVED FAST GROWING FOREST TREE
SPECIES, 1992, Bordeaux. Syntheses...Paris: AFOCEL, IUFRO, 1992. p. 159-172.
(Colloque Afocel — IUFRO).

TITON, M. Propagacio clonal de Eucalyptus grandis por miniestaquia e microestaquia.
Vigosa, MG: UFV, 2001, 65 f. Disserta¢ao (Mestrado em Ciéncia Florestal).

XAVIER, A COM]fZRIO, J. Microestaquia: uma maximizacdo da micropropagagdo de
Eucalyptus. Revista Arvore, v. 20, n. 1, p. 09-16, 1996.

XAVIER, A. Silvicultura clonal I: Principios e técnicas de propagacdo vegetativa. Vigosa,
MG: Editora UFV, 2002. 64p. (Caderno Didatico, 92).



EFEITO DOS REGULADORES DE CRESCIMENTO AIB E ANA NO
ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS DE CLONES DE Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia dos reguladores de
crescimento AIB ¢ ANA no enraizamento de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla. As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal conduzido em
sistema de hidroponia em canaletas. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao
acaso, em arranjo fatorial 2 x 5 x 4, constituido de dois reguladores de crescimento (AIB e
ANA), cinco doses de AIB e ANA e quatro clones, em quatro repeti¢des e parcelas compostas
de 16 plantas/repeticdo. Foram realizadas avaliagdes em casa de vegetagdo, casa de sombra e
pleno sol, quanto ao porcentual de sobrevivéncia, altura, didmetro de colo ¢ massa seca da
parte aérea e radicular das miniestacas enraizadas. Conclui-se que a utilizagdo do AIB nas
doses entre 500 e 2.000 mg L™ mostrou-se mais eficiente do que 0 ANA para os quatro clones

estudados.

Palavras-chave: Miniestaquia, estaquia, propagacao vegetativa e silvicultura clonal.

EFFECT OF THE GROWTH REGULATORS IBA AND ANA ON THE ROOTING
OF MINICUTTINGS OF Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla CLONES

ABSTRACT - The objective of the present work was to evaluate the efficiency of the growth
regulators IBA and ANA on the rooting of minicuttings of four clones of Eucalyptus
grandis x E. urophylla. The minicuttings were collected in a clonal minigarden carried on in a
hydroponic system in small gutters. The experimental design used was of random plots, in a
factorial arrangement 2 x 5 x 4, constituted of two growth regulators (IBA and ANA), five
doses of each growth regulators and four clones, in four repetitions and plots of 16 plants per
repetition. The evaluations were carried out in a greenhouse, a shade house and in the open
sun for the survival rate, height, stem diameter and dry mass of the aerial and root parts of the
rooted minicuttings. It was concluded that the use of IBA in doses between 500 and

2,000 mg L' showed to be more efficient than the ANA for the four clones studied.

Keywords: Minicutting, stem-cutting rooting, vegetative propagation and clonal silviculture.



1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, notou-se grande evolucdo das pesquisas visando & maximizacdo do
enraizamento de estacas de clones de Eucalyptus, onde se perceberam avangos consideraveis
nas técnicas de miniestaquia e microestaquia. No entanto, fundamentos biologicos da
formacao de raizes adventicias e o papel de substincias promotoras e cofatores no processo de
enraizamento t€m atraido ndo apenas a atencdo dos pesquisadores, sendo também de interesse
das empresas florestais no processo de produgdo comercial de plantas clonais.

A habilidade de enraizamento difere consideravelmente entre as espécies florestais,
podendo ser classificadas em espécies de facil propagacao, espécies com respostas crescentes
ao enraizamento, quando sdo proporcionadas condi¢cdes adequadas de controle ambiental e
manejo da fonte de propagulo vegetativo; e aquelas espécies com resposta pequena ou
nenhuma aos estimulos para enraizamento (XAVIER, 2002). Para o género Eucalyptus e entre
os clones de uma mesma espécie, varias mudancas podem ser observadas, quanto ao
porcentual de enraizamento, podendo variar de 0 a 100%, conforme resultados observados na
literatura (HIGASHI et al., 2000).

De forma geral, ao longo do desenvolvimento as plantas lenhosas sofrem modifica¢des
morfologicas e fisiologicas ao se mudarem da fase juvenil para a adulta. Sabe-se que a
capacidade de enraizamento em muitas espécies diminui 2 medida que a planta expressa
caracteristicas de maturacdo. Entre os principais fatores que afetam a propagacdo vegetativa
pelo enraizamento de estacas estdo aqueles relacionados com o genotipo, com as condigdes
fisiologicas da planta fornecedora das estacas, com o tipo de estaca, com a nutricdo mineral
(vigor vegetativo da planta-matriz e “status” nutricional do material coletado), com o
tratamento das estacas (armazenamento, aplicagdo de reguladores de crescimento,
antioxidantes e cofatores) e com a manipulacdo das condigdes ambientais, quanto a
luminosidade, umidade, temperatura e substrato (GREENWOOD et al., 1993; HARTMANN
etal., 2002; TAIZ e ZEIGER, 2004).

As condicdes fisiologicas da planta doadora de propagulos dependem de um conjunto
de fatores intrinsecos que poderdao ou ndo estar atuando no metabolismo da planta, na ocasiao
da coleta de estacas (NORBERTO, 1999). Esses fatores influenciardo a rizogénese das
referidas estacas. A formacdo de raizes adventicias ¢ dependente da presenca de certos niveis
endogenos de substancias de crescimento da planta, sendo algumas mais favoraveis que

outras. Dependendo da espécie e do estado de maturacdo, entre outros fatores, como



mencionado anteriormente, varias substancias, quando aplicadas no propagulo, promovem ou
inibem a iniciacao de raizes adventicias.

Dentre os reguladores de crescimento mais conhecidos e de interesse na propagacao
vegetativa de plantas, destacam-se as auxinas. Segundo TAIZ e ZEIGER (2004), a resposta da
planta a auxina endoégena ou aplicada pode variar com a natureza do tecido ¢ com a
concentragdo desse regulador de crescimento j& presente no propagulo. Aplicada em 6rgdos
isolados, a auxina, dependendo de sua concentragdo, pode aumentar a resposta rizogénica até
certo ponto, ap6s o qual ocorre efeito inibitorio.

Com relagdo a aplicagdo de 4cido indolbutirico (AIB), WENDLING (1999) e
WENDLING et al. (2000b) verificaram para Eucalyptus que os melhores indices de
enraizamento de miniestacas foram obtidos com doses de AIB variando de 1.000 mg L™ a
3.000 mg L. Também, TITON (2001) observou aumento nos indices de enraizamento e
sobrevivéncia das miniestacas com maior eficiéncia nas doses entre 1.000 e 2.000 mg L™, na
maioria dos clones de Eucalyptus estudados.

WENDLING (2002), trabalhando com clones de Eucalyptus grandis, verificou,
entretanto, que a aplicacdo de AIB ndo resultou em aumento no enraizamento e sobrevivéncia
das miniestacas, sendo observada influéncia negativa das doses acima de 500 mg L™ em
alguns clones e algumas caracteristicas estudadas. Alguns autores constataram que materiais
juvenis, no entanto, ndo necessitam da aplicagdo de AIB para incrementar o enraizamento
(ASSIS et al., 1992; COMERIO et al., 1996; XAVIER ¢ COMERIO, 1996).

A utilizagdo de AIB em miniestacas de esséncias nativas pode ser observada nos
estudos de SANTOS (2002). Esse autor, ao trabalhar com cedro-rosa (Cedrela fissilis) e
mogno (Swietenia macrophylla King.), verificou que a ndo-aplicagdo do AIB proporcionou
melhores resultados de sobrevivéncia aos 120 dias de idade das plantas. J4, ao trabalhar com
angico-vermelho (Anadenanthera macrocarpa), os melhores porcentuais de enraizamento das
miniestacas foram encontrados, utilizando a dose de 2.000 mg L' de AIB. Pouco se conhece
sobre a aplicagdo do acido naftalenoacético (ANA) em miniestacas de esséncias florestais.
Apenas SANTOS (2002), trabalhando com jequitiba-rosa (Cariniana estrellensis), mencionou
que os melhores resultados de enraizamento foram obtidos utilizando 4.000 mg L' de ANA,
aos 90 dias de idade.

Dessa forma, dada a atual importancia da propagagdo clonal de Eucalyptus, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos reguladores de crescimento AIB e ANA no
enraizamento adventicio de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus grandis x E.

urophylla.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla provenientes da
empresa International Paper do Brasil, localizada no Municipio de Mogi Guagu, Sdo Paulo. O
clima dessa regido ¢ do tipo Cwa (tropical, imido e mesotérmico), segundo a classifica¢do de
Koeppen, com latitude de 22°21°S, longitude de 48°58°W e altitude média de 639 m.
Apresenta precipitagdo média anual de 1.317 mm e temperatura média anual de 21 °C, com
maxima média de 24 °C e minima média de 16 °C.

Para a selecdo desses clones foram considerados os porcentuais de area plantada e de
enraizamento desses materiais genéticos, dados esses fornecidos pelo Departamento de
Pesquisa da referida empresa.

A partir de plantas obtidas pela técnica de miniestaquia, o minijardim clonal foi
instalado no Viveiro Experimental da International Paper do Brasil, localizado em condi¢des

cobertas, constituido pelos quatro clones em estudo (H1, H2, H3 e H4).

2.2. Manejo do minijardim clonal

Conforme a técnica de miniestaquia (XAVIER e WENDLING, 1998; HIGASHI et al.,
2000 e ASSIS et al., 2004) e de acordo com os procedimentos de manejo adotados pela
empresa, o minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento de
miniestacas oriundas de brotacdes de plantas propagadas pelo método da microestaquia. As
miniestacas enraizadas, ao atingirem 10 a 12 cm de tamanho, tiveram seus apices podados na
altura de 8 cm, constituindo, assim, as minicepas que forneceram as miniestacas (brotagdes)
para realizagdo do experimento.

O sistema de manejo do minijardim clonal adotado foi o utilizado comercialmente pela
empresa e composto por canaletas de aluminio revestidas com fibra de vidro, sobre as quais
permaneceram as minicepas, plantadas em tubetes dispostos em bandejas de isopor cobertas
por pléstico dupla fase. A irrigagdo e a nutricao mineral foram efetuadas através do sistema
automatizado de fertirrigacdo por inundacdo, de maneira que somente o sistema radicular
permanecia em contato com a solug¢do nutritiva. A cada uma hora o sistema era acionado,

irrigando por um periodo de 20 minutos e atingindo cerca de 6 cm de altura do tubete. Apds



esse periodo, a canaleta era esvaziada e a solugdo nutritiva retornava a caixa de armazenagem
da solucdo, sendo esta trocada a cada sete dias.

Diariamente eram mensurados a Ec (condutividade elétrica, usada para medir a
quantidade de sais presentes na solug¢do) e o pH da solucdo. Nesse periodo, a Ec variou de
2,00 22,40 mS cm™ e o pH, de 3,05 a 5,76. Em 500 litros de solu¢do nutritiva, adicionaram-se
20 g de nitrato de amoénio, 200 g de nitrato de célcio, 108 g de sulfato de amonio, 60 g de
micronutrientes obtidos pelo produto Quelatec AZ® e 740 g de Phytus Super K*. O Quelatec
AZ" constitui-se de um quelato solavel de micronutrientes composto por ferro, manganés,
zinco e cobre na forma quelatada e por boro e molibdénio na forma mineral. J& o Phytus

Super K* foi constituido de um fertilizante composto por NPK (00:40:20).

2.3. Obtencao, preparo, plantio e enraizamento das miniestacas

As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal e acondicionadas em caixas de
PVC transparente, mantidas fechadas. Para manter as condi¢des de turgescéncia do material
vegetativo, pulverizou-se dgua utilizando uma bomba costal, em intervalos de 10 minutos, até
a etapa de enraizamento, quando, entdo as miniestacas foram preparadas com dimensodes
variando de 5 a 7 cm de comprimento ¢ com um par de folhas, tendo a area foliar sido
reduzida a metade de sua dimensao original.

Apds o preparo das miniestacas, estas foram tratadas com os reguladores de
crescimento AIB e ANA para, posteriormente, serem plantadas e colocadas para enraizamento
na casa de vegetacao climatizada. Foram utilizados os reguladores de crescimento AIB (acido
indolbutirico — Merck S.A.) e ANA (4cido naftalenoacético — Merck S.A.) em cinco
concentragdes (0, 500, 1.000, 2.000 e 4.000 mg L'l), na formulacdo liquida, dissolvidos em
hidroxido de potassio (KOH) a 1 mol L™ e diluidos em agua destilada autoclavada. As
miniestacas tiveram suas bases (2 cm) mergulhadas na solugdo de regulador de crescimento
por um periodo de 15 segundos, antes de serem plantadas no substrato.

O periodo compreendido entre o preparo das miniestacas, seus tratamentos com
reguladores de crescimento e plantio no substrato, na casa de vegetacao, foi sempre inferior a
30 minutos.

No enraizamento das miniestacas, utilizaram-se como recipientes tubetes plésticos de
55 cm? de capacidade, contendo substrato constituido de partes iguais de vermiculita de
granulometria fina e casca de arroz carbonizada. A nutricdo mineral utilizada no substrato foi

composta por 4,00 kg m™ de Fosmag 500B (MANAH, Sao Paulo) composto por 4% de N,
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14% de P, 7% de K, 14% de Ca, 9% de S, 2% de Mg ¢ 0,5% de B; 5,40 kg m™ de NPK
(32:00:03) e 3,06 kg m™ de cloreto de potassio.

O processo de enraizamento das miniestacas foi conduzido em casa de vegetacao
climatizada (umidade relativa do ar > 80% e temperatura em torno de 27 °C) com
permanéncia de 25 dias. Posteriormente, as miniestacas foram transferidas para casa de
sombra (permanéncia de 10 dias para aclimatizagdo) e, finalmente, a pleno sol até
completarem 50 dias de idade.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 2 x 5 x 4, constituido de dois reguladores de crescimento (AIB e ANA), cinco doses

de AIB e ANA e quatro clones (H1, H2, H3 e H4), em quatro repeti¢cdes e parcelas compostas
de 16 plantas/repeticao.

2.4. Avaliacdes experimentais

As avaliagdes das plantas foram realizadas quanto ao porcentual de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacao (aos 25 dias de idade), porcentual de enraizamento
e altura das miniestacas na saida da casa de sombra (aos 35 dias de idade). E aos 50 dias de
idade a pleno sol avaliaram-se o porcentual de sobrevivéncia, a altura, o didmetro de colo ¢ a
massa da matéria seca da parte aérea e da raiz das miniestacas enraizadas.

As avaliacdes de altura, didmetro de colo, massa da matéria seca da parte aérea e do
sistema radicular foram realizadas em quatro miniestacas/repeticao selecionadas ao acaso em
cada tratamento.

Os dados resultantes foram submetidos as analises de variancia e regressao,

utilizando-se os programas Statistica e Excel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados da analise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 1), observou-se efeito significativo, pelo teste F (P < 0,05), das interagdes “clone x
regulador de crescimento x tratamento”, “clone x regulador de crescimento” e ‘“clone x
tratamento” sobre algumas caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos
clones aos reguladores de crescimento e aos tratamentos adotados. Nao houve diferenca
estatistica (P > 0,05) na interacdo “tratamento x regulador de crescimento”, em todas as

caracteristicas estudadas.
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Quadro 1 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em funcdo das concentracdes dos reguladores
de crescimento AIB e ANA, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E.

urophylla
Quadrados Médios

Fontes de
Variaio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR

() _ (%) _ (cm) _ () _ (¢m)  (mm) ® (@
Clone (C) 3 276326 3269,12 228,97 6257.,41 561,41 1,82 261,75 134,95
Reg. Cres.(R) 1 19,78" 6,10™ 34,89 1373,29" 27,47 1,23 1,62 0,19™
Trat. (T) 4 3682,50°  4491,58" 14,17 5060,00" 10,04™ 0,13  7,96™  1,55™
C*R 3 112,22 85,54" 8,28" 967,04 12,78 1,48°  031™ 0,16™
C*T 12 1028,04°  1185,59" 8,89" 1183,75" 14,34° 020" 6,00 127"
T*R 4 88,75 60,42" 4,13 145,26™ 7,85 0,05™  1,54™  0,49™
CHR¥T 12 422,89 338,42° 2,99" 487,71" 4,90™ 0,05  1,60™ 087™
Residwo 120 101,39 10034 167 10588 339 . 0,10 - 24,69 11,97
Média Geral - s 879 .. 85,7 .. 105 ] 789 . 139 .. 12 . 6.9 .. 40
CVep (%) - 20,8 22.4 25,7 24.8 244 20,0 25,9 25,7

“I g <k = n3o-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Quanto aos coeficientes de variagdo experimental encontrados, estes variaram de
20,0 até 25,9%, evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relagdo as caracteristicas
estudadas, de acordo com os valores encontrados na literatura (RIBAS, 1997; WENDLING et
al., 2000a; TITON, 2001).

3.1. Sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacao

A sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacdo, apresentada na
Figura 1, indica que, no clone H1, os melhores resultados foram obtidos entre as doses de
500 ¢ 1.000 mg L™ de AIB, e no clone H3 os melhores resultados foram obtidos até a dose de
500 mg L' de AIB. No clone H2, a utilizagio de AIB demonstrou fitotoxidez para a
sobrevivéncia das miniestacas, mesmo com as menores doses aplicadas. J4 no clone H4 a
utilizagao do AIB nao influenciou a sobrevivéncia das miniestacas.

De acordo HARTMANN et al. (2002), a aplicagdo de auxinas em estacas, a0 aumentar
sua concentragdo, produz efeito estimulador na inducdo de raizes at¢é um ponto maximo, a
partir do qual qualquer acréscimo do nivel de auxina se torna inibitorio.

Quanto ao regulador de crescimento ANA (Figura 1), observa-se que nos clones H1 e

H4 os melhores resultados de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagdo foram obtidos até a
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dose de 500 mg L' de ANA e nos clones H2 e H3, nas doses entre 500 e 1.000 mg L de
ANA. De maneira geral, em todos os clones doses superiores a 1.000 mg L' de ANA
acarretaram decréscimo na sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagdao, mas
proeminente nos clones H2 ¢ H4, que demonstraram fitotoxidez para a sobrevivéncia das

miniestacas.

------- H1 —a—H2 —a—H3 —¥—H4 seeeeseHL —a—H2 —Aa—H3 —x—H4

401

yHI1=-2E-06x* + 0,0037x + 98,702 R*=0,9674
| yH2=-0,021x + 101,71 R*=0,9319
yH3=-2E-06x" + 0,0009x + 98,389 R*=0,9851

yH1=-0,0018x + 99,258 R’ =0,6358
yH2= -3E-06x" + 0,0025x + 91,466 R>=10,9986
yH3=-6E-07x* + 0,0011x + 95,697 R>=0,4767
yH4=0,003x + 80,43 R?=0,4080 yH4=-0,008x + 93,32 R*=0,9540

Sobrevivéncia CV (%)

20 4

Sobrevivéncia CV (%)

) 0 T T T
4000 0 500 1000 2000
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0 500 1000 2000 4000

Figura 1 - Sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacdo, aos 25 dias de idade,
em fun¢do da aplicacdo dos reguladores de crescimento AIB e ANA, dos quatro
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por WENDLING (1999) e
TITON (2001) para miniestaquia de Eucalyptus spp. Conforme Iritani et al. (1983), citados
por TITON (2001), a avaliacio da sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de
vegetacdo ndo ¢ garantia de éxito no seu enraizamento, porém ¢ forte indicador de controle

das condigdes ambientais (temperatura e umidade) da casa de vegetagao.

3.2. Enraizamento e altura das miniestacas na saida da casa de sombra

Ao analisar os resultados de enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra
aos 35 dias de idade (Figura 2), notou-se em todos os clones resultados semelhantes aos
encontrados na saida da casa de vegetagdo (Figura 1), tanto utilizando AIB quanto ANA; ndo
verificaram diferencas estatisticas entre os reguladores de crescimento quanto ao

enraizamento na saida da casa de sombra.
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------- HL ——H —a—H3 —%—H4 e HL B —a— 3 —%—H4

yH1=2E-07x2 - 0,0025x + 98,389  R*=10,6921
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Enraizamento CS (%)
Enraizamento CS (%)
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YH3= 2E-06x" +0,002x + 97,001 R® =0,0937 YH3=-1E-06x2 +0,0027x + 92,74  R>=0,8285
0 yH4=2E-06x2 - 0,0042x + 83,678 R*=0,5261 0 yH4=-0,0079x + 92,461 R=10,9473
0 500 1000 2000 4000 0 500 1000 2000 4000
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Figura 2 - Enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra, aos 35 dias de idade,
em funcdo da aplicagdo dos reguladores de crescimento AIB e ANA dos quatro
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Observou-se no clone H1 efeito positivo da aplicagdo de AIB e ANA no enraizamento
de miniestacas com maiores valores entre as doses de 1.000 a 2.000 mg L' de AIB e até
500 mg L' de ANA. O clone H2 apresentou decréscimos acentuados nos porcentuais de
enraizamento mesmo nas menores doses aplicadas de AIB e ANA, demonstrando maior
sensibilidade ao uso desses reguladores de crescimento.

O enraizamento das miniestacas em resposta a aplicacio de 0 a 1.000 mg L™ de AIB
apresentou-se pouco diferenciado no clone H3, ocorrendo decréscimos a partir dessa
dosagem. Com o uso de ANA, os melhores resultados no clone H3 foram de 1.000 a
2.000 mg L' de ANA.

O clone H4 apresentou comportamento semelhante ao do H3 utilizando AIB, porém o
H4 exibiu decréscimos acentuados nos porcentuais de enraizamento a partir da dose de
2.000 mg L™ de AIB. Ja quanto & utilizagio do ANA, o comportamento do clone H4 foi
semelhante ao H2, apresentando, mesmo nas menores doses aplicadas de ANA, sensibilidade
ao uso desse regulador de crescimento.

Durante o tempo de permanéncia na casa de sombra, observou-se mortalidade somente
das miniestacas que apresentavam sistema radicular muito pouco desenvolvido ou que ndo
possuiam raiz alguma na saida da casa de vegetacdo (aos 25 dias de idade), ndo sendo
verificado mortalidade causada por outros fatores.

Resultados semelhantes a esses foram obtidos em outras espécies de Eucalyptus,
observando-se elevados indices de enraizamento ao utilizar a técnica da miniestaquia (ASSIS
etal., 1992; XAVIER e COMERIO, 1996; WENDLING et al., 2000a; TITON, 2001).

Com relagdo as médias da altura das miniestacas aos 35 dias de idade, em fun¢do dos

tratamentos nao houve efeito significativo (Quadro 1). O clone H1, dentre todos, foi o que
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apresentou maior altura de planta, nas doses entre 1.000 e 2.000 mg L™ de AIB e de 0 a
500 mg L' de ANA. Nos clones H2, H3 e H4, os resultados de médias da altura das
miniestacas foram semelhantes tanto utilizando AIB quanto ANA, sendo no clone H2 os

melhores resultados obtidos com a ndo-aplicagao dos reguladores de crescimento.
3.3. Sobrevivéncia, altura, diAmetro de colo e matéria seca das miniestacas enraizadas

Com relagdo a sobrevivéncia das plantas a pleno sol aos 50 dias de idade (Figura 3), o
comportamento apresentado pelos clones, ao utilizar o AIB, foi semelhante ao enraizamento
na saida da casa de sombra (Figura 2). No entanto, ao se utilizar o ANA, houve maiores
variagdes entre as doses e decréscimos mais acentuados nos porcentuais de sobrevivéncia das

plantas a pleno sol.

------- HL ) —a— —x—tu ceeeee HL —a —a—H3 —x—H

80
60 | 60

40 40

yHI1=-3E-06x> + 0,0072x + 95,435

R*=0,9738 yH1= 2E-07x* - 0,0025x + 98,389

Sobrevivéncia PS (%)
Sobrevivéncia PS (%)

20 | YH2=-5E-06x" + 0,0013x + 91,949 R?=0,9942 90 | YH2=-0,0162x + 90,82 R*=0,9799
yH3= -4B-06x> + 0,0061x + 90,095  R>=0,9790 yH3=-0,003x + 87,266 R’=0,4102
0 vH4= 4E-07x* - 0.0072x + 77.608 ~ R*=0.4938 0 vH4=-0,0091x + 72,344 R*=0.8181
0 500 1000 2000 4000 0 500 1000 2000 4000
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Figura 3 - Sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em funcdo da
aplicacdo dos reguladores de crescimento AIB e ANA dos quatro clones de
Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Os clones H1, H2 e H3 apresentaram boa capacidade de enraizamento adventicio. Ao
analisar a sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, os melhores resultados, ao se aplicar
AIB, foram obtidos entre as doses de 500 e 2.000 mg L' de AIB no clone Hl1; de 0 a
500 mg L de AIB no clone H2 e de 500 a 1.000 mg L' de AIB no H3.

O clone H4 apresentou decréscimo na sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol
quando foram aplicados AIB e ANA. Quanto se utilizou o ANA, os clones H1, H2 ¢ H3
exibiram comportamento semelhante ao do H4, porém com maiores indices de sobrevivéncia
de miniestacas a pleno sol.

A hipotese era de que a aplicagdo de AIB e, ou, ANA promovesse aumento nos

indices de enraizamento e sobrevivéncia nas miniestacas, o que se confirmou na maioria
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clones estudados, quando foram aplicadas doses acima de 500 mg L™ de AIB. De certa forma,
esses resultados concordam com os obtidos por WENDLING et al. (2000b) utilizando
miniestacas de Eucalyptus spp., os quais verificaram aumento nos indices de enraizamento e
sobrevivéncia com aplicagdo de doses entre 0 ¢ 2.000 mg L™ de AIB.

A diversidade de respostas dos clones, em relagdao a utilizacdo de AIB ¢ ANA pode
estar associada, principalmente, as diferengas genotipicas e as condi¢des de matura¢do do
material (CHUNG e LEE, 1994; WILSON, 1994; KAMLESH et al., 1995).

Tanto utilizando AIB quanto ANA, os clones estudados apresentaram crescimento em
altura e em diametro de colo das miniestacas a pleno sol diferenciado entre eles. No entanto,
dentro de cada clone nao foram observadas diferencas estatisticas entre as doses desses
reguladores de crescimento.

Os resultados de peso de matéria seca da parte aérea foram semelhantes aos de peso de
matéria seca do sistema radicular das plantas a pleno sol. A aplicacdo de AIB ¢ ANA nao

surtiu efeito significativo nos tratamentos de todos os clones.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados e as condi¢cdes em que foi realizado o experimento,

conclui-se que:

» Os clones estudados responderam mais eficientemente as aplicagdes de AIB do que as
de ANA, quanto as caracteristicas avaliadas.

> Doses acima de 500 mg L' de AIB foram mais eficientes nos quatro clones estudados,
no entanto, a partir de 2.000 mg L' de AIB, notaram-se certos niveis de toxidez em

alguns clones.
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EFEITO DE COFATORES NO ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS
DE CLONES DE Eucalyptus grandis x E. urophylla

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia dos cofatores acido
cafeico, acido clorogénico, fenilalanina, floroglucinol, hidroquinona, prolina e triptofano
associados com o regulador de crescimento AIB no enraizamento de miniestacas de quatro
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. As miniestacas foram coletadas no minijardim
clonal conduzido em sistema de hidroponia em canaletas. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, constituido de quatro doses para cada cofator e
quatro clones, em quatro repeti¢gdes e parcelas compostas de 16 plantas/repeticdo. Foram
realizadas avaliacdes na casa de vegetagdo, casa de sombra e a pleno sol nas miniestacas
enraizadas. Conclui-se que o acido clorogénico e a hidroquinona melhoraram os indices de
enraizamento e de sobrevivéncia em trés clones; a fenilalanina e o floroglucinol melhoraram
os referidos indices em dois clones; somente o 4cido cafeico, o triptofano e, principalmente, a

prolina melhoraram essas respostas em todos os clones estudados.
Palavras-chave: Miniestaquia, estaquia, propagacao vegetativa e silvicultura clonal.

EFFECT OF COFACTORS ON THE ROOTING OF MINICUTTINGS
OF Eucalyptus grandis x E. urophylla CLONES

ABSTRACT - The objective of the present work was to evaluate the efficiency of the
cofactors caffeic acid, chlorogenic acid, phenylalanine, phloroglucinol, hydroquinone, proline
and tryptophane associated with the growth regulator IBA on the rooting of minicuttings of
four clones of Eucalyptus grandis x E. urophylla. The minicuttings were collected in a clonal
minigarden carried on in a hydroponic system in small gutters. The experimental design used
was of random plots, constituded by four doses of each cofactor and four clones, in four
repetitions and plots of 16 plants per repetition. The evaluations of the rooted minicuttings
were carried out in a greenhouse, a shade house and in the open sun. It was concluded that the
chlorogenic acid and the hydroquinone improved the rooting and the survival indexes for
three clones; the phenylalanine and phloroglucinol improved these indexes for two clones;
only the caffeic acid, the tryptophane, and, mainly, the proline improved the responses for all

of the clones studied.

Keywords: Minicutting, stem-cutting rooting, vegetative propagation and clonal silviculture.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a propagagdo vegetativa de Eucalyptus passou por varias modificacdes,
tendo inicio com a técnica da estaquia implementada em escala comercial no final de 1970
(IKEMORI, 1975), sendo atualmente a técnica da miniestaquia adotada na maioria das médias
e grandes empresas florestais brasileiras. Desde o inicio da sua implementagdo, os reguladores
de crescimento, principalmente as auxinas, sempre estiveram presentes nos trabalhos de
propagacdo, uma vez que proporcionam maior porcentagem, velocidade, qualidade e
uniformidade de enraizamento (HARTMANN et al., 2002), embora a sensibilidade das
células vegetais (LOPES e BARBOSA, 1988) e dos clones (LAINE e DAVID, 1994) seja
variavel.

As condicdes fisiologicas da planta doadora de propagulos dependem de um conjunto
de fatores intrinsecos que poderd, ou ndo, estar atuando no metabolismo da planta na ocasiao
da coleta de estacas (HACKETT, 1987, NORBERTO, 1999). Cada vez mais, acredita-se que
existem fatores enddgenos, além das auxinas, controlando o processo de enraizamento
adventicio. A presenga de carboidratos, proteinas, aminodacidos, vitaminas, compostos
fenolicos e outras substancias ainda nao identificadas contribuem, além das auxinas, para a
iniciagdo de raizes adventicias, quando combinados em concentracdes € proporcdes
adequadas (ONO e RODRIGUES, 1996).

As auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, 4cido abscisico, poliaminas, vitaminas e
fenois, entre outros, influenciam, direta ou indiretamente, o enraizamento adventicio. Porém,
as auxinas tém apresentado maiores € mais diretos efeitos no curso desse processo, sendo que
na propaga¢ao de Eucalyptus por estaquia o regulador de crescimento de maior uso tem sido o
AIB.

Os monofendis e, especialmente, os difenois (como acido cafeico, acido clorogénico,
acido cumarico, catecol, fenilalanina, floroglucinol, hidroquinona, prolina e triptofano) atuam
sinergicamente como cofatores de enraizamento. Wilson e Van Staden (1990), citados por
LIMA (1998), acreditavam que o floroglucinol, usado em combinacdo com auxinas,
provavelmente aumentaria o indice de enraizamento e o numero de brotacdes pela influéncia
no metabolismo de auxina ou, alternativamente, pela manutengcdo do potencial redox do
tecido em seu estado reduzido. CABONI et al. (1992), ao trabalharem com estacas de
macieira M9 Jork, obtiveram melhores resultados com a adi¢do de floroglucinol, durante a
fase de enraizamento. Esse composto quimico mostrou efeito sinérgico com o AIB e

aumentou a porcentagem de enraizamento, tanto no escuro quando na presenca de luz. Ja
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quando utilizado em doses mais altas, o efeito foi inibitorio. Esses mesmos autores relataram
que certos efeitos positivos do floroglucinol e de outros fendis, na auséncia de auxinas
exdgenas, sejam devidos, provavelmente, ao aumento no nivel de auxina enddgena,
ocasionado pela presenca desses fenois.

Tanto o catecol, quanto o acido clorogénico agem como cofatores para aumentar o
enraizamento, na presenga de AIA (HESS, 1962; CHALLENGER et al., 1965). HESS (1962)
observou que o catecol aplicado em associagdo com auxina apresentou grande efeito
estimulador, aumentando o indice de enraizamento em estacas de feijoeiro (Phaseolus
aureus). CABONI et al. (1992), trabalhando com estacas de macieira M9 Jork, observaram
que o catecol e o acido clorogénico (sem a presenca de AIB) estimularam algum
enraizamento em estacas. Suas utilizagcdes, em associagdo com a auxina, tiveram efeito
inibitdrio no crescimento das raizes, indicando que esses fendis ndo tém efeito sinérgico com
o AIB.

A prolina aumentou a porcentagem de brotos enraizados e o numero de raizes por
broto em Prumus avium e P. cerasus (Duart, 1986, citado por LIMA, 1998). Geralmente, a
prolina ¢ utilizada em meios de cultura para indu¢do de embrides somaticos, associada ou nao
a diferentes combinacdes de auxinas, conforme o trabalho de Kim et al. (1994), citados por
LIMA (1998), com Quercus acutissima.

A fenilalanina ¢ geralmente utilizada em meios de cultura para estimular o
crescimento de calo. Segundo MARZIAH et al. (1993), a adi¢do de fenilalanina ao meio, para
inducdo de calo de cacaueiro, aumentou levemente os niveis totais de fenois.

O triptofano ¢ comum em plantas como constituinte de proteinas e precursor
intermediario da biossintese de varias substincias indolicas, entre elas o acido indolacético
(HAGGQUIST et al., 1988). Segundo alguns autores (Gordon et al., 1961; Schneider et al.,
1974; Shingh, 1981, citados por DUTRA et al., 2002), os fendis, em condi¢do de oxidagao,
reagem com o triptofano para formar a auxina (AIA).

Diante da atual importancia da propagacao clonal de Eucalyptus, torna-se justificavel
o desenvolvimento de pesquisas que busquem avaliar o efeito de cofatores no enraizamento
de miniestacas de clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos cofatores acido cafeico, acido clorogénico,
fenilalanina, floroglucinol, hidroquinona, prolina e triptofano, associados com regulador de
crescimento AIB, no enraizamento adventicio de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus

grandis x E. urophylla.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla provenientes da
empresa International Paper do Brasil, localizada no Municipio de Mogi Guagu, Sdo Paulo. O
clima dessa regido ¢ do tipo Cwa (tropical, imido e mesotérmico), segundo a classifica¢do de
Koeppen, com latitude de 22°21°S, longitude de 48°58°W e altitude média de 639 m.
Apresenta precipitagdo média anual de 1.317 mm e temperatura média anual de 21 °C, com
maxima média de 24 °C e minima média de 16 °C.

Para a selecdo desses clones foram considerados os porcentuais de area plantada e de
enraizamento desses materiais genéticos, dados esses fornecidos pelo Departamento de
Pesquisa da referida empresa.

A partir de plantas obtidas pela técnica de miniestaquia, o minijardim clonal foi
instalado no Viveiro Experimental da International Paper do Brasil, localizado em condi¢des

cobertas, constituido pelos quatro clones em estudo (H1, H2, H3 e H4).

2.2. Manejo do minijardim clonal

Conforme a técnica de miniestaquia (XAVIER e WENDLING, 1998; HIGASHI et al.,
2000 e ASSIS et al., 2004) e de acordo com os procedimentos de manejo adotados pela
empresa, o minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento de
miniestacas oriundas de brotacdes de plantas propagadas pelo método da microestaquia. As
miniestacas enraizadas, ao atingirem 10 a 12 cm de tamanho, tiveram seus apices podados na
altura de 8 cm, constituindo, assim, as minicepas que forneceram as miniestacas (brotagdes)
para realizagdo do experimento.

O sistema de manejo do minijardim clonal adotado foi o utilizado comercialmente pela
empresa e composto por canaletas de aluminio revestidas com fibra de vidro, sobre as quais
permaneceram as minicepas, plantadas em tubetes dispostos em bandejas de isopor cobertas
por pléstico dupla fase. A irrigagdo e a nutricao mineral foram efetuadas através do sistema
automatizado de fertirrigacdo por inundacdo, de maneira que somente o sistema radicular
permanecia em contato com a solug¢do nutritiva. A cada uma hora o sistema era acionado,
irrigando por um periodo de 20 minutos e atingindo cerca de 6 cm de altura do tubete. Apds

esse periodo, a canaleta era esvaziada e a solugdo nutritiva retornava a caixa de armazenagem
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da solugdo, sendo esta trocada a cada sete dias; diariamente, eram mensurados a Ec
(condutividade elétrica, usada para medir a quantidade de sais presentes em solucdo) e o pH
da solucdo. Nesse periodo, a Ec variou de 2,00 a 2,40 mS cm™ e o pH, de 3,05 a 5,76. Em
500 litros de solugdo nutritiva, adicionaram-se 20 g de nitrato de amoénio, 200 g de nitrato de
calcio, 108 g de sulfato de amonio, 60 g de micronutrientes obtidos pelo produto Quelatec
AZ" ¢ 740 g de Phytus Super K®. O Quelatec AZ® constitui-se de um quelato soluvel de
micronutrientes, composto por ferro, manganés, zinco e cobre na forma quelatada e por boro e
molibdénio na forma mineral. J4 o Phytus Super K® foi constituido de um fertilizante

composto por NPK (00:40:20).
2.3. Obtencdo, preparo, plantio e enraizamento das miniestacas

As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal e acondicionadas em caixas de
PVC transparente, mantidas fechadas. Para manter as condi¢des de turgescéncia do material
vegetativo, pulverizou-se agua, utilizando uma bomba costal, em intervalos de 10 minutos, até
a etapa de enraizamento, quando, entdo, as miniestacas foram preparadas com dimensdes
variando de 5 a 7 cm de comprimento ¢ com um par de folhas, tendo a area foliar sido
reduzida a metade de sua dimensao original.

Apbs o preparo das miniestacas, estas foram tratadas com acido cafeico, acido
clorogénico, fenilalanina, floroglucinol, hidroquinona, prolina e triptofano associados com a
dose de 500 mg L' de AIB (acido indolbutirico — Merck S.A.), para posteriormente serem
plantadas e colocadas para enraizamento na casa de vegetacao climatizada. Foram utilizadas
quatro concentracdes dos cofatores acido cafeico (0; 0,15; 0,30 e 0,60 mg L'l), acido
clorogénico (0; 0,30; 0,60 e 1,20 mg L'l), fenilalanina (0; 0,15; 0,30 e 0,60 mg L'l),
floroglucinol (0, 100, 200 ¢ 400 mg L), hidroquinona (0; 0,10; 0,20 ¢ 0,40 mg L"), prolina
(0; 0,10; 0,20 e 0,40 mg L'l) e triptofano (0; 0,20; 0,40 ¢ 0,80 mg L'l), na formulagao liquida,
dissolvidos em solugdo de AIB a 500 mg L™ (dissolvidos em KOH a 1 mol L™ e diluidos em
agua destilada autoclavada). As miniestacas tiveram suas bases (2 cm) mergulhadas na
solugdo de cofator + AIB por um periodo de 15 segundos, antes de serem plantadas no
substrato.

O periodo compreendido entre o preparo das miniestacas, seus tratamentos com 0s
cofatores e plantio no substrato, na casa de vegetacao, foi sempre inferior a 30 minutos.

No enraizamento das miniestacas, utilizaram-se como recipientes tubetes plasticos de

55 cm?® de capacidade, contendo substrato constituido de partes iguais de vermiculita de
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granulometria fina e casca de arroz carbonizada. A nutri¢ao mineral utilizada no substrato foi
composta por 4,00 kg m= de Fosmag 500B (MANAH, Sdo Paulo) composto por 4% de N,
14% de P, 7% de K, 14% de Ca, 9% de S, 2% de Mg e 0,5% de B; 5,40 kg m™ de NPK
(32:00:03) e 3,06 kg m™ de cloreto de potassio.

O processo de enraizamento das miniestacas foi conduzido em casa de vegetacao
climatizada (umidade relativa do ar > 80% e temperatura em torno de 27 °C), com
permanéncia de 25 dias. Posteriormente, as miniestacas foram transferidas para casa de
sombra (permanéncia de 10 dias para aclimatizagdo) e, finalmente, a pleno sol até
completarem 50 dias de idade.

Foram instalados experimentos independentes dos diferentes tipos de cofatores
testados (4cido cafeico, acido clorogénico, fenilalanina, floroglucinol, hidroquinona, prolina e
triptofano), os quais seguiram o delineamento experimental inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 4 x 4, constituido de quatro doses para cada cofator e quatro clones (H1, H2,

H3 e H4), em quatro repetigdes e parcelas compostas de 16 plantas/repeticao.

2.4. Avaliagoes experimentais

As avaliagOes das plantas foram realizadas quanto ao porcentual de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (aos 25 dias de idade), porcentual de enraizamento
e altura das miniestacas na saida da casa de sombra (aos 35 dias de idade). E aos 50 dias de
idade a pleno sol avaliaram-se o porcentual de sobrevivéncia, a altura, o diametro de colo ¢ a
massa da matéria seca da parte aérea e da raiz das miniestacas enraizadas.

As avaliacdes de altura, didmetro de colo, massa da matéria seca da parte aérea e do
sistema radicular foram realizadas em quatro miniestacas/repeti¢ao selecionadas ao acaso em
cada tratamento.

Os dados resultantes foram submetidos as andlises de variancia e regressao,

utilizando-se os programas Statistica e Excel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Eficiéncia do acido cafeico no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da analise de varidncia das caracteristicas avaliadas

(Quadro 1), observou-se efeito significativo, pelo teste de F (P > 0,05), da interagdo
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“clone x tratamento” sobre a maioria das caracteristicas avaliadas, indicando respostas

diferenciadas dos clones ao cofator e aos tratamentos adotados.

Quadro 1 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em funcdo das concentragdes do cofator 4cido
cafeico associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla

Quadrados Médios
Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR
(%) _ (%) (cm) (%) (cm) _ (mm) (8 ()

Clone (C) 3 304,36 1349,89 117,13 3376,46 135,65 0,91 17,00 1,77

Trat. (T) 3 288,09° 287,07 17,05™ 804,85 20,56 0,13 029"  0,01™

C*T 9 66,19 261,57 24.43" 409,34" 24,93" 0,22° 2,72 0,33"
_Residwio 48 5452 . 8403 2 1975 574 . 0,08 . 085 .. 0,10
_MédiaGeral - 934 788 . 137 082 . 191 .. 23 38 ... 12

CVeyp (%) - 9,5 16,9 28,7 26,2 20,6 16,7 26,2 27,7

«I e ¥ = pFo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Quanto aos coeficientes de variagdo experimental encontrados, estes variaram de
9,5 até 28,7%, evidenciando-se razodvel precisdo experimental em relagdo as caracteristicas
estudadas, de acordo com os valores normalmente encontrados na literatura (RIBAS, 1997;
WENDLING et al., 2000; TITON, 2001).

Os clones H1, H2 e H4 apresentaram resultados semelhantes nos indices de
sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetag@o (acima de 90% de sobrevivéncia)
em todas as doses testadas do acido cafeico. No entanto, no clone H3 ocorreu decréscimo
acentuado nos indices de sobrevivéncia das miniestacas a partir da dose de 0,30 mg L™ de
acido cafeico (Figura 1). Em todos os clones, a ndo-aplicacdo do acido cafeico apresentou os

melhores resultados dessa caracteristica.
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------- HL — 2 —a—H3 x4 e HL —— —a—H3 —%—H4

yHI1=146,78x* - 98,059x + 100,00 R*=0,9257
yH2=58,396x" - 32,718x + 98,565 R”=0,9918
yH3=1,5783x" - 20,028x + 92,571 R?=0,9755

yHI1=145,24x% - 90,559x + 92,164 R*=10,8236
yH2=18,98x* - 21,614x + 85,854  R*=0,9958
yH3=56,788x” - 58,505x + 90,679  R*=0,7980
yH4=107,32x" - 68,182x + 100,00 R*=0,6750 vH4=96.275x* - 52.983x + 67.77  R*=0.4180

Sobrevivéncia CV (%)

N
=3

Enraizamento CS (%)

0,00 0,15 0,30 0,60 0,00 0,15 0,30 0,60

Acido Cafeico (mg L?) Acido Cafeico (mg L%)

Figura 1 - Sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas na saida da casa de vegetagdo e na
saida da casa de sombra, aos 25 e 35 dias de idade, respectivamente, em fun¢do da
aplicacdo do cofator 4cido cafeico associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

O enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 1) foi semelhante
nos clones H1, H2 e H3 até as doses proximas de 0,30 mg L' de 4cido cafeico, ocorrendo
decréscimo no porcentual de enraizamento das miniestacas com o aumento das doses desse
cofator. No clone H4, foi observado comportamento semelhante aos outros clones, no entanto,
com decréscimo acentuado no porcentual de enraizamento mesmo quando ndo houve
aplicacdo do acido cafeico. Isso pode ser explicado pelo fato de o valor do coeficiente de
determinagdo (R?) na analise de regressio do clone H4 apresentar valor baixo, ndo denotando
confiabilidade na equacdo de regressdo para explicar a resposta dessa caracteristica avaliada.

Com relagdo a altura das miniestacas na saida da casa de sombra, ndo foram
observadas diferengas significativas entre os tratamentos com acido cafeico. Ja quanto a altura
das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade (Figura 2) os clones H1 e H3 apresentaram
os maiores resultados a partir da dose de 0,60 mg L™ de 4acido cafeico. Doses entre 0,15 ¢
0,30 mg L™ de 4cido cafeico apresentaram os maiores resultados no clone H2. J4, com o clone
H4, notou-se decréscimo nos resultados de altura das miniestacas na saida da casa de sombra

com o aumento das doses do acido cafeico.
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------- HL —aH —a—H3 —x—H4 -eeeee- HL —a —&—H3 —x—H4

30

m
n
o

Altura PS (cm)

104 yHI=22917x*-6,1458x +20,719  R*=0,9438
yH2=-24,369x> + 16,322x + 19,828  R*=0,8242
yH3=136,237x* - 22,686x + 17,518  R>=0,6858

yH1=131x’ - 85,275x + 90,895 R?=0,7321
yH2=-44,192x* + 17,045x + 77,699  R*=10,9384
yH3=213,07x" - 116,34x + 62,401 R*>=0,4081

Sobrevivéncia PS (%)

vH4=8.7121x*- 9.6402x + 18.892  R*=0.9184 VH4=11521x" - 45.407x + 52,997  R*=10.4365
0+ ; ; ; ‘ 0+ ; ; ; ‘
0,00 0,15 0,30 0,60 0,00 0,15 0,30 0,60
Acido Cafeico (mg L%) Acido Cafeico (mg L%)

Figura 2 - Altura e sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em
fungio da aplicagdo do cofator acido cafeico associado a 500 mg L™ de AIB, dos
quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Na sobrevivéncia das miniestacas aos 50 dias de idade (Figura 2), o comportamento
apresentado pelos clones, ao utilizar o acido cafeico, foi bastante semelhante ao enraizamento
na saida da casa de sombra (Figura 1), com excecdo do clone H2, que ndo teve decréscimos
significativos no porcentual de sobrevivéncia das miniestacas com a aplicagdo de maiores
doses desse cofator. No clone H2, os maiores indices de sobrevivéncia das miniestacas
ocorreram entre 0,15 ¢ 0,30 mg L' de 4cido cafeico. Nos clones H1, H3 e H4, os maiores
indices de sobrevivéncia das miniestacas ocorreram a partir de 0,60 mg L de 4cido cafeico,
ainda que os valores dos coeficientes de determinagdo (R?) nas analises de regressdo dos
clones H3 e H4 tenham sido inferiores aos R? dos outros clones.

Quanto aos resultados de diametro de colo, peso de matéria seca da parte aérea e do
sistema radicular das plantas a pleno sol, ndo foi observado diferenca estatistica entre os
tratamentos com acido cafeico.

A hipoétese era de que a aplicagdo de acido cafeico associado ao AIB promovesse
aumento nos indices de enraizamento ¢ de sobrevivéncia das miniestacas, a semelhanga dos
resultados de enraizamento das plantulas de Eucalyptus grandis obtidos por LIMA (1998),
também utilizando acido cafeico associado ao AIB. Isso se confirmou no clone H2 com doses
entre 0,15 ¢ 0,30 mg L' de 4cido cafeico e com os clones H1, H3 e H4, nas doses acima de

-1 L, . .
0,60 mg L™ de acido cafeico.
3.2. Eficiéncia do acido clorogénico no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da analise de varidncia das caracteristicas avaliadas

(Quadro 2), observou-se efeito significativo, pelo teste de F (P > 0,05), da interacao “clone x
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tratamento” sobre a maioria das caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas

dos clones em relacdo ao cofator e aos tratamentos adotados.

Quadro 2 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em funcdo das concentragdes do cofator 4cido
clorogénico associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla

Quadrados Médios
Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR
(%) _ (%) (cm) _ (%) (cm)  (mm) () ()
Clone (C) 3 441,69 243551 132,14 2406,41 184,61 0,64 11,76 1,24
Trat. (T) 3 265,91 394,49 7,94 1436,36" 7,34 0,13™  0,76™  0,15™
C*T 9 402,09 398,29° 32,27 734,86 40,86" 0,23" 3,125 0,15™
Residuo 48 ] 7385 90,54 ] T2 80,57 . 157 . 007 . 095 0,08
MédiaGeral - 946 199 . 136 ] 3 191 . 22 . 36 12
CVep (%) - 12.8 20,2 29.2 26,2 23,8 16,2 26,5 28,6
NS’ | ceskrr

e = ndo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Quanto aos coeficientes de variagdo experimental encontrados, estes variaram de
12,8 até 29,2%, evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relagdo as caracteristicas
estudadas, de acordo com os valores normalmente encontrados na literatura (RIBAS, 1997;
WENDLING et al., 2000; TITON, 2001).

Na Figura 3, observa-se que a aplicacdo de acido clorogénico ndo influenciou a
sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacao nos clones H1 e H4, exceto no
clone H3, que apresentou decréscimos nos indices de sobrevivéncia das miniestacas na saida
da casa de vegetagio a partir das doses de 0,60 mg L' de 4cido clorogénico. No clone H2, os
melhores indices de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagdo foram a

partir de 0,60 mg L' de 4cido clorogénico.
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yH1=-7,4968x> + 10,062x + 95,526 R>=0,9174

X yHI1=6,3081x’ - 9,1808x + 95,20 R>=0,5754
| yH2=38,668x" - 39,725x + 90,085 R =0,6953

Sobrevivéncia CV (%)
Enraizamento CS (%)

20 R ) 20  YH2=37.889x" - 49,917x + 79,01 R’ =0,5020
yH3= -9,4697); +5,9659x + 95,483 R7 =0,9901 yH3= 3,9444x% - 12,643x + 92,274 R*=0,9982
yH4=3,1566x" - 4,072x + 100,00  R"=0,5636 yH4=-27225x" + 8,6884x + 76,662  R*=0,9444
0 T T Y 0+ T T T .
0,00 0,30 0,60 1,20 0,00 0,30 0,60 1,20
Acido Clorogénico (mg L) Acido Clorogénico (mg L)

Figura 3 - Sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas na saida da casa de vegetacdo e na
saida da casa de sombra, aos 25 e 35 dias de idade, respectivamente, em fungdo da
aplicagdo do cofator 4cido clorogénico associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Ao analisar o enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 3),
podem-se observar resultados semelhantes nos clones H1, H2 e H3, em comparacdo com os
resultados da sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacdo, exceto no clone
H4, que apresentou os melhores indices de enraizamento das miniestacas na saida da casa de
sombra com doses de até 0,30 mg L™ de 4cido clorogénico.

Na sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade (Figura 4) o
comportamento apresentado pelos clones H1, H2 e H4 foi semelhante ao observado nesses
clones no enraizamento na saida da casa de sombra, aos 35 dias de idade (Figura 3). A
aplicagdo de acido clorogénico nao influenciou a sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol no
clone H1. Os clones H3 e H4 exibiram os melhores indices de sobrevivéncia das miniestacas
a pleno sol com doses de até 0,30 mg L' de acido clorogénico, ocorrendo decréscimo nos
indices de sobrevivéncia a partir dessa dose.

Quanto aos resultados de altura das miniestacas na saida da casa de sombra ¢ a pleno
sol, diametro de colo, peso de matéria seca da parte aérea e do sistema radicular das plantas a

pleno sol, ndo foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos com acido clorogénico.
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yH1=2,3674x" - 6,9602x + 91,989 R”>=0,4689
20 YH2= 32,749x% - 42,637x + 70,582 R?=0,4189
yH3= -42,614x* + 16,951x + 79,205  R*=0,9593
VH4= -24.463x" +4.214x + 73409  R*=0.9543

Sobrevivéncia PS (%)

0,00 0,30 0,60 1,20

Acido Clorogénico (mg L%)

Figura 4 — Sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em func¢do da
aplicacdo do cofator 4cido clorogénico associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

A hipdtese era de que a aplicacdo de acido clorogénico associado ao AIB nas
miniestacas promovesse aumento nos indices de enraizamento e sobrevivéncia, baseando-se
em alguns trabalhos que utilizaram esse cofator.

O 4cido clorogénico, associado ao AIB, estimulou o enraizamento adventicio em
microestacas de Eucalyptus citriodora (ABREU et al., 1993) ¢ também melhorou o
enraizamento adventicio de estacas de macieira M9 Jork (CABONI et al., 1992). Isso foi
confirmado nos clones H2, com a aplicagdo de doses a partir de 0,60 mg L™ de 4cido
clorogénico e nos clones H3 ¢ H4, com a aplicac¢io de até 0,30 mg L de 4cido clorogénico.
No entanto, a aplicagdo desse cofator ndo melhorou os indices de enraizamento e
sobrevivéncia no clone H1, fato esse também encontrado por LIMA (1998), trabalhando com
plantulas de Eucalyptus grandis, que observou que o acido clorogénico, associado ao AIB,
ndo teve influéncia sobre o porcentual de enraizamento, numero de raizes e comprimento da

raiz ¢ da parte aérea.
3.3. Eficiéncia da fenilalanina no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da analise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 3), observou-se efeito significativo, pelo teste de F (P > 0,05), da interacao “clone x

tratamento” sobre todas as caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos

clones ao cofator e aos tratamentos adotados.
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Quadro 3 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em fun¢do das concentra¢des do cofator
fenilalanina associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla

Quadrados Médios
Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR
(%) _ (%) _ (cm) (%) _ (cm)  (mm) () ()
Clone (C) 3 297,04 729,78 260,50 2845,05 360,01 2,67 24,33 1,72
Trat. (T) 3 114,75™ 135,70™ 47,55 587,57 73,44° 0,46° 296" 042"
C*T 9 218,37 380,38" 31,02 700,41° 24,00" 0,21" 328" 0,30
Residuo 48 4924 97,86 .. 10,56 ] 156,25 995 .. 008 138 0,14
MédiaGeral - 9oL 199 . 139 . 09,5 . 196 22 . 39 . 14
CVep (%) - 10,3 16,3 27,5 28,1 28,8 22,1 22,7 26,5
NS’ | ceskrr

e = ndo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Os coeficientes de variacao experimental encontrados variaram de 10,3 até 28,8%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores normalmente encontrados na literatura (RIBAS, 1997; WENDLING et
al., 2000; TITON, 2001).

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos dos clones
estudados em relagdo as caracteristicas de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de
vegetagdo e enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Quadro 3).

Quanto a altura das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 5), notou-se que
no clone H1 a aplicagdo de doses crescentes de fenilalanina ndo influenciou o crescimento das
miniestacas. O clone H2 apresentou os melhores indices de crescimento em altura das
miniestacas na saida da casa de sombra a partir da aplicagio de 0,60 mg L™ de fenilalanina.
No clone H3, a aplicagdo de doses de até 0,15 mg L' de fenilalanina e, no clone H4, a
aplicacio de doses entre 0,15 ¢ 0,30 mg L' de fenilalanina apresentaram os melhores
resultados em altura das miniestacas na saida da casa de sombra; a partir dessas doses,

notou-se decréscimo nos indices de crescimento em altura das miniestacas.
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------- HL —8—H2 —&—H3 —X%—H4 see-e--HL —a—H2 —a—H3 —x—H4

yHI=-9,3561x" +7,7784x + 16,716 R*=0,9923
20 yH2=32,689x" - 19,362x + 17,946 R =0,4981
yH3=-29.811x° +7,3133x + 10,611 R’=0.8648
yH4=-81,616x° +44,792x + 10,092 R’=0.8972
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Figura 5 - Altura das miniestacas na saida da casa de sombra e a pleno sol, aos 35 e 50 dias
de idade, respectivamente, em fun¢do da aplicagdo do cofator fenilalanina
associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x
E. urophylla.

Com relacdo a altura das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, observou-se um
comportamento semelhante nos clones H1, H3 ¢ H4, em comparacdo com a altura das
miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 5); exceto para o clone H2, que apresentou os
melhores resultados de altura das miniestacas a pleno sol, aplicando-se doses entre 0,15 e
0,30 mg L' de fenilalanina.

Na Figura 6, observa-se que a aplicagio de fenilalanina ndo influenciou
significativamente aumento nos indices de sobrevivéncia das plantas a pleno sol, aos 50 dias
de idade, no clone HIl. No clone H2, a aplicacio de fenilalanina influenciou
significativamente o aumento dos indices de sobrevivéncia das plantas a pleno sol, sendo os
melhores resultados obtidos a partir de 0,60 mg L' de fenilalanina, ao contrario do ocorrido
com o clone H3, em que a ndo-aplicacdo de fenilalanina apresentou os melhores resultados
para essa caracteristica. Ja no clone H4 os melhores resultados de sobrevivéncia das plantas a

pleno sol foram com aplicagdes de até 0,15 mg L™ de fenilalanina.
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Figura 6 — Sobrevivéncia e diametro de colo das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de
idade, em funcdo da aplicagio do cofator fenilalanina associado a 500 mg L™ de
AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Os clones H1 e H2 responderam semelhantemente a aplicagao de doses crescentes de
fenilalanina quanto ao didmetro de colo a pleno sol, apresentando os melhores resultados em
relagio aos outros clones (Figura 6). Nos clones H3 e H4, a aplica¢do de 0,15 a 0,30 mg L™
de fenilalanina apresentou os melhores resultados de diametro de colo a pleno sol.

Quanto aos resultados de peso de matéria seca da parte aérea das plantas a pleno sol,
nao se observou diferenca estatistica entre os tratamentos com fenilalanina. No entanto, nos
resultados de peso de matéria seca da raiz (Figura 7), notou-se em destaque o clone H2, com
os melhores resultados entre 0,30 e 0,60 mg L' de fenilalanina. O clone H1 teve os melhores
resultados de peso de matéria seca da raiz a partir da aplica¢io de 0,60 mg L™ de fenilalanina.
J& os clones H3 e H4 exibiram os melhores resultados de peso de matéria seca da raiz até

0,15 mg L de fenilalanina e entre 0,15 e 0,30 de fenilalanina, respectivamente.

------- HL —H ——H —x—Ha
yH1=1,1819x + 1,211 R*=0,9543
39 yH2=-3,9066x" +3,331x + 1,3427  R*=09117

yH3=-2,3788x> +0,7168x + 1,221  R*=10,8926
yH4=-5,7727x* +3,5192x + 0,8237  R?=0,8908

Massa Seca da Raiz (g)

0,00 0,15 0,30 0,60

Fenilalanina (mg L%)

Figura 7 — Massa da matéria seca da raiz das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em
funcdo da aplicacdo do cofator fenilalanina associado a 500 mg L™ de AIB, dos
quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.
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A hipdtese era de que a aplicacdo de fenilalanina, associada ao AIB, melhorasse a
resposta do enraizamento e da sobrevivéncia das miniestacas, j& que a fenilalanina ¢
precursora de fenois e, segundo MATTOS (1982), os efeitos positivos de compostos fendlicos
no enraizamento se devem a inibicdo da AIA-oxidase por eles, prevenindo a destruicdo da
auxina. Isso foi confirmado nos clones H2 e H4 nas doses a partir de 0,60 mg L' ¢ na
aplicacdo de doses até 0,15 de mg L' de fenilalanina, respectivamente. No entanto, nos outros

clones a utilizag¢ao desse cofator nao melhorou os indices de enraizamento ¢ de sobrevivéncia.

3.4. Eficiéncia do floroglucinol no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da analise de variancia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 4), observou-se efeito significativo, pelo teste de F (P > 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” sobre algumas das caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos

clones em relacao ao cofator e aos tratamentos adotados.

Quadro 4 - Resultados da andlise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALTS50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em fungdo das concentracdes do cofator
floroglucinol associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla

Quadrados Médios
Fontes de
Variacio GL SOBCV  ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR
(%) _ (%) _ (cm) (%) (cm)  (mm) (4] (€]
Clone (C) 3 122,07 1240,23 54,05 221436 108,24 0,61 3,24 0,28™
Trat. (T) 3 122,07 3,26™ 22,71 417,48 11,36™ 0,06™ 1,88  0,08™
C*T 9 70,53™ 219,18° 24,83 168,46 29.49" 0,14™  1,94™ 0,23
_Residuo 48 - 3499 . 1975 815 ] 14893 1034 0,10 1,51 0,11
_MédiaGeral - 938 ! 828 . 14,1 152 193 . 22 38 ... 12
CVeyp (%) - 7.4 14,9 25,9 21,6 21,9 16,1 23,9 27,9
NSy | <ok

e = ndo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 7,4 até 27,9%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores normalmente encontrados na literatura (RIBAS, 1997, WENDLING

et al., 2000; TITON, 2001).
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Os clones H1, H3 e H4 apresentaram resultados semelhantes nos indices de
sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagdo em todas as doses testadas de
floroglucinol, sendo os melhores resultados de sobrevivéncia obtidos em doses a partir de
400 mg L' de floroglucinol (Figura 8). No entanto, no clone H2 a ndo-aplicacio de
floroglucinol exibiu os melhores resultados de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa

de vegetagdo.

yH1=0,0002x - 0,0523x + 83,281  R*=0,9780
201 yH2=-0,0179x + 100 R?=0.8163 20 | YH2=0,0001x - 0,0546x + 89,361  R*=10,9491
yH3=0,0103x + 88,438 R2=02256 yH3= 0,0004x” - 0,172x + 75,966 R?=10,4953

yH1=9E-05x*- 0,0179x + 92,017  R*=0,9901

Sobrevivéncia CV (%)
Sobrevivéncia PS (%)

vH4= 4E-06x" + 0.0262x +89.759  R*=0.4818 VH4= 2E-05x" - 0.0408x +70.668 R’ =0.6867

0 100 200 400 0 100 200 400

Floroglucinol (mg L%) Floroglucinol (mg L%)

Figura 8 - Sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacdo e a pleno sol, aos 25
e 50 dias de idade, respectivamente, em fung¢do da aplicacdo do cofator
floroglucinol associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.

Quanto a sobrevivéncia das plantas a pleno sol, aos 50 dias de idade (Figura 8) o
comportamento entre os clones H1 e H3, utilizando-se floroglucinol, foi semelhante, sendo os
melhores resultados obtidos com doses superiores a 200 mg L™ de floroglucinol. J4 nos
clones H2 e H4 os melhores resultados de sobrevivéncia das plantas a pleno sol foram obtidos
com a ndo-aplicagdo de floroglucinol.

Nos clones H3 e H4, os coeficientes de determinagdo (R”) nas andlises de regressdo
apresentaram valores baixos, ndo denotando confiabilidade das equagdes de regressdo para
explicar as respostas de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagdo (H3 e
H4) e a pleno sol (H3).

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos nos clones
estudados em relacao as caracteristicas de enraizamento das miniestacas na saida da casa de
sombra, altura na saida da casa de sombra e a pleno sol, diametro de colo e peso de matéria
seca da parte aérea e da raiz das plantas a pleno sol (Quadro 4).

A hipoétese era de que a aplicacdo de floroglucinol associado ao AIB melhorasse a

resposta do enraizamento adventicio e da sobrevivéncia das miniestacas dos clones estudados.

35



Isso foi confirmado nos clones H1 e H3 com aplicacdo de doses a partir de 200 mg L de
floroglucinol. No entanto, nos outros clones a utilizacdo desse cofator ndo melhorou os
indices de enraizamento e de sobrevivéncia.

Os resultados obtidos com os clones Hl e H3 confirmaram aqueles encontrados por
VAZ ¢ NEGUEROLES (1979), trabalhando com brotos apicais de pessegueiro € macieira,
RODRIGUES et al. (1993), com brotacdes de macieira; LIMA (1998), com estacas de
Eucalyptus grandis; ZANOL et al. (1998), trabalhando com microestacas de macieira,
também estudando o efeito do floroglucinol, associado com AIB, no enraizamento adventicio.
Esses mesmos autores concluiram ter essa substancia efeito estimulante no enraizamento
dessas espécies. Por outra parte, RUFATO et al. (2001), em estudos semelhantes, verificaram
que o floroglucinol ndo promoveu o enraizamento de estacas de marmeleiro, confirmando

aqueles encontrados com os clones H2 e H4.

3.5. Eficiéncia da hidroquinona no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 5), observou-se efeito significativo, pelo teste de F (P > 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” sobre apenas duas das caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas

dos clones em relacdo ao cofator e aos tratamentos adotados.

Quadro 5 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em fun¢do das concentra¢des do cofator
hidroquinona associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla

Fontes de Quadrados Médios
Variacio SOBCV  ENRCS  ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR
(%) (%) (cm) _ (%) (cm) _ (mm) (8 (2
Clone (C) 3 85,25™ 2736,61 262,10 5646,16 303,08 2,08 20,16 3,33
Trat. (T) 3 26,65™ 321,25™ 20,87™ 1193,03" 29,83™ 0,41™ 3,10  0,22™
C*T 9 116,17 140,04™ 16,35 258,25™ 21,57 0,12 1,57 036
Residuo 48 1 5147 17721 1038 277,51 11,84 016 120 0,09
MédiaGeral - 942 ¢ 80,9 ... 133 052 . 182 . 22 . 38 .. 13
CVp (%) - 8.3 21,4 26,6 26,7 29,0 23,5 20,0 21,4
NS’ | ceskrr

e = ndo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.
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Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 8,3 até¢ 29,0%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores normalmente encontrados na literatura (RIBAS, 1997, WENDLING
et al., 2000; TITON, 2001).

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos dos clones
estudados em relagdo as caracteristicas de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de
vegetacdo, enraizamento na saida da casa de sombra, altura na saida da casa de sombra e a
pleno sol, didmetro de colo e peso de matéria seca da parte aérea e da raiz das plantas a pleno
sol (Quadro 5).

Os resultados de sobrevivéncia das plantas a pleno sol, aos 50 dias de idade (Figura 9),
indicaram que o clone H1 destacou-se dos demais, sendo os melhores resultados obtidos entre
0,20 ¢ 0,40 mg L' de hidroquinona. Os clones H2 ¢ H3 apresentaram resultados de
sobrevivéncia das plantas a pleno sol semelhantes entre si, com os maiores resultados a partir
da dose de 0,40 mg L' de hidroquinona. No clone H4, a aplicacdo de hidroquinona nio

apresentou acréscimos significativos nos indices de sobrevivéncia das plantas a pleno sol.

'S
o

yH1= 223,72x> + 108,31x + 84,588  R*=0,9935
yH2= 69,196x + 53,125 R?=0,5531
VH3=-56,818x> + 74,432x + 42,301  R*=0,8999
YH4=-46,165x> + 28,054x + 49,077  R*=0,5060

Sobrevivéncia PS (%)

0,00 0,10 0,20 0,40

Hidroquinona (mg L)

Figura 9 — Sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em fung¢do da
aplicagdo do cofator hidroquinona associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro
clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

A hipétese era de que a aplicacdo de hidroquinona associada ao AIB nas miniestacas
promovesse aumento nos indices de enraizamento e sobrevivéncia, sendo confirmado nos
clones H1, H2 e H3.

LIMA (1998), trabalhando com plantulas de Eucalyptus grandis, constatou que a
hidroquinona, associada ao AIB, ndo teve influéncia sobre o porcentual de enraizamento e

comprimento da parte aérea das plantulas, porém apresentou efeito benéfico no comprimento
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de raizes. Ja James et al. (1981), citados por LIMA (1998), obtiveram resultados positivos

com relagdo a rizogénese de estacas de macieira, utilizando hidroquinona associada ao AIA.

3.6. Eficiéncia da prolina no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 6), observou-se efeito significativo, pelo teste de F (P > 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” sobre a maioria das caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas

dos clones em relagdo ao cofator e aos tratamentos adotados.

Quadro 6 - Resultados da andlise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALTS50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em funcao das concentra¢des do cofator prolina
associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E.

urophylla
Quadrados Médios
Fontes de
Variacio GL SOBCV  ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR
(%) _ (%) _ (cm) (%) (cm)  (mm) () ()
Clone (C) 3 501,91 500,28 501,39 1071,78 523,95 1,52 36,45 2,12
Trat. (T) 3 100647 1408,49° 30,23" 2445.48" 40,03 0,16™ 1,53  0,35™
C*T 9 309,86 256,14 27,90" 209,69 28,10" 022" 2,01 036
_Residuio 48 ¢ 96,23 11698 6,04 26245 790 0,10 1,01 0,17
_MédiaGeral - 923 ! 83,1 . 151 732 198 . 23 . 38 .. 13
CVep (%) - 14,9 17,7 28,5 272 23,7 19,2 24.4 21,8
NS | <ok

e = ndo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 14,9 até 28,5%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relagdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores normalmente encontrados na literatura (RIBAS, 1997; WENDLING
et al., 2000; TITON, 2001).

Os clones H1, H3 e H4 apresentaram respostas semelhantes entre si quanto a
sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo (Figura 10), sendo os melhores resultados
obtidos com a aplicacio de 0,40 mg L™ de prolina, atingindo 100% de sobrevivéncia na saida
da casa de vegetacao. O clone H2 exibiu os maiores indices de sobrevivéncia na saida da casa

de vegetagio, aplicando-se doses entre 0,20 ¢ 0,40 mg L' de prolina.
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Quanto ao enraizamento na saida da casa de sombra (Figura 10), os clones H1, H2 ¢
H4 apresentaram comportamento semelhante ao encontrado na saida da casa de vegetagdo. No
clone H3, os melhores resultados de enraizamento foram obtidos com doses a partir de

0,20 mg L™ de prolina.
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3 yHI=198,86x" - 44,886x + 88,04~ R’=0,5024 3 yH1=216,57x" - 51,33x + 84,332 R>=0,5073
S 50 vH2= -369,32x> +230,68x + 64,176  R*=0,9646 = 50 YH2=-376,42x +240,77x + 58,097 R’=0,9759
a yH3=184,66x* - 65341x + 97,443  R>=0,5022 W yH3=-3,5511x% + 45,668x + 80,866  R>=0,9896
vH4=-31,96x* + 26,634x + 94,673  R*=0.7727 vH4=138.48x> - 34.171x + 75275  R*=0.6169
0 ‘ ‘ ; ‘ 04 ‘ ‘ . ‘
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Figura 10 - Sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas na saida da casa de vegetacao e na
saida da casa de sombra, aos 25 e 35 dias de idade, respectivamente, em funcao da
aplicacdo do cofator prolina a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.

Quanto a altura das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 11), notou-se que
no clone H4 a aplicag¢do de doses crescentes de prolina ndo influenciou significativamente no
crescimento das miniestacas. Nos clones H1 e H3, a aplicagdo de doses a partir de 0,20 mg L™
de prolina apresentaram os melhores resultados, ja para o clone H2 a nao-aplicag¢ao de prolina
exibiu os melhores indices de crescimento em altura das miniestacas na saida da casa de

sombra.
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Figura 11 - Altura das miniestacas na saida da casa de sombra e a pleno sol, aos 35 e 50 dias
de idade, respectivamente, em fung¢do da aplica¢do do cofator prolina associado a
500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.



Analisando a altura das miniestacas a pleno sol (Figura 11), observou-se que o
comportamento dos clones HI, H3 e H4 foi semelhante ao encontrado na saida da casa de
sombra. No entanto, no clone H2 os melhores resultados de crescimento em altura das
miniestacas ocorreram com a aplicagdo de até 0,10 mg L™ de prolina.

No clone HI, os coeficientes de determinacdo (R?) nas analises de regressdo
apresentaram valores baixos, ndo denotando confiabilidade das equagdes de regressdo para
explicar as respostas de altura das miniestacas na saida da casa de sombra e a pleno sol.

Em relagdo a sobrevivéncia das plantas a pleno sol (Figura 12), os clones H1, H2, H3
e H4 apresentaram comportamento semelhante ao encontrado na saida da casa de sombra. Os
melhores resultados de sobrevivéncia das plantas a pleno sol foram obtidos nos clones H1 e
H4 com doses a partir de 0,40 mg L™ de prolina e nos clones H2 e H3, com doses entre 0,20 ¢

0,40 mg L' de prolina.
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yH1=1205,97x" - 42,472x + 80,994 R?=0,5175
yH2=-291,19x* + 207,24x + 53,239 R>=0,9675
yH3=-19531x*+ 167,97x + 49,219  R>=0,9137
vH4=-53267x* +72.514x + 56.122  R*=0,9991

Sobrevivéncia PS (%)

0,00 0,10 0,20 0,40
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Figura 12 — Sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em fun¢do da
aplicagdo do cofator prolina associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro clones
de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos dos clones
estudados em relagdo as caracteristicas de diametro de colo e peso de matéria seca da parte
acrea e da raiz das plantas a pleno sol (Quadro 6).

A hipotese era de que a aplicagdo de prolina associada com AIB nas miniestacas
promovesse aumento nos indices de enraizamento e sobrevivéncia, situa¢do esta confirmada
em todos os clones estudados.

Resultados benéficos utilizando a prolina, associada ao AIB, foram encontrados por
LIMA (1998), que constatou que a adicdo de prolina no meio de cultura aumentou o
porcentual de enraizamento de plantulas de Eucalyptus grandis. Ja CAMARA et al. (2000)

verificaram que a adi¢do de prolina no meio de cultura favoreceu o crescimento de calos em
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tecidos da planta de milho. A prolina também aumentou a porcentagem de brotos enraizados e
o numero de raizes por brotos em Prumus avium e P. cerasus (ORLIKOWSKA, 1992).
Quando comparada com os outros cofatores estudados neste trabalho, as miniestacas
tratadas com prolina foram superiores as demais. Isso se deve ao fato de a prolina exercer
importante papel de osmorregulador no metabolismo das plantas, ou seja, juntamente com
outros solutos (aminoéacidos, agucares, acidos organicos e ions organicos), a prolina mantém o
equilibrio do potencial hidrico dentro da célula, possibilitando a continuagdo do alongamento
celular, facilitando condutancias estomaticas mais altas sob potenciais hidricos mais baixos,
aumentando o turgor e mantendo o crescimento dos meristemas das raizes, indicando que o
ajuste osmotico € uma aclimatacdo que aumenta a tolerancia a desidratacao (HARE e CRESS,

1997; TAIZ e ZEIGER, 2004).

3.7. Eficiéncia do triptofano no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 7), observou-se efeito significativo, pelo teste de F (P > 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” sobre apenas uma das caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas

dos clones em relacao ao cofator e aos tratamentos adotados.

Quadro 7 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetagdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; e da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), didmetro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em fun¢do das concentra¢des do cofator
triptofano associado a 500 mg L de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla

Quadrados Médios
Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR
(%) (%) (cm) (%) _ (cm)  (mm) () ()
Clone (C) 3 13,83™ 77,11™ 137,27 387,98 138,78 0,43 4,75 0,31
Trat. (T) 3 88,70™ 221,96 33,13 47587 41,50" 0,01™ 437"  0,14™
C*T 9 56,69™ 97,18" 9,72" 182,90™ 11,27 0,05  1,03™  0,08™
_Residuo 48 - 3703 - 42,52 8,09 ] 109,25 . 8,19 . 007 _L17 0,10
_MédiaGeral - 959 .91 13,7 835 188 . 2,1 36 . 12
CVep (%) - 6,7 8,6 28,8 14,7 21,6 13,6 23,5 28,1
NSy | <ok

e = ndo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de F.

Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 6,7 até 28,8%,

evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
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acordo com os valores normalmente encontrados na literatura (RIBAS, 1997, WENDLING
et al., 2000; TITON, 2001).

Nao foram observadas diferengas estatisticas entre os tratamentos dos clones
estudados em relacdo as caracteristicas de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de
vegetacao, didmetro de colo e peso de matéria seca da parte aérea e da raiz das plantas a pleno
sol (Quadro 7).

Quanto ao enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 13), os
clones H2, H3 e H4 apresentaram comportamento semelhante entre si, sendo os melhores
resultados de enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra obtidos com doses
superiores a 0,80 mg L' de triptofano. J4 no clone Hl os melhores resultados de
sobrevivéncia na saida da casa de sombra foram obtidos com aplicagdo de até 0,20 mg L' de

triptofano.

- 2 yHI=-19,531x% +11,719x + 90,625 R’=1

5:;1 LT o8 N Iyss sy | YH2=30185¢ + 41974x + 7446 R’=0.9030

21 UH3-74.574% - 50.852x + 90,028 R =0.9725 yH3=70,135x -42.933x + 79,986 R’=09940
: : X : Rimo,

Enraizamento CS (%)
Sobrevivéncia PS (%)

— 2
VH4= 20.536x + 81.875 R>=0.9751 yHA= 22,195%" +52,095x + 67,287

0,00 0,20 0,40 0,80 0,00 0,20 0,40 0,80

Triptofano (mg L*) Triptofano (mg L%)

Figura 13 - Enraizamento e sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacdo e a
pleno sol, aos 35 e 50 dias de idade, respectivamente, em fun¢do da aplicagdo do
cofator triptofano associado a 500 mg L de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.

Os resultados de sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol foram semelhantes aos
encontrados no enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 13), sendo
nos clones H2, H3 e H4 os melhores indices de sobrevivéncia a pleno sol obtidos com a
aplicacio de doses superiores a 0,80 mg L' de triptofano; e no clone HI os melhores
resultados foram obtidos com a aplicacdo de até 0,20 mg L™ de triptofano.

Com relagdo a altura das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 14),
observou-se nos clones Hl e H2 que a ndo-aplicagdo de triptofano apresentou os melhores
resultados de crescimento em altura. Os clones H3 e H4 exibiram respostas semelhantes entre
si, sendo os melhores resultados de crescimento em altura na saida da casa de sombra

encontrados com doses a partir de 0,80 mg L™ de triptofano.
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------- HL —m 2 —a—H3 —x—H4 ---eee- HL —n 2 —a—H3 —x—H4

yH1=12,543x" - 12,521x + 17,836 Rj =0,8230 yH1=12,543x>- 12,521x + 17,836 R*=10,8230
- yH2= 8,8991x§ -16,149x+20,152  R?=0,9891 0. yH2=16,087x* - 22,811x + 25,699  R’=1

yH3=15234x>- 13,453x + 13,369  R*=0,9922 yH3=15,447x>- 13,933x + 18,586  R?*=0,9513

yH4=17,805x* - 13,567x + 11,622 R>=0,9630 yH4=17,436x* - 13,018x + 16,457  R>=0,8349

n
o

Altura CS (cm)
Altura PS (cm)

0,00 0,20 0,40 0,80 0,00 0,20 0,40 0,80
Triptofano (mg L) Triptofano (mg L?)

Figura 14 - Altura das miniestacas na saida da casa de sombra e a pleno sol, aos 35 e 50 dias
de idade, respectivamente, em fung¢ao da aplicagdo do cofator triptofano associado
a 500 mg L™ de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Quanto a altura das miniestacas a pleno sol (Figura 14), observou-se que os clones H1,
H3 e H4 comportaram-se de maneira semelhante entre si, apresentando os melhores
resultados de crescimento em altura a partir de 0,80 mg L' de triptofano. No clone H2, a
ndo-aplicagdo de triptofano teve os melhores resultados de crescimento em altura das
miniestacas a pleno sol.

A hipétese era de que a aplicagdo de triptofano associado com AIB nas miniestacas
promovesse aumento nos indices de enraizamento e sobrevivéncia, sendo confirmado em
todos os clones estudados. Acredita-se que as respostas superiores dos tratamentos utilizando
esse aminoacido se devem ao fato de que muitas evidéncias tém demonstrado que as plantas
convertem triptofano em AIA (acido indolacético), através de varias rotas metabolicas. Tal
conversao ¢ importante para no inicio do desenvolvimento e estabelecimento do eixo
raiz-parte aérea das plantas (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Conforme alguns autores, o nivel de triptofano nas células das plantas ¢ controlado
pela sua propria concentragdo e que existe uma concentragdo normal desse aminodcido nas
células que sera provavelmente transformado em auxinas (Wildholm, 1971, citado por
DUTRA et al., 2002). Além disso, existe uma correlacdo positiva entre o nivel de auxinas e a
porcentagem de enraizamento. Assim, quando o nivel endogeno de auxinas ¢ elevado, ha
maior porcentagem de enraizamento adventicio (Gaspar et al., 1988, citados por DUTRA et
al., 2002). Nao obstante, LIMA (1998) verificou que o triptofano ndo influenciou o porcentual
de enraizamento, apresentando, entretanto, efeito positivo no nimero de raizes das plantulas
de Eucalyptus grandis. ORLIKOWSKA (1992) também relatou aumento no nimero de raizes

em estacas de macieira, ao utilizar alguns aminoacidos, dentre eles o triptofano.
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4, CONCLUSOES

Com base nos resultados, conclui-se que as respostas dos clones em relagdo a
aplicacdo dos cofatores acido cafeico, acido clorogénico, fenilalanina, floroglucinol,
hidroquinona e triptofano foram diferenciadas. O 4cido clorogénico e a hidroquinona
melhoraram os indices de enraizamento e sobrevivéncia nos trés clones; a fenilalanina e o
floroglucinol exibiram efeito benéfico em dois clones; somente o acido cafeico, o triptofano e,

principalmente, a prolina apresentaram efeito benéfico em todos os clones estudados.
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EFEITO DE ANTIOXIDANTES NO ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS DE
CLONES DE Eucalyptus grandis x E. urophylla

RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar a eficiéncia dos antioxidantes acido
ascorbico, carvao ativado e polivinilpirrolidona (PVP) no enraizamento de miniestacas de
quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. As miniestacas foram coletadas em
minijardim clonal conduzido em sistema de hidroponia em canaletas. Experimentalmente,
foram testadas cinco concentracdes de acido ascorbico, quatro concentragdes de carvao
ativado e sete concentragdes de PVP, nos quatro clones estudados. Foram realizadas
avaliagdes quanto ao porcentual de enraizamento e crescimento das miniestacas enraizadas
em casa de vegetacdo, casa de sombra e pleno sol. Concluiu-se que a utilizagdo do acido
ascorbico e do carvao ativado foram mais eficientes em apenas um clone, no entanto o PVP
mostrou-se eficiente na maximizacao do enraizamento das miniestacas em todos os clones

avaliados.

Palavras-chave: Miniestaquia, estaquia, propagagao vegetativa e silvicultura clonal.

EFFECT OF ANTIOXIDANTS ON THE ROOTING OF MINICUTTINGS OF
Eucalyptus grandis x E. urophylla CLONES

ABSTRACT — The objective of the present work was to evaluate the efficiency of the
antioxidants ascorbic acid, activated carbon and polyvinylpyrrolidone (PVP) on the rooting of
minicuttings of four clones of Eucalyptus grandis x E. urophylla. The minicuttings were
collected in a clonal minigarden carried on a hydroponic system in small gutters.
Experimentally, five concentrations of ascorbic acid, four concentrations of activated carbon
and seven concentrations of PVP were tested, for the four clones studied. Evaluation of the
rooting percentage and growth of the rooted minicuttings were mode in a greenhouse, a shade
house and in the open sun. It was concluded that the used of ascorbic acid and activated
carbon were more efficient for only one clone; however, the PVP showed to be efficient in the

maximization of the rooting of all the minicuttings for all of the clones evaluated.

Keywords: Minicutting, stem-cutting rooting, vegetative propagation and clonal silviculture.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tem-se verificado um constante aumento do interesse pela
silvicultura clonal de espécies florestais, visando, principalmente, a uniformizagdo dos
plantios, maior produtividade, qualidade tecnoldgica da madeira e adaptagao dos clones a area
a ser implantada, aliado a um custo competitivo. O conhecimento das melhores técnicas de
propagacdo vegetativa, aliadas as substancias que promovem aumento no enraizamento,
contribui para a melhor utiliza¢ao da espécie com ganhos de produtividade (XAVIER, 2002).

A formagdo de raizes em estacas ¢ um processo complexo, tanto do ponto de vista
anatomico quanto fisiologico. A presenga de carboidratos, proteinas, aminoacidos, vitaminas,
compostos fenodlicos e outras substidncias ainda ndo identificadas contribuem, além das
auxinas, para a iniciagdo de raizes adventicias, quando combinados em concentragdes e
proporg¢des adequadas (ONO e RODRIGUES, 1996).

Segundo HARTMANN et al. (2002), as plantas superiores, em condi¢des adequadas,
produzem vérias substancias denominadas metabdlitos secunddrios, as quais, em sua maioria,
sdo de natureza fendlica. Segundo esses mesmos autores, a liberacdo de compostos fenolicos
ocorre devido ao dano causado nas células durante a excisdo dos propagulos vegetativos.
Apesar de a oxidacdao de compostos fenolicos ser prejudicial as miniestacas, essas substancias
sdo essenciais as plantas, visto a importante fun¢do de regular a oxida¢do do AIA (4cido
indolacético), principal auxina encontrada naturalmente nas plantas.

Virios estudos foram realizados com a finalidade de encontrar possiveis relagdes entre
o potencial rizogénico dos propagulos e os compostos fenolicos. No inicio, ressaltava-se o
efeito inibitorio dos fendis sobre a formacao de raizes (KEFELI e KADYRON, 1971). Com o
avanco das pesquisas, HAISSIG (1974) sugeriu que a formagdo de primoérdios radiculares
necessitava de conjugados AIA-fendis, sintetizados com a participagdo de enzimas, como
polifenol oxidases e peroxidases. JA DEBERGH e READ (1991) descobriram que um grupo
especial de compostos fenolicos sdo protetores das auxinas por atuarem como antioxidantes,
inibindo a oxida¢ao do AIA.

Outras pesquisas tém indicado que, em geral, monofenois e m-difendis estimulam a
oxidagdo do AIA, enquanto o-difendis, p-difendis e polifendis inibem essa reagao (LEE et al.,
1982), bem como a nao-relagdo do conteudo de fenodis totais sobre o nimero de raizes em
plantas de Castanea sativa (apresentou bom enraizamento) e Salix viminalis (apresentou
baixo enraizamento), encontrado por GESTO et al. (1977) e a correlagdo positiva entre o

enraizamento e o conteudo de fendis orto-dihidréxi e totais em espécies do género Prumus
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(RANA ¢ CHADHA, 1989). Assim, WILSON e¢ VAN STADEN (1990) constataram que a
capacidade de alguns compostos fendlicos de estimular a formagdo de raizes adventicias se
deve a uma possivel acdo protetora que exercem sobre o AIA, em conseqiiéncia da inibi¢do da
AlA-oxidase e reagdes de oxidacdo em geral, mantendo a célula em estado reduzido e
permitindo a divisdao celular. O tipo e a quantidade desses cofatores determinam,
parcialmente, se as estacas possuem maior ou menor facilidade para induzir os primordios
radiculares.

Alguns procedimentos para a reducdo da oxidacao fendlica podem ser adotados, como:
a utilizagdo de substancias antioxidantes, reducdo dos danos mecanicos e quimicos causados,
lavagem dos propagulos vegetativos em agua corrente, utilizacdo de meios basicos mais
diluidos e remocao de sustancias fendlicas, entre outros (WENDLING, 2002).

Quanto ao efeito do antioxidante, este consiste na inativagdo dos radicais livres, na
complexagdo de ions metabdlicos ou na redugdo dos perdxidos para produtos incapazes de
formar radicais livres com potencial de se oxidar (ARAUJO, 1985). Dentre as substincias
com efeito antioxidante, podem-se citar acido ascorbico, acido citrico, polivinilpirrolidona
(PVP), carvao ativado, L-cisteina, ditiotreitol, tiuréia, 4gua de coco e albumina de soro
bovino. Essas substancias podem atuar inibindo a sintese ou a a¢do de enzimas ligadas a
oxidagdo dos polifendis ou agir como adsorventes dessas substancias.

O carvao ativado e o PVP sdo considerados compostos adsorventes. O primeiro
apresenta cargas residuais, as quais sdo capazes de adsorver substancias fenolicas ou seus
produtos da oxidagdo, como as quinonas; o PVP é uma poliamida utilizada em cromatografia
de separacao de acidos aromaticos, aldeidos e fendis pela sua fungdo adsorvente (TEIXEIRA,
2004). Segundo esse mesmo autor, os fendis sdo adsorvidos pelo PVP, por meio de ligagdes
de hidrogénio, o que previne a oxidacdo e polimerizac¢do, além de adsorver os produtos da
oxidacdo fenolica, ou seja, as quinonas.

O carvao ativado age promovendo a adsor¢cdo dos exsudatos liberados pelo explante,
0s quais provocam a oxidacdo. Também possui as propriedades de adsorver e reduzir a
disponibilidade de auxina exdgena no meio de cultura, induzindo a rizogénese (TAIZ e
ZEIGER, 2004). O PVP reage com os compostos oxidantes e, de acordo com CORDEIRO
(2002), o efeito principal do PVP no meio de cultura esta relacionado com a capacidade de
inibir a liberagdo de compostos fenolicos. Os acidos citrico e ascorbico reagem com os metais
presentes no meio de cultura, evitando que estes fiquem disponiveis para se oxidarem

(ARAUJO, 1985; TAIZ e ZEIGER, 2004). De acordo com ZIV ¢ HALEVY (1983), o 4cido
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ascorbico e o acido citrico, em solugdo aquosa, reduzem a oxidacdo em explantes de
Strelitzia spp.

Este estudo objetivou avaliar o efeito dos antioxidantes PVP, dcido ascorbico e carvao
ativado no enraizamento de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus grandis x E.

urophylla.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla provenientes da
empresa International Paper do Brasil, localizada no Municipio de Mogi Guagu, Sao Paulo. O
clima dessa regido ¢ do tipo Cwa (tropical, imido e mesotérmico), segundo a classificacdo de
Koeppen, com latitude de 22°21°S, longitude de 48°58’W e altitude média de 639 m.
Apresenta precipitagdo média anual de 1.317 mm e temperatura média anual de 21 °C, com
maxima média de 24 °C e minima média de 16 °C.

Para a selegdo desses clones foram considerados os porcentuais de area plantada e de
enraizamento desses materiais genéticos, dados esses fornecidos pelo Departamento de
Pesquisa da referida empresa.

A partir de plantas obtidas pela técnica de miniestaquia, o minijardim clonal foi
instalado no Viveiro Experimental da International Paper do Brasil, localizado em condic¢des

cobertas, constituido pelos quatro clones em estudo (H1, H2, H3 e H4).

2.2. Manejo do minijardim clonal

Conforme a técnica de miniestaquia (XAVIER e WENDLING, 1998; HIGASHI et al.,
2000 e ASSIS et al., 2004) e de acordo com os procedimentos de manejo adotados pela
empresa, o minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento de
miniestacas oriundas de brota¢des de plantas propagadas pelo método da microestaquia. As
miniestacas enraizadas, ao atingirem 10 a 12 cm de tamanho, tiveram seus apices podados na
altura de 8 cm, constituindo, assim, as minicepas que forneceram as miniestacas (brotagdes)
para a realizacdo do experimento.

O sistema de manejo do minijardim clonal adotado foi o utilizado comercialmente pela

empresa € composto por canaletas de aluminio revestidas com fibra de vidro, sobre as quais
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permaneceram as minicepas, plantadas em tubetes dispostos em bandejas de isopor cobertas
por plastico dupla fase. A irrigacdo e a nutricdo mineral foram efetuadas através do sistema
automatizado de fertirrigagdo por inundacdo, de maneira que somente o sistema radicular
permanecia em contato com a solug¢do nutritiva. A cada uma hora o sistema era acionado,
irrigando por um periodo de 20 minutos e atingindo cerca de 6 cm de altura do tubete. Apds
esse periodo, a canaleta era esvaziada e a solu¢do nutritiva retornava a caixa de armazenagem
da solugdo, sendo esta trocada a cada sete dias e, diariamente, eram mensurados a Ec
(condutividade elétrica, usada para medir a quantidade de sais presentes em solucio) e o pH
da solucdo. Nesse periodo, a Ec variou de 2,00 a 2,40 mS cm™ ¢ o pH, de 3,05 a 5,76. Em
500 litros de solucao nutritiva, adicionaram-se 20 g de nitrato de amonio, 200 g de nitrato de
calcio, 108 g de sulfato de amonio, 60 g de micronutrientes obtidos pelo produto Quelatec
AZ" ¢ 740 g de Phytus Super K*. O Quelatec AZ® constitui-se de um quelato solavel de
micronutrientes, composto por ferro, manganés, zinco e cobre na forma quelatada e por boro e
molibdénio na forma mineral. J4 o Phytus Super K® foi constituido de um fertilizante

composto por NPK (00:40:20).

2.3. Obtenc¢ao, preparo, plantio e enraizamento das miniestacas

As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal e acondicionadas em caixas de
PVC transparente, mantidas fechadas. Para manter as condi¢des de turgescéncia do material
vegetativo, pulverizou-se agua, utilizando uma bomba costal, em intervalos de 10 minutos, até
a etapa de enraizamento, quando, entdo, as miniestacas foram preparadas com dimensdes
variando de 5 a 7 cm de comprimento e com um par de folhas, tendo a area foliar sido
reduzida a metade de sua dimensao original.

Apods o preparo das miniestacas, estas foram tratadas com os antioxidantes acido
ascorbico, carvdo ativado e PVP associados com 500 mg L™ de AIB para, posteriormente,
serem plantadas e colocadas para enraizamento na casa de vegetacdo. Foram utilizadas as
seguintes concentracdes dos antioxidantes acido ascérbico (0, 5, 10, 20 e 40 mg L"), carvdo
ativado (0, 500, 1.000 e 2.000 mg L") e PVP (0, 500, 1.000, 2.000, 4.000, 8.000 e
16.000 mg L™), via liquido, dissolvidos em solucio de AIB a 500 mg L' (4cido indolbutirico
— Merck S.A. — dissolvido em KOH a 1 mol L diluido em 4gua destilada autoclavada). As
miniestacas tiveram suas bases (2 cm) mergulhadas na solugdo de antioxidante + AIB por um

periodo de 15 segundos, antes de serem plantadas no substrato.
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O periodo compreendido entre o preparo das miniestacas, seus tratamentos com o0s
cofatores e plantio no substrato, na casa de vegetacao, foi sempre inferior a 30 minutos.

No enraizamento das miniestacas utilizaram-se como recipientes tubetes plasticos de
55 cm?® de capacidade, contendo substrato constituido de partes iguais de vermiculita de
granulometria fina e casca de arroz carbonizada. A nutri¢ao mineral utilizada no substrato foi
composta por 4,00 kg m= de Fosmag 500B (MANAH, Sdo Paulo) composto por 4% de N,
14% de P, 7% de K, 14% de Ca, 9% de S, 2% de Mg e 0,5% de B; 5,40 kg m™ de NPK
(32:00:03) e 3,06 kg m™ de cloreto de potassio.

O processo de enraizamento das miniestacas foi conduzido em casa de vegetacdo
climatizada (umidade relativa do ar > 80% e temperatura em torno de 27 °C) com
permanéncia de 25 dias. Posteriormente, as miniestacas foram transferidas para casa de
sombra (permanéncia de 10 dias para aclimatizagdo) e, finalmente, a pleno sol até
completarem 50 dias de idade.

Foram instalados experimentos independentes dos diferentes tipos de antioxidantes
testados, os quais seguiram o delineamento experimental inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 5 x 4 para acido ascorbico (constituido de cinco doses), fatorial 4 x 4 para carvao
(constituido de quatro doses) e fatorial 7 x 4 para PVP (constituido de sete doses),
considerando-se os quatro clones em estudo (HI, H2, H3 e H4), em quatro repeti¢des e

parcelas compostas de 16 plantas/repeticdo.

2.4. Avaliacdes experimentais

As avaliacOes das plantas foram realizadas quanto ao porcentual de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacao (aos 25 dias de idade), porcentual de enraizamento
e altura das miniestacas na saida da casa de sombra (aos 35 dias de idade). Aos 50 dias de
idade a pleno sol, avaliaram-se o porcentual de sobrevivéncia, a altura, o didmetro de colo e a
massa da matéria seca da parte aérea e da raiz das miniestacas enraizadas.

As avaliagdes de altura, didmetro de colo, massa da matéria seca da parte aérea e do
sistema radicular foram realizadas em quatro miniestacas/repeticao selecionadas ao acaso em
cada tratamento.

Os dados resultantes foram submetidos as analises de varidncia e regressdo,

utilizando-se os programas Statistica e Excel.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Eficiéncia do acido ascorbico no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 1), observou-se efeito significativo, pelo teste F (P < 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” sobre todas as caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos

clones em relagdo ao antioxidante e aos tratamentos adotados.

Quadro 1 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV), do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; e da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em funcdo das concentracdes do antioxidante
acido ascorbico associado a 500 mg L de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla

Quadrados Médios

Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR

(%) (%) (cm) _ (%) (cm)  (mm) @ (@
Clone (C) 3 2532,55°  10103,35  3840,01° 11901,71°  4494,01 15,677 14540 19,65
Trat. (T) 4 506,10 2799,07 126,02 2235,62° 129,50 0,60  1,68™  1,14™
C*T 12 600,18 1527,91° 98,70 1263,31° 103,94 0,89" 13,68° 1,55
_Residuo 60 ] 111,00 9847 . 49,63 111,00 5044 044 456 0,57 __
_ Media Geral - ! 913 . 707 31,3 06,1 . 345 29 | 64 . 19
CVey (%) - 18,9 19,8 25,7 23,9 24,1 26,0 22,1 22,7

I e ¥ = njo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 18,9 até 26,0%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores encontrados na literatura (RIBAS, 1997, WENDLING et al., 2000;
TITON, 2001).

Nos clones Hl e H4, a aplicagio de 4acido ascorbico ndo influenciou
significativamente a sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacdo, sendo
observada no clone H4 uma tendéncia de decréscimo dos porcentuais a partir da dose de
20 mg L' de 4cido ascorbico (Figura 1). No clone H2, a ndo-aplicacdo de acido ascérbico
apresentou os melhores resultados, e no clone H3 os melhores resultados de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetagdo foram obtidos com a aplicagdo de 40 mg L de

acido ascorbico.
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Figura 1 - Sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas na saida da casa de vegetacdo e na
saida da casa de sombra, aos 25 e 35 dias de idade, respectivamente, em funcao da
aplicacio do antioxidante 4cido ascorbico associado a 500 mg L' de AIB, dos
quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Ao analisar o enraizamento adventicio na saida da casa de sombra (Figura 1),
observou-se que os clones H1, H2 e H3 apresentaram resultados semelhantes aos resultados
encontrados na saida da casa de vegetacdo. No entanto, no clone H4 a ndo-aplicacdo de acido
ascorbico apresentou os melhores resultados de enraizamento adventicio na saida da casa de
sombra.

Quanto a altura das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 2), observou-se
que no clone H1 os melhores resultados de crescimento das miniestacas foram obtidos com
doses entre 20 ¢ 40 mg L' de 4cido ascérbico. No clone H2, a ndo-aplicacio de acido
ascorbico apresentou os melhores resultados de crescimento em altura das miniestacas. Ja nos
clones H3 e H4 observou-se tendéncia dos melhores resultados de crescimento em altura das

miniestacas na saida da casa de sombra a partir de 40 mg L' de acido ascorbico.
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Figura 2 - Altura das miniestacas na saida da casa de sombra e a pleno sol, aos 35 e 50 dias
de idade, respectivamente, em func¢do da aplicagdo do antioxidante 4cido ascorbico
associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla.
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No clone H1, os melhores resultados de altura das miniestacas a pleno sol (Figura 2)
foram observados a partir da aplicagdo de 10 mg L' de 4cido ascorbico. Ja os clones H2, H3 e
H4 apresentaram resultados de crescimento em altura das miniestacas a pleno sol, semelhante
aos resultados encontrados na saida da casa de sombra.

Quanto a sobrevivéncia das plantas a pleno sol, aos 50 dias (Figura 3) observou-se que
nos clones H1, H2 e H4 os melhores resultados foram obtidos com a ndo-aplicagdo de acido
ascorbico. No entanto, no clone H3 os melhores resultados de sobrevivéncia das plantas a
pleno sol foram obtidos com a aplicagdo de doses a partir de 40 mg L™ de 4cido ascérbico.
Segundo WENDLING (2002), a sobrevivéncia das plantas aos 50 dias de idade ¢ uma
avaliacdo que ja mostra efeitos mais drasticos do ambiente, sendo mais facil a ocorréncia de

diferencas entre os tratamentos e clones.
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Figura 3 — Sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em fungdo da
aplica¢do do antioxidante 4cido ascorbico associado a 500 mg L' de AIB, dos
quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Nao se observaram diferencas estatisticas entre os tratamentos dos clones estudados
em relacdo as caracteristicas de didmetro de colo e peso de matéria seca da parte aérea e da
raiz das plantas a pleno sol (Quadro 1).

A hipotese era de que a aplicacdo, nas miniestacas, de acido ascorbico, associado ao
AIB, promovesse aumento nos indices de enraizamento e sobrevivéncia, o que foi confirmado
apenas no clone H3. Nos trés outros clones, a utilizagdo desse antioxidante ndo foi favoravel.

HOFFMANN et al. (1995), trabalhando com estacas de mirtilo (frutifera de clima
temperado), ndo verificaram o efeito do 4acido ascorbico associado ao AIB no enraizamento.
Nao foram encontrados na literatura trabalhos que utilizaram é4cido ascoérbico no tratamento

de estacas de Eucalyptus spp..
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O é4cido ascorbico, de forma geral, mostrou-se benéfico como cofator do AIB em
apenas um clone a partir da dose de 40 mg L. Nos demais clones, a utilizagio desse

antioxidante ndo melhorou os indices de enraizamento e de sobrevivéncia das miniestacas.

3.2. Eficiéncia do carvao ativado no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 2), observou-se efeito significativo, pelo teste F (P < 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” sobre algumas das caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos

clones em relagdo ao antioxidante e aos tratamentos adotados.

Quadro 2 — Resultados da andlise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; e da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALTS50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em funcao das concentracdes de carvao ativado
associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E.

urophylla
Quadrados Médios

Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR

(%) (%) (cm) (%) _ (¢m)  (mm) @ (@
Clone (C) 3 31,53™ 2318,32 4156,96 3698,53 4965,93° 21,810 195,05 27,82
Trat. (T) 3 34,79"™ 1916,30° 93,75 1782,84" 142,07 1,92° 13,52™  2,53™
C*T 9 42,39 651,11° 79,72" 663,05 68,10° 0,37  4,89™  1,38™
_Residuio 48 - 33,16 146,69 2452 ] 156,80 30,67 025 . 3,76 . 1,68
_MédiaGeral - 974 7198 . 3L ] 733 341 27 . 6,7 2,1
CVep (%) - 6,0 253 29,0 29,7 28,7 22,7 24,8 20,3

I e ¥ = njo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 6,0 até 29,7%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores encontrados na literatura (RIBAS, 1997, WENDLING et al., 2000;
TITON, 2001).

O comportamento dos clones H1, H2, H3 e H4 foi semelhante entre si, quanto ao
enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 4), sendo que a ndo-

aplicacao de carvao ativado apresentou os melhores resultados.
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Figura 4 — Enraizamento e sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagdo e a
pleno sol, aos 35 e 50 dias de idade, respectivamente, em funcdo da aplicagdo do
antioxidante carvdo ativado associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de
Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Quanto a sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol (Figura 4), observou-se que o
comportamento dos clones H1, H2 e H3 foi semelhante aos resultados encontrados na saida
da casa de sombra, sendo que a ndo-aplicacdo de carvdo ativado apresentou os melhores
resultados. Ja no clone H4 a aplicagdo de doses crescentes de carvao ativado foi benéfica para
o aumento nos indices de sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, em que se verificaram os
melhores resultados a partir de 2.000 mg L™ de carvdo ativado.

Em relagdo a altura das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 5), notou-se
que, nos clones H1 e H3, os melhores indices de crescimento em altura foram obtidos com a
nao-aplicagdo de carvdo ativado, ¢ no clone H2 a aplicacido de doses entre 1.000 e
2.000 mg L' de carvdo ativado apresentou os melhores resultados. Ja no clone H4 se
observou tendéncia de acréscimo nos indices de crescimento em altura das miniestacas na
saida da casa de sombra com o aumento das doses de carvao ativado, sendo que doses a partir
de 2.000 mg L' de carvdo ativado apresentaram os melhores resultados. Os resultados de
altura das miniestacas a pleno sol (Figura 5) foram semelhantes aos observados na saida da

casa de sombra.
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Figura 5 — Altura das miniestacas na saida da casa de sombra e a pleno sol, aos 35 e 50 dias
de idade, respectivamente, em funcao da aplicacdo do antioxidante carvao ativado

associado a 500 mg L™ de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x
E. urophylla.

Quanto ao didmetro de colo das miniestacas (Figura 6), observou-se que o clone H1

apresentou os maiores indices de crescimento de diametro de colo das miniestacas em relagao

aos clones estudados, sendo os melhores resultados, semelhantemente ao clone H2, obtidos a

partir de 2.000 mg L de carvdo ativado. No clone H3, a aplicacio de carvio ativado ndo

exibiu resultados significativos dos indices de crescimento de didmetro de colo das

miniestacas. O clone H4 teve os melhores indices de crescimento de didmetro de colo das

miniestacas com a aplicagdo de doses entre 1.000 e 2.000 mg L™ de carvdo ativado.
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Figura 6 — Diametro de colo das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em fun¢ao da
aplicacdo do antioxidante carvdo ativado associado a 500 mg L™ de AIB, dos
quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Nao se observaram diferencgas estatisticas entre os tratamentos dos clones estudados

em relacdo as caracteristicas de sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo e peso de matéria

seca da parte aérea e da raiz das plantas a pleno sol (Quadro 2).
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A hipotese era de que a aplicagdo, nas miniestacas, de carvao ativado, associado ao
AIB, promovesse aumento nos indices de enraizamento e sobrevivéncia, sendo confirmado
apenas no clone H4. Nos trés outros clones, a utilizacdo desse antioxidante ndo melhorou os
indices de enraizamento e sobrevivéncia.

Na literatura revisada nao foram encontrados trabalhos que utilizassem carvao ativado
no tratamento de estacas de Eucalyptus spp. O trabalho de BERARDI et al. (1993), com
plantulas de Pyrus calleryana, indicou que o enraizamento in vitro foi promovido pelo AIB e
ANA, sendo que o carvao ativado associado ao AIB ndo apresentou efeito benéfico. ERIG et
al. (2004) também verificaram que a utilizagdo de carvao ativado no meio de cultura nao
favoreceu o enraizamento das microestacas de pereira, provavelmente, devido a retencao de
auxinas, diminuindo, assim, o seu efeito. Ja no louro-pardo (Cordia trichotoma) o meio de
cultura suplementado com AIB e carvao ativado apresentou o melhor porcentual de
enraizamento das brotagdes (MANTOVANI et al., 2001).

O carvao ativado, de forma geral, mostrou-se benéfico como cofator do AIB em

apenas um clone a partir de 2.000 mg L™ de carvio ativado.

3.3. Eficiéncia do PVP no enraizamento adventicio

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 3), observou-se efeito significativo, pelo teste F (P < 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” na maioria das caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos

clones em relacao ao antioxidante e aos tratamentos adotados.

Quadro 3 — Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; ¢ da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), diametro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em fun¢do das concentra¢des de PVP associado
a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla

Quadrados Médios

Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR

(%) _ (%) _ (cm) () _ (¢m) _ (mm) @ (@
Clone © 3 344,12 11435,43"  4505,80° 14042,39°  5652,54°  17,03° 212,68° 21,18
Trat. (T) 6 108,93™ 858.91° 48,92™ 750,67 62,83" 0,50  4,33™ 025"
C*T 18 243,48 917,04 69,17 859,34" 84,43" 0,54" 7,100 0,57
_Residuio 84 75,10 14149 2440 1 158,23 2432 021 353 051
_MédiaGeral - 955 7151 ¢ 326 7,0 356 29 68 19
CVep (%) - 11,1 22,9 28,1 26,7 28,5 29,5 26,3 23,9

«I g <k = n3o-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

59



Os coeficientes de variacao experimental encontrados variaram de 11,1 até 29,5%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores encontrados na literatura (RIBAS, 1997, WENDLING et al., 2000;
TITON, 2001).

Nao se observaram diferencas estatisticas entre os tratamentos dos clones estudados
em relagdo as caracteristicas de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacao,
altura na saida da casa de sombra, diametro de colo e peso de matéria seca da parte aérea e da
raiz das plantas a pleno sol (Quadro 3).

Analisando os resultados de enraizamento na saida da casa de sombra (Figura 7),
observou-se que no clone H1 a utilizagdo de PVP ndo influenciou o enraizamento das
miniestacas. Os melhores resultados de enraizamento no clone H2 foram com a aplicacdo de
doses superiores a 8.000 mg L™ de PVP, no clone H3 com a aplicagio de até 4.000 mg L' de
PVP ¢ no clone H4 com a aplica¢io de doses entre 4.000 ¢ 8.000 mg L™ de PVP. Entretanto,
em todos os clones os coeficientes de determinacdo (R”) nas analises de regressio
apresentaram valores extremamente baixos, ndo denotando confiabilidade das equacdes de
regressdo para explicar as respostas de enraizamento das miniestacas na saida da casa de

sombra.

------- HL JE—) —a—H3 —x—H4 - HL JE— —a—H3 —x—H4

40

yH1=-3E-08x* + 0,0006x + 95,874  R*>=0,5239

yH2=1E-07x* - 0,0011x + 79,706  R>=0,5077

yH3=-1E-07x* + 0,0017x + 62,474  R*=0,6835
— 2 2_

JHad= SE-07x2 + 0,0076x + 74,609 R2= 04722 yH4=-5E-07x> + 0,0078x + 57,500  R> = 0,6666

yHI1=-2E-08x> + 0,0004x + 97,259  R>=10,2256
yH2=2E-07x? - 0,0026x + 86,277  R>=0,2165
yH3=-1E-07x* + 0,0007x + 69,791  R?=0,2023

Enraizamento CS (%)
Sobrevivéncia PS (%)
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Figura 7 — Enraizamento e sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de sombra e a
pleno sol, aos 35 e 50 dias de idade, respectivamente, em fun¢do da aplicacdo do
antioxidante PVP associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.

Quanto a sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol (Figura 7), observou-se que nos
clones H1 e H2 os melhores resultados foram obtidos a partir da aplicacdo de 8.000 mg L™ de
PVP. No clone H3, os melhores indices de sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol foram
obtidos aplicando-se até 4.000 mg L' de PVP e para o clone H4, entre 4.000 ¢ 8.000 mg L™
de PVP.
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Na Figura 8, observa-se no clone H1 tendéncia de que doses a partir de 16.000 mg L™
de PVP apresentaram os melhores indices de crescimento em altura das miniestacas a pleno
sol. Nos clones H2, H3 e H4, a aplicag¢do de doses entre 4.000 ¢ 8.000 mg L' de PVP exibiu
os melhores resultados. Entretanto, nos clones H1, H2 ¢ H3 os coeficientes de determinagdo
(R?) nas andlises de regressdo apresentaram valores extremamente baixos, ndo denotando
confiabilidade das equacdes de regressdo para explicar as respostas de altura das miniestacas a

pleno sol.

------- HL —a— —a—H3 —x—H4
yH1=7E-08x*- 0,0011x + 49,879  R*=0,3051
60 - yH2=-0,0001x + 43,764 R?=0,2418
yH3=-6E-08x* + 0,0009x + 33,438 R%=0,2453
yH4=-2E-07x* +0,0028x + 13,46  R>=0,7375

40 4

Altura PS (cm)

PVP (mg L?)

Figura 8 — Altura das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em funcdo da aplicagao
do antioxidante PVP associado a 500 mg L' de AIB, dos quatro clones de
Eucalyptus grandis x E. urophylla.

A hipotese era de que a aplicacdo, nas miniestacas, de PVP, associado ao AIB,
promovesse aumento nos indices de enraizamento e sobrevivéncia, o qual foi confirmado por
todos os clones, demonstrando o efeito benéfico deste antioxidante.

Esses resultados confirmam as respostas encontradas por WENDLING et al. (2001),
que observaram o efeito positivo da aplicacdo do PVP nas maiores doses testadas no

enraizamento adventicio de miniestacas de dois clones de Eucalyptus grandis.
4. CONCLUSOES
Com relagdo ao objetivo proposto, as respostas dos clones em relagdo a aplicacao dos
antioxidantes acido ascorbico, carvao ativado e PVP foram variadas. O acido ascorbico € o

carvao ativado foram mais eficientes em apenas um clone, no entanto o PVP foi eficiente na

maximizag¢do do enraizamento das miniestacas em todos os clones estudados.
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EFEITO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTO DE MINIESTACAS NO
ENRAIZAMENTO DE CLONES DE Eucalyptus grandis x E. urophylla

RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tempo de armazenamento de
miniestacas no processo de enraizamento de quatro clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla. As miniestacas foram coletadas em minijardim clonal conduzido em sistema de
hidroponia em canaletas. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, em
arranjo fatorial 6 x 4, constituido de seis tratamentos (estaqueamento apds a coleta e
estaqueamento apOs 0 armazenamento em camara fria por 1, 2, 4, 8 e 16 dias) e quatro clones,
em quatro repeticdes e parcelas compostas de 16 plantas/repeticdo. Foram realizadas
avalia¢des do porcentual de enraizamento e crescimento das miniestacas enraizadas em casa
de vegetagdo, casa de sombra e a pleno sol. Concluiu-se que o plantio das miniestacas logo
apos a coleta no minijardim clonal foi o que proporcionou melhor resposta ao enraizamento
nos quatro clones estudados, sendo observado efeito negativo do armazenamento dos

propagulos, mesmo quando realizado por curto periodo de tempo.

Palavras-chave: Miniestaquia, estaquia, propagacao vegetativa e silvicultura clonal.

EFFECT OF STORAGE TIME OF MINICUTTINGS ON THE ROOTING OF
Eucalyptus grandis x E. urophylla CLONES

ABSTRACT - The objective of the present work was to evaluate the effect of the storage
time of minicuttings on the rooting process of four clones of Eucalyptus grandis x E.
urophylla. The minicuttings were collected in a clonal minigarden carried on in a hydroponic
system in small gutters. The experimental design used was of random plots, in a factorial
arrangement 6 x 4, constituted by six treatments (cutting after collection, cutting after storage
in cold chamber per 1, 2, 4, 8 and 16 days) and four clones, in four repetitions and plots of 16
plants per repetition. Evaluations of the rooting percentage and growth of the rooted
minicuttings in a greenhouse, a shade house and in the open sun were made. It was concluded
that planting the minicuttings right after the collection in the clonal miniorchard had the best
rooting response for the four clones studied and also that there was a negative effect of the

storage, even when stored for a short period of time.

Keywords: Minicutting, stem-cutting rooting, vegetative propagation and clonal silviculture.
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1. INTRODUCAO

Desde sua introdugdo no Brasil, a propagagdo clonal de Eucalyptus teve grandes
avancgos, especialmente quanto ao método de producdo e coleta de brotagdes para estaquia,
tipos de substratos, recipientes e modelos de casa de vegetacao e de aclimatizagdo, sendo que
o controle da irrigagdo, a temperatura e a luminosidade tém-se mostrado fundamentais para o
sucesso do enraizamento adventicio.

A propagacdo clonal pode ser influenciada por vérios fatores, entre os quais aqueles
ligados as plantas (gendtipo, tipo de estaca, juvenilidade do propagulo, estado nutricional e
balanco hormonal, entre outros) e aqueles ligados as condigdes ambientais (umidade,
temperatura, luz e o substrato para enraizamento das estacas), que de alguma forma podem ser
manipulados pelo homem (BERTOLOTI e GONCALVES, 1980; HACKETT, 1987;
HARTMANN et al., 2002; XAVIER, 2002).

Entre as varias estratégias adotadas para o método da estaquia, destacam-se aquelas
relacionadas as praticas culturais da planta-matriz, como adubac¢do e controle fitossanitario,
armazenamento prévio ao enraizamento das estacas e a aplicacio de reguladores de
crescimento, que sao primordiais para o sucesso do enraizamento adventicio de estacas.

Recomenda-se que o tempo transcorrido entre a coleta, o preparo das estacas € o
plantio no substrato deve ser o menor possivel. Entretanto, em algumas situacdes, ha
necessidade de armazenamento das estacas, em virtude das condigdes operacionais, como a
distancia do local de coleta das brotagdes, o tempo demandado para extragdo e preparo das
estacas, bem como da quantidade de plantas a serem produzidas (ASSIS et al., 1992;
ALFENAS et al., 2004).

No armazenamento das estacas, deve-se buscar a minimiza¢do do estresse hidrico,
prevencdo de doengas fingicas e manutencdo das reservas de carboidratos e outras
substancias importantes no processo de enraizamento adventicio. Assim, 0 sucesso € 0 tempo
de armazenamento dependem da umidade relativa, da temperatura, do gendtipo, dos
patogenos, das condi¢des de crescimento da planta-matriz e da época de coleta das brotacdes
destinadas ao processo de estaquia.

Entre algumas praticas que visam aumentar o tempo de armazenamento das estacas,
destacam-se a reducdo da temperatura, o aumento da umidade, a diminui¢do da luz e a
aplicacdo de antitranspirante. Essas condi¢des buscam manter o vigor, a turgescéncia e a
minimizagdo das atividades metabolicas das brotacdes, visando garantir o0 maximo potencial

de enraizamento da estaca (XAVIER, 2002).
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A importancia da propagagdo clonal de Eucalyptus requer o desenvolvimento de
pesquisas que busquem avaliar o efeito do tempo de armazenamento no enraizamento de
miniestacas, como subsidio para o planejamento logistico do processo de producao de mudas
clonais em viveiro. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tempo de
armazenamento de miniestacas no enraizamento de quatro clones de Eucalyptus

grandis x E. urophylla.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla provenientes da
empresa International Paper do Brasil, localizada no Municipio de Mogi Guacu, Sao Paulo. O
clima dessa regiao ¢ do tipo Cwa (tropical, imido e mesotérmico), segundo a classificagao de
Koeppen, com latitude de 22°21°S, longitude de 48°58°W e altitude média de 639 m.
Apresenta precipitagdo média anual de 1.317 mm e temperatura média anual de 21 °C, com
maxima média de 24 °C e minima média de 16 °C.

Para a selecdo desses clones foram considerados os porcentuais de area plantada e de
enraizamento desses materiais genéticos, dados esses fornecidos pelo Departamento de
Pesquisa da referida empresa.

A partir de plantas obtidas pela técnica de miniestaquia, o minijardim clonal foi
instalado no Viveiro Experimental da International Paper do Brasil, localizado em condi¢des

cobertas, constituido pelos quatro clones em estudo (H1, H2, H3 e H4).

2.2. Manejo do minijardim clonal

Conforme a técnica de miniestaquia (XAVIER e WENDLING, 1998; HIGASHI et al.,
2000 e ASSIS et al., 2004) e de acordo com os procedimentos de manejo adotados pela
empresa, o minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento de
miniestacas oriundas de brotagdes de plantas propagadas pelo método da microestaquia. As
miniestacas enraizadas, ao atingirem 10 a 12 cm de tamanho, tiveram seus apices podados na
altura de 8 cm, constituindo, assim, as minicepas que forneceram as miniestacas (brotagdes)

para a realiza¢do do experimento.

66



O sistema de manejo do minijardim clonal adotado foi o utilizado comercialmente pela
empresa e composto por canaletas de aluminio revestidas com fibra de vidro, sobre as quais
permaneceram as minicepas, plantadas em tubetes dispostos em bandejas de isopor cobertas
por plastico dupla fase. A irriga¢do e a nutricdo mineral foram efetuadas através do sistema
automatizado de fertirrigacdo por inundagdo, de maneira que somente o sistema radicular
permanecia em contato com a solugdo nutritiva. A cada uma hora o sistema era acionado,
irrigando por um periodo de 20 minutos e atingindo cerca de 6 cm de altura do tubete. Apos
esse periodo, a canaleta era esvaziada e a solugdo nutritiva retornava a caixa de armazenagem
da solu¢do sendo esta trocada a cada sete dias, e, diariamente, eram mensurados a Ec
(condutividade elétrica, usada para medir a quantidade de sais presentes em solucao) e o pH
da solucdo. Nesse periodo, a Ec variou de 2,00 a 2,40 mS cm™ e o pH, de 3,05 a 5,76. Em
500 litros de solucdo nutritiva, adicionaram-se 20 g de nitrato de amoénio, 200 g de nitrato de
calcio, 108 g de sulfato de amonio, 60 g de micronutrientes obtidos pelo produto Quelatec
AZ" e 740 g de Phytus Super K®. O Quelatec AZ® constitui-se de um quelato soluvel de
micronutrientes, composto por ferro, manganés, zinco e cobre na forma quelatada e por boro e
molibdénio na forma mineral. J4 o Phytus Super K® foi constituido de um fertilizante

composto por NPK (00:40:20).

2.3. Obtencao, preparo, plantio e enraizamento das miniestacas

As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal e acondicionadas em caixas de
PVC transparente, mantidas fechadas. Para manter as condi¢des de turgescéncia do material
vegetativo, pulverizou-se agua, mediante bomba costal, a intervalos de 10 minutos, até a etapa
de enraizamento, quando, entdo as miniestacas foram preparadas com dimensdes variando de
5 a7 cm de comprimento ¢ com um par de folhas, tendo a area foliar sido reduzida a metade
de sua dimensao original.

Apbés o preparo das miniestacas, estas receberam os seguintes tratamentos:
T1 — plantio apdés 1 a 2 horas da coleta das miniestacas; T2, T3, T4, TS5 e T6, referentes ao
plantio das miniestacas ap6s o armazenamento em camara fria por 1, 2, 4, 8 ¢ 16 dias,
respectivamente, para posteriormente serem plantadas e colocadas para enraizamento na casa
de vegetagdo. As miniestacas coletadas nos tratamentos 2 ao 6 foram armazenadas em
recipientes plasticos tampados e acondicionadas em uma camara fria nas condi¢des de
temperatura (10 °C + 2) e umidade relativa do ar (40 a 50%) controladas, sendo realizada,

caso necessario, a pulverizacao de dgua sobre as miniestacas dentro da camara fria.
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O periodo compreendido entre o preparo das miniestacas, seus tratamentos com o0s
cofatores e plantio no substrato, na casa de vegetacao, foi sempre inferior a 30 minutos.

No enraizamento das miniestacas utilizaram-se como recipientes tubetes plasticos de
55 cm?® de capacidade, contendo substrato constituido de partes iguais de vermiculita de
granulometria fina e casca de arroz carbonizada. A nutri¢ao mineral utilizada no substrato foi
composta por 4,00 kg m™ de Fosmag 500B (MANAH, Sao Paulo), composto por 4% de N,
14% de P, 7% de K, 14% de Ca, 9% de S, 2% de Mg e 0,5% de B; 5,40 kg m™ de NPK
(32:00:03); e 3,06 kg m™ de cloreto de potassio.

O processo de enraizamento das miniestacas foi conduzido em casa de vegetacdo
climatizada (umidade relativa do ar > 80% e temperatura em torno de 27 °C) com
permanéncia de 25 dias. Posteriormente, as miniestacas foram transferidas para casa de
sombra (permanéncia de 10 dias para aclimatizagdo) e, finalmente, a pleno sol até
completarem 50 dias de idade.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, em arranjo fatorial
6 x 4, constituido de seis tratamentos (plantio operacional e o armazenamento em camara fria
por 1,2, 4, 8 e 16 dias) e quatro clones (H1, H2, H3 e H4), em quatro repeti¢cdes e parcelas

compostas de 16 plantas/repeticao.

2.4. Avaliagdes experimentais

As avaliagdes das plantas foram realizadas quanto ao porcentual de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacao (aos 25 dias de idade), porcentual de enraizamento
e altura das miniestacas na saida da casa de sombra (aos 35 dias de idade). Aos 50 dias de
idade a pleno sol, avaliaram-se o porcentual de sobrevivéncia, a altura, o didmetro de colo e a
massa da matéria seca da parte aérea e da raiz das miniestacas enraizadas.

Para o clone H3, ndo se pode avaliar o tratamento T6 (armazenamento em camara fria
por 16 dias de idade), pois as miniestacas sofreram oxidacdo e morte aos 10 dias de idade,
enquanto estavam armazenadas em camara fria. Nos trés outros clones, as avaliagdes de
altura, diametro de colo, massa da matéria seca da parte aérea e do sistema radicular foram
realizadas em quatro miniestacas/repeticao selecionadas ao acaso em cada tratamento.

Os dados resultantes foram submetidos as analises de varidncia e regressao,

utilizando-se os programas Statistica e Excel.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 1), observou-se efeito significativo, pelo teste F (P < 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” sobre todas as caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos

clones em relagdo aos tempos de armazenamento testados.

Quadro 1 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetagdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; e da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), didmetro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em fun¢do do tempo de armazenamento das
estacas, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla

Quadrados Médios

Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50 PSPA PSR

(%) _ (%) _ (cm) _ (o)  (cm)  (mm) (8 (2
Clone (C) 3 4418,81° 3594,84° 22446  445353° 364,30 0,94 53,23 10,28
Trat. (T) 5 16314217 15910,81° 212,197 14110,76" 418,87 5,55  30,34™ 7,59
C*T 15 443,55 439.24" 20,59 45256° 30,96 0,40" 530" 0,96"
_Residwo 72 3947 . 4801 519 . 5846 586 009 092 | 028
_MediaGeral - 615 549 . 100 507 . |90 S 13 . 2,7 ] 13 .
CVeq (%) - 23,8 29,2 29,9 22,3 29,0 30,4 30,5 30,7

«I g <k = n3o-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 22,3 até 30,7%,
evidenciando-se razoavel precisdo experimental em relacdo as caracteristicas estudadas, de
acordo com os valores encontrados na literatura (RIBAS, 1997, WENDLING et al., 2000;
TITON, 2001).

Na Figura 1, observa-se que em todos os clones ocorreu decréscimo nos indices de
sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo (aos 25 dias), conforme aumentou o tempo de
armazenamento das miniestacas na camara fria, sendo os melhores resultados de
sobrevivéncia na saida da casa de vegetagdo obtidos com o plantio apds uma a duas horas da
coleta das miniestacas, em todos os clones estudados.

Dentre os clones, o H3 apresentou decréscimo mais acentuado nos indices de
sobrevivéncia na saida da casa de vegetacao, ndo suportando armazenamento por mais de oito

dias.
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------- HL —a— —— —x—tu e HL —a— —a— —x—H4

yH1=-5,1382x + 100,00 R*=0,9589 yHI1=-5,0591x + 92,545 R>=0,9684

100 g yH2=-52535x + 99,018 R*>=0,9570 100 yH2= -5,4725x + 92,86 R?=09731
'S yH3= 0,5261x*- 14,116x + 91,211  R*=10,9789 yH3=0,5667x - 14,434x + 85,598  R*>=10,9527
yH4=0,2602x% - 9,2371x + 84,502 R>=0,9526 yH4=0,2339x% - 8,6329x + 76,885  R>=10,9387

60 60

40 40

Sobrevivéncia CV (%)
Enraizamento CS (%)

20 20

0 1 2 4 8 16 0 1 2 4 8 16

Tempo de Armazenamento (dias) Tempo de Armazenamento (dias)

Figura 1 — Sobrevivéncia e enraizamento das miniestacas na saida da casa de vegetacdo e na
saida da casa de sombra, aos 25 e¢ 35 dias de idade, em fung¢do do tempo de
armazenamento das miniestacas na camara fria, dos quatro clones de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.

De acordo com varios autores (VALLE e CALDEIRA, 1978; BERTOLOTI e
GONCALVES, 1980; XAVIER, 2002), a temperatura ambiente ¢ a umidade relativa do ar
exercem papel fundamental no enraizamento das estacas, sendo a faixa ideal de temperatura
entre 25 ¢ 30 °C e umidade do ar acima de 80%. Baixas temperaturas diminuem o
metabolismo das estacas, levando a um maior tempo para o enraizamento ou, até mesmo, nao
proporcionando condi¢gdes adequadas para que ocorressem a inducgdo, diferenciacdo do
primordio e o crescimento radicular. A umidade atmosférica tem grande efeito no estado
hidrico das estacas, visto que estas ndo possuem meios para absorver dgua e nutrientes do
substrato, enquanto a umidade do substrato afeta o processo de enraizamento, porque seu
excesso ¢ prejudicial, por propiciar o desenvolvimento de doencas, dificultar as trocas
gasosas, impedir o enraizamento e levar a morte dos tecidos.

Ao analisar o enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 1),
verificou-se que em todos os clones os resultados de enraizamento foram semelhantes aos
encontrados na saida da casa de vegetacao, sendo os melhores indices de enraizamento das
miniestacas na saida da casa de sombra obtidos com plantio ap6és um a duas horas da coleta
das miniestacas, em todos os clones estudados.

Durante o tempo de permanéncia na casa de sombra, observou-se mortalidade somente
das miniestacas que ndo enraizaram ou que apresentavam sistema radicular muito pouco
desenvolvido, na saida da casa de vegetacdo, a excecdo do clone H3, cujas miniestacas
morreram na camara fria aos 10 dias de idade. Nao se verificou mortalidade causada por

outros fatores.
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Quanto a altura das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 2), observou-se
que o clone H1 apresentou os maiores indices de crescimento em altura em relagdo aos
demais clones, sendo os melhores resultados obtidos com até dois dias de armazenamento das
miniestacas na camara fria. No clone H2, os maiores indices de crescimento em altura foram
obtidos entre um a quatro dias de armazenamento das miniestacas na camara fria. J& nos
clones H3 e H4, o armazenamento das miniestacas na camara fria foi prejudicial ao

crescimento em altura das miniestacas na saida da casa de sombra.

------- HL —a—H2 —a—H3 —*—H4 e HL ) 3 Ha
yHI=-0,0472x> + 0,0228x + 16,851 R*>=0,7826 yH1=-0,8115x + 20,00 R?=0,7476
20 - yH2=-0,0401x*+0,18x + 11,685 R’=0,7682 207... yH2=-0,0806x> + 0,4561x + 13,577 R>=0,8769
yH3=-0,8005x + 13,323 R*=0,5340 el yH3=0,0431x? - 1,7164x + 16,005 R?=10,5850
___________ ) yH4=0,0108x* - 0,4625x + 8,7627  R*=0,6544 Sel YH4=-0,6539x + 10,493 R? = 0.8805
15 Tl 151 Tl
B ’ B
N N2
3 2 101
© =
5 2
< <
54
T ] 0 — — T T T T T — — Ak
0 1 2 4 8 16 0 1 2 4 8 16
Tempo de Armazenamento (dias) Tempo de Armazenamento (dias)

Figura 2 — Altura das miniestacas na saida da casa de sombra e a pleno sol, aos 35 e 50 dias
de idade, em fun¢do do tempo de armazenamento das miniestacas na camara fria,
dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Quanto a sobrevivéncia das plantas a pleno sol (Figura 3), o comportamento dos
clones foi semelhante ao do enraizamento na saida da casa de sombra (Figura 1). Em todos os
clones, os melhores resultados de sobrevivéncia a pleno sol foram obtidos no plantio apds

uma a duas horas da coleta das miniestacas.

------- H1 —a—H2 —a—H3 —x—H4 e HL T —a— —X—H
Hi= -5.0245x + 89.241 R2=0.9721 yH1=-0,0109x> +0,1115x + 1,5931 R®=0,8559
100 in: _2’24431 4 23’33 R = 3’9;60 20+ yH2=-0,0117x +0,0921x + 1,5624 R?=0,9082

yH3=10,5329x> - 13,431x + 77,91  R>=0,9610
yH4=0,2327x2- 8,0252x + 67,3  R?=0,8796
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Figura 3 — Sobrevivéncia e diametro de colo das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de
idade, em fun¢ao do tempo de armazenamento das miniestacas na camara fria, dos
quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.
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Analisando a altura das miniestacas a pleno sol (Figura 3), observam-se resultados
semelhantes aos encontrados nos clones H2, H3 ¢ H4 na saida da casa de sombra. No entanto,
no clone H1 os melhores indices de crescimento em altura das miniestacas a pleno sol foram
obtidos com o plantio ap6s uma a duas horas da coleta das miniestacas.

Na Figura 3, verificam-se resultados de didmetro de colo semelhantes nos clones HI e
H2, sendo os melhores indices de didmetro de colo obtidos entre dois e oito dias de
armazenamento das miniestacas na camara fria. Ja nos clones H3 e H4 o armazenamento das
miniestacas na camara fria foi prejudicial ao crescimento em didmetro de colo das miniestacas
a pleno sol.

Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos dos clones
estudados em relacdo as caracteristicas de peso de matéria seca da parte aérea e da raiz das
plantas a pleno sol (Quadro 1).

A hipdtese era de que o armazenamento das miniestacas por pelo menos um dia na
camara fria ndo promovesse queda no enraizamento e, ou, na sobrevivéncia delas nos quatro
clones estudados, porém se verificou que s6 o fato de ndo executar o plantio das miniestacas
entre uma a duas horas, apds a sua coleta, ja ¢ um fator preponderante para uma marcada
diminui¢do na sobrevivéncia das miniestacas, sendo mais critico ns clones H3 e H4,

indicando efeito genotipico.

4. CONCLUSOES

Esses resultados evidenciam que o tempo de armazenamento utilizado nas miniestacas
teve influéncia marcante no enraizamento e crescimento das plantas. Conclui-se, assim, que
os clones estudados responderam mais eficientemente ao enraizamento quando foi realizado o
plantio logo apo6s a coleta das miniestacas, diante do efeito negativo observado do

armazenamento desses propagulos, mesmo quando executado por um curto periodo de tempo.
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INFLUENCIA DO MODO DE ACONDICIONAMENTO DE MINIESTACAS
NO ENRAIZAMENTO DE CLONES DE Eucalyptus grandis x E. urophylla

RESUMO - Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do modo de
acondicionamento de miniestacas no processo de enraizamento de quatro clones de
Eucalyptus grandis x E. urophylla. As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal
conduzido em sistema de hidroponia em canaletas. O delineamento experimental utilizado foi
o inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 5 x 4, constituido de cinco tratamentos
(acondicionamento das miniestacas em posi¢do horizontal no recipiente; em posig¢ao vertical
na vermiculita; em posi¢do vertical na vermiculitat+carvao ativado; em posicao vertical na
vermiculita+Phytus e em posicdo vertical na vermiculitatPVP) e quatro clones, em quatro
repeti¢des e parcelas compostas de 16 plantas/repeticao. Foram realizadas avaliagdes na casa
de vegetacdo, casa de sombra e a pleno sol quanto ao porcentual de enraizamento, altura,
diametro de colo e massa seca da parte aérea e radicular das miniestacas enraizadas.
Conclui-se que os melhores resultados foram obtidos com o acondicionamento das
miniestacas em posi¢do vertical na vermiculita, podendo ser associado com PVP, em fungao

do clone.

Palavras-chave: Miniestaquia, estaquia, propagagao vegetativa e silvicultura clonal.

INFLUENCY OF THE CONDITIONING METHOD OF MINICUTTINGS ON THE
ROOTING OF Eucalyptus grandis x E. urophylla CLONES

ABSTRACT - The objective of the present study was to evaluate the influency of the
conditioning method on the rooting process of minicuttings of four clones of Eucalyptus
grandis x E. urophylla. The minicuttings were collected in a clonal minigarden carried on in a
hydroponic system in small gutters. The experimental design used was of random plots,
constituted by five treatments (conditioning of the minicuttings in a horizontal position in the
container; in a vertical position in vermiculite; in a vertical position in vermiculite+activated
carbon; in a vertical position in vermiculite+Phytus, and in a vertical position in
vermiculite+PVP) and four clones, in four repetitions and plots of 16 plants per repetition.
Evaluations of the rooting percentage, height, diameter of the stem and dry mass of the aerial
and root parts of the rooted minicuttings in a greenhouse, a shade house and in the open sun
were made. It was concluded that the best results were obtained with the conditioning of the
minicuttings in a vertical position in vermiculite and, depending on the clone, the vermiculite

can be associated with PVP.

Keywords: Minicutting, stem-cutting rooting, vegetative propagation and clonal silviculture.
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1. INTRODUCAO

O éxito do processo de miniestaquia na propagacdo vegetativa de Eucalyptus pode ser
atribuido, em parte, ao conhecimento do processo de maturacdo que, geralmente, afeta as
espécies lenhosas. De acordo com o seu desenvolvimento ontogénico, o grau de maturagao
pode afetar diretamente o desenvolvimento rizogénico dos propagulos (WENDLING et al.,
2000; OLIVEIRA, 2003).

Entre os varios fatores que podem influenciar a propagagdo vegetativa, estdo aqueles
ligados as condi¢gdes ambientais de enraizamento das estacas, como umidade, temperatura,
luz, substrato para enraizamento das estacas, genotipo, idade do propagulo, tipo de estaca,
balango hormonal da estaca, estado nutricional da planta-matriz e estado fitossanitario dos
propagulos.

Por se tratar de uma técnica de maior sensibilidade as condi¢des ambientais, quando
comparada com a estaquia convencional, principalmente pelo fato de se trabalhar com
material vegetativo mais herbaceo e manejado de forma intensiva, a miniestaquia requer
alguns cuidados, principalmente, quanto a coleta e acondicionamento das miniestacas
(WENDLING et al., 2000; TITON, 2001). E fundamental manter turgidas as miniestacas,
visto que o estresse hidrico, além do dessecamento, pode alterar os niveis hormonais (como
acido abscisico, citocinina e etileno) e interferir, negativamente, no enraizamento adventicio.
Recomenda-se que o periodo entre a coleta dos ramos na planta-matriz, seguido do preparo
das miniestacas e o plantio no substrato, na casa de vegetagdo, seja inferior a trés horas
(HARTMANN et al., 2002; ALFENAS et al., 2004). No entanto, alguns experimentos
realizados na empresa International Paper do Brasil evidenciam que, ao coletar as miniestacas
no jardim clonal e colocé-las em posi¢do vertical por alguns minutos em um recipiente, antes
de efetuar o plantio no substrato foi observada uma melhor resposta nos indices de
enraizamento das miniestacas'.

O enraizamento também pode ser comprometido pela rapida penetragdo de ar
(embolia) nos vasos do xilema, no momento de preparo das estacas, interrompendo a
continuagdo da coluna liquida e interpondo grande resisténcia ao fluxo de dgua, o que pode
causar desidratacao e morte das folhas (TAIZ e ZEIGER, 2004).

O grau de oxidacdo fendlica na base da estaca ¢ marcadamente influenciado pelo

gendtipo, e, assim, alguns géneros sdo mais suscetiveis que outros a essa oxidagdo, podendo

! Comunicago pessoal de funcionérios da empresa International Paper do Brasil Ltda.
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dificultar o estabelecimento inicial das estacas (TEIXEIRA, 2004). A ocorréncia de
compostos fenolicos pode estar ligada aos processos de regulacdo de crescimento,
especialmente com as auxinas que, dependendo da concentracdo enddgena no tecido, resulta
na indugdo desses compostos (THOMAS e RAVINDRA, 1997). Um dos procedimentos que
podem ser adotados para a reducdo da oxidagdao fendlica ¢ a utilizagdo de substancias
antioxidantes, a exemplo do polivinilpirrolidona (PVP), acido ascorbico, acido citrico, carvao
ativado, L-cisteina, ditiotreitol, tiuréia, dgua de coco e albumina de soro bovino. Os
antioxidantes podem atuar de modo a inibir a sintese ou a acdo de enzimas ligadas a oxidagao
dos polifendis ou agir como adsorventes dessas substancias.

Este estudo teve como objetivo avaliar a influéncia do modo de acondicionamento de

miniestacas no enraizamento de quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla provenientes da
empresa International Paper do Brasil, localizada no Municipio de Mogi Guagu, Sao Paulo. O
clima dessa regido ¢ do tipo Cwa (tropical, imido e mesotérmico), segundo a classifica¢do de
Koeppen, com latitude de 22°21°S, longitude de 48°58°W e altitude média de 639 m.
Apresenta precipitagdo média anual de 1.317 mm e temperatura média anual de 21 °C, com
maxima média de 24 °C e minima média de 16 °C.

Para a selecdo desses clones foram considerados os porcentuais de area plantada e de
enraizamento desses materiais genéticos, dados esses fornecidos pelo Departamento de
Pesquisa da referida empresa.

A partir de plantas obtidas pela técnica de miniestaquia, o minijardim clonal foi
instalado no Viveiro Experimental da International Paper do Brasil, localizado em condi¢des

cobertas, constituido pelos quatro clones em estudo (H1, H2, H3 e H4).

2.2. Manejo do minijardim clonal

Conforme a técnica de miniestaquia (XAVIER e WENDLING, 1998; HIGASHI et al.,
2000 e ASSIS et al., 2004) e de acordo com os procedimentos de manejo adotados pela

empresa, o minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento de

76



miniestacas oriundas de brotagdes de plantas propagadas pelo método da microestaquia. As
miniestacas enraizadas, ao atingirem 10 a 12 cm de tamanho, tiveram seus apices podados na
altura de 8 cm, constituindo, assim, as minicepas que forneceram as miniestacas (brotagdes)
para a realizacdo do experimento.

O sistema de manejo do minijardim clonal adotado foi o utilizado comercialmente pela
empresa e composto por canaletas de aluminio revestidas com fibra de vidro, sobre as quais
permaneceram as minicepas, plantadas em tubetes dispostos em bandejas de isopor cobertas
por plastico dupla fase. A irrigacdo e a nutricdo mineral foram efetuadas através do sistema
automatizado de fertirrigagdo por inundacdo, de maneira que somente o sistema radicular
permanecia em contato com a solug¢ao nutritiva. A cada uma hora o sistema era acionado,
irrigando por um periodo de 20 minutos e atingindo cerca de 6 cm de altura do tubete. Apos
esse periodo, a canaleta era esvaziada e a solugdo nutritiva retornava a caixa de armazenagem
da solugdo, sendo esta trocada a cada sete dias, e, diariamente, eram mensurados a Ec
(condutividade elétrica, usada para medir a quantidade de sais presentes em solucao) e o pH
da solucdo. Nesse periodo, a Ec variou de 2,00 a 2,40 mS cm™ e o pH, de 3,05 a 5,76. Em
500 litros de solucdo nutritiva, adicionaram-se 20 g de nitrato de amonio, 200 g de nitrato de
calcio, 108 g de sulfato de amonio, 60 g de micronutrientes obtidos pelo produto Quelatec
AZ® ¢ 740 g de Phytus Super K®. O Quelatec AZ" constitui-se de um quelato soluvel de
micronutrientes, composto por ferro, manganés, zinco e cobre na forma quelatada e por boro e
molibdénio na forma mineral. J4 o Phytus Super K® foi constituido de um fertilizante

composto por NPK (00:40:20).

2.3. Obtencao, preparo, plantio e enraizamento das miniestacas

As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal e acondicionadas em caixas de
PVC transparente, mantidas fechadas. Para manter as condi¢des de turgescéncia do material
vegetativo, pulverizou-se agua, utilizando uma bomba costal, em intervalos de 10 minutos, até
a etapa de enraizamento, quando, entdo as miniestacas foram preparadas com dimensdes
variando de 5 a 7 cm de comprimento ¢ com um par de folhas, tendo a area foliar sido
reduzida a metade de sua dimensao original.

Apbés o preparo das miniestacas, estas receberam os seguintes tratamentos:
T1 — Acondicionamento da miniestaca deitada no recipiente, T2 — Acondicionamento em
posicdo vertical na vermiculita, T3 — Acondicionamento em posi¢do vertical na

vermiculita+carvio ativado (1.000 mg L), T4 — Acondicionamento em posicdo vertical na
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vermiculita+Phytus (1 ml L") e T5 — Acondicionamento em posicdo vertical na
vermiculitatPVP (1.000 mg L), para posteriormente serem plantadas e colocadas para
enraizamento na casa de vegetacdo. As miniestacas permaneceram por 30 minutos em cada
tratamento antes de serem plantadas no substrato.

O periodo compreendido entre o preparo das miniestacas, seus tratamentos com 0s
cofatores e plantio no substrato, na casa de vegetacao, foi sempre inferior a 30 minutos.

No enraizamento das miniestacas, utilizaram-se como recipientes tubetes plésticos de
55 cm?® de capacidade, contendo substrato constituido de partes iguais de vermiculita de
granulometria fina e casca de arroz carbonizada. A nutricdo mineral utilizada no substrato foi
composta por 4,00 kg m™ de Fosmag 500B (MANAH, Sao Paulo) composto por 4% de N,
14% de P, 7% de K, 14% de Ca, 9% de S, 2% de Mg e 0,5% de B; 5,40 kg m™ de NPK
(32:00:03) e 3,06 kg m™ de cloreto de potassio.

O processo de enraizamento das miniestacas foi conduzido em casa de vegetacdo
climatizada (umidade relativa do ar > 80% e temperatura em torno de 27 °C) com
permanéncia de 25 dias. Posteriormente, as miniestacas foram transferidas para casa de
sombra (permanéncia de 10 dias para aclimatizagdo) e, finalmente, a pleno sol até
completarem 50 dias de idade.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 5 x 4, constituido de cinco tratamentos (acondicionamento das miniestaca deitada no
recipiente, em posi¢cdo vertical na vermiculita, em posi¢do vertical na vermiculita+carvao
ativado, em posi¢do vertical na vermiculitatPhytus e em posicdo vertical na
vermiculitatPVP) e quatro clones (H1, H2, H3 e H4), em quatro repeti¢des e parcelas

compostas de 16 plantas/repeticao.

2.4. Avaliacdes experimentais

As avaliacOes das plantas foram realizadas quanto ao porcentual de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacao (aos 25 dias de idade), porcentual de enraizamento
e altura das miniestacas na saida da casa de sombra (aos 35 dias de idade) e aos 50 dias de
idade a pleno sol, avaliaram-se o porcentual de sobrevivéncia, a altura, o diametro de colo e a
massa da matéria seca da parte aérea e da raiz das miniestacas enraizadas.

As avaliacdes de altura, didmetro de colo, massa da matéria seca da parte aérea e do
sistema radicular foram realizadas em quatro miniestacas/repeticao selecionadas ao acaso em

cada tratamento.
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Os dados resultantes foram submetidos a analise de variancia e ao teste de média,

utilizando-se os programas Statistica e Excel.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados da andlise de varidncia das caracteristicas avaliadas
(Quadro 1), observou-se efeito significativo, pelo teste F (P < 0,05), da interagdo “clone x
tratamento” em todas as caracteristicas avaliadas, indicando respostas diferenciadas dos

clones ao acondicionamento das miniestacas.

Quadro 1 - Resultados da analise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetagdo (SOBCV); do porcentual de
enraizamento (ENRCS) e altura (ALTCS) das miniestacas na saida da casa de
sombra; e da sobrevivéncia (SOB50), altura (ALT50), didmetro de colo (DC50)
e da massa de matéria seca da parte aérea (PSPA) e do sistema radicular (PSR)
das plantas aos 50 dias de idade, em funcdo do acondicionamento das
miniestacas, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla

Quadrados Médios

Fontes de
Variacio GL SOBCV ENRCS ALTCS SOB50 ALT50 DC50  PSPA PSR
(%) (%) _ (cm) _ (%) _ (cm)  (mm) (® (2

Clone (C) 3 64,97 109,21 289,91 256,100 329,20 1,18 125,03 33,67

Trat. (T) 4 17,79 50,30™ 42,51 72,49™ 43,65 0,20" 7,73 3,93

C*T 12 66,91 140,05 31,92 167,94 31,99 0,18" 8,52" 1,55"
_Residuo 60 1603 2921 883 . 39,03 900 007 176 0.76__
_MediaGeral - 955 . 920 ¢ 85 856 134 L7 82 . 6.8

CVeyp (%) - 53 7,7 28,8 9,5 28.4 22.4 34,1 22,2

I e ¥ = njo-significativo e significativo, respectivamente, a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Os coeficientes de variagdo experimental encontrados variaram de 5,3 até 34,1%,
evidenciando-se boa precisdo experimental em relagdo as caracteristicas estudadas, de acordo

com os valores encontrados na literatura (RIBAS, 1997; WENDLING et al., 2000; TITON,
2001).

3.1. Sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacao

Na Figura 1, sdo apresentados os resultados de sobrevivéncia das miniestacas na saida

da casa de vegetacdo, conforme os tratamentos utilizados.
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Figura 1 - Sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagdo, aos 25 dias de idade,
em fungdo do acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla. As médias seguidas de uma mesma letra nao diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em
posicao horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posicao vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculitat+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posi¢ao vertical na vermiculita+PVP.

No clone H1, os melhores resultados de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagao
foram ao acondicionar as miniestacas em posi¢cdo horizontal no recipiente (T1), ou ao
acondiciona-las em posi¢ao vertical na vermiculita+carvao ativado (T3) ou ao acondiciona-las
em posi¢ao vertical na vermiculitatPVP (T5), ndo apresentando diferencas estatisticas entre
esses trés tratamentos. No clone H2 e H3, o modo de acondicionamento das miniestacas nio
teve influéncia nos resultados de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagdo, nao
apresentando diferengas estatisticas entre os tratamentos desses clones. Ja no clone H4, os
melhores resultados de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacdo foram
obtidos acondicionando as miniestacas em posi¢cdo vertical na vermiculita (T2), na
vermiculita+carvao ativado (T3) e na vermiculita+PVP (T5).

Com excec¢ao do clone H4 nos tratamentos T1 e T4, que apresentaram 85,9 ¢ 89,1% de
sobrevivéncia, respectivamente, todos os demais, dentro dos tratamentos estudados, exibiram
resultados superiores a 90,0% de sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagao.
Segundo Iritani et al. (1983), citados por TITON (2001), a sobrevivéncia na saida da casa de

vegetacdo, embora ndo seja garantia de sucesso no enraizamento de estacas, ¢ muito
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importante, pois pode indicar a necessidade de controle das condi¢gdes de umidade relativa do

ar e temperatura na casa de vegetagao.

3.2. Enraizamento e altura das miniestacas na saida da casa de sombra

Ao analisar o enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 2),
observou-se que os clones H2 e H3 apresentaram resultados de enraizamento semelhantes aos
resultados encontrados na saida da casa de vegetacdo. No clone H1, os melhores resultados
foram obtidos com o acondicionamento das miniestacas em posi¢do vertical na
vermiculita+PVP (T5). Ja no clone H4, os maiores indices de enraizamento das miniestacas
na saida da casa de sombra foram observados com o acondicionamento das miniestacas em
posicdo vertical na vermiculita (T2) ou em posicdo vertical na vermiculita+tPVP (T5), ndo

apresentando diferencas estatisticas entre esses dois tratamentos.
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Figura 2 - Enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra, aos 35 dias de idade, em
fungdo do acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x
E. urophylla. As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em
posicdo horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posi¢ao vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculitat+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posicdo vertical na vermiculita+PVP.
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Com exce¢dao do clone H4 no tratamento T1 (76,6% de enraizamento), todos os
demais clones, dentro dos tratamentos estudados, apresentaram resultados superiores a 82,0%
de enraizamento na saida da casa de sombra.

Quanto a altura das miniestacas na saida da casa de sombra (Figura 3), observou-se
que o clone H1 apresentou os maiores indices de crescimento em altura ao acondicionar as
miniestacas em posicao vertical na vermiculita+tPVP (T5). No clone H2, os maiores indices
foram encontrados ao acondicionar as miniestacas em posi¢cao horizontal no recipiente (T1)
ou em posicdo vertical na vermiculitatPVP (T5), ndo apresentando diferencas estatisticas
entre esses dois tratamentos. J& nos clones H3 ¢ H4 o modo de acondicionamento das
miniestacas nao teve influéncia nos indices de crescimento em altura na saida da casa de

sombra, ndo apresentando diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Altura CS (cm)

Tratamento
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Figura 3 - Altura das miniestacas na saida da casa de sombra, aos 35 dias de idade, em fun¢ao
do acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. As
médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em posi¢ao
horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posicdo vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculita+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posi¢ao vertical na vermiculita+PVP.
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3.3. Sobrevivéncia, altura, diAmetro de colo e matéria seca das miniestacas enraizadas

Ao analisar a sobrevivéncia das plantas a pleno sol (Figura 4), observou-se que os
resultados apresentados pelos quatro clones (H1, H2, H3 e H4) foram semelhantes aos

resultados na saida da casa de sombra.
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Figura 4 — Sobrevivéncia das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em funcao do
acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. As
médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em posi¢ao
horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posicdo vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculitat+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posi¢ao vertical na vermiculita+PVP.

No clone HI1, os melhores resultados foram obtidos com o acondicionamento das
miniestacas em posi¢do vertical na vermiculita+PVP (T5). Nos clones H2 ¢ H3, o modo de
acondicionamento das miniestacas ndo teve influéncia nos resultados de sobrevivéncia a
pleno sol, ndo apresentando diferencas estatisticas entre os tratamentos desses clones. Ja no
clone H4 os maiores indices de enraizamento das miniestacas na saida da casa de sombra
foram observados com acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculita (T2) ou com o
acondicionamento das miniestacas em posi¢cdo vertical na vermiculitatPVP (T5), nao

apresentando diferencas estatisticas entre esses dois tratamentos. Com exce¢ao do clone H4,
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no tratamento T1 (70,3%), todos os porcentuais de sobrevivéncia das plantas a pleno sol, aos
50 dias de idade, foram superiores a 76,0%.

Quanto a altura das miniestacas a pleno sol (Figura 5), verificou-se que os resultados
apresentados pelos clones H3 e H4 foram semelhantes aos na saida da casa de sombra. No
clone H1, os maiores indices de crescimento em altura foram encontrados ao acondicionar as
miniestacas em posicdo horizontal no recipiente (T1) ou em posicdo vertical na
vermiculita+PVP (T5), ndo apresentando diferencas estatisticas entre esses dois tratamentos.
Ja no clone H2, ndo foram obtidos diferengas estatisticas entre acondicionar as miniestacas
em posicdo horizontal no recipiente (T1) ou em posicdo vertical na vermiculita+carvao
ativado (T3) ou em posicao vertical na vermiculita+PVP (T5), sendo os maiores indices de

altura obtidos nesses tratamentos.
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Figura 5 — Altura das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em fun¢do do
acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. As
médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em posi¢ao
horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posicao vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculitat+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posi¢ao vertical na vermiculita+PVP.

Na Figura 6, observa-se que no clone H1 os maiores indices de crescimento em
didmetro de colo foram obtidos com o acondicionamento das miniestacas em posi¢ao vertical
na vermiculita+PVP (TS5). No clone H2, os maiores indices de crescimento em didmetro de

colo foram obtidos ao acondicionar as miniestacas em posi¢ao horizontal no recipiente (T1)
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ou em posicdo vertical na vermiculitatcarvao ativado (T3) ou em posi¢do vertical na
vermiculita+Phytus (T4) ou em posi¢ao vertical na vermiculita+PVP (T5), ndo apresentando
diferengas estatisticas entre esses quatro tratamentos. Ja4 nos clones H3 e H4 o modo de
acondicionamento das miniestacas nao influenciou os indices de crescimento em didmetro de

colo a pleno sol, ndo exibindo diferencas estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 6 — Diametro de colo das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em fun¢do do
acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla. As
médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em posi¢do
horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posi¢do vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculitat+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posicdo vertical na vermiculita+PVP.

Analisando a massa seca da parte area das miniestacas a pleno sol (Figura 7),
verificou-se que os maiores resultados foram obtidos no clone H1 com o acondicionamento
das miniestacas em posi¢do vertical na vermiculita+PVP (T5), e no clone H2 foram obtidos
ao acondicionar as miniestacas em posi¢ao horizontal no recipiente (T1). J& nos clones H3 e
H4 o modo de acondicionamento das miniestacas ndo influenciou os indices de crescimento

em didmetro de colo a pleno sol, ndo apresentando diferencas estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 7 — Massa seca da parte aérea das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade, em
fungdo do acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x
E. urophylla. As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em
posicao horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posicao vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculitat+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posi¢ao vertical na vermiculita+PVP.

Quanto a massa seca do sistema radicular das miniestacas a pleno sol (Figura 8),
observou-se que nos clones Hl e H4 os maiores resultados foram obtidos com o
acondicionamento das miniestacas em posi¢do vertical na vermiculitatcarvao ativado (T3).
No clone H2, os maiores resultados de massa seca do sistema radicular foram com o
acondicionamento das miniestacas em posi¢do horizontal no recipiente (T1). Ja no clone H3 o
modo de acondicionamento das miniestacas ndo influenciou os resultados de massa seca do

sistema radicular, ndo apresentando diferengas estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 8 — Massa seca do sistema radicular das miniestacas a pleno sol, aos 50 dias de idade,
em fun¢do do acondicionamento, dos quatro clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla. As médias seguidas de uma mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. T1: Acondicionamento das miniestacas em
posicdo horizontal no recipiente; T2: Acondicionamento em posi¢ao vertical na
vermiculita; T3: Acondicionamento em posi¢cdo vertical na vermiculitatcarvao
ativado; T4: Acondicionamento em posi¢do vertical na vermiculitat+Phytus; e
T5: Acondicionamento em posicdo vertical na vermiculita+PVP.

A hipdtese era de que o modo de acondicionamento promovesse efeito significativo no
aumento dos indices de enraizamento e de sobrevivéncia das miniestacas nos quatro clones
estudados. Isso foi confirmado pelos resultados obtidos com clone H1 (ao acondicionar as
miniestacas em posicao vertical na vermiculita+tPVP (T5)) e com o clone H4 (ao acondicionar
em posicao vertical na vermiculita (T2) ou em posicao vertical na vermiculita+PVP (T5)). Em
relacdao aos clones H2 e H3, o modo de acondicionamento das miniestacas nao influenciou os

resultados de enraizamento e sobrevivéncia das miniestacas aos 50 dias de idade.
4. CONCLUSOES
Assim, com relagdo ao objetivo proposto, conclui-se que a maioria dos clones
estudados respondeu mais eficientemente ao enraizamento quando foi realizado o

acondicionamento das miniestacas em posicdo vertical na vermiculita, o que pode ser

associado com PVP, em funcao do clone.
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CARACTERIZACAO MORFO-ANATOMICA DA RIZOGENESE ADVENTICIA EM
MINIESTACAS DE CLONES DE Eucalyptus grandis x E. urophylla

RESUMO - Este estudo teve como objetivo conhecer o padrao da rizogénese de miniestacas
de quatro clones (H1, H2, H3 e H4) de Eucalyptus grandis x E. urophylla. As miniestacas
foram coletadas no minijardim clonal e conduzidas em sistema de hidroponia em canaletas
com fertirrigagdo. Para a caracterizagdo histologica do processo de rizogénese das miniestacas
foram coletadas amostras aos 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias apds o plantio das miniestacas na
casa de vegetacdo. As amostras foram fixadas em FAA, desidratadas em série etilica e
incluidas em metacrilato. Foi observada a origem endogena de primoérdios radiculares, a
proliferacdo e a formacdo de uma massa de células desorganizadas (calos) em miniestacas
com até 12 dias de idade, sendo um clone se destacou dos demais clones estudados por

apresentar primoérdios radiculares a partir de 8 dias apds o plantio das miniestacas.

Palavras-chave: Miniestaquia, estaquia, propagacao vegetativa e rizogénese.

MORPHO-ANATOMICAL CHARACTERIZATION OF THE ADVENTITIOUS
RHIZOGENESIS IN MINICUTTINGS OF Eucalyptus grandis x E. urophylla CLONES

ABSTRACT — The present work aimed to accomplish the histological analysis of the events
involved in the adventitious rooting pattern of four Eucalyptus grandis x E. urophylla clones
(H1, H2, H3 and H4). The minicuttings were collected from a clonal minigarden and the
rooting experiments were set up under mini-hedge indoor hydroponics by means of
intermittent flooding fertirigation. For histological analyses, the proximal ends of the mini-
cuttings were after 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, and 12 days after planting them at greenhouse. After
fixation with FAA, the samples were dehydrated in a graded ethanolic series and infiltrated
overnight in metracrilate resin and finally embedded in resin. It was verified the endogenous
origin of adventitious root primordia and the formation and proliferation of calli at the
minicuttings proximal end up to 12 days. The clone HI was the most prolific to rooting,
presenting root primordia as early as 8 days from minicutting harvesting and placement under

hydroponics.

Keywords: Minicuttings, stem-cutting rooting, vegetative propagation, rhizogenesis.
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1. INTRODUCAO

A formagdo de raizes em estacas ¢ um processo complexo tanto do ponto de vista
anatomico quanto fisiologico, associado a desdiferenciacdo e ao redirecionamento do
desenvolvimento de células vegetais competentes para a formagdo de meristemas que
originardo raizes adventicias (ALFENAS et al., 2004; ASSIS et al., 2004).

Na propagacdo vegetativa por enraizamento de estacas, o sistema radicular ¢
denominado adventicio, pois a raiz formada a partir da estaca foi induzida em local diferente
daquele onde normalmente se formaria e desenvolveria uma raiz. A origem e o
desenvolvimento destas raizes ¢, geralmente, endogena e formam-se junto aos tecidos
vasculares crescendo através dos tecidos localizados ao redor do seu ponto de origem. A
maioria das raizes adventicias origina-se de células que apresentam a capacidade de tornarem-
se meristematicas (HARTMANN et al., 2002).

Durante o processo de enraizamento de estacas ocorrem algumas fases como
desdiferenciagao celular, aquisi¢do de competéncia, determinagdo, diferenciacdo de células
meristematicas em primoérdios radiculares e o crescimento e emergéncia de novas raizes,
incluindo o desenvolvimento do tecido da estaca e a formagao do tecido vascular entre os
primordios de raizes e o tecido vascular (HARTMANN et al., 2002).

A analise do enraizamento adventicio em estacas em grande nimero de espécies tem
mostrado o reconhecimento de fases no processo com distintas caracteristicas e
requerimentos. Embora a divisdo de fases possa variar de acordo com diferentes autores, a
existéncia de trés fases ¢ consenso: 1. Indugdo: em que eventos morfoldgicos niao sao
claramente visualizados, compreendendo, portanto, modificagdes moleculares e bioquimicas
prévias aquelas morfologicas; 2. Iniciagdo: onde as divisdes celulares acontecem, culminando
na formacdo de meristemas e estabelecimento de primoérdios radiculares; 3. Expressdo: em
que ocorre a emergéncia e crescimento dos primérdios radiculares (GENEVE, 1991;
HARTMANN et al., 2002). Obviamente, como a formagao de primérdios radiculares ¢ um
processo assincronico, essas etapas podem se sobrepor temporalmente em estacas onde o
enraizamento adventicio esteja ocorrendo.

Os padrdes anatomicos de enraizamento adventicio podem ser diretos ou indiretos. No
padrao direto preconiza-se a ocorréncia de células competentes que, apds a indugdo, iniciam
as divisdes celulares num padrio polar de diferenciagdo de primoérdios, os quais sdo
estabelecem conexdes vasculares com a regido vascular original. No padrdo indireto da

rizogénese adventicia hd envolvimento de um estado inicial ndo-competente, em que as
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células sdo indbeis a responder estimulos indutivos; apds a indugdo, divisdes celulares
indiretas ocorrem com ocorréncia de formacao basipeta de calo, previamente a diferenciagao
dos primordios (GENEVE, 1991; HARTMANN et al., 2002).

Muitos fatores podem afetar a rizogénese na propagacdo de plantas por meio da
estaquia, como: o genotipo, a idade da planta-matriz, o estddio de maturacao do ramo, a
posicao do ramo em que se extrai a estaca, o modo de preparagdo da estaca, a época do ano, o
horario do dia em que se coletam os ramos na planta-matriz, o estado nutricional da planta-
matriz € o ambiente de enraizamento. Além da umidade, temperatura, luz, composi¢ao fisica e
quimica do substrato e estresses ambientais (KRAMER ¢ KOZLOWSKI, 1972; HIGASHI et
al., 2000; HARTMANN et al., 2002).

Dentre os principais fatores que podem afetar o enraizamento de estacas destacam-se
as condicdes fisioldgicas da planta, determinadas pela presenga de carboidratos, substancias
nitrogenadas, auxinas, aminoacidos, compostos fenolicos e outras substincias nao
identificadas. Essas substancias sdo fornecidas pelas folhas e se acumulam na zona de
regeneracdo das raizes. De acordo com HARTMANN et al. (2002), a relacdo
carboidrato/nitrogénio, presente nas estacas, vem sendo utilizada para definir a capacidade do
material em enraizar, sendo que quanto maior o valor observado da relacdo, maior o
porcentual de enraizamento obtido. Segundo esses mesmos autores, a presenca de nitrogénio
grande quantidade, nos tecidos vegetais promove o desenvolvimento, consumindo reservas
em detrimento da formacdo de raizes. Barreiras em potencial podem restringir ou retardar o
processo, incluindo a presenca de fibras, bainha esclerenquimatica, resina e canais secretores.

As auxinas, citocininas, giberelinas, acido abscisico e o etileno pertencem ao grupo
dos reguladores de crescimento mais conhecidos e de interesse para propagacdo de plantas.
Enquanto as auxinas estimulam o enraizamento adventicio, as citocininas que sdo produzidas
nas raizes estimulam a divisdo celular. O conhecimento do balango hormonal
citocinina/auxina ¢ fundamental na propagagdo de plantas, ou seja, alta relagdo
auxina/citocinina favorece o enraizamento; alta relacdo citocinina/auxina favorece a formagao
de brotagdes; ja alto nivel de ambas favorece o desenvolvimento de calo (HARTMANN et al.,
2002). As giberelinas, embora niao sejam essenciais a formagdo de raizes, inibem o
enraizamento de estacas, provavelmente por estimular o crescimento vegetativo que compete
com a formacao de raizes (HARTMANN et al., 2002; ALFENAS et al., 2004). Em alguns
casos, por exemplo, em leguminosas de ciclo curto, o etileno tem se mostrado o principal

indutor do enraizamento adventicio (TAIZ e ZEIGER, 2004).
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Os primoérdios das raizes adventicias iniciam-se por divisdes de células do
parénquima, células de calos ou de outros parénquimas, lembrando as divisdes que dao
origem as raizes laterais a partir do periciclo em raizes jovens. Antes do surgimento das raizes
adventicias, ha prévia diferenciagdo e organizacdo de uma regido promeristematica, de uma
coifa, de um cilindro vascular e da regido cortical. Por ocasido da diferenciacao dos elementos
vasculares das raizes adventicias, células de calos ou de outros parénquimas, localizadas na
parte proximal do primoérdio se diferenciam em elementos vasculares, estabelecendo a
conexao com os elementos correspondentes do 6rgdo em formagao (ESAU, 1977; RAVEN et
al., 2001).

Em estacas de plantas lenhosas, as raizes adventicias originam-se no tecido do floema
secundario jovem ou de outros tecidos, como o cdmbio vascular, os raios vasculares e a
medula. Em plantas herbéceas, estas células encontram-se fora e entre os feixes vasculares, a
exemplo de estacas de crisantemo cujas raizes adventicias se formam primeiro na regido
interfascicular. Em plantas de abobora as raizes adventicias se originam a partir de células
parenquimaticas o floema, em estacas Rosa dilecta as raizes adventicias se originam da faixa
do cambio imaturo, multisseriado dos raios do floema secundario. Em estacas de Taxus
cuspidata essas raizes tém sua origem no floema secundario, nas células do raio ¢ no
parénquima floematico circundante. Em estacas herbaceas de caramboleira as raizes
adventicias se originam a partir do cambio vascular (HARTMANN et al., 2002; BASTOS,
2006).

De acordo com COUVILLON (1988) algumas espécies e cultivares tém maior
facilidade no processo de enraizamento, enquanto outras necessitam de maiores cuidados,
sendo levados em consideragdo outros fatores que possam influenciar o enraizamento.

FACHINELLO et al. (1995) observaram que as raizes formadas nas estacas sdo
respostas ao traumatismo produzido pelo corte e que, dessa forma, dois aspectos sdo
fundamentais: a desdiferenciacao e a totipoténcia. Com o preparo da estaca, ocorre uma lesao
tanto nos tecidos do xilema quanto nos do floema, resultando num traumatismo, que ¢ seguido
por um processo de cicatrizagdo, formando uma capa de suberina, que reduz a desidrata¢do na
area lesionada. Nesta regido, freqiientemente, se forma uma massa de células parenquimaticas
desorganizadas, pouco diferenciadas e em diferentes estagios de lignificagdo, denominada
calo. Assim, as células que se tornam meristemdticas dividem-se e originam primordios
radiculares, ocorrendo formacao de raizes adventicias nas células adjacentes ao cambio e ao

floema.
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Deve-se considerar que a formagdo de calo e de raizes sao processos independentes na
maioria das plantas, sendo que a ocorréncia simultanea ¢ devido a dependéncia de condigdes
internas e ambientais semelhantes. Entretanto, em algumas plantas, a formacdo de calo pode
ser precursora da formacdo de raizes adventicias, como no caso do enraizamento In Vvitro de
gemas de Eucalyptus globulus, cujas raizes adventicias se originaram a partir de calos aos 12
dias de crescimento (HARTMANN et al., 2002; BALTIERRA et al., 2004).

A capacidade de formacao de raizes pelas estacas caulinares, pode estar relacionada
com a estrutura anatdmica do floema. O floema das espécies de dificil enraizamento ¢
caracterizado por apresentar elevado grau de esclerificacdo. Esse fator exerce influéncia direta
na capacidade de enraizamento de varias espécies, sendo que o aumento do teor de lignina nos
tecidos pode criar barreiras mecanicas, ou mesmo fisiolodgicas ao enraizamento (Davies Junior
e Hartmann, 1988, citados por BASTOS, 2006).

Conforme RAVEN et al. (2001), o esclerénquima é um tecido de sustentagdo
composto por células parenquimaticas, além de fibras e eclereides. Os anéis de esclerénquima
continuos entre floema e cortex externos ao local de origem das raizes adventicias, podem
constituir uma barreira anatémica ao enraizamento (HARTMANN et al., 2002).

Em plantas perenes lenhosas nas quais se encontra uma ou mais camadas de tecido do
floema secundario, as raizes adventicias das estacas de ramos se originam geralmente do
tecido do floema secundério jovem, entretanto essas raizes poderdo surgir de outros tecidos,
tais como: do cambio, dos raios vasculares ou da medula. Nas espécies de dificil
enraizamento, praticamente todas as raizes se originam do tecido cicatricial. Neste tecido as
raizes surgem principalmente por divisdes do cambio e do parénquima liberiano ou de
qualquer célula viva capaz de desdiferenciar (ALTMAN e WAISEL, 1996).

Algumas espécies como a seringueira, sao consideradas de dificil enraizamento,
devido a presenga de um cilindro quase continuo de tecidos lignificados, que juntamente com
as barreiras quimicas dificultam a emissdo de raizes (MEDRADO et al., 1995).

Embora alguns trabalhos mostrem que ha uma resposta fisiolégica ao problema do
dificil enraizamento, ¢ provavel também que a diminui¢do na relacdo entre o tecido
esclerenquimatico e parenquimatico promova condi¢cdes para a formacdo de primordios
radiculares, além disso, a quebra da barreira de esclerénquima se nao ¢ um fator
condicionante principal para o enraizamento, deve facilitar a passagem de primordios
radiculares (MEDRADO, 1992).

No entanto, apesar da evolucdo das pesquisas visando a maximizagdo do enraizamento

de Eucalyptus, pouco se conhece sobre os fundamentos bioldgicos da formagdo de raizes
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adventicias no processo de enraizamento adventicio. Mesmo com a utiliza¢ao do processo de
propagacdo vegetativa por miniestaquia adotada pela maioria das empresas florestais, cuja
abordagem esta dependente do conhecimento do padrdo de rizogénese (tanto estrutural quanto
em termos de velocidade de emissdo de primoérdios radiculares), o estudo anatomico ¢
fundamental para dar suporte no entendimento cientifico de forma tal que novas abordagens
de experimentagdes possam ser delineadas no sentido de maximizagao da propaga¢ado clonal.
Assim, dada a atual importancia da propagacao clonal de Eucalyptus e a caréncia de
estudos anatdmicos com miniestaquia, o presente estudo tem como objetivo conhecer o

padrdo da rizogénese de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados quatro clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla provenientes da
empresa International Paper do Brasil, localizada no Municipio de Mogi Guagu, Sdo Paulo. O
clima dessa regido ¢ do tipo Cwa (tropical, imido e mesotérmico), segundo a classificacdo de
Koeppen, com latitude de 22°21°S, longitude de 48°58°W e altitude média de 639 m.
Apresenta precipitacdo média anual de 1.317 mm e temperatura média anual de 21 °C, com
maxima média de 24 °C e minima média de 16 °C.

Para a selecdo desses clones foram considerados os porcentuais de area plantada e de
enraizamento desses materiais genéticos, dados esses fornecidos pelo Departamento de
Pesquisa da referida empresa.

A partir de plantas obtidas pela técnica de miniestaquia, o minijardim clonal foi
instalado no Viveiro Experimental da International Paper do Brasil, localizado em condig¢des

cobertas, constituido pelos quatro clones em estudo (H1, H2, H3 e H4).

2.2. Manejo do minijardim clonal

Conforme a técnica de miniestaquia (XAVIER e WENDLING, 1998; HIGASHI et al.,
2000 e ASSIS et al., 2004) e de acordo com os procedimentos de manejo adotados pela
empresa, o minijardim clonal foi constituido de minicepas, obtidas pelo enraizamento de

miniestacas oriundas de brotacdes de plantas propagadas pelo método da microestaquia. As
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miniestacas enraizadas, ao atingirem 10 a 12 cm de tamanho, tiveram seus apices podados na
altura de 8 cm, constituindo, assim, as minicepas que forneceram as miniestacas (brotagdes)
para a realizacdo do experimento.

O sistema de manejo do minijardim clonal adotado foi o utilizado comercialmente pela
empresa € composto por canaletas de aluminio revestidas com fibra de vidro, sobre as quais
permaneceram as minicepas, plantadas em tubetes dispostos em bandejas de isopor cobertas
por plastico dupla fase. A irrigacdo e a nutricdo mineral foram efetuadas através do sistema
automatizado de fertirrigagdo por inundacdo, de maneira que somente o sistema radicular
permanecia em contato com a solugdo nutritiva. A cada uma hora o sistema era acionado,
irrigando por um periodo de 20 minutos e atingindo cerca de 6 cm de altura do tubete. Apds
esse periodo, a canaleta era esvaziada e a solugdo nutritiva retornava a caixa de armazenagem
da solucdo, sendo esta trocada a cada sete dias.

Diariamente eram mensurados a Ec (condutividade elétrica, usada para medir a
quantidade de sais presentes na solu¢do) e o pH da solug¢do. Neste periodo, a Ec variou de
2,00 22,40 mS cm™ e o pH, de 3,05 a 5,76. Em 500 litros de solu¢do nutritiva, adicionaram-se
20 g de nitrato de amoénio, 200 g de nitrato de célcio, 108 g de sulfato de amdnio, 60 g de
micronutrientes obtidos pelo produto Quelatec AZ® ¢ 740 g de Phytus Super K*. O Quelatec
AZ" constitui-se de um quelato solavel de micronutrientes composto por ferro, manganés,
zinco e cobre na forma quelatada e por boro e molibdénio na forma mineral. J& o Phytus

Super K" foi constituido de um fertilizante composto por NPK (00:40:20).

2.3. Obtencao, preparo, plantio e enraizamento das miniestacas

As miniestacas foram coletadas no minijardim clonal e acondicionadas em caixas de
PVC transparente, mantidas fechadas. Para manter as condi¢des de turgescéncia do material
vegetativo, pulverizou-se agua, utilizando uma bomba costal, em intervalos de dez minutos,
até a etapa de enraizamento, quando, entdo, as miniestacas foram preparadas com dimensdes
variando de 5 a 7 cm de comprimento e com um par de folhas, tendo a area foliar sido
reduzida a metade de sua dimensao original.

O periodo compreendido entre o preparo das miniestacas e plantio no substrato, na
casa de vegetagao, foi sempre inferior a 30 minutos.

No enraizamento das miniestacas, utilizaram-se como recipientes tubetes plésticos de

55 cm? de capacidade, contendo substrato constituido de partes iguais de vermiculita de
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granulometria fina e casca de arroz carbonizada. A nutri¢ao mineral utilizada no substrato foi
composta por 4,0 kg m? de Fosmag 500B (MANAH, Sdo Paulo) composto por 4% de N,
14% de P, 7% de K, 14% de Ca, 9% de S, 2% de Mg e 0,5% de B; 5,40 kg m™ de NPK
(32:00:03) e 3,06 kg m™ de cloreto de potassio.

O processo de enraizamento das miniestacas foi conduzido em casa de vegetacao
climatizada (umidade relativa do ar > 80% e temperatura em torno de 27 °C) com

permanéncia de 12 dias, referente ao tltimo tratamento utilizado.

2.4. Avaliacdes experimentais

Para observar histologicamente os processos de rizogénese das miniestacas, foram
coletadas amostras por clone para cada tratamento, sendo T1 - miniestacas coletadas sem
efetuar o plantio no substrato; T2 — miniestacas coletadas com 01 dia apds o plantio;
T3 - miniestacas com 02 dias apds o plantio; T4 - miniestacas com 04 dias apds o plantio;
T5 - miniestacas com 06 dias apds o plantio; T6 - miniestacas com 08 dias apds o plantio;
T7 - miniestacas com 10 dias apds o plantio e T8 - miniestacas com 12 dias apos o plantio.

Foram retiradas aleatoriamente dez amostras por clone por tratamento e fixadas em
FAA 70% durante 24 horas, sob vacuo. Em seguida, essas amostras foram colocadas em
alcool etilico 70% (v/v), onde permaneceram armazenadas, sendo novamente submetidas a
vacuo por 24 horas. A partir deste ponto, as amostras foram levadas ao Laboratorio de
Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal (DBV) da UFV para o
processamento das amostras € montagem de laminario referéncia.

As amostras foram desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato
(Historesin®, Leica). Se¢des transversais e longitudinais de 8 pm de espessura na regido basal
das miniestacas foram obtidas em microtomo rotativo de avango automatico (RM 2155-
Leica), coradas em azul de toluidina pH 4,0 (O’'BRIEN e McCULLY, 1981), sendo as
laminas montadas em resina sintética (Permount®).

A documentagdo fotografica das laminas foi realizada utilizando-se o microscopio
Olympus AX70, conectado a um sistema de fotomicrografia Olympus U-Photo do
Laboratorio de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As caracterizagdes anatomicas e histoldgicas da rizogénese das miniestacas de cada
tratamento foram agrupadas por clone.

Na Figura 1, observa-se a representagao da miniestaca do clone H1 em diferentes fases
de desenvolvimento, conforme os tratamentos adotados. Verificou-se a presenca de epiderme
(Ep) e na regido cortical a diferenciag@o de bolsas de 6leo (Bo). O cortex corresponde a regido
compreendida entre a epiderme e a regido vascular, sendo formado por células
parenquimaticas com paredes finas (parénquima cortical, Pc), que tem como funcao
revestimento e em alguns casos o acimulo de reservas para as células. Ha presenga de regiao
vascular, decorrente da atividade do cdmbio vascular (Cv), sendo formada por células do
xilema secunddrio (X1) e do floema secundario (Fl). No centro dos cortes transversais,
observou-se a presenga da medula (Md), caracteristica do caule de dicotiledoneas, formada
por células parenquimaticas.

Nos cortes realizados na regido basal das miniestacas com até 6 dias de enraizamento
na casa de vegetacdo (Figuras 1A-O) ndo foi verificado a formagdo do primodrdio radicular.
No entanto, a partir de 8 dias de enraizamento na casa de vegetagao (Figura 1P-Z) verificou-
se nos cortes transversal e longitudinal o desenvolvimento e formacdo endoégena de
primordios radiculares a partir do cambio vascular. Tal fato pode estar relacionado com a
capacidade das células do cambio vascular desdiferenciarem-se, tornando-se meristematicas.
Assim, com as sucessivas divisdes celulares, ocorre a formagdo do primoérdio radicular com
origem endogena em diregdo a superficie da estaca. Nao foi observada a formacao de calo.

O sucesso do enraizamento se deve principalmente a dois fatores: a tendéncia destas
estacas de enraizar com mais facilidade, pois apresentam tecidos mais tenros, ndo havendo a
presenga de um anel de esclerénquima lignificado, que dificultaria a emissdao dos primoérdios
radiculares (FACHINELLO et al., 1995) e as caracteristicas intrinsecas a genética do clone,
visto que este clone (H1) apresenta satisfatorio porcentual de enraizamento das miniestacas

aos 35 dias de idade (93,1%) sem a utilizagdo de antioxidantes, auxinas e seus cofatores.
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Figura 1 - Miniestacas e micrografias de cortes histologicos do clone H1 apds os tratamentos:
miniestacas coletadas sem efetuar o plantio no substrato (A, B ¢ C); miniestaca
coletadas com 1 dia apds o plantio (D, E e F); miniestaca com 2 dias apds o
plantio (G, H e I); miniestaca com 4 dias apos o plantio (J, K e L); miniestaca
com 6 dias ap6s o plantio (M, N e O); miniestaca com 8 dias apds o plantio (P, Q,
R ¢ S); miniestaca com 10 dias apos o plantio (T, U, V ¢ W); miniestaca com 12
dias apo6s o plantio (X, Ye Z). B, E, H, K, N, Q, R, U, V e Y: cortes transversais
das miniestacas. C, F, I, L, O, S, W e Z: cortes longitudinais das miniestacas. R e
V: detalhes do corte transversal da miniestaca mostrando o desenvolvimento e a
formagao endégena do primoérdio radicular a partir do cambio vascular (Cv).
Ep = epiderme; Pc = parénquima cortical; Xl = xilema secundério; Fl = floema
secundario; Md = medula; Bo = bolsa de 6leo.
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Para o clone H2, verificou-se a presenca de Ep, do Cv localizado logo abaixo do Pc,
bem ainda a presenca de bolsas de 6leo (Bo). Ha presenca de feixes vasculares, formados por
células do XI e do FIl. No centro dos cortes transversais, nota-se a presenga da regido medular
(Mad).

Nos cortes realizados na regido basal das miniestacas com até 8 dias de enraizamento
na casa de vegetacao (Figuras 2A-R) ndo foi verificado a formagao do primordio radicular. A
partir de 10 dias de enraizamento das miniestacas na casa de vegetacdao (Figura 2S-7Z)
verificou-se nos cortes transversal e longitudinal o desenvolvimento e formagao endogena de

primordios radiculares a partir do cambio vascular, ndo sendo observado a formagao de calo.
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Figura 2 - Miniestacas e micrografias de cortes histologicos do clone H2 apds os tratamentos:
miniestacas coletadas sem efetuar o plantio no substrato (A, B ¢ C); miniestaca
coletadas com 1 dia apds o plantio (D, E e F); miniestaca com 2 dias apds o
plantio (G, H e I); miniestaca com 4 dias apos o plantio (J, K e L); miniestaca
com 6 dias apos o plantio (M, N e O); miniestaca com 8 dias ap6s o plantio (P, Q
e R); miniestaca com 10 dias ap6s o plantio (S, T, U e V); miniestaca com 12
dias apds o plantio (W, X, Ye Z). B, E, HL K, N, Q, T, U, X e Y: cortes
transversais das miniestacas. C, F, I, L, O, R, V e Z: cortes longitudinais das
miniestacas. U e Y: detalhes do corte transversal da miniestaca mostrando o
desenvolvimento e a formacao endoégena do primérdio radicular a partir do cAmbio
vascular (Cv). Ep = epiderme; Pc = parénquima cortical; X1 = xilema secundério;
F1 = floema secundario; Md = medula; Bo = bolsa de 6leo.
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Para o clone H3, verificou-se também a presenca de Ep, como tecido de revestimento,
do Cv e de Xp para o interior e Fl para o exterior, de um Pc evidente com Bo e, na regido
central, a presenga da Md.

Nos cortes realizados na regido basal das miniestacas com até 6 dias de enraizamento
na casa de vegetacao (Figuras 3A-O) nao foi verificado a formacao do primordio radicular.
Aos 8 dias de enraizamento nao foi obtido nenhum corte transversal das miniestacas avaliadas
que comprovasse a formagdo enddgena de primordios radiculares, contudo este fato foi
observado no corte longitudinal verificando um primoérdio radicular seccionado
transversalmente (Figuras 3R,S).

A vpartir de 10 dias de enraizamento das miniestacas na casa de vegetacdo
(Figura 3T-Z) verificou-se nos cortes transversal e longitudinal a proliferacdo e a formacao de
uma massa de células desorganizadas (calos) proximo ao cambio vascular, ndo sendo
observado em todas as miniestacas avaliadas o desenvolvimento de raizes diretamente do calo
ou a formagao enddgena de primordios radiculares a partir do cAmbio vascular. Este fato pode
estar relacionado ao balango hormonal enddgeno entre citocinina/auxina, favorecendo o
desenvolvimento de calos na regido basal das miniestacas (HARTMANN et al., 2002), j& que

as miniestacas ndo foram tratadas com regulador de crescimento.
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Figura 3 - Miniestacas e micrografias de cortes histologicos do clone H3 apds os tratamentos:
miniestacas coletadas sem efetuar o plantio no substrato (A, B e C); miniestaca
coletadas com 1 dia apds o plantio (D, E ¢ F); miniestaca com 2 dias apds o
plantio (G, H e I); miniestaca com 4 dias apos o plantio (J, K e L); miniestaca
com 6 dias ap6s o plantio (M, N e O); miniestaca com 8 dias ap6s o plantio (P, Q,
R e S); miniestaca com 10 dias apos o plantio (T, U e V); miniestaca com 12 dias
apos o plantio (W, X, Ye Z). B, E, H, K, N, Q, U, X e Y: cortes transversais das
miniestacas. C, F, I, L, O, R, S, V e Z: cortes longitudinais das miniestacas.
S: detalhe do corte longitudinal da miniestaca mostrando um primordio radicular
seccionado transversalmente. Y: detalhe do corte transversal da miniestaca
mostrando a proliferacdo e a formagao de uma massa de células desorganizadas
(calos) proximo ao cambio vascular (Cv). Ep = epiderme; Pc = parénquima
cortical; X1 = xilema secundario; FI = floema secundario; Md = medula;
Bo = bolsas de 6leo.
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Para o clone H4, o padrao de diferenciacdo inicial dos tecidos seguiu ao observado
para os demais clones. Todavia, nos cortes realizados na regido basal das miniestacas com até
8 dias de enraizamento na casa de vegetacao (Figuras 4A-R) ndo foi verificado a formacdo do
primoérdio radicular.

A vpartir de 10 dias de enraizamento das miniestacas na casa de vegetacdo
(Figura 4S-Z) verificou-se nos cortes transversal e longitudinal a proliferagdo e a formacdo de
calos proximos ao cambio vascular, ndo sendo observado em todas as miniestacas avaliadas o
desenvolvimento de raizes diretamente do calo ou a formacdo endodgena de primordios
radiculares a partir do cadmbio vascular. Este fato também pode estar relacionado ao balango
hormonal endoégeno entre citocinina/auxina, favoravel ao desenvolvimento de calos na regiao
basal das miniestacas (HARTMANN et al., 2002), j& que as miniestacas também ndo foram
tratadas com reguladores de crescimento. Além disso, para o clone H4, em especial, o fator
genotipico também deve ser considerado, ja que apresentar baixo porcentual de enraizamento
quando comparado com os outros clones estudados e além do mais at¢ o momento desta
pesquisa ndo existia um protocolo de manejo para maximizagao da produgdo de plantas deste
clone.

Alguns estudos que relatam os processos de enraizamento in Vitro em esséncias
florestais indicam que as raizes sdo usualmente originarias de células parenquimaticas e
floema secunddrio, mas elas também podem se originar a partir de outros tecidos como raios
vasculares, cambio, floema, lenticelas ou medula (GINZBURG, 1967; HARTMANN et al.,
2002; BALTIERRA et al., 2004).

BALTIERRA et al. (2004) verificaram que no enraizamento in vitro de Eucalyptus
globulus as raizes adventicias se originaram a partir de calos aos 12 dias, completando o
processo de rizogénese aos 15 dias de crescimento em meio de cultura MS. A formacgao in
vitro de raizes foi variada podendo ser originada de tecidos vasculares mais desenvolvidos ou
de tecidos jovens que originardo o xilema, sendo que a maioria das mudancgas ocorridas no
parénquima cortical pode conduzir a formagao in vitro e crescimento de raizes adventicias em

E. globulus.
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Figura 4 - Miniestacas e micrografias de cortes histologicos do clone H4 apods os tratamentos:
miniestacas coletadas sem efetuar o plantio no substrato (A, B e C); miniestaca
coletadas com 1 dia apds o plantio (D, E ¢ F); miniestaca com 2 dias apds o
plantio (G, H e I); miniestaca com 4 dias apos o plantio (J, K e L); miniestaca
com 6 dias apds o plantio (M, N e O); miniestaca com 8 dias apos o plantio (P, Q
e R); miniestaca com 10 dias ap6s o plantio (S, T, U e V); miniestaca com 12 dias
apos o plantio (W, X, Ye Z). B,E, H, K, N, Q, T, U, X e Y: corte transversal das
miniestacas. C, F, I, L, O, R, V e Z: cortes longitudinais das miniestacas.
U e Y: detalhes do corte transversal da miniestaca mostrando a proliferagcdo ¢ a
formagdo de calo nas proximidades do cambio vascular (Cv). Ep = epiderme;
Pc = parénquima cortical; X1 = xilema secundario; F1 = floema secunddrio;
Md = medula; Bo = bolsas de dleo.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos e as condi¢des em que foi realizado o
experimento, conclui-se que foram observadas a formagdo enddgena de primordios
radiculares e a proliferacdo ¢ a formac¢ao de uma massa de células desorganizadas (calos) em
miniestacas de clones Eucalyptus grandis x E. urophylla com até 12 dias de idade, a partir do
cambio vascular.

O clone H1 se destacou dos demais clones quanto a velocidade de emissdo do
primoérdio radicular, sendo constatado a partir dos 8 dias de idade das miniestacas avaliadas.
No clone H2, observou-se a presenga de primordios radiculares a partir de 10 dias de idade
das miniestacas. No clone H3, foram constatadas a presen¢a de primodrdios radiculares a partir
de 8 dias e a proliferagdo e a formagao de calos a partir de 10 dias de idade das miniestacas. Ja
no clone H4, ndo foi verificado a formagdo do primordio radicular até aos 12 dias de idade

das miniestacas, apenas a proliferacao e a formagao de calos.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Com base nos objetivos definidos neste estudo e buscando avaliar a influéncia do
acondicionamento e de antioxidantes, auxinas e seus cofatores no enraizamento adventicio,
bem como o padrao da rizogénese de miniestacas de quatro clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla, os resultados permitiram as seguintes conclusoes:

Estudos utilizando novas doses de AIB, de antioxidantes e de cofatores, bem como sua
avaliacdo em diferentes fases de desenvolvimento das miniestacas e em épocas diferentes do
ano, sdo necessarios. A utilizagdo do AIB nas doses entre 500 ¢ 2.000 mg L™ mostrou-se mais
eficiente do que o ANA nos quatro clones estudados. Quanto ao uso de antioxidantes, o PVP
foi eficiente em todos os clones, sendo que o acido ascoérbico e o carvao ativado foram mais
eficientes em apenas um deles. Dentre os cofatores, verificou-se que o acido clorogénico e a
hidroquinona melhoraram os indices de enraizamento e de sobrevivéncia de trés clones; a
fenilalanina e o floroglucinol melhoraram os referidos indices de dois clones; e somente o
acido cafeico, o triptofano e, principalmente, a prolina melhoraram essas respostas em todos
os clones estudados.

Independentemente do material genético estudado, observou-se que ndo ¢
aconselhdvel o armazenamento das miniestacas em camara fria, mesmo quando realizado por
curto periodo de tempo, assim como o modo de acondicionamento influenciou o
enraizamento adventicio das miniestacas.

Quanto ao conhecimento do padrio da rizogénese das miniestacas dos clones
estudados foi observada a origem endogena de primoérdios radiculares, a proliferagdo e a
formagdo de uma massa de células desorganizadas (calos) em miniestacas com até 12 dias de
idade, sendo que um clone destacou-se dos demais por apresentar primordios radiculares a

partir de 8 dias apds o plantio das miniestacas.
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