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RESUMO

BORGES, Silvano Rodrigues, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2009.
Micropropagacdo e enraizamento de miniestacas de clones hibridos de Eucalyptus
globulus. Orientador: Aloisio Xavier. Co-orientadores: Wagner Campos Otoni e Ismael
Eleotério Pires.

O presente estudo teve como objetivos avaliar clones de Eucalyptus urophylla x E.
globulus ¢ Eucalyptus grandis x E. globulus em relagdo a micropropagacdo pela
proliferagdo de gemas axilares nas fases de estabelecimento ¢ multiplica¢do in vitro, e o
enraizamento de miniestacas na propagacdo clonal desses hibridos. Na fase de
estabelecimento in vitro, foram avaliadas a contaminagdo por fungos e bactérias, oxidagao
e a indugdo de brotagdes em segmentos nodais de 21 clones de Eucalyptus urophylla x E.
globulus e oito clones de Eucalyptus grandis x E. globulus em diferentes introdugdes in
vitro. Na multiplicagdo in vitro, avaliou-se a taxa de multiplicacdo de 21 clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e seis clones de Eucalyptus grandis x E. globulus em
sucessivos subcultivos nos meios de cultura MS e JADS, em diferentes introdugdes in
vitro. Na miniestaquia, avaliou-se a sobrevivéncia e a emissao de raizes no fundo do tubete
na casa de vegetacdo e de sombra, € o enraizamento e nimero de raizes na casa de sombra
de miniestacas apicais e intermediarias, tratadas com AIB, em nove clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus e dois clones de Eucalyptus grandis x E. globulus. No
estabelecimento in vitro, a inducdo de brotagdes foi variavel entre clones, sendo satisfatoria
para a maioria dos gendtipos, enquanto a ocorréncia de oxida¢do e contaminacdo por

bactérias e fungos ndo comprometeu o estabelecimento das culturas. Na fase de
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multiplicagdo in vitro, houve resposta diferenciada quanto a taxa de multiplicagdo, com
clones apresentando boas taxas de multiplicacdo in vitro e outros recalcitrantes a
micropropagacdo. Os meios de cultura MS e JADS tiveram efeitos positivos, com
tendéncia de maiores taxas de multiplicagdo para o meio MS, sendo que ao longo dos
subcultivos a taxa de multiplicagdo variou com tendéncia de aumento inicial e posterior
queda na maioria dos clones ¢ introdugdes in vitro. Quanto a miniestaquia, ndo houve
efeito significativo do AIB em nenhuma das caracteristicas estudadas. A sobrevivéncia das
miniestacas foi alta para a maioria dos clones e as taxas de enraizamento variaram entre
clones e entre os tipos de miniestacas, com resultados superiores para miniestacas apicais.
Foi observado entre os clones estudados alta variabilidade de resposta ao enraizamento,
com clones apresentando alto indice de enraizamento e nimero de raizes por miniestaca,
enquanto alguns clones ainda carecem de ajustes no processo de propagagdo por

miniestaquia.



ABSTRACT

BORGES, Silvano Rodrigues, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2009.
Micropropagation and rooting of mini-cuttings of hybrid clones of Eucalyptus
globulus. Advisor: Aloisio Xavier. Co-advisors: Wagner Campos Otoni and Ismael
Eleotério Pires.

The present study aimed to evaluate Eucalyptus urophylla x E. globulus and
Eucalyptus grandis x E. globulus clones in relation to micropropagation by axillary shoot
proliferation in the in vitro establishment and multiplication phases, and the rooting of
mini-cuttings in the clonal propagation of these hybrids. In the in vitro establishment
phase, contamination by fungi and bacteria, browning and nodal segment shoot inductions
of 21 Eucalyptus urophylla x E. globulus clones and eight Eucalyptus grandis x E.
globulus clones were evaluated in different in vitro introductions. In the in vitro
multiplication phase, the multiplication rate of 21 Eucalyptus urophylla x E. globulus
clones and six Eucalyptus grandis x E. globulus clones was evaluated in successive
subcultures using MS and JADS culture media in different in vitro introductions. In the
mini-cuttings, the survival and emission of roots at the bottom of the dibble tube in the
green house and shade house was evaluated, and the rooting and number of roots of apical
and intermediary mini-cuttings in the shade house, treated with IBA, in nine Eucalyptus
urophylla x E. globulus clones and two Eucalyptus grandis x E. globulus clones. In the in
vitro establishment phase, shoot induction varied among clones, being satisfactory for most
of the genotypes, while the browning rate and bacterial and fungal contamination did not

compromise the establishment of the cultures. In the in vitro multiplication phase, a
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differentiated response for themultiplication rate was noted, with clones presenting good in
vitro multiplication rates and recalcitrant others for micropropagation. The MS and JADS
culture media had positive effects, with greater multiplication rate tendencies for the MS
media, where the multiplication rate of the subcultures varied with the tendency of an
initial increase and subsequent fall in most of the clones and in vitro introductions. As for
the mini-cuttings, there was no significant effect of IBA in any of the studied
characteristics. The survival rate of the mini-cuttings was high for most of the clones and
the rooting rate varied among clones and the types of mini-cuttings with superior results
for apical mini-cuttings. A high variability of responses to rooting was observed among the
studied clones, with clones presenting a high rate of rooting and number of roots for mini-
cuttings, while some clones still lacked adjustments to the mini-cuttings propagation

process.
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1. INTRODUCAO GERAL

O setor florestal brasileiro ocupa, atualmente, uma posi¢cdo de destaque no cenario
mundial, gracas as condi¢des ambientais favordveis ao crescimento das florestas,
principalmente do género Eucalyptus, bem como aos programas de pesquisa em
melhoramento genético e manejo silvicultural que vém proporcionando ganhos
significativos em produtividade e qualidade da madeira de florestas plantadas.

A industria de papel e celulose, dentre outros segmentos do setor florestal, ¢ a que
mais se destaca, colocando o Brasil como o maior produtor mundial de celulose de fibra
curta de Eucalyptus e, ainda, sendo este um dos principais produtos de exportagdo do pais
(ABRAF, 2007). O mercado globalizado e competitivo tem exigido que as empresas do
setor busquem, cada vez mais, ganhos em produtividade e qualidade dos seus produtos,
aliado a reducdo dos custos de producdo. Neste sentido, a busca por espécies/clones que
conciliem desenvolvimento florestal com qualidade da madeira e rendimento no processo
de conversao a celulose e papel tém sido constantes nos programas de pesquisa
(CARDOSO et al., 2002).

O Eucalyptus globulus tem sido amplamente plantado em paises como Espanha,
Portugal, Chile, Marrocos, China, Uruguai, Argentina e Australia, com o objetivo de
producdo de madeira para fins industriais (Mac Rae e Coterril, 1997, citados por DEL
PONTE et al., 2001). E uma espécie amplamente cultivada em regides com inverno
chuvoso e temperaturas relativamente baixas (XAVIER et al., 2007a), sendo de dificil
adaptabilidade em climas tropicais (ROSA, 2003). No Brasil, os plantios se limitam ao

estado do Rio Grande do Sul, devido as condi¢Oes climaticas favoraveis ao crescimento,



nao encontradas nas regides de clima quente (SHIMIZU, 1986; CARDOSO, 2002).

Na produgdo de papel e celulose, o Eucalyptus globulus ¢ uma espécie de grande
interesse por possuir caracteristicas quimicas, fisicas e anatomicas de excelente qualidade
para tal objetivo, principalmente alto rendimento em celulose e baixo teor de lignina
(CARDOSO, 2002; ROSA, 2003; ALFENAS et al., 2004; XAVIER et al., 2007a).

A hibrida¢ao de Eucalyptus globulus com outras espécies do género Eucalyptus
tem proporcionado excelentes resultados, tanto em qualidade da madeira, quanto em
crescimento, além de uma melhor adaptacdo ambiental e maior facilidade de propagagao
vegetativa, dentre outras vantagens. Desta forma, a op¢do por esses hibridos tende a
prevalecer sobre seu uso como espécie pura nas regides tropicais e subtropicais
(ALFENAS et al., 2004).

As espécies Eucalyptus grandis e E. urophylla tém sido as mais amplamente
plantadas no Brasil com fins industriais, devido, dentre outras caracteristicas, a alta taxa de
crescimento, qualidade da madeira e adaptacdo as condi¢cdes ambientais (MORA e
GARCIA, 2000). A hibridagao entre essas duas espécies tem-se constituido na base da
silvicultura clonal brasileira (RUY, 1998), aliando bom crescimento, caracteristica do
Eucalyptus grandis, ¢ melhorias na qualidade da madeira e resisténcia a doengas,
caracteristica do Eucalyptus urophylla (CARVALHO, 2000). Dessa forma, recentemente
essas duas espécies passaram a ser usadas para hibridagdo com Eucalyptus globulus nos
programas de melhoramento, visando a producao de celulose e papel no Brasil (ALFENAS
et al., 2004).

A silvicultura clonal com Eucalyptus constitui uma das mais evoluidas e bem
estabelecidas, sendo uma realidade na maioria das empresas florestais brasileiras. Ela
permite, dentre outras vantagens, a uniformizacdo dos plantios, maximizagao dos ganhos
em produtividade e qualidade da madeira, melhor adaptagdo dos clones a area a ser
plantada e aproveitamento de combinagdes hibridas especificas, aliado a racionalizagao das
atividades operacionais e custos competitivos (XAVIER, 2002; ALFENAS et al., 2004;
ASSIS et al., 2004).

A clonagem de Eucalyptus no Brasil passou por inumeras transformacdes, tendo
iniciado com a técnica de estaquia implementada em escala comercial no final da década
de 70 (XAVIER, 2002). Devido as dificuldades de enraizamento encontradas em algumas
espécies e clones de Eucalyptus na propagagdo por estaquia, principalmente no que

envolve material adulto (ASSIS, 1997), técnicas de propagagdo in vitro vém sendo
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utilizadas no rejuvenescimento de clones, restaurando, dessa maneira, sua competéncia ao
enraizamento (XAVIER e COMERIO, 1996; TITON, 2001).

O aprimoramento no enraizamento de estacas de Eucalyptus tem sido alcangado
com o desenvolvimento de técnicas como a miniestaquia (XAVIER ¢ WENDLING, 1998;
WENDLING et al.,, 2000, HIGASHI et al.,, 2000) e a micropropaga¢do, aliada a
microestaquia (ASSIS et al., 1992; XAVIER e COMERIO, 1996; TITON, 2001), que
possibilitaram consideraveis ganhos, principalmente quanto ao aumento das taxas e
qualidade de enraizamento e redugdo do tempo para a formagdo da muda.

A miniestaquia tem sido largamente utilizada nas empresas do setor florestal
brasileiro, devido aos ganhos em porcentagem e qualidade do enraizamento de estacas.
Estes ganhos se devem principalmente ao fato de se utilizar estacas apicais mais juvenis e
melhor controle das condi¢des hidricas, nutricionais e fitossanitarias das plantas
fornecedoras de propagulos (ASSIS et al., 2004).

Na miniestaquia, de modo geral, a aplicacdo de substancias reguladoras do
enraizamento ¢ feita em doses mais baixas do que na estaquia, ndo sendo necessaria
aplicacdo para clones de facil enraizamento (XAVIER 2002). No entanto, para clones de
dificil enraizamento, a aplicagdo reguladores de crescimento como o Acido Indolbutirico
(AIB) pode resultar em ganhos significativos de enraizamento das miniestacas (TITON
2001; ASSIS et al., 2004).

Quanto a micropropagacao, esta envolve a producdo de plantas a partir de érgaos,
tecidos ou células, os quais sdo cultivados assepticamente em meio nutritivo adequado, sob
controle das condi¢cdes ambientais e nutricionais (HARTMANN et al., 2002; GEORGE e
DEBERGH, 2008). Sua aplicabilidade estd baseada na teoria da totipoténcia celular, a qual
estabelece a qualquer parte do vegetal potencial para regenerar os 6rgaos que lhe faltam,
desde que sejam fornecidas as condi¢des adequadas (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,
1998).

As técnicas de cultivo in vitro podem constituir alternativa econdmica e adequada
em relagdo aos métodos classicos de propagagdo vegetativa de Eucalyptus. Isso ocorre,
pois, além de oferecerem a possibilidade de propagacdo de arvores selecionadas de todas
as idades (Cresswell e Fossard, 1974, citados por ALVAREZ ¢ RESTREPO, 1993),
possibilitam a limpeza clonal (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), e a alta taxa de

multiplica¢do acelera os programas de propagacdo clonal, possibilitando a propagagdo



vegetativa de hibridos de Eucalyptus de alto valor comercial e dificil enraizamento pelos
métodos convencionais (RATNIEKS e ASSIS, 1993).

As técnicas de micropropagagdo, de acordo com o explante utilizado e sua
subsequente manipulagdo, sdo a proliferagio de gemas axilares, a inducdo de gemas
adventicias por organogénese e a embriogénese somatica (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998; XAVIER et al., 2007b; GEORGE ¢ DEBERGH, 2008). No setor
florestal, especialmente em Eucalyptus, a micropropagagdo mediante proliferacdo de
gemas axilares tem sido a mais utilizada, sendo mais simples que os outros dois sistemas
por se basear na proliferagao de gemas pré-formadas, reproduzindo in vitro um fenémeno
natural (XAVIER et al., 2007b).

A micropropaga¢do pela proliferacdo de gemas axilares compreende as fases de
estabelecimento in vitro, multiplicacdo e alongamento, enraizamento e aclimatagao ex vitro
(XAVIER et al., 2007b; GEORGE e DEBERGH, 2008). GRATTAPAGLIA e
MACHADO (1998) descrevem diversas variaveis que afetam as diferentes fases da
propagacao de plantas in vitro, sendo determinantes no sucesso de um sistema de
propagagdo. Dentre elas, podem-se citar as condi¢des fitossanitdrias e nutricionais da
planta matriz, a selecdo e coleta dos explantes, a desinfestacio ¢ o isolamento em
condigdes assépticas, os meios de cultura, os reguladores de crescimento, as condigdes de
incubagdo e a manipulag¢do das culturas. Segundo esses mesmos autores, cada espécie ou
clone apresenta caracteristicas unicas, determinadas por fatores genéticos, e dessa forma,
as necessidades para seu cultivo in vitro também tendem a apresentar particularidades. A
capacidade de morfogénese ¢ crescimento In Vitro parece estar associada ndo apenas ao
genotipo, mas também a atividade fisioldgica na planta matriz.

Nos programas de melhoramento florestal, a sele¢do de genotipos superiores ocorre
basicamente na fase adulta. Assim, a matura¢do dos tecidos da planta, decorrente da
transicdo da fase juvenil para a adulta, gera uma série de alteragdes morfologicas,
bioquimicas e fisiologicas que determinam a resposta do material a propagacdo vegetativa
e, posteriormente, ao crescimento dos povoamentos florestais (HACKETT, 1987). Assim,
o rejuvenescimento de clones torna-se importante em virtude de o processo de maturagdo
ser um fendmeno que geralmente afeta espécies lenhosas de acordo com o seu
desenvolvimento ontogenético. Uma das mais importantes conseqiiéncias do
envelhecimento ontogenético para a clonagem ¢ a reducdo ou até mesmo a perda da

capacidade de enraizamento que se verifica em plantas adultas (GOMES, 1987;
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GREENWOOD e HUTCHISON, 1993; LIBBY e AHUIJA, 1993). Nesse contexto, a
micropropagacao de Eucalyptus atualmente tem sido utilizada no rejuvenescimento de
clones, visando a formagdo do microjardim clonal, para produ¢do de microestacas no
processo de propagacdo pela microestaquia.

A espécie Eucalyptus globulus é reconhecidamente de dificil enraizamento de
estacas. Entretanto, a variabilidade genética intraespecifica para crescimento, resisténcia a
doencas e qualidade da madeira ¢ melhor explorada industrialmente, mediante a clonagem
de matrizes superiores (ALFENAS et al., 2004). Dessa forma, tem sido incentivado o
desenvolvimento de pesquisas sobre espécies recalcitrantes ao enraizamento,
especialmente em E. globulus e seus hibridos, devido a importancia que representam para
o setor de celulose e papel, para que sistemas funcionais de propagacao clonal possam ser
implementados.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivos avaliar a resposta de clones
de Eucalyptus urophylla x E. globulus ¢ Eucalyptus grandis x E. globulus em relagdo ao
estabelecimento e multiplicagdo in vitro, com vistas ao rejuvenescimento clonal, bem

como avaliar o enraizamento de miniestacas na propaga¢ao clonal desses hibridos.
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ESTABE’LECIMENTO IN VITRO DE CLONES
HIBRIDOS DE Eucalyptus globulus

RESUMO: O presente estudo teve como objetivos avaliar o comportamento de clones de
Eucalyptus grandis x E. globulus e Eucalyptus urophylla x E. globulus e o efeito de
diferentes introdugdes in vitro na fase de estabelecimento in vitro. As minicepas,
fornecedoras dos explantes para introdugdo in vitro, foram conduzidas em minijardim
clonal semi-hidropdnico. Segmentos nodais de 21 clones de Eucalyptus urophylla x E.
globulus ¢ oito clones de Eucalyptus grandis x E. globulus foram coletados, desinfestados
e inoculados em meio de cultura MS, suplementado com 0,5 mg L™ de BAP ¢ 0,1 mg L™
de ANA. Apoés 30 dias em cultura, foram feitas as avaliagdes e concluiu-se que houve
variagdo entre clones, bem como entre introdugdes in Vitro, para as variaveis estudadas,

sendo possivel o estabelecimento in vitro da maioria dos clones.

Palavras-chave: Micropropagagdo, propagacao in vitro, clonagem.

IN VITRO ESTABLISHMENT OF HYBRID
CLONES OF Eucalyptus globulus

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate the behavior of Eucalyptus grandis x E.
globulus and Eucalyptus urophylla x E. globulus clones and the effect of different in vitro
introductions in the in vitro establishment phase. The mini-stump plants, explant providers
for the in vitro introduction, were cultured in indoor semi-hydroponic clonal mini-hedging.
Nodal segment explants of 21 Eucalyptus urophylla x E. globulus clones and eight
Eucalyptus grandis x E. globulus clones were collected, desinfected and inoculated in an
MS culture medium, supplemented with 0.5 mg L™ of BAP and 0.1 mg L™ of NAA. After
30 days in the culture, evaluations were made and it was concluded that there were
variations among the clones, as well as between in vitro introductions, for the studied

variables, where the in vitro establishment was possible for most of the clones.

Keywords: Micropropagation, in vitro propagation, cloning.



1. INTRODUCAO

O Eucalyptus globulus e seus hibridos sdo de grande interesse para o sctor de
celulose e papel, devido as caracteristicas quimicas, fisicas e anatomicas da madeira de
excelente qualidade para tal objetivo, principalmente alto rendimento em celulose e baixo
teor de lignina (CARDOSO, 2002; ROSA, 2003; ALFENAS et al., 2004; XAVIER et al.,
2007a).

A micropropagagdo apresenta-se como técnica promissora para viabilizar a
clonagem massal de hibridos de Eucalyptus globulus, os quais apresentam dificuldades de
enraizamento pela propagacao por estaquia, principalmente no que envolve material adulto
(ALFENAS et al., 2004; ASSIS et al., 2004). Na propagagdo clonal de Eucalyptus grandis
e E. urophylla e seus hibridos, a micropropagacéo pela proliferagdo de gemas axilares, tem
sido utilizada com éxito no rejuvenescimento de clones selecionados, visando a melhoria
do enraizamento de estacas no processo de producdo de mudas (TITON, 2001; ASSIS et
al., 2004; XAVIER et al., 2007b).

O sucesso de um protocolo de micropropagacdo depende claramente da fase de
estabelecimento in vitro. Isso porque as etapas seguintes de multiplicagdo e posterior
transferéncia para condi¢des ex vitro s6 podem ser executadas apds o estabelecimento de
culturas assépticas e com bom vigor vegetativo (GEORGE e DEBERGH, 2008).

O estabelecimento in Vitro inicia-se com o manejo das plantas matrizes ¢ a selegdo
dos explantes mais adequados para a micropropaga¢do e termina com a obtencdo de uma
cultura livre de contaminantes e suficientemente adaptada as condi¢des in Vitro
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Nesta fase, a oxidagao fendlica (SHARMA e
RAMAMURTHY, 2000), a contaminagdo por fungos e bactérias e a recalcitrancia de
alguns materiais genéticos tém sido os principais problemas encontrados (GEORGE,
2008).

Uma série de fatores influencia o sucesso da micropropagacao, como o genotipo, o
estado fisioldgico da planta-matriz, selecdo, coleta e tipo de explante, a assepsia utilizada,
meio de cultura (nutrientes, vitaminas, carboidratos, dentre outros), concentragdes e tipos
de reguladores de crescimento, condi¢des de incubagdo (fotoperiodo, luminosidade e
temperatura) e habilidade do operador (HARTMANN et al, 2002; GEORGE e
DEBERGH, 2008).



O estado fisiologico da planta matriz tem grande influéncia no posterior
comportamento das culturas in vitro. Plantas bem nutridas, sem sintomas de deficiéncia
nutricional ou hidrica, em geral, fornecem explantes melhores. Outro aspecto refere-se a
condicdo fitossanitdria das plantas matrizes, pois ird determinar a facilidade em
descontaminar o explante durante o isolamento, principalmente quanto a contaminacao
endogena (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Os resultados obtidos durante todo o processo de micropropagacdo, principalmente
na iniciagdo das culturas, sdo diretamente influenciados pelo gendtipo, sendo este um dos
fatores mais limitantes no sucesso da propagacao in vitro. Isto se deve a especificidade das
espécies e clones, quanto ao meio de cultura e condigdes ambientais, controladas por
fatores genéticos (GAHAN e GEORGE, 2008). Desta forma, ao se trabalhar com novos
gendtipos ¢ necessario avaliar a resposta desses materiais ao cultivo in vitro e
posteriormente fazer os ajustes necessarios para otimizar o processo de micropropagacao.

Considerando a importancia que o Eucalyptus globulus ¢ seus hibridos com
Eucalyptus grandis e E. urophylla representam atualmente para o setor de celulose e papel
e a caréncia de estudos quanto a propagacao clonal desses genotipos, justifica-se o estudo
da resposta ao estabelecimento in vitro de clones selecionados, com vistas ao
rejuvenescimento clonal.

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito de diferentes
introdugdes in vitro e o comportamento de clones de Eucalyptus grandis x E. globulus ¢
Eucalyptus urophylla x E. globulus na fase de estabelecimento in vitro pela técnica de

micropropagacao por gemas axilares.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Fontes de explantes

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, da Universidade Federal
de Vigosa — UFV, localizado no municipio de Vigosa, Minas Gerais.

O material utilizado para obtencdo dos explantes foi proveniente de minicepas de

21 clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e oito clones de Eucalyptus grandis x E.
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globulus, oriundos da empresa Celulose Nipo-Brasileira - Cenibra, localizada no municipio
de Belo Oriente, Minas Gerais. Os clones utilizados nos experimentos sdo resultado do
programa de melhoramento genético da empresa Cenibra e foram gerados a partir de
cruzamentos utilizando polens de Eucalyptus globulus, provenientes do Instituto Raiz em
Portugal, ¢ como genitores femininos, matrizes superiores de Eucalyptus grandis ou

Eucalyptus urophylla da propria empresa (Quadro 1).

Quadro 1 — Clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E.
globulus e seus genitores femininos e masculinos.

Genitor Feminino Genitor Masculino

Clones Eucalyptus urophylla Eucalyptus globulus
C01 uo03 GO02
C02 Uul1o0 GO07
C03 uo2 G09
C04 uo9 GO07
C05 uo1 GO02
C06 Ul10 G04
Cco7 U009 G06
C08 uos G06
C09 U4 G09
C10 Uo02 G02
Cl11 U4 GO07
Cl12 Uo0s G09
Cl4 U06 G10
Cl15 Uo05 G09
Cl6 Ul4 GO07
C17 Ul13 G038
C18 Uo08 G03
C19 Ul12 G02
C20 uo4 G03
C21 Ul3 G10
C22 Ull GO1

Eucalyptus grandis Eucalyptus globulus
C23 M16 GO07
C24 M16 G04
C25 M16 GI10
C26 M17 GO07
C27 M19 GO02
C28 M15 GO06
C29 MI18 G02
C30 MI18 Gl1
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Os clones foram selecionados em testes de progénie hibrida avaliando-se as
caracteristicas silviculturais (DAP, altura, forma, dentre outras) aos trés anos de idade.
Nesta idade, foram produzidas mudas pelo processo de estaquia convencional para
multiplicagdo do material vegetativo, as quais foram conduzidas como minicepas em
minijardim clonal, sob sistema semi-hidroponico de canaletdo de areia, no Viveiro de
Pesquisas Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vicosa.

As minicepas foram conduzidas em casa de vegetagdo com as laterais abertas e
coberta com pléstico transparente de polietileno. As plantas receberam solug¢do nutritiva
por gotejamento, aplicada quatro vezes ao dia, numa vazdo total diaria de 4 L m™. A
solugdo nutritiva foi composta de nitrato de calcio (0,920 g L™), cloreto de potassio (0,240
g L), nitrato de potassio (0,140 g L), monoamédnio fosfato (0,096 g L), sulfato de
magnésio (0,364 g L), hidroferro (0,040 g L), 4cido boérico (2,800 mg L™), sulfato de
zinco (0,480 mg L), sulfato de manganés (1,120 mg L), sulfato de cobre (0,100 mg L™)
e molibidato de sodio (0,040 mg L™"). A condutividade elétrica da soluco nutritiva foi

mantida em torno de 2,0 mS m™.
2.2. Coleta e preparo dos explantes

Dois dias antes da coleta das brotacdes dos clones, foi aplicada uma mistura de
fungicida Orthocide 500® (Captan 50 % como principio ativo) a 2,4 g L™ ¢ dleo mineral
Assist® a 10 mL L™, conforme recomendacdes de ALFENAS et al. (2004). As brotagdes
utilizadas (Figura 1A) foram provenientes da primeira coleta (primeira introducgdo),
terceira coleta (segunda introdu¢do) e quinta coleta (terceira introdu¢do), correspondendo a
30, 90 e 150 dias ap6s a poda do apice das minicepas, respectivamente. Segmentos nodais
medindo entre 3 e 4 cm foram coletados retirando-se as folhas do terceiro e quarto nés
(comumente dotados de um par de gemas axilares), a partir do apice das brotacdes (Figura
IB). Posteriormente, os explantes foram imersos em agua desionizada autoclavada e
transportados ao laboratério de cultura de tecidos. Durante todo o processo, o0s

equipamentos utilizados foram esterilizados com solugdo de alcool a 70 % (v/v).
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Figura 1 - Obtengdo de explantes para iniciagdo da micropropagagdo de clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus: (A) brotagdo recém coletada das
minicepas, destacando a porcdo utilizada para obtencdo dos explantes; (B)
segmento nodal ap6s preparo e padronizagdo para introdugdo in Vitro.

2.3. Introducdo in vitro

Os segmentos nodais foram lavados por cinco vezes em agua corrente € imersos em
solugdo fungicida contendo 2,4 g L' de Orthocide 500® (Captan 50 % como principio
ativo) durante 15 minutos. Posteriormente, foram lavados por cinco vezes em dagua
desionizada autoclavada e imersos em solucao de alcool a 70 % (v/v) por 30 segundos com
agitacdo constante, dentro da camara de fluxo laminar horizontal. Em seguida, foram
imersos em solu¢do de NaOCl a 1 % (v/v) Clarix®, acrescida de Tween 20 (3 gotas/100
mL de solu¢do) durante 15 minutos. Finalmente, os segmentos nodais foram lavados em
dgua deionizada autoclavada, por cinco vezes e os explantes preparados e inoculados
verticalmente, sob condigdes assépticas, em tubos de ensaio de 15 cm x 2,5 cm,
contendo10 mL de meio de cultura.

O tempo desde a coleta dos explantes, em condigdes de campo, até a inoculagdo em
meio de cultura foi inferior a trés horas. Durante a coleta, o transporte e intervalos entre a
desinfestagdo e inoculacdo, os explantes foram mantidos imersos em agua desionizada
autoclavada para evitar a desidratagao.

O meio de cultura utilizado foi 0o MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) adicionado
de 0,5 mg L' de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma Co.), 0,1 mg L' de ANA (acido
naftalenoacético — Sigma Co.), 100 mg L™ de mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg L™ de
PVP30 (Polivinilpirrolidona — Synth Ltda), 30 g L' de sacarose (Synth Ltda)e 7 g L de
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agar (Merck S.A.). O meio de cultura foi preparado utilizando dgua desionizada e o pH
ajustado para 5,8 + 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M), antes da autoclavagem e da
adigdo do agar. A autoclavagem do meio de cultura foi realizada a temperatura de 121°C e
pressio de aproximadamente 1 kgf cm™, durante 15 minutos.

Apo6s inoculagdo, os explantes foram mantidos durante sete dias no escuro, visando
reduzir o processo de oxidagdo, em sala de cultura a 25 + 2 °C e, posteriormente
transferidos para fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de 80 pmol m™ s™, fornecida
por tubos fluorescentes branco-frios.

Foram utilizados dez clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e trés clones de
Eucalyptus grandis x E. globulus (Quadro 2) para realizagdo de trés introdugdes in vitro
(aos 30, 90 e 150 dias apos a primeira poda das minicepas). Nos demais clones, onze de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e cinco de Eucalyptus grandis x E. globulus, realizou-

se apenas uma introdugdo in vitro.

Quadro 2 - Numero de introdugdes in vitro realizadas para os clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus.

o
Hibrido . N de~ Clones
introducdes
1 C02, C03, C05, C06, C07, C09,
Eucalyptus urophylla x E. €10, C14, C19, C21 e C22
globulus
3 Co01, C04, C08, C11, C12, C15,
Cl16,C17,C18 e C20
Eucalyptus grandis x E. ! €23, €25, €26, C27 ¢ C30
lobul
globulus 3 C24, C28 ¢ C29

2.4. Condugcao e avaliagOes experimentais

O experimento foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢des, compostas de parcelas com dez explantes, sendo os tratamentos
constituidos de 21 clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e oito clones de

Eucalyptus grandis x E. globulus.
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Aos 30 dias apos a inoculagdo, foram avaliadas as caracteristicas porcentagem
média de contaminagdo por fungos e bactérias, oxidacdo, explantes reativos (explantes que
emitiram brotagdes axilares maiores que 0,5 cm) e o nimero médio de brotagdes por
explante reativo. Os dados obtidos foram analisados por meio das médias e desvio padrao

da média.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aspecto dos explantes, com relagdo as caracteristicas estudadas, pode ser
observado na Figura 2. Com base nos resultados foi possivel observar grande diferenca na
resposta entre clones com relacdo as caracteristicas estudadas, bem como variagdo entre

introdugdes in vitro para um mesmo clone (Figuras 3 a 7).

Figura 2 — Aspecto dos explantes de clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e
Eucalyptus grandis x E. globulus, aos 30 dias ap6s a inoculagao: (A) explante
contaminado por bactéria; (B) explante contaminado por fungo; (C) explante
oxidado; (D) explante reativo; (E) explante sem resposta. Barra=1 cm.

Na comparagdo entre hibridos de Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus
grandis x E. globulus, ndo foi observada tendéncia de melhores resultados para um
cruzamento em relacdo ao outro, nas caracteristicas estudadas.

A contaminag¢do por bactérias teve uma amplitude de variagcdo de 0 % (clone C28) a
72,5 % (clones C16, C17 e C19), sendo superior a 30 % para a maioria dos clones (Figura
3).

Embora a contaminacdo por bactérias enddgenas tenha sido alta para a maioria dos
clones, ela ndo afetou a emissdo de brotagdes axilares, uma vez que foi possivel obter
brotagdes vidveis em explantes com contaminagdo bacteriana. Por outro lado, a

contaminagdo por fungos e a oxida¢ao dos explantes afetaram negativamente a emissao
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Figura 3 — Percentual médio de explantes contaminados com bactérias em clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus com
uma (A e B) e trés (C e D) introdugdes in vitro (Int), aos 30 dias apds a
inoculacdo. Barras verticais indicam o desvio padrdao das médias.

de brotagdes axilares, pois causaram a morte dos explantes.

As contaminagdes por fungos ocorreram em menor propor¢do em relacdo as
contaminagdes por bactérias, sendo ausente nos clones C04, C16, C17 e C29 na primeira
introdug@o in vitro e, também no clone C27, o qual teve apenas uma introdugado (Figura 4).
Na segunda introdugdo in vitro, apenas no clone C11 nao foi observado o desenvolvimento
de fungos, enquanto na terceira introducdo todos os clones apresentaram explantes
contaminados (Figura 4C e 4D). O maior percentual médio obtido de contaminagdo

fingica foi de 58,3 % (clone C28) na segunda introdu¢do, sendo que na maioria dos clones

estes valores foram inferiores a 20 %.
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Figura 4 — Percentual médio de explantes contaminados com fungos em clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus com
uma (A e B) e trés (C e D) introdugdes in vitro (Int), aos 30 dias apds a
inoculacdo. Barras verticais indicam o desvio padrdao das médias.

BRONDANI (2008) observou baixa contaminac¢do por bactérias (inferior a 9 %) e
alta contaminacdo por fungos (41,3 %) no estabelecimento in vitro de clones de Eucalyptus
benthamii x E. dunii, concluindo que a contaminagdo fungica foi o fator que causou a
maior perda de material nessa fase da micropropagagdo. Da mesma forma, ALMEIDA et
al. (2008) também obtiveram baixa contamina¢do por bactérias (inferior a 20 %) e alta
contaminag@o por fungos (superior a 25 %) no estabelecimento in vitro de Eucalyptus
dunii, diferindo dos resultados obtidos no presente estudo.

Ao comparar as trés introducdes in vitro, observa-se tendéncia de aumento na
contaminagdo por fungos e bactérias na segunda e terceira introdugdo, com algumas
excegoes (Figuras 3C, 3D, 4C e 4D). Isto pode estar associado as condi¢des ambientais,

bem como as superficies cortadas deixadas nas plantas matrizes, quando das podas
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sucessivas, para coleta do material propagativo. Isto pode ter facilitado a contaminagao
enddgena dos tecidos por microrganismos. SHARMA e RAMAMURTHY (2000)
observaram haver aumento na contaminagdo de explantes coletados em épocas mais
quentes do ano, chegando a comprometer o estabelecimento in vitro de Eucalyptus
tereticornis nesse periodo.

Em relagdo a oxidagdo fenolica dos explantes, observou-se um comportamento
variado, tanto entre clones, quanto entre introdugdes in vitro, sendo que a maioria dos
clones apresentaram oxidacdo inferior a 30 % (Figura 5). O valor maximo de explantes
oxidados foi apresentado pelo clone C29 na segunda introdu¢do, com média de 56,3 %.
Nenhuma tendéncia foi observada entre introdugdes in vitro, sendo que, de modo geral, os

valores foram bem proximos para um mesmo clone (Figura 5C e 5D).
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Figura 5 — Percentual médio de explantes oxidados em clones de Eucalyptus urophylla x E.
globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus com uma (A e B) e trés (C ¢ D)
introdugdes in vitro (Int), aos 30 dias apdés a inocula¢do. Barras verticais
indicam o desvio padrao das médias.
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Viérios clones nao apresentaram oxidagdo ou esta ocorreu em baixa intensidade.
Estes resultados estdo proximos aos encontrados por BRONDANI (2008) que obteve
oxidacdo fenolica inferior a 6 % dos explantes, no estabelecimento in vitro de clones de
Eucalyptus benthamii x E. dunii.

A oxidagao fenodlica tem sido um problema associado com a micropropagacao de
espécies lenhosas, sendo reportada em diversos trabalhos (SHARMA e RAMAMURTHY,
2000; ROCHA, 2005; CYSNE, 2006; PINTO et al., 2008; SILVA et al., 2007; ALMEIDA
et al., 2008; BRONDANI, 2008). Essa ocorre pelo corte que danifica as células dos
tecidos, promovendo a liberagdo de compostos fenolicos precursores da sintese de lignina,
os quais modificam a composicdo do meio de cultivo e a absor¢ao de metabolitos
(ANDRADE et al., 2000), podendo levar a morte dos tecidos.

Em relagdo ao processo de inducdo de brotacdes, aos 30 dias apoés a inoculagdo,
exceto os clones C15 (na primeira introdugdo) e C25, todos os demais apresentaram
brotagdes aptas a serem transferidas para a etapa de multiplicagdo in vitro. Altos
percentuais de explantes com brotacdes foram obtidos para alguns clones, sendo que o
clone C14 foi o mais responsivo com 95 % (Figura 6). Uma pequena tendéncia de aumento
na resposta dos explantes pode ser observada na segunda e terceira introducdes para a
maioria dos clones (Figura 6C e 6D).

Foi observado que alguns clones apresentaram altas taxas de explantes sem resposta
a inducao de brotagdes. Os valores médios de explantes sem resposta entre clones variaram
de 0 % (clones C10, C14 e C23) a 80 % (clones C19 e C15). Apesar de os explantes se
manterem vivos, observado pela manutencdo da coloragdao verde dos explantes (ERIG e
SCHUCH, 2005), essa auséncia de resposta ndo ¢ desejavel durante a fase de
estabelecimento in vitro, uma vez que as brotagdes sdo necessarias ao prosseguimento do
processo de micropropagacao.

De acordo com SHARMA e RAMAMURTHY (2000) para o sucesso da
micropropagacdo ¢ necessario que apenas alguns explantes emitam brotagdes livres de
contaminagdo. No entanto, quando se necessita de grande quantidade de material
micropropagado, maiores taxas de explantes com brotagdes podem ser necessarias para
aumentar rapidamente a quantidade de material produzido.

GOMES e CANHOTO (2003) obtiveram média de 10 % de explantes com
brotagdes para segmentos nodais de Eucalyptus nitens. Os autores atribuiram a baixa

inducdo de brotacdes ao alto nivel de contaminagdo, que foi superior a 50 %. Por outro
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Figura 6 — Percentual médio de explantes responsivos em clones de Eucalyptus urophylla x
E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus com uma (A e B) e trés (C e D)
introdugdes in vitro (Int), aos 30 dias ap6s a inoculagdo. Barras verticais
indicam o desvio padrao das médias.

lado, KAPOOR ¢ CHAUHAN (1992) encontraram média de 72 % de explantes
responsivos em um hibrido de Eucalyptus torelliana x E. citriodora, ¢ YANG et al. (1995)
obtiveram até 100 % de explantes com brotagdes em Eucalyptus grandis x E. urophylla.
Dessa forma, observa-se que resultados variados, para explantes responsivos na fase de
estabelecimento in vitro, sdo obtidos em fun¢do do material vegetal e das condigdes de
cultivo utilizadas.

Seguindo o mesmo padrdo das demais caracteristicas estudadas, o nimero médio de
brotagdes por explante variou entre clones e entre introdugdes in vitro (Figura 7). O clone

C16 apresentou o valor médio maximo de 3,7 brotos por explante. De modo geral,
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observou-se tendéncia de aumento na producdo de brotos na segunda e terceira
introdugdes, com algumas excegdes (Figura 7C e 7D).

Em termos gerais, a formacdo das primeiras brotagdes axilares iniciou-se aos sete
dias ap6s a inoculagdo em meio de cultura de inducdo, estando aptas para transferéncia
para o primeiro subcultivo, em meio de multiplicagdo, a partir do 25° dia apos a
inoculagao.

SHARMA ¢ RAMAMURTHY (2000), estudando o estabelecimento in vitro de
arvores elite de Eucalyptus tereticornis com quatro anos de idade, também encontraram
grandes variagdes na contaminagao por fungos e bactérias, oxidagdo e produgdo de brotos

entre os meses do ano, bem como entre os genotipos estudados.
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Figura 7 — Naimero médio de brotagdes por explante reativo em clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus com uma (A ¢ B) e
trés (C e D) introdugdes in vitro (Int), aos 30 dias apo6s a inoculagdo. Barras
verticais indicam o desvio padrao das médias.
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Na defini¢cdo da posi¢ao de coleta dos explantes na planta matriz, foi observado em
testes preliminares que explantes mais tenros, coletados de por¢des mais apicais dos ramos
(primeiro e segundo par de folhas), apresentaram alta oxidacdo, ja detectada durante o
processo de desinfestagdo. Da mesma forma, explantes coletados de partes mais
lignificadas dos ramos (apds o quarto par de folhas) ndo apresentaram emissao satisfatoria
de brotagdes, sendo observada grande formacdo de calos na base dos explantes (parte
inserida no meio de cultura) com subsequente escurecimento do meio de cultura. O uso de
explantes apicais pode ser necessario quando a contaminagdo endogena dos tecidos ¢ muito
alta, pois estes explantes apresentam menores taxas de contaminagao, conforme observado
por GOMES e CANHOTO (2003). No entanto, estes explantes requerem cuidados
adicionais no controle da oxidac¢ao fenolica.

No presente estudo, observou-se que ha varia¢do entre as introdugdes in vitro para a
maioria dos clones nas variaveis estudadas. Essas diferengas para um mesmo clone podem
ser causadas por uma série de fatores relacionados as condi¢des fisioldgicas e
fitossanitarias das minicepas no momento da coleta dos explantes. Foi observado um
aumento do vigor e nimero de brotagdes produzidas pelas minicepas na segunda e terceira
coleta em relagdo a primeira. Isto pode ter sido promovido por alguns fatores como o
revigoramento nutricional das plantas no canaletdo sob fertirrigacdo diaria e condi¢des
climaticas relativas a época do ano, dentre outros. Esse aumento no vigor poderia explicar,
em parte, a tendéncia de aumento de explantes responsivos e nimero de brotagdes por
explante na segunda e terceira introdugdes, pois plantas em pleno crescimento vegetativo,
bem nutridas, sem deficiéncia nutricional ou hidrica sdo reconhecidamente como as que

fornecem explantes melhores para iniciacdo da micropropagacao.

4, CONCLUSOES

Considerando as condi¢des experimentais, € com base nos resultados obtidos no
presente estudo, podemos concluir que:

e A contaminagdo dos explantes por bactérias foi alta para a maioria dos clones, mas

ndo comprometeu o estabelecimento in vitro, uma vez que foi possivel o resgate das

brotacdes emitidas livres de microrganismos.
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e A contaminagdo fungica e a oxidacdo causaram morte de explantes, porém em
indices relativamente baixos na maioria dos clones, ndo comprometendo o
estabelecimento in vitro.

e A indugdo de brotagdes axilares foi satisfatoria, exceto para dois clones (C25 e
C15) na primeira introdu¢do in vitro que ndo emitiram brotagdes.

e A resposta entre clones e entre introdugdes in vitro foi diversificada para todas as
variaveis estudadas, havendo uma tendéncia de melhores resultados na segunda e
terceira introdugao para explantes reativos e nimero de brotacdes emitidas.

e Em termos gerais, o protocolo utilizado de estabelecimento in vitro dos clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus foi
satisfatorio, havendo producdo de brotagdes livres de contaminagdo por fungos e

bactérias e aptas para as proximas fases da micropropagacao.
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MULTJPLICAQAO IN VITRO DE CLONES
HIBRIDOS DE Eucalyptus globulus

RESUMO: O presente estudo teve como objetivos avaliar a resposta de clones hibridos de
Eucalyptus globulus nos meios de cultura MS e JADS durante a fase de multiplicagdo in
vitro. Os explantes foram provenientes da fase de estabelecimento in vitro de 21 clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus, sendo 11 clones com trés introdugdes in vitro, e de
seis clones de Eucalyptus grandis x E. globulus, sendo dois clones com trés introdugdes.
Os clones foram subcultivados mensalmente nos meios de cultura MS e JADS, com 0,5 mg
L' de BAP ¢ 0,01 mg L de ANA. Concluiu-se que, de modo geral, o meio de cultura MS
foi superior em termos de taxa de multiplica¢@o; alguns clones apresentaram boas taxas de
multiplicagdo e outros se mostraram recalcitrantes a micropropagagdo; a taxa de
multiplicagdo apresentou tendéncia de aumento nos primeiros subcultivos e posterior

queda para a maioria dos clones.

Palavras-chave: Meio de cultura, propagagao in vitro, micropropagagao.

IN VITRO MULTIPLICATION OF HYBRID
CLONES OF Eucalyptus globulus

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate the response of hybrid Eucalyptus
globulus clones in MS and JADS culture media during the in vitro multiplication phase.
The explants originated from the in vitro establishment phase of 21 Eucalyptus urophylla x
E. globulus clones, of which 11 clones had three in vitro introductions, and of six
Eucalyptus grandis x E. globulus clones, of which two clones had three introductions. The
clones were subcultivated monthly in MS and JADS culture media, with 0.5 mg L™ of
BAP and 0.01 mg L' of NAA. It was concluded that, overall, the MS culture medium was
superior in terms of the multiplication rate; some clones presented good multiplication
rates and others appeared recalcitrant to micropropagation; the multiplication rate
presented a tendency to increase in the first subcultures with a subsequent fall for most of

the clones.

Keywords: Culture medium, in vitro propagation, micropropagation.
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1. INTRODUCAO

Recentemente tem crescido o interesse da industria de papel e celulose pelo
Eucalyptus globulus, sobretudo pelos significativos ganhos em qualidade da madeira para
esta finalidade (CARDOSO, 2002; ROSA, 2003; XAVIER et al., 2007a; ASSIS e MAFIA,
2007). Os plantios da espécie tem se restringido a regides de clima temperado devido as
suas exigéncias edafoclimaticas (ELDRIDGE et al.,1993). Nas regides tropicais, a
hibridagdo com outras espécies do género, como Eucalyptus urophylla e Eucalyptus
grandis, tem sido a alternativa encontrada para melhorar a adaptagdo ambiental da espécie
e aproveitar as caracteristicas tecnologicas da madeira, além de maior facilidade de
propagagdo vegetativa, dentre outras vantagens (ALFENAS et al., 2004).

O Eucalyptus globulus ¢ reconhecidamente recalcitrante ao enraizamento de
estacas, especialmente no que envolve material adulto, dificultando o aproveitamento dos
beneficios da clonagem (ALFENAS et al., 2004; ASSIS e MAFIA, 2007). Desta forma,
técnicas alternativas como a propagacao in vitro, visando ao rejuvenescimento de clones
com material vegetativo em fase adulta, podem ser promissoras para viabilizar a
propagagdo vegetativa da espécie e seus hibridos.

As técnicas de propagagdo in vitro tém sido largamente difundidas e com
aplicagcdes comprovadas na area florestal (XAVIER et al., 2007b), onde grande parte dos
estudos para Eucalyptus tem sido direcionada para a otimizagdo da clonagem de arvores
adultas (DEL PONTE et al., 2001). Especialmente em Eucalyptus, a micropropagagao
mediante proliferagdo de gemas axilares tem sido a mais utilizada, sendo mais simples do
que os sistemas de micropropagacdo por embriogénese somatica e organogénese, por se
basear na proliferagdo de gemas pré-formadas, reproduzindo in vitro um fenomeno natural
(GOMES e CANHOTO, 2003; XAVIER et al., 2007b).

Na micropropagacao o rejuvenescimento dos tecidos ¢ obtido com os sucessivos
subcultivos do material vegetal na fase de multiplicacdo in vitro (ASSIS e MAFIA, 2007).
Em Eucalyptus, quando o objetivo é o rejuvenescimento de clones selecionados na idade
adulta, visando aumento da capacidade de enraizamento, tem-se recomendado, no minimo,
a realizacdo de 12 subcultivos na fase de multiplicacao (XAVIER et al., 2007b).

O estado fisiologico da planta matriz tem grande influéncia no posterior
comportamento das culturas in vitro. A morfogénese, o crescimento e as taxas de

multiplicag@o in vitro podem ser melhoradas com um adequado pré-tratamento ambiental
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das plantas matrizes, particularmente quanto a nutricdo e ao controle fitossanitario. Da
mesma forma, o tipo de explante e a época de coleta podem ser determinantes na resposta
in vitro (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO, 1998; HARTMANN, 2002; GEORGE e
DEBERGH, 2008).

Os meios de cultura utilizados na micropropagacdo fornecem as substancias
essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo de
desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998). Na micropropagacdo de Eucalyptus, o
meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) tem sido o mais utilizado
(KAPOOR et al., 1992; BENNETT et al, 1994; YANG et al, 1995; SHARMA e
RAMAMURTHY, 2000; GRACA et al.,, 2001; NUGENT et al., 2001; SOBROSA ¢
CORDER, 2003; WATT et al., 2003; BILLARD et al., 2005; GLOCKE, et al., 2006;
BRONDANI, 2008). O meio JADS (CORREIA, 1993), desenvolvido especificamente para
Eucalyptus grandis, também tem sido testado em alguns trabalhos de micropropagacdo
com as espécies do género (LIMA e GONCALVES, 1998; SANTOS et al., 2004;
ANDRADE et al., 2006; QUISEN, 2007; BRAVO et al., 2008).

A resposta de explantes em um sistema de cultivo in vitro também depende do
genotipo do material colocado em cultura (SOBROSA e CORDER, 2003; GEORGE e
DEBERGH, 2008). Normalmente se observa variabilidade clonal no comportamento in
vitro; se por um lado ocorrem genétipos que se adaptam facilmente a condigdo in vitro,
respondendo bem a vdarios meios de cultura, por outro, ¢ frequente a necessidade de se
otimizar meios de cultura para cada clone ou grupos de clones (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Diante da importancia que os hibridos de Eucalyptus globulus representam para o
setor de celulose e papel e da caréncia de estudos quanto a propagacdo clonal desses
gendtipos, o presente trabalho teve como objetivos avaliar o efeito dos meios de cultura
MS e JADS na resposta de clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus ¢ Eucalyptus
grandis x E. globulus durante a fase de multiplicacdo in vitro, através da técnica de

micropropagacao pela proliferacdo de gemas axilares, visando ao rejuvenescimento clonal.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéaria — BIOAGRO, da Universidade Federal
de Vigosa — UFV, localizado no municipio de Vigosa, Minas Gerais.

Os explantes utilizados na multiplicagdo in vitro foram provenientes da fase de
estabelecimento in vitro de 21 clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e seis clones
de Eucalyptus grandis x E. globulus, oriundos da empresa Cenibra, localizada no
municipio de Belo Oriente, Minas Gerais. Os clones utilizados nos experimentos sao
resultado do programa de melhoramento genético da empresa Cenibra e foram gerados a
partir de cruzamentos utilizando polens de Eucalyptus globulus, provenientes do Instituto
Raiz em Portugal, e como genitores femininos, matrizes superiores de Eucalyptus grandis
ou Eucalyptus urophylla da propria empresa (Quadro 1).

Os clones foram selecionados em testes de progénie hibrida avaliando-se as
caracteristicas silviculturais (DAP, altura, forma, dentre outras) aos trés anos de idade.
Nesta idade, foram produzidas mudas pelo processo de estaquia convencional para
multiplicagdo do material vegetativo, as quais foram conduzidas como minicepas em
minijardim clonal, sob sistema semi-hidroponico de canaletdo de areia, no Viveiro de
Pesquisas Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vigosa, de onde se coletaram os explantes para o estabelecimento in vitro.

As minicepas estabelecidas no minijardim clonal foram conduzidas em casa de
vegetacdo com as laterais abertas e coberta com plastico transparente de polietileno. As
plantas receberam solug¢do nutritiva por gotejamento, aplicada quatro vezes ao dia, numa
vazio total diaria de 4 L m™. A solucfo nutritiva foi composta de nitrato de calcio (0,920 g
L"), cloreto de potéssio (0,240 g L"), nitrato de potassio (0,140 g L"), monoaménio
fosfato (0,096 g L), sulfato de magnésio (0,364 g L"), hidroferro (0,040 g L™), 4cido
borico (2,800 mg L), sulfato de zinco (0,480 mg L), sulfato de manganés (1,120 mg L~
1, sulfato de cobre (0,100 mg L") e molibidato de sédio (0,040 mg L™). A condutividade

elétrica da solugdo nutritiva foi mantida em torno de 2,0 mS m™.
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Quadro 1 — Clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus ¢ Eucalyptus grandis x E.
globulus e seus genitores femininos e masculinos.

I Genitor Feminino Genitor Masculino

Clones Eucalyptus urophylla Eucalyptus globulus
Co1 Uo03 G02
C02 Ul0 G07
C03 Uo02 G09
Co4 uo09 G07
CO05 U0l G02
C06 Ul0 G04
co7 uo09 G06
C08 uos5 GO06
C09 uo4 G09
Cl10 uo2 G02
Cl1 uo4 GO07
Cl12 uos8 G09
C13 uo7 GO05
Cl4 uo06 G10
Cl15 uos G09
Cl16 Ul4 GO07
C17 Ul3 GO08
Cl18 uog GO03
C19 Ul2 G02
C20 Uo04 GO03
C22 Ull GO1

Eucalyptus grandis Eucalyptus globulus
C23 M16 GO07
C24 M16 G04
C26 M17 GO07
C27 M19 G02
C29 MI18 G02
C30 MI18 Gl1

O estabelecimento in vitro foi realizado utilizando-se como explantes segmentos
nodais medindo de 3 a 4 cm de comprimento, que foram coletados, desinfestados e
inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), adicionado de 0,5
mg L' de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma Co.), 0,1 mg L' de ANA (4cido
naftalenoacético — Sigma Co.), 100 mg L™ de mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg L™ de
PVP30 (Polivinilpirrolidona — Synth Ltda), 30 g L' de sacarose (Synth Ltda)e 7 g L de
agar (Merck S.A.). Apds inoculacdo, os explantes foram mantidos durante sete dias no
escuro, visando reduzir o processo de oxidagdo, em sala de cultura a 25 £ 2 °C e,
posteriormente mantidos por 23 dias em fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de 80

2 1 . .
umol m™ s™, fornecidas por tubos fluorescentes branco-frios.
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Em 11 clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e dois clones de Eucalyptus
grandis x E. globulus, foram usadas brota¢des provenientes de trés introdugdes in vitro
(realizadas aos 30, 90 e 150 dias apds a primeira poda das minicepas em condicdes de
viveiro). Nos demais clones, dez de Eucalyptus urophylla x E. globulus e quatro de
Eucalyptus grandis x E. globulus, utilizou-se brotagdes provenientes de apenas uma

introdugdo in vitro.

2.2. Multiplicagéo in vitro

Para a iniciacdo da fase de multiplicagdo, as brotacdes produzidas na fase de
estabelecimento in vitro foram preparadas e inoculadas, sob condigdes assépticas, em tubos
de ensaio de 15 cm x 2,5 cm, contendo 10 mL do meio de cultura. Foram usados os meios
de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) ¢ JADS (CORREIA, 1993) adicionados
de 0,5 mg L' de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma Co.), 0,01 mg L' de ANA (acido
naftalenoacético — Sigma Co.), 100 mg L™ de mio-inositol (Sigma Co.), 800 mg L™ de
PVP30 (Polivinilpirrolidona — Synth Ltda), 30 g L' de sacarose (Synth Ltda)e 7 g L de
agar (Merck S.A.). Os meios de cultura foram preparados utilizando dgua deionizada e o
pH ajustado para 5,8 + 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCI1 (0,1 M), antes da autoclavagem e da
adigdo do agar. A autoclavagem dos meios de cultura foi realizada a temperatura de 121° C
e pressio de aproximadamente 1 kgf cm™, durante 15 minutos.

A cada 30 dias, procedeu-se o subcultivo dos explantes para novo meio de cultura
de igual composic¢do, isolando tufos de brotagdes padronizados com duas a trés brotagdes

maiores do que 2 mm e com bom vigor vegetativo (Figura 1).

Figura 1 — Tufo de brotacdo, recém inoculado, utilizado como
explante padrdo na fase de multiplicagdo in vitro de

1cm:|: Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus
grandis x E. globulus.
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Apo6s inoculacao, os explantes foram mantidos em sala de cultura a 25 £ 2 °C e
fotoperiodo de 16 horas de luz e irradidncia de 80 pmol m™ s, fornecidas por tubos

fluorescentes branco-frios.

2.3. Condugcéo e avaliagOes experimentais

O experimento foi conduzido segundo o delineamento inteiramente casualizado,
utilizando 20 repeti¢des compostas de um explante (tufo de brotacdo) por repeti¢do. Para
os clones com trés introdugdes in vitro (11 clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus ¢
dois clones de Eucalyptus grandis x E. globulus) testou-se dois meios de cultura (MS e
JADS) ao longo de nove, sete e cinco subcultivos para a primeira, segunda e terceira
introdug@o in vitro, respectivamente. Para os clones com apenas uma introdugdo in vitro
(10 clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e quatro clones de Eucalyptus grandis x
E. globulus) foram testados dois meios de cultura (MS ¢ JADS) ao longo de cinco
subcultivos.

Apo6s 30 dias em cultura, foi avaliada a taxa de multiplicagdo (numero de tufos de
brotagdes produzidos por explante) em cada subcultivo, sendo os dados obtidos analisados

por meio das médias e desvio padrao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados (Quadros 2, 3 e 4), observou-se respostas diferenciadas na
maioria dos clones para a taxa de multiplicagdo ao longo dos subcultivos, bem como
pequenas diferengas entre meios de cultura e entre introdugdes in Vvitro para alguns clones.

Ao comparar as trés introdug¢des in Vitro, observa-se tendéncia de melhores
resultados na taxa de multiplicacdo na terceira introdu¢do para a maioria dos clones,
principalmente no meio de cultura MS (Quadros 2, 3 e 4). Segundo GRATTAPAGLIA e
MACHADO (1998) a planta matriz tem grande influéncia no posterior comportamento das
culturas in vitro, sendo assim, essa tendéncia observada nos resultados obtidos pode estar

relacionada a qualidade fisiologica das minicepas no momento da coleta dos explantes.

32



Quadro 2 — Namero médio de tufos de brotagdes por explante dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E.
globulus na primeira introdugao in vitro nos meios de cultura MS e JADS em sucessivos subcultivos, apds 30 dias em cultura.

Eucalyptus urophylla x E. globulus

Numero médio de tufos de brotacdes por explante/subcultivo

Meio Clone

Sub1 Sub 2 Sub3 Sub 4 Sub5 Sub 6 Sub 7 Sub 8 Sub9 Média
C16 1,2 (08 3,0 (15 31 (19 2,7 (1,3 4,5 (2,6) 4,7 (1.8) 5 (22 34 (13) 36 (1,4) 34 (1))
C04 3,0 (1,0) 1,7 (0,9 34 (12 2,9 (14 31 @1y 42 (17 2 (12 2,8 (1Y) 32 (1) 3,0 (07
C17 1,2 (1,0) 1,3 (08) 18 (12) 4,0 (23) 19 12 2,2 (0,9 0 (14) 50 (18) 2,8 (0,9 2,7 (1,4)
Co8 2,0 (20) 1,5 (0,6) 25 (23) 14 (1,4) 2,6 (12 53 (24) 1(1,6) 31 (12 1,9 (0,9 2,7 (13)
co1 1,0 (1,0) 1,8 (12) 12 (13) 51 (2,4) 2,5 (1,0 41 (1.8) 5 (1,6) 2,2 (1,9 2,4 (1,0) 2,6 (1,3
MS C13 1,8 (1,0) 1,6 (0.8) 2.9 (1,2 3,3 (1,4) 2,6 (13) 41 (1,5) 13) 23 (07) 1,9 (07) 2,6 (0,8)
C18 0,8 (0,9) 22 (1,2) 16 (14) 1,1 (05) 1,6 (1,0) 2,7 (1,3 1,9 (0.8) 2,1 (08) 2,1 (1,0 1,8 (06)
clu1 0,8 (0.5) 2,3 (06) 0,8 (0,4) 0,4 (0,5 0,0 - - - 0,9 (09
C20 1,0 (0,0) 1,0 (0,0) 0,7 (0,6) 1,0 (0,0) 0,0 0,7 (0,4)
C12 0,3 (0,8) 1,0 (0,0) 0,0 - - - - - - 0,4 (0,5
C15 0,0% - - - - - - - - 0,0
C16 15 (1,0) 2,0 (09 2,8 (13) 3,8 (23) 58 (20 4,0 (18 57 (14) 4,6 (2,0) 41 (1,0 3,8 (15)
C13 2,0 (08) 1,4 (05) 4,0 (1,9) 3,3 (0,9 2,5 (08) 2,9 (0,9 4,2 (1,3) 2,8 (1,0) 1,9 (06) 2,8 (1,0)
Co8 2,0 (0,0) 15 (1,3) 34 (27 12 (1,2) 2,6 (15) 48 (2,2) 3,6 (20) 31 (14 18 (1,0) 2,7 (12
C04 3,0 (1,0 1,7 12 15 (09) 25 (1,0 2,7 1.2 34 (13 22 (1,0 29 (13) 2,0 (1,0 2,4 (0,6)
co1 1,0 (1,0) 2,1 (12 1,3 (1.3) 3,3 (23) 2,8 (1.3) 20 (12 3,2 (1,0) 3,3 (09) 22 (07 2,3 (0,8)
JADS C17 1,4 (13) 1,7 (08) 2,3 (1,2) 2,9 (1,6) 2,1 (1,4) 2,0 (1,) 2,2 (12 31 (10 2,0 (1.3) 2,2 (0,5)
clu1 1,3 (0,6) 1,5 (0,6) 1,0 (1.4) 12 (1,0 1,8 (1,3) 0,7 (14 14 (1,2 32 (L7 2,7 (13) 1,6 (0,8)
C18 0,8 (0,9) 1,2 (04) 16 (15) 1,1 (07 15 (07 1,3 (04) 1,7 (09) 2,3 (07) 2,1 (0,6) 1,5 (05)
C20 1,0 (0,0) 1,0 (0,0) 1,0 (0,0) 17 (1,2) 0,0 - - - - 0,9 (0,6)
C12 0,2 (0,4) 1,0 (0,0) 0,0 - - - - - - 0,4 (0,5
C15 0,0** - - - - - - - - 0,0
Eucalyptus grandis x E. globulus
Meio Clone NUmero médio de tufos de brotacBes por explante/subcultivo
Sub1 Sub 2 Sub3 Sub 4 Sub5 Sub 6 Sub 7 Sub 8 Sub9 Média
MS C29 6,3 (2.5) 6,4 (43) 49 (2,5 8,6 (2.1) 52 (27 3,8 (16) 45 (28) 2,3 (13) 2,9 (14 53 (19)
C24 0,0 - - - - - - - - 0,0
JADS C29 3,3 (15) 3,7 (20) 57 (32 6,8 (2.8) 45 (29 6,7 (4.4 6,5 (2,0) 32 (14) 49 (1,9 51 (15)
C24 0,5 (0,8) 0,7 (1,2) 2,0 (0,0 0,0 - - - - - 0,8 (0,9)

* Valores entre parénteses referem-se ao desvio padrao da média; ** Clone ndo utilizado na multiplicagao in vitro; Sub = subcultivo.
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Na comparacao dos meios de cultura MS e JADS, observa-se que, em média, os
dois meios tiveram efeitos aproximados, com tendéncia de melhores resultados no meio
MS, principalmente na segunda e terceira introdugdes in vitro (Quadros 2, 3 e 4). Essa
tendéncia também pode ser observada nos clones que tiveram apenas uma introdugdo in
vitro (Quadro 5).

Em explantes juvenis de Eucalyptus grandis, ANDRADE et al. (2006) observaram,
aos 21 dias, a produgdo média de sete brotagdes por explante em meio JADS com a
exposicdo dos explantes por uma hora em 200 mg L™ de BAP, antes da inoculagdo no
meio. CORREIA (1993) obteve alta producdo de brotagdes aos 35 dias em cultura, na
multiplicacio de Eucalyptus grandis, em meio JADS com 0,5 mg L™ de BAP, sendo os
resultados superiores aos encontrados no presente estudo para o mesmo meio de cultura,
demonstrando que melhores ajustes devem ser feitos para aumentar as taxas de
multiplicagdo. Este mesmo autor comenta que o meio de cultura JADS possui uma
composi¢do nutricional de inorganicos especifica a espécie de Eucalyptus grandis que
favorece um crescimento otimo, podendo produzir in vitro até 150 mg de matéria
seca/explante em cada 10 mL de meio de cultura.

Para Eucalyptus tereticornis, SHARMA ¢ RAMAMURTHY (2000) verificaram
bons resultados de proliferagio de gemas em meio MS, contendo 1,0 mg L' de BAP ¢ 0,1
mg L de ANA. Da mesma forma, JOSHI et al. (2003) obtiveram de 20 a 25 gemas por
explante, aos 150 dias em meio MS, contendo 1 mg L' de BAP e 1 mg L' de ANA para
Eucalyptus tereticornis x E. grandis. BRONDANI (2008) ao trabalhar com a multiplicagdo
in vitro de clones de Eucalyptus benthamii x E. dunii em meio MS, adicionado de 0,4 mg
L' de BAP ¢ 0,04 mg L' de ANA, obteve estimativas médias de até 13 gemas por
explante para o melhor clone, sendo semelhante a alguns resultados obtidos no presente
estudo.

De modo geral, cada clone respondeu de forma especifica ao meio de cultura,
observando-se diferengas no “ranking” dos clones do meio MS para o meio JADS, exceto
para o clone C16, que foi superior aos demais clones, tanto no meio MS, quanto no meio
JADS, nas trés introdugdes in vitro. Nos clones com apenas uma introdugdo in vitro, essa
mudancga no “ranking” também ocorreu, exceto para os clones C03 e C07 de Eucalyptus
urophylla x E. globulus, assim como para os clones C26 ¢ C27 de Eucalyptus grandis x E.

globulus.
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Quadro 3 — Numero médio de tufos de brotagdes por explante dos clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E.
globulus na segunda introdug@o in vitro nos meios de cultura MS e JADS em sucessivos subcultivos, apos 30 dias em cultura.

Eucalyptus urophylla x E. globulus

Numero médio de tufos de brotacdes por explante/subcultivo

Meio Clone Sub 1 Sub 2 Sub3 Sub 4 Sub5 Sub 6 Sub 7 Média
C16 1,6 (06 28 (1,7) 5,0 (3,0) 57 (2.4) 4,2 (2,7 45 (1,2) 2,5 (0,9) 3,7 (15)
co1 1,1 (0,6) 3,3 (1,6) 39 (22 3,3 (L5) 55 (1,8) 31 Ly 3,1 (1,0 3,3 (13)
Co4 1,3 (06) 2,5 (1,9 34 (19 2,3 (1,0) 38 (23 4,2 (1,6) 31 (12 2,9 (1,0
C13 3,0 (1,0) 2,3 (1,0) 3,9 (L,0) 2,6 (14) 31 (14 3.2 (1,0) 2,0 (0,8) 2,8 (0,6)
C17 1,0 (0,0) 2,3 (21 17 10 33 (1Y) 3,6 (1,6) 1,9 (08) 2,9 (08) 2,4 (0,9
MS Co8 1,7 (0,6) 1,7 12 12 (22) 1,7 (05) 38 (12 3,7 (08) 2,6 (0,8) 2,3 (1,0)
C18 1,1 (03) 2,0 (18) 2,4 (0,9 42 (1,7 28 (1,7) 2,2 (1,0 1,7 (08) 2,3 (1,0)
Cl1 1,0 (0,0) 1,3 (1,5 0,8 (13) 2,8 (30) 1,4 (05) 20 (12 32 (13) 1,8 (0,9
C15 1,0 (1,0) 0,9 (0,9) 1,0 12 2,6 (1,3) 1,7 (09) 2,3 (0,9 1,2 (04) 15 (07)
C20 1,2 (04) 1,0 (0,6) 0,0 - - - - 0,7 (0,6)
C12 0,0% - - - - - - 0,0
Cl6 1,2 (05) 2,8 (1.8) 3,3 (06) 4,3 (16) 59 (22 57 (14 2,6 (1,1) 37 @)
Cl1 15 (1,0) 2,8 (18) 1,8 (14) 2,7 (16) 2,0 (0,7) 3,3 (15) 39 (13 2,6 (0,9
co1 1,3 (0,6) 2,8 (1,6) 2,2 (08) 3,3 (18) 33 (L7 2,7 (1,2) 2,4 (1,2) 2,6 (0,7)
Co4 1,7 1.2 2,8 (2,6) 1,7 (08) 29 10 24 (1,0 29 (1,3 3,0 (1,4 2,5 (0,6)
Co8 1,0 (0,0) 1,7 (0,6) 2,3 (40) 1,7 (1.3) 45 (23) 35 (09) 1,2 (04) 2,3 (1,3)
JADS C13 15 (1,0) 1,2 (04) 3,1 (0,9 1,7 (16) 2,3 (1,2) 2,6 (1,0 1,6 (06) 2,0 0,7)
C18 1,3 (15) 1,4 (0,5) 1,7 (0,9) 1,6 (0,8) 1,3 (0,6) 2112 1,9 (1,0) 1,6 (0,3)
C20 1,0 (0,0) 1,4 (08) 1,1 (03) 1,5 (08) 1,1 (02 14 (07 1,0 (06) 1,2 (02)
Cl7 1,0 (0,0) 1,3 (0,6) 15 (1,3) 0,0 - - - 1,0 0,7)
C15 0,7 (0.5 0,0 - - 0,4 (0,5
Cl12 0,0* - 0,0
Eucalyptus grandis x E. globulus
Meio Clone NUmero de tufos de brotacfes por explante/subcultivo
Subl Sub 2 Sub3 Sub 4 Sub5 Sub 6 Sub 7 Média
MS C24 1,0 (0,0) 0,3 (06) 0,0 - - - - 04 (0,5
C29 0,0% - - - - - - 0,0
C24 1,1 (1,0 1,0 @7 0,0 - - - - 0,7 (0,6)
JADS C29 0,0 - - - - - - 0,0

* Valores entre parénteses referem-se ao desvio padrao da média; ** Clones nédo utilizados na multiplicagdo in vitro; Sub = subcultivo.

35



Quadro 4 — Numero médio de tufos de brotagdes por explante de clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus na terceira
introducdo in vitro nos meios de cultura MS e JADS em sucessivos
subcultivos, apds 30 dias em cultura.

Eucalyptus urophylla x E. globulus

Namero de tufos de brotacdes por explante/subcultivo

Meio Clone

Sub 1 Sub 2 Sub 3 Sub 4 Sub 5 Média
C16 35 (L8 43 (15) 3,7 (24) 3,7 (13) 3,8 (15) 3,8 (03)
co1 2,1 (15) 2,5 19 50 1) 50 23) 3,7 14 3,6 (1,3)
C08 1,9 07 46 (17) 4,1 (1,6) 2,4 (0,8) 2,8 (1,0) 31 @12
C13 25 @7 2,1 10 41 (1,8) 3,0 09 2.4 (0,8) 2,8 (098)
C12 1,1 (0,6) 2,6 (25) 4.4 (2,6) 2,2 (1,2) 32 (1,2 2,7 (1.2)
MS C18 1,3 (06) 1,9 (08) 35 (14 54 (1,9 1,3 (06) 2,7 18)
C17 1,2 (05) 1,7 (0,7) 4,2 (2,1) 3,8 (1.1) 2,0 (09) 2,6 (1,3)
c11 1,0 (00) 2,0 (17) 34 (23) 28 (17) 4,0 (1,6) 26 (12)
C15 24 (13) 2,5 (0,9) 3,8 (23) 2,4 (1,0) 1,9 07 2,6 (0,7)
Co04 1,0 (0,0) 2,3 (06) 2,3 (0,6) 2,0 (0,6) 3,7 13) 2,3 1,0
C20 1,0 (0,0) 0,7 (05) 0,0 - - 0,6 (05)
C08 1,7 (07 28 (12 49 (29 3,0 13 2,9 (0,9 3,0 (1,2)
C17 1,3 (0,6) 2,0 (1.1) 30 (12 42 (13) 2,6 (11) 2,6 (1.1)
C13 15 @11 1,6 (05 4,6 (1,9 2,7 (1.4) 2,3 (0,9) 2,5 (13)
C12 1,0 (0,4) 1,0 13) 3,7 1,9 20 1,2 32 11 2,1 13)
C18 1,2 (04) 1,4 (0,6) 33 (12 2,2 (1,2) 1,4 (0,6) 1,9 (09
JADS C15 1,4 (07 1,3 (0,9 1,8 (1.1 15 (0.8) 1,1 (09 14 (03)
C20 1,0 (0,6) 14 (11 1,1 (0,7 1,0 0,7 1,1 07 1,2 (0,2)
C11 0,8 (0,5 0,3 (0,6) 0,0 - - 0,4 (04)
co1 0,0% - - - - 0,0
Co04 0,0% - - - - 0,0
C16 0,0** - - - - 0,0

Eucalyptus grandis x E. globulus

NUmero de tufos de brotac8es por explante/subcultivo

Meio  Clone Sub 1 Sub 2 Sub 3 Sub 4 Sub5 Média
S C29 23 (17) 59 (35) 55 (L6) 43 (23) 51 20) 46 (1)
C4 03 (05) 00 i : : 01 (02)
s 2 14 (05) 57 L1) 47 28) 54 33) 61 27) 47 (19)
C24 05 (08) 00 i i : 03 (04)

* Valores entre parénteses referem-se ao desvio padrao da média; ** Clones nao utilizados
na multiplicagdo in vitro; Sub = subcultivo.

Entre todos os clones estudados, o clone C29 (Figura 2A e 2B) foi o que apresentou
as maiores taxas de multiplicagdo, tanto no meio de cultura JADS, quanto no meio MS (5,3
e 5,1, respectivamente). Entretanto, esse clone ndo se estabeleceu na segunda introdugéo in
vitro (Quadro 3), devido ao baixo vigor ¢ nimero de brotagdes produzidas na fase de
estabelecimento nessa introdugdo. Variagdes entre genotipos também tém sido obtidas em
alguns trabalhos quanto as taxas de multiplicagdo in vitro de Eucalyptus (CORREIA, 1993;
BENNETT et al, 1994; SOBROSA e CORDER, 2003; BRONDANI, 2008),

demonstrando ser este um fator que exerce grande influéncia na resposta in vitro.
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Quadro 5 — Numero médio de tufos de brotagdes por explante dos clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus com apenas uma
introducdo in vitro nos meios de cultura MS e JADS em sucessivos
subcultivos, apds 30 dias em cultura.

Eucalyptus urophylla x E. globulus

Namero de tufos de brotacdes por explante/subcultivo

Meio Clone

Sub 1 Sub 2 Sub 3 Sub 4 Sub 5 Média

C03 6,5 (22)* 2,6 (11) 2,5 (1,3) 56 (14) 45 (09 43 (18)
C09 2,1 (14 35 (21 6,0 (24 4,0 (1,7 3,6 (1,5) 3,8 (14)
Cl4 2,8 (14) 4,0 (1,4 34 (15) 3122 2,9 (14) 3,2 (05)
C10 2,3 (12) 2,3 (14) 47 (2.1) 3,8 (L6) 2,2 (0,9) 3,0 (12
MS C05 1,4 (07 2,1 (198 4.8 (2.4) 3,0 1,9 34 (14) 2,9 13)
Cc02 1,8 (0,9) 3,6 (13) 3,7 (16) 3,3 (L9) 1,1 (02 2,7 (1,2)
C06 1,4 (1,0) 3,0 @5 45 (2,0) 2,3 (0,9) 2,1 (09 2,6 1,2
C22 3,7 (21) 1,8 (1,0) 1,6 (0,8) 1,6 (0,9) 1,3 (0,8) 2,0 (0,9)
C19 1,0 (07 0,8 (0,4) 1,3 (05) 2,8 (1,8 2,9 (08) 1,8 1,0
C07 0,8 (0,5) 1,5 (0,6) 1,2 (0,4) 1,4 (0,9 2,1 11 1,4 (05)
C03 3,6 (L.9) 1,8 (2,0) 2,8 (14) 57 (L6) 3,7 (13) 35 (14)
Cc02 2,1 (0,8) 4,1 (24 3,2 (15) 45 (2,1) 2.2 (1,2 3,2 (11
C06 1,4 (14) 2,3 (14) 3,9 (19 2.9 (20) 2,7 (1,7) 2,6 (0,9)
Cl4 13 (05) 2,1 (15) 23 (11) 41 (1.8) 3,2 (15) 26 (11)
JADS C05 1,1 (03) 11 (1,2 3,6 (34) 2,6 (14) 38 (21 2,4 (13)
C09 1,4 (09 0,9 (0,3) 2,0 13) 42 (21) 3,8 2.1) 2,4 (15)
C19 1,0 (0,0) 1,2 (04) 1,2 (04) 4,3 (33) 3,7 (1.8) 2,3 (1,6)
C10 1,3 (0,9) 0,5 (1,0) 2,2 (1,0) 3,3 (25) 24 (1,2) 19 (1.1
C22 2,0 (0,0) 1,0 (1,0) 2,0 (0,0 1,5 (06) 0,3 (0,5) 1,4 (07)
C07 1,0 (0,0) 1,0 (0,0) 1,3 (0,6) 2,0 (1,0) 1,3 (05) 1,3 (04)

Eucalyptus grandis x E. globulus

Namero de tufos de brotacdes por explante/subcultivo

Meio Clone

Sub 1 Sub 2 Sub 3 Sub 4 Sub 5 Média

C26 2,0 (0,8) 50 (1,7) 3,8 (15) 58 (13) 45 (15) 42 (14)

MS C23 0,9 1,6) 2,8 (2,0) 47 7 3,7 2,0 2,5 (08) 2,9 14
C30 15 (1) 2,6 1,4 47 (2.4) 3,6 (1,5 2,3 (0,9 29 (12

Cc27 1,0 (0,6) 2,6 (1,0) 1,7 (1,1) 1,6 (0,8) 15 (1,0) 1,7 (0,6)

C26 1,3 (05) 1,0 (07) 3,2 (15) 59 (1,3) 5,3 (1,6) 3,3 (2.2)

JADS C30 1,2 (0,7 2,0 (0,9) 43 (22 3,8 (L9) 25 (1,2) 2,7 (1.3)
C23 1,1 (0,9 1,7 (10 42 (2,7 2,0 1,3) 2,1 (09 2.2 (1,2

C27 1,1 (04) 1,0 (0.8) 1,4 (0,7) 1,6 (0,9) 2,1 (11 15 (04)

* Valores entre parénteses referem-se ao desvio padrao da média; Sub = subcultivo.

Alguns clones se mostraram recalcitrantes em relagdo aos demais durante a fase de
multiplicagdo em pelo menos uma das introdugdes in vitro, sendo descartados apos alguns
subcultivos (clones C11, C12, C15, C20 e C24), ressaltando que o clone C20 (Figura 2C e
2D) ndo se estabeleceu no meio de cultura MS e o clone C24 ndo se estabeleceu em
nenhum dos dois meios. Estes clones apresentavam-se sem vigor € necroticos, o que
limitou seu cultivo. BRONDANI (2008) também observou recalcitrancia na fase de
multiplicacao in vitro de um clone de Eucalyptus benthamii x E. dunii, sendo causada pelo
elevado indice de oxidacdo durante a proliferagdo das gemas. Isto evidencia a necessidade
de ajustes nos protocolos de multiplica¢do in vitro para determinados genotipos que nao se
adaptaram as condi¢des de cultivo.
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Figura 2 - Gemas de clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus ¢ Eucalyptus grandis x
E. globulus ap6s 30 dias em meio de multiplicagdio JADS e MS, no quarto
subcultivo. A e B: Clone C29 evidenciando alta taxa de multiplicagdo em meio
de cultura MS e JADS; C e D: Clone C20 recalcitrante na fase de multiplicagao
in vitro nos meios MS e JADS. Didmetro do tubo de ensaio = 2,5 cm.

De modo geral, no meio de cultura MS, observou-se que as brotacdes
apresentavam-se mais alongadas e com folhas maiores do que no meio JADS (Figura 3A e
3B). Também foi observada no meio MS a ocorréncia, em baixa freqiiéncia, de alguns
explantes hiperidricos em alguns clones, ndo sendo observado esse comportamento no
meio JADS. Segundo WHITEHOUSE et al. (2002) a hiperidricidade ¢ frequentemente
relatada na micropropagacdo de espécies lenhosas, podendo reduzir as taxas de
multiplicagdo e a qualidade das brotagdes e levar a necrose dos tecidos. No entanto, no
presente estudo, a hiperidricidade ndo afetou decisivamente a taxa de multiplicagdo dos
clones, exceto no clone C29, a partir do sexto subcultivo na primeira introdugao in vitro,
onde a hiperidricidade ocorreu em maior freqiiéncia.

No meio JADS, foi observada tendéncia de escurecimento do meio na maioria dos

clones (Figura 3D), evidenciando a oxida¢do de compostos fenodlicos liberados pelo
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explante para o meio de cultura, principalmente apos 20 dias em cultura. No meio MS esse
escurecimento foi baixo, ocorrendo somente em alguns explantes (Figura 3C).

A taxa de multiplicagdo mostrou tendéncia de aumento com o0s sucessivos
subcultivos, porém decaindo, posteriormente, na maioria dos clones para as trés
introdugdes in Vitro, assim como nos clones com apenas uma introdugdo. BENNET et al.
(1994) observaram que clones de Eucalyptus globulus apresentaram bom crescimento
inicial em meio de cultura contendo BAP, mas esse crescimento declinou apos o terceiro
ou quarto subcultivo. Quando os mesmos autores usaram BAP e Cinetina no meio de
cultura, em subcultivos alternados, houve uma melhoria na taxa de multiplicagdo in vitro
dos clones. J& no presente estudo, os subcultivos continuos na mesma composi¢cao de meio
de cultura podem ser uma das causas do declinio na taxa de multiplicacdo, devido a falta
de ajuste dos meios para alguns clones. Sendo assim, a alternancia dos subcultivos em
meio de cultura com diferentes tipos ou doses de reguladores, ou mesmo a alternancia
entre meios com diferentes composicoes salinas (JADS e MS), poderia melhorar ou manter
as taxas de multiplicacdo dos clones, sendo este um ponto que merece maiores estudos

para ajustes na micropropagacao dos hibridos de Eucalyptus globulus.

Figura 3 — Gemas de clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus apés 30 dias em meio
de multiplicacdo JADS e MS, no nono subcultivo. A ¢ B: Clone C04
evidenciando brotagdes mais alongadas e maior tamanho de folhas no meio de
cultura MS em relagdo ao meio JADS; C e D: Clone C08 evidenciando o
escurecimento do meio de cultura JADS em relagdo ao meio MS. Diametro do
tubo de ensaio = 2,5 cm.
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Nos primeiros subcultivos (Subcultivos 1, 2 e 3), observou-se a formagdo de
estruturas semelhantes a calos de coloracdo esbranquicada na face abaxial das folhas de
alguns clones estudados (Figura 4A e 4B). Apos o terceiro ou quarto subcultivo, essas
estruturas desapareceram ou ocorreram em baixa freqiiéncia. QUISEN (2007) também
observou a ocorréncia dessas estruturas durante a fase de multiplicagao in vitro de
Eucalyptus camaldulensis, destacando que elas ocorreram em brotagdes individualizadas
de determinados clones, subcultivadas apds permanecerem mais de 30 dias em cultura.
GASPAR et al. (2002) associam o aparecimento de calos em culturas in vitro a existéncia
de estresse em nivel celular, seja pela umidade no ambiente, assim como também em
resposta as mudangas no metabolismo e desenvolvimento da cultura. Isso poderia explicar
a ocorréncia dessas estruturas no presente estudo, uma vez que elas apareceram com maior
frequéncia nos primeiros subcultivos, quando as plantas estariam passando por um

processo de adaptacdo as condig¢des in vitro.

Figura 4 — Presenca de calos (setas) na superficie abaxial das folhas de brotos de clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus, no
terceiro subcultivo. A: Clone C29; B: Clone C03. Diametro do tubo de ensaio =
2,5 cm.

Foi observado, visualmente, que nos 12 primeiros dias ap6s a inoculagdo, em cada
subcultivo, os explantes apresentavam crescimento lento, iniciando o processo de
proliferacao das gemas axilares a partir desse periodo. A proliferagdo era rapida até o 20°
dia em cultura, quando entdo o crescimento se estabilizava. Em alguns clones, observou-se
que apds o 25° dia, se iniciava uma queda do vigor vegetativo das gemas formadas (folhas
amarelecidas, formagdo de calo na base do explante com necrose de folhas em contato com

o meio de cultura), evidenciando que o intervalo entre subcultivos para esses clones
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deveria ser inferior a esse periodo. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados
por ANDRADE et al. (2006) que também obtiveram a maior producdo de brotacdes de
Eucalyptus grandis entre o 14° ¢ o 21° dia apds a inoculagdo in vitro. CORREIA (1993)
também observou perda do vigor de gemas de Eucalyptus grandis x E. urophylla apés 30

dias, cultivadas em meio JADS.

4. CONCLUSOES

e Os meios de cultura MS e JADS tiveram efeitos positivos na multiplicagdo dos
clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus ¢ Eucalyptus grandis x E. globulus,
com tendéncia de melhores resultados para o meio MS na segunda e terceira
introdug@o in vitro.

e A taxa de multiplicagdo variou entre subcultivos, apresentando tendéncia de
aumento inicial e posterior queda para a maioria dos clones e introdugdes in vitro.

e Houve respostas diferenciadas quanto a taxa de multiplicagdo, com clones
apresentando boas taxas de multiplicagdo in vitro e alguns clones recalcitrantes a

micropropagacao.
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ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS DE CLONES
HIBRIDOS DE Eucalyptus globulus

RESUMO: O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito do regulador de
crescimento AIB no enraizamento de miniestacas apicais e intermediarias de clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus. As miniestacas
foram coletadas em minijardim clonal conduzido sob sistema semi-hidroponico de
canaletdo de areia. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso, em
arranjo fatorial 2 x 3 x 11, constituido de dois tipos de miniestacas (apicais e
intermediarias), trés doses de AIB (0, 2000 ¢ 4000 mg L) e onze clones, em trés
repeti¢des, compostas de parcelas com 12 miniestacas por repeti¢do. Os resultados obtidos
de sobrevivéncia na casa de vegetacdo e enraizamento e sobrevivéncia na casa de sombra
permitiram concluir que ndo houve efeito do AIB, as miniestacas apicais apresentaram
melhores resultados e que houve variabilidade de respostas ao enraizamento dos clones

avaliados.

Palavras-chave: Propagacéo clonal, miniestaquia, acido indolbutirico.

ROOTING OF MINI-CUTTINGS OF HYBRID
CLONES OF Eucalyptus globulus

ABSTRACT: The present study aimed to evaluate the effect of the growth regulator IBA
on the rooting of apical and intermediary mini-cuttings of Eucalyptus urophylla x E.
globulus and Eucalyptus grandis x E. globulus clones. The mini-cuttings were collected in
clonal mini-stumps cultured on a semi-hydroponic sand bed system. The experimental
delineation used was in random blocks in a 2 x 3 x 11 factorial arrangement constituted by
two types of mini-cuttings (apical and intermediary), three doses of IBA (0, 2000 and 4000
mg L") and eleven clones, in three repetitions composed of 12 mini-cuttings per repetition.
The obtained results of survival in the greenhouse and rooting and survival in the shade
house allowed the conclusions that there was no effect from the IBA, the apical mini-
cuttings presented better results and that there was variability in the rooting responses of

the evaluated clones.

Keywords: Clonal propagation, mini-cuttings, indole butyric acid.
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1. INTRODUCAO

A propagacdo vegetativa tem se tornado uma importante ferramenta para aumentar
a competitividade das industrias de base florestal, alcangando seu maior potencial quando
esta atrelado aos programas de melhoramento genético, estabelecendo florestas clonais de
hibridos com maior produtividade e melhor qualidade da madeira. No entanto, algumas
espécies e clones, particularmente em Eucalyptus, tem apresentado dificuldades no
processo de producdo de mudas pelo enraizamento de estacas, dificultando o
aproveitamento dos beneficios da clonagem.

A clonagem de Eucalyptus no Brasil passou por intimeras transformagdes tendo
iniciado com a técnica de estaquia, implementada em escala comercial no final da década
de 70 (ALFENAS et al., 2004). Devido as dificuldades de enraizamento encontradas em
algumas espécies e clones na propagacdo por estaquia, principalmente no que envolve
material adulto, foram desenvolvidas as técnicas de miniestaquia (XAVIER e
WENDLING, 1998; WENDLING, 1999; HIGASHI et al., 2000) e de microestaquia
(ASSIS et al., 1992; XAVIER e COMERIO, 1996), possibilitando consideraveis ganhos,
principalmente, quanto ao aumento das taxas e qualidade de enraizamento e redu¢do do
tempo para a formacao da muda.

A formacao de raizes em estacas ¢ um processo anatdmico e fisioldégico complexo,
associado a desdiferenciacdo e ao redirecionamento do desenvolvimento de células
vegetais totipotentes para a formacao de meristemas que dardo origem a raizes adventicias.
O enraizamento de estacas pode ser influenciado por injtrias, pelo balango hormonal, pela
constitui¢do genética, pela presenca de inibidores e pelas condi¢des nutricionais e hidricas
da planta doadora de propagulos (ALFENAS et al., 2004; ASSIS et al., 2004), além de ser
fortemente influenciado pela maturagdo/juvenilidade dos propagulos e pelas condigdes
ambientais de enraizamento de estacas (WENDLING et al., 2000a; XAVIER, 2002).

Em certas condicdes, a aplicacdo de substancias promotoras do enraizamento pode
gerar melhores resultados na propagagdo vegetativa das plantas, sendo as auxinas naturais
e sintéticas o grupo de substincias de maior interesse no processo de enraizamento
adventicio de estacas. Aplicagdes de auxinas proporcionam maior percentagem,
velocidade, qualidade e uniformidade de enraizamento (HARTMANN et al., 2002). No
entanto, o efeito sobre a resposta rizogénica das espécies e clones depende do tipo,

concentragdo e forma de aplicagdo da auxina (ASSIS et al., 2004). Em Eucalyptus, o acido
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indolbutirico tem sido a auxina mais usada com a finalidade de melhorar o enraizamento
de estacas (WENDLING et al., 2000b; XAVIER et al., 2001; SOUZA JUNIOR e
WENDLING, 2003; WENDLING e XAVIER, 2005; ALMEIDA, 2006; GOULART,
2007; BRONDANI, 2008).

O Eucalyptus globulus tem se mostrado como uma das espécies recalcitrantes ao
enraizamento de estacas, com indices de enraizamento que variam de 5 a 90 % (Sasse,
1995, citado por DEL PONTE, 2001), e com apenas 1 a 2 % das arvores-elite selecionadas
apresentando enraizamento médio igual ou superior a 60 % (ALFENAS et al., 2004). No
entanto, atualmente essa espécie tem sido alvo de grande interesse da industria de papel e
celulose por possuir a madeira com excelentes caracteristicas fisicas, quimicas e
anatomicas para tal objetivo (CARDOSO, 2002; ROSA, 2003; ALFENAS et al., 2004;
XAVIER et al., 2007). Em regides tropicais, as empresas t€ém optado pela hibrida¢dao do
Eucalyptus globulus com outras espécies do género Eucalyptus, visando melhorar a
adaptacao da espécie as condigdes ambientais e a maior facilidade de propagacao
vegetativa, dentre outras vantagens (ASSIS e MAFIA, 2007).

A caréncia de estudos com espécies recalcitrantes ao enraizamento de estacas,
como o Eucalyptus globulus (ALFENAS et al., 2004), ¢ também de estudos sobre o
processo de enraizamento dos atuais hibridos dessa espécie, tem incentivado o
desenvolvimento de pesquisas que viabilizem a propagacao clonal desses genotipos. Dessa
forma, o presente estudo teve como objetivos avaliar o efeito do regulador de crescimento
AIB no enraizamento de miniestacas apicais e intermediarias de clones de Eucalyptus
urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus, avaliando o potencial da

miniestaquia na propagacao clonal desses hibridos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Viveiro de Pesquisas Florestais do
Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vigosa — UFV,
localizado no municipio de Vigosa, Minas Gerais. O clima dessa regido ¢ do tipo Cwb

(verdes chuvosos e invernos frios e secos), segundo a classificacdo de Kdppen, com
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latitude 20°45°S, longitude 42°55°W e altitude média de 648 m. A precipitacio média
anual ¢ de 1.221,4 mm e a temperatura média anual ¢ de 19,4 °C, com maxima média de
26,4 °C e minima média de 14,8 °C.

Foram utilizados propagulos vegetativos de minicepas de nove clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus (C01, C04, C07, C08, C12, C14, C16, C17 ¢ C19) e
dois clones de Eucalyptus grandis x E. globulus (C24 e C29), oriundos da empresa
Cenibra, localizada no municipio de Belo Oriente, Minas Gerais. Os clones utilizados nos
experimentos sdo resultado do programa de melhoramento genético da empresa Cenibra e
foram gerados a partir de cruzamentos utilizando polens de Eucalyptus globulus,
provenientes do Instituto Raiz em Portugal, e como genitores femininos, matrizes

superiores de Eucalyptus grandis ou Eucalyptus urophylla da prépria empresa (Quadro 1).

Quadro 1 — Clones de Eucalyptus urophylla x E. globulus ¢ Eucalyptus grandis x E.
globulus e seus genitores femininos e masculinos.

I Genitor Feminino Genitor Masculino

Clones Eucalyptus urophylla Eucalyptus globulus
Co1 Uo03 G02
Co4 U09 GO07
co7 U09 G06
Co08 Uo05 G06
C12 Uo08 G09
Cl4 U06 G10
Cl6 Ul4 GO07
C17 Ul3 G038
C19 Ul2 G02

Eucalyptus grandis Eucalyptus globulus
C24 M16 G04
C29 MI18 G02

Os clones foram selecionados em testes de progénie hibrida avaliando-se as
caracteristicas silviculturais (DAP, altura, forma, dentre outras) aos trés anos de idade.
Nesta idade, foram produzidas mudas pelo processo de estaquia convencional para
multiplicagdo do material vegetativo, as quais foram conduzidas como minicepas em
minijardim clonal, sob sistema semi-hidroponico de canaletio de areia, no Viveiro de
Pesquisas Florestais do Departamento de Engenharia Florestal da Universidade Federal de

Vicosa.
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2.2. Manejo do minijardim clonal

Conforme a técnica de miniestaquia (XAVIER e WENDLING, 1998; HIGASHI et
al., 2000; ALFENAS et al., 2004; ASSIS et al., 2004), as minicepas foram obtidas pelo
enraizamento de estacas coletadas de brotacdes de cepas de arvores matrizes decepadas em
campo. As mudas, com aproximadamente 120 dias e altura de 25 cm, foram plantadas no
espacamento de 10 cm x 10 cm em minijardim clonal sob sistema semi-hidroponico de
canaletdo de areia, em casa de vegetagdo com as laterais abertas e coberta com plastico
transparente de polietileno. Apds 20 dias, procedeu-se a poda do épice das mudas a uma
altura de 10 cm da base para formacao das minicepas.

As plantas receberam solu¢do nutritiva por gotejamento, aplicada quatro vezes ao
dia, numa vazdo total didria de 4 L m™. A solugdo nutritiva foi composta de nitrato de
célcio (0,920 g L), cloreto de potassio (0,240 g L), nitrato de potéssio (0,140 g L™),
monoaménio fosfato (0,096 g L), sulfato de magnésio (0,364 g L™), hidroferro (0,040 g
L"), 4cido bérico (2,800 mg L"), sulfato de zinco (0,480 mg L™, sulfato de mangangés
(1,120 mg L"), sulfato de cobre (0,100 mg L) e molibidato de sédio (0,040 mg L™). A

condutividade elétrica da solugio nutritiva foi mantida em 2,0 mS m~a 25 °C.

2.3. Coleta, preparo e estagueamento das miniestacas

Miniestacas apicais e intermediarias (Figura 1) foram coletadas no minijardim
clonal e acondicionadas em caixas de isopor contendo dgua para manter as condi¢des de
turgescéncia do material vegetativo. As miniestacas apicais foram preparadas com
dimensdes variando de 5 a 7 cm contendo de dois a trés pares de folhas e as miniestacas
intermediarias medindo de 3 a 5 cm com um par de folhas, sendo as folhas reduzidas a
metade de sua dimensdao original. As miniestacas denominadas intermediarias foram
obtidas da base do ramo que deu origem a miniestaca apical.

Apos o preparo das miniestacas apicais e intermediarias, estas foram tratadas com o
regulador de crescimento AIB (&cido indolbutirico — Sigma Co.) nas concentracdes de 0,
2000 e 4000 mg L', na formulacio liquida, dissolvido em hidréxido de potassio (KOH) a
1 mol L' e diluidos em agua desionizada. As miniestacas tiveram suas bases (1 cm)

mergulhadas na solugdo de AIB por um periodo de 10 segundos, antes de serem
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estaqueadas no substrato. O periodo compreendido entre a coleta das miniestacas € o
estaqueamento 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 casca de arroz carbonizada (50
%) e vermiculita de granulometria média (50 %). A nutri¢do mineral utilizada no substrato
foi composta de superfosfato simples (8,00 kg m™), sulfato de aménio (0,69 kg m™),
cloreto de potassio (0,21 kg m™), sulfato de zinco (13,9 g m™), sulfato de cobre (13,9 gm

%), sulfato de manganés (13,9 g m™) e 4cido bérico (27,8 g m™).

> Miniestaca
apical

[ Miniestaca
intermediaria

Figura 1 - Miniestaca apical ¢ intermediaria de Eucalyptus urophylla x E. globulus, usadas
como padrdo no presente estudo. Barra =1 cm.

Apoés o estaqueamento no substrato, o enraizamento das miniestacas foi conduzido
em casa de vegetacdo climatizada (umidade relativa do ar > 80 % e temperatura entre 20 e
30 °C) com permanéncia de 30 dias. Posteriormente, as miniestacas foram transferidas

para casa de sombra coberta com sombrite 50 %, permanecendo por 10 dias.

2.4. Conducao e avaliacOes experimentais

O experimento foi conduzido no delineamento em blocos ao acaso, em arranjo
fatorial 2 x 3 x 11, constituido de dois tipos de miniestacas (apicais e intermediarias), trés
doses de AIB (0, 2000 e 4000 mg L'l) e onze clones (C01, C04, C07, C08, C12, C14, Cl6,
C17, C19, C24 e C29), em trés repetigoes, compostas de parcelas com 12 miniestacas por
repeticao.

As caracteristicas avaliadas, aos 30 dias de idade, foram a porcentagem de

sobrevivéncia e a porcentagem de miniestacas com emissdo de raizes no fundo do tubete,
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na saida da casa de vegeta¢do. E na saida da casa de sombra (40 dias de idade), foram
avaliadas: a porcentagem de sobrevivéncia; porcentagem de enraizamento; porcentagem de
miniestacas com emissdo de raizes no fundo do tubete; e o nimero de raizes por estaca
enraizada.

Para efeito das avaliacdes, foram consideradas enraizadas as miniestacas com raizes
maiores ou iguais a 0,5 cm; miniestacas vivas, aquelas com coloracdo verde e emitindo
brotagdes e; para a contagem do niimero de raizes, foram consideradas as raizes emitidas
diretamente das miniestacas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste Tukey, utilizando-se o programa computacional Sisvar (FERREIRA, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados da analise de variancia, observou-se efeito
significativo pelo teste F (p < 0,01) da interacdo ‘“clone X miniestaca” para as
caracteristicas avaliadas, exceto para sobrevivéncia na saida da casa de vegetagcdo (Quadro
2). Nao houve diferenca estatistica (p < 0,01) na interagao “clone x AIB”, “miniestaca x
AIB” ¢ “clone x miniestaca x AIB”, em todas as caracteristicas estudadas. Os coeficientes
de variagdo experimental apresentaram valores entre 5,6 ¢ 41,9 %, sendo estes valores
proximos aos encontrados na literatura para miniestaquia de Eucalyptus (XAVIER et al.,
2001; ALMEIDA, 2006; GOULART, 2007, BRONDANI, 2008), indicando razoavel
precisdo experimental.

Nao foi observado efeito do regulador de crescimento AIB, nas concentragdes
testadas, para as caracteristicas em estudo. Devido a esse fato, para gerar as médias e
aplicar o teste Tukey as caracteristicas avaliadas, foram utilizados os dados do tratamento
sem AIB, diante da aplicabilidade nas condi¢des operacionais.

A sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetacao (Figura 2A) foi alta
para todos os clones (superior a 91 %) ndo havendo diferencas estatisticas entre os
tratamentos, evidenciando um adequado controle das condi¢des ambientais (temperatura e
umidade) na casa de vegetacdo. Quanto a sobrevivéncia na saida da casa de sombra (Figura
2B), de modo geral esta também apresentou valores altos nas miniestacas apicais (maiores

que 86 %). No entanto, houve uma ligeira redu¢do no indice de sobrevivéncia das
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Quadro 2 — Resultado da andlise de variancia para as caracteristicas de sobrevivéncia
(SOBCV) e emissao de raizes no fundo do tubete (EFTCV) na saida da casa de
vegetacao, sobrevivéncia (SOBCS), enraizamento (ECS), emissdo de raizes no
fundo do tubete (EFTCS) e numero de raizes/miniestaca enraizada (NRCS) na
saida da casa de sombra, em miniestacas apicais e intermediarias de clones de
Eucalyptus urophylla x E. globulus e Eucalyptus grandis x E. globulus, em
funcao das concentragdes do regulador de crescimento AIB.

Quadrados médios

I\:/c;r:it:gé(ci)e GL SOBCV EFTCV SOBCS ECS EFTCS NRCS

(%) (%) (%) (%) (%) (n°)

Clone (C) 10 72,00 4119,20* 664,00* 3577,50* 3817,10* 16,31*

Miniestaca (M) 1 28,00ns 58383,80* 4167,00* 33705,10*  53072,70* 67,33*

AIB (A) 2 28,00 347,60 159,00 191,80 297,101 0,02ns

C*M 10 57,00ns 1210,20* 440,00* 1415,80* 1413,80* 5,94*

C*A 20 17,001 236,101 86,00 122,001 193,301 0,29ns

M*A 2 26,00 114,700 45,007 368,601 59,30 s 1,24ns

C*M*A 20 31,00ms 183,001 133,001 494,80ns 345,90 0,19ns
.. Bloco 223200 48010 41800  62540= 804,207 042"
,,,,,, Residuo 130 3000 37050 10900 23400 20250 030
___MédiaGeral - m3 49 80 690 606 25

CVexp. (%) - 5,6 41,9 11,7 22,2 28,2 219

“k” ¢ “U = gignificativo e ndo significativo, respectivamente, a 1% de probabilidade pelo teste F.

CV. = Coeficiente de variagdo experimental.

miniestacas intermedidrias, principalmente no clone C12 (52,8 %), o qual diferiu
significativamente das miniestacas apicais e também dos demais clones.

A emissdo de raizes no fundo do tubete foi maior nas miniestacas apicais em
relagdo as intermedidrias para todos os clones estudados, tanto na saida da casa de
vegetacdo, quanto na saida da casa de sombra, com variagdo entre clones (Figura 3A e 3B).
Este critério tem sido muito utilizado pelas empresas florestais como indicador pratico para
identificar as miniestacas enraizadas e aptas a serem transferidas para a area de
crescimento em pleno sol. Vale destacar que o clone C12, nas miniestacas apicais,
apresentou alto indice de emissdo de raizes no fundo do tubete (97,2 %) j& na saida da casa
de vegetagdo, chegando a 100 % na saida da casa de sombra. No entanto, as miniestacas
intermediarias apresentaram resultados muito inferiores, tanto na saida da casa de
vegetacdo, quanto na de sombra (25 e 27,8 %, respectivamente). Este resultado evidencia
uma alta predisposicdo do clone ao enraizamento, porém determinada pelo tipo de

propagulo usado.
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Figura 2 — Sobrevivéncia de miniestacas apicais e intermediarias na saida da casa de
vegetacdo (SOBCV - A), aos 30 dias de idade, ¢ na saida da casa de sombra
(SOBCS — B), aos 40 dias de idade, de clones de Eucalyptus grandis x E.
globulus (C24 e¢ C29) e Eucalyptus urophylla x E. globulus (demais clones).
Meédias seguidas por uma mesma letra mailiscula entre tipos de miniestacas
dentro do mesmo clone e letras mintsculas entre clones dentro do mesmo tipo de
miniestaca ndo diferem significativamente pelo teste Tukey, ao nivel de 1 % de
probabilidade de erro.

Foi observado que a emissao de raizes no fundo do tubete se iniciou a partir de 17
dias na casa de vegetagdo, sendo este resultado proximo ao encontrado por TITON et al.
(2002) para miniestaquia de Eucalyptus grandis.

Ao analisar os resultados de enraizamento das miniestacas na saida da casa de
sombra, aos 40 dias de idade (Figura 4A), notou-se que as miniestacas apicais
apresentaram indices superiores de enraizamento na maioria dos clones, com valores
variando entre 58,3 ¢ 100 % entre clones. Nas miniestacas intermediarias, os indices de
enraizamento variaram entre 25 ¢ 86,1 % entre clones. No entanto, em cinco clones (C04,
C07, C08, C16 e C19) nao houve diferenca estatistica entre os tipos de miniestacas
testados para porcentagem de enraizamento. Cinco clones apresentaram indices de
enraizamento superiores a 90 % (C12, Cl14, Cl16, C19 e C29), quando se utilizou
miniestacas apicais, e somente um clone (C01) apresentou indice de enraizamento inferior
a 60 %. Estes resultados aqui obtidos confirmam as indicagdes de ALFENAS et al. (2004),
os quais comentam que apenas de 1 a 2 % das arvores-elite selecionadas de Eucalyptus
globulus apresentam enraizamento igual ou superior a 60 % e que a hibridagao com outras
espécies de Eucalyptus pode aumentar a facilidade de propagagdo vegetativa.

Em relagdo ao niimero de raizes por miniestaca enraizada, assim como nas demais
caracteristicas avaliadas, as miniestacas apicais apresentaram resultados superiores,

variando entre 1,3 e 7,3 raizes por miniestacas, enquanto as miniestacas intermediarias

apresentaram valores entre 1,2 e 2,6 raizes por miniestaca (Figura 4B). Ao comparar
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Figura 3 — Emissdo de raizes no fundo do tubete de miniestacas apicais e intermediarias na

saida da casa de vegetacao (EFTCV - A), aos 30 dias de idade, e na saida da casa
de sombra (EFTCS — B), aos 40 dias de idade, de clones de Eucalyptus grandis x
E. globulus (C24 ¢ C29) e Eucalyptus urophylla x E. globulus (demais clones).
Médias seguidas por uma mesma letra mailiscula entre tipos de miniestacas
dentro do mesmo clone e letras minasculas entre clones dentro do mesmo tipo de
miniestaca ndo diferem significativamente pelo teste Tukey, ao nivel de 1 % de
probabilidade de erro.

clones, observou-se que o clone C12 (Figura 5), além de ter apresentado o maior indice de

enraizamento, também apresentou o maior numero de raizes por miniestaca apical (7,3).

Por outro lado, o clone CO1 (Figura 5) teve os valores mais baixos de nimero de raizes,

tanto nas miniestacas apicais, quanto intermedidrias (1,2 e 1,3, respectivamente). Estes

resultados médios estdo proximos aos obtidos por TITON et al. (2002), para enraizamento

de miniestacas de clones de Eucalyptus grandis.
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Figura 4 — Enraizamento (ECS - A) e nimero de raizes/miniestaca enraizada (B) de

miniestacas apicais e intermediarias na saida da casa de sombra, aos 40 dias de
idade, de clones de Eucalyptus grandis x E. globulus (C24 e C29) e Eucalyptus
urophylla x E. globulus (demais clones). Médias seguidas por uma mesma letra
maiuscula entre tipos de miniestacas dentro do mesmo clone e letras minusculas
entre clones dentro do mesmo tipo de miniestaca ndo diferem significativamente
pelo teste Tukey, ao nivel de 1 % de probabilidade de erro.
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Clone C01 Clone C12

Figura 5 — Miniestacas apicais (A) e intermediarias (B) enraizadas dos clones CO1 e C12
de Eucalyptus urophylla x E. globulus na saida da casa de sombra, aos 40 dias
de idade. Barra =5 cm.

Os valores encontrados no presente estudo, para enraizamento, sobrevivéncia e
numero de raizes em miniestacas na saida da casa de sombra, estio de acordo com os
obtidos por SCHWAMBACH et al. (2008) para um clone de Eucalyptus globulus x
maidenii. Da mesma forma, alguns autores encontraram resultados semelhantes de
enraizamento e sobrevivéncia de miniestacas ao trabalharem com outras espécies de
Eucalyptus (WENDLING et al., 2000a; WENDLING et al., 2000b; XAVIER et al., 2001;
SOUZA JUNIOR e WENDLING, 2003; ALMEIDA, 2006).

A habilidade dos tecidos das plantas para a formagao de raizes adventicias depende
de diferentes fatores enddgenos e exdgenos e da interagdo entre eles. No presente estudo,
os resultados superiores de enraizamento obtidos para miniestacas apicais podem estar
relacionados, dentre outros fatores, & menor lignificagdo dos tecidos desses propagulos, em
relacdo as miniestacas intermediarias. Segundo XAVIER (2002), estacas herbaceas tem
maior capacidade de formagdao de raizes, porém necessitam de maior controle das
condi¢des ambientais durante o enraizamento, para evitar a desidratacdo dos tecidos. Outro
ponto pode estar relacionado ao fato das auxinas, substincias fitorreguladoras que exercem
papel crucial no enraizamento adventicio (HARTMANN et al., 2002), serem produzidas
principalmente em regides de crescimento ativo como primoérdios foliares e folhas jovens
(RAVEN et al., 2007), fazendo com que miniestacas apicais tivessem maiores niveis

enddgenos desse fitorregulador.
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No presente estudo ndao foi observado efeito do AIB, demonstrando ser
desnecessaria sua aplicagdo para alguns clones, o que resulta em economia no processo de
produgdo de mudas. De forma semelhante, alguns autores também nao encontraram efeito
do AIB sobre o enraizamento e sobrevivéncia de miniestacas de Eucalyptus (XAVIER et
al., 2001; SOUZA JUNIOR e WENDLING, 2003; WENDLING e XAVIER, 2005). Por
outro lado, WENDLING et al. (2000b), GOULART (2007) ¢ BRONDANI (2008)
encontraram resultados positivos da aplicacdo de AIB em miniestacas de Eucalyptus. Estes
autores notaram que havia um efeito positivo até uma determinada dose, a partir da qual
houve toxidez para alguns clones. Da mesma forma, ALMEIDA (2006) obteve resultados
positivos da aplicagdo de AIB, com as melhores doses variando entre clones de Eucalyptus
cloeziana, espécie considerada de dificil enraizamento (ALFENAS et al., 2004).

Os bons percentuais de enraizamento obtidos para alguns clones com miniestacas
apicais evidenciam o potencial da miniestaquia como técnica de propagacao clonal dos
hibridos de Eucalyptus globulus, gerando mudas com satisfatorio padrdo de qualidade
(Figura 6). Por outro lado, alguns clones necessitam de melhores ajustes no processo de
propagacado para que indices satisfatorios de enraizamento possam ser obtidos. Nesse caso,
o uso de técnicas como a micropropagacdo aliada a microestaquia, visando o
rejuvenescimento clonal (TITON et al., 2006), podem ser promissoras para aumentar oS

indices e a qualidade do enraizamento desses clones.

Figura 6 — Miniestaca apical enraizada do clone C16 de Eucalyptus urophylla x E.
globulus, na saida da casa de sombra, aos 40 dias de idade. Barra= 5 cm.
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4, CONCLUSOES

Considerando as condi¢des experimentais, € com base nos resultados obtidos no
presente estudo, podemos concluir que:

e O regulador de crescimento AIB nao apresentou efeito significativo em relagao as
caracteristicas avaliadas para os clones e tipos de estacas estudados;

e As miniestacas apicais, de forma geral foram superiores as intermediarias em todas
as caracteristicas estudadas, indicando uma maior predisposi¢do ao enraizamento;

e Foi observado entre os clones estudados alta variabilidade de resposta ao
enraizamento, com clones apresentando alto indice de enraizamento, enquanto

outros ainda carecem de ajustes no processo de propagacao por miniestaquia.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos e nas condigdes em que foram realizados os
experimentos, conclui-se que:

1) Na fase de estabelecimento in vitro dos clones hibridos de Eucalyptus globulus a
contaminac¢do por bactérias foi alta e a contamina¢do por fungos e a oxidagao foram
relativamente baixas na maioria dos clones, ndo comprometendo o estabelecimento
das culturas. A resposta entre clones e introdugdes in vitro foi diversificada e, de
modo geral, a indugdo de brotacdes axilares foi satisfatoria.

2) Na fase de multiplicagdo in vitro, os meios de cultura MS e JADS tiveram efeitos
positivos na taxa de multiplicacdo, com tendéncia de melhores resultados para o
meio MS na segunda e terceira introdugédo in vitro. Houve respostas diferenciadas
quanto a taxa de multiplicacdo, com clones apresentando boa proliferacao de gemas
axilares e alguns clones recalcitrantes & micropropagac¢ao.

3) Quanto ao enraizamento de miniestacas dos clones hibridos de Eucalyptus
globulus, ndo foi observado efeito do AIB sobre as caracteristicas avaliadas. Houve
resposta diferenciada dos genotipos estudados, com clones apresentando altas taxas
de enraizamento e clones de dificil propagacdo, sendo que as miniestacas apicais

apresentaram resultados superiores.

De modo geral, as técnicas de propagacao utilizadas no presente estudo para os
hibridos de Eucalyptus globulus foram promissoras, porém maiores estudos buscando
ajustes no processo de micropropagacdo, assim como estudos para aumentar as taxas € a
qualidade do enraizamento de miniestacas dos clones de dificil propagacdo, sao

necessarios para implementar a propagagao clonal desses hibridos.
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