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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacédo para
Pinus taeda, pelas técnicas de organogénese direta e multiplicacdo de gemas
axilares. Sementes de familias selecionadas (F27 e B05) e de pomar comercial,
fornecidas pela empresa Battistella Florestal (Rio Negrinho — SC) foram submetidas
a tratamento de estratificacdo (5°C + 1°C durante 25 dias) para a superagao da
dorméncia. BrotacGes apicais obtidas de plantulas com cinco ou dez dias de
germinacao foram as fontes de explantes. Para a inducéo da formacgao de brotacdes
adventicias e/ou axilares, foram utilizados meio de cultura WVs com 0, 11, 22 ou
44 uM de 6-benzilaminopurina (BAP) combinada com 0,05 uM de &cido naftaleno
acético (ANA) e meio de cultura WPM com 11 a 44,0 uM de BAP e 0; 0,5 ou
0,75 uM de ANA durante 14 dias, e subcultivo para meio sem reguladores e WPM.
Para a técnica de multiplicacdo de brotacdes axilares, utilizaram-se brotacdes
apicais (0,5 a 2,0 cm de comprimento) e segmentos nodais (1,0 a 4,0 cm de
comprimento), em meios de cultura WVs e GDm, acrescidos de concentracdes de
0,1 a 4,0 uM de BAP, e cultivo durante quatro e oito semanas. Brotacdes de 1,5 cm
de comprimento foram submetidas a inducdo ao enraizamento, por nove dias em
meios GDm/2, WVs/2, WV3/2 ou em agar-agua, com 2,68 uM de ANA e 0,44 uM de
BAP seguida de subcultivo em meio de cultura sem reguladores. A aclimatizacao de
mudas foi feita diretamente em casa de vegetacdo ou com periodo prévio em sala
de crescimento. Os melhores resultados para a inducdo de brotacfes multiplas
foram obtidos com explantes de cinco dias de idade, cultivados em meio de cultura
WVs, 44,0 uM de BAP e 0,05 uM de ANA, obtendo-se 50% de explantes com
brotac6es e numero médio de 4,8 brotacdes por explante. Para a multiplicacdo de
gemas axilares, segmentos nodais de 1,0 cm de comprimento, inoculados em meio
WVs contendo 2,5 uM de BAP foram os mais eficientes, com 90% de explantes com
brotacdes e 4,0 brotacdes por explante em média. Com brotacfes apicais, observou-
se maior porcentagem de alongamento (286,5%) em meio WVs sem reguladores,
com explantes de 0,5 cm de comprimento. A melhor duracdo do subcultivo foi de oito
semanas. O genotipo influenciou os resultados de germinacdo, inducdo e
multiplicacdo de brotacdes, sendo que as melhores respostas ocorreram com a
familia F27, seguido da B05 e gendétipos do pomar comercial. O meio de cultura WVs
permitiu a manutencgao prolongada das culturas in vitro, as quais apresentaram vigor
durante dois anos. Para inducdo de raizes, recomenda-se a formulacdo de agar-
agua, acrescida de 2,68 uM de ANA e 0,44 uM de BAP durante nove dias, seguida
de transferéncia para meio GDm/2, sem reguladores para o desenvolvimento de
raizes (55,6% de enraizamento). A sobrevivéncia das mudas aclimatizadas foi de
85% apobs 40 dias, sendo os 20 primeiros dias em sala de crescimento e os dias
posteriores em casa de vegetacdo. Concluiu-se que foi estabelecido um protocolo de
micropropagacdao para P. taeda.

Palavras-chave: micropropagacao, cultura in vitro, espécie florestal.



ABSTRACT

The aim of this study was to establish a micropropagation protocol for Pinus taeda
through direct organogenesis and axillary bud multiplication. Seeds of selected
families (F27 and B05) and of commercial orchards were obtained from Battistella
Florestal Company (Rio Negrinho — SC) and stratified (5°C + 1°C for 25 days) to
overcome dormancy. Apical shoots from five or ten day old seedlings were the
explant source. Culture media WVs with addition of 0, 11 22 ou 44 uM
6-benzylaminopurine (BAP) combined with 0.05 uM naphthalene acetic acid (NAA),
and culture media WPM with addition of 11 to 44 uM BAP and 0; 0.5 or
0.75 uM NAA were used for the induction of adventitious and/or axillary shoot
formation, during 14 days, followed by subculture in growth regulator-free culture
media. Multiplication of axillary shoots was conducted using apical shoots (0.5 to
2.0 cm long) and nodal segments (1.0 to 4.0 cm long), WVs or GDm culture media,
BAP concentrations ranging from 0.1 to 4.0 uM, and culture period of four or eight
weeks. Shoots (1.5 cm long) were submitted to root induction for nine days in
GDm/2, WVs/2, WV3/2 or water-agar medium containing 2.68 uM NAA and
0.44 uM BAP, followed by subculture on culture media without regulators.
Acclimatization of rooted shoots was conducted directly in greenhouse or with a
previous period in the growth room. Best results for induction of shoots were verified
for five day old explants, cultivated on WVs culture media, with 44.0 uM BAP and
0.05 uM NAA, showing 50% of shoot formation and an average of 4.8 shoots per
explant. For multiplication of axillary buds, nodal segments 1.0 cm long, inoculated
in WVs media containing 2.5 uM BAP were the most efficient, showing 90% of shoot
formation and an average of 4.0 shoots per explant. With apical shoots 0.5 cm long a
higher shoot elongation (286.5%) was observed in WV5 culture media without growth
regulator. The best subculture period was eight weeks. The genotype affected the
results of germination, shoot induction and multiplication, and the best responses
were obtained for family F27, followed by BO5 and commercial orchard genotypes.
WV; culture media allowed prolonged and healthy in vitro culture for two years. For
root induction, it is suggested to use water-agar formulation, with 2.68 uM NAA and
0.44 uM BAP for nine days, followed by transfer to GDm/2 medium without regulator
for the root development (55.6% of rooting). The rooted shoots showed 85% of
survival after 40 days, the first 20 days in the growth room and the next days in the
greenhouse. It can be concluded that a micropropagation protocol was established
for P. taeda.

Keywords: micropropagation, in vitro culture, forestry specie
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1 INTRODUCAO

Pinus taeda L., juntamente com P. elliottii Engelm., sdo as principais espécies
do género Pinus plantadas na regido Sul do Brasil (SHIMIZU, 2006). Nas ultimas
trés décadas, o uso e aplicacdo da madeira do género Pinus cresceu
substancialmente, transformando-a em matéria-prima fundamental para movimentar
um setor produtivo de relevante importancia para a economia brasileira (VASQUES
et al., 2007). P. taeda tem sido utilizado para as industrias madeireira e de celulose e
papel (OLIVEIRA et al., 2006) e seu cultivo constitui em torno de 46% das
plantagBes comerciais do género Pinus no pais (BALLARIN; PALMA, 2003).

No sul do Brasil, Pinus taeda costuma ser propagado via sementes e
trabalhos basicos de melhoramento permitiram a selecdo de caracteristicas que
aumentaram a qualidade das florestas de P. taeda nacionais (SHIMIZU, 2006).
Como forma de manter o ganho genético obtido com o melhoramento e produzir em
larga escala gendtipos superiores de uma populacdo, as técnicas de propagacao
vegetativa sdo uma ferramenta para a obtencdo de clones com caracteristicas
desejadas, contribuindo para a manutencdo de um programa de silvicultura de uma
espécie (HANDLEY et al.,, 1995). A propagacado vegetativa para o género Pinus é
comumente realizada com a enxertia, porém esta técnica estd longe de ser um
método ideal, uma vez que depende da compatibilidade entre enxerto e porta-
enxerto (ORDAS et al., 2007) e frequentemente é utilizada com a finalidade de
rejuvenescer material maduro. Técnicas convencionais de estaquia sao dificeis para
P. taeda e a miniestaquia é fortemente dependente da época do ano e da
juvenilidade do material vegetal (ANDREJOW; HIGA, 2007).

A micropropagacdo € uma alternativa para a propagacao vegetativa em
escala massal, que permite a producdo de mudas a partir de pequenas quantidades
de material vegetal, livres de contaminacdo e em qualquer época do ano
(HARTMANN et al., 2011). Consiste em promover a multiplicagédo de tecidos de
plantas in vitro, em ambiente asséptico, utilizando-se um meio de cultura e
condicbes adequadas de luz e temperatura, visando obter ao final do processo
plantas completas com todos os tecidos e 6rgaos que Ihes sdo caracteristicos e
todas suas fungdes organicas; para estimular a formacéo de brotagcbes e raizes in
vitro, pode-se induzir a diferenciagdo de tecidos com a adicdo, em meio de cultura,

de citocininas e auxinas exdgenas (GEORGE et al., 2008).



A principal técnica de micropropagacdo utilizada em coniferas é a
organogénese, na qual ha a inducdo a formacao de parte aérea, seguida de inducao
ao enraizamento adventicio (MOTT; AMERSON, 1981). A producdo de brotacdes
adventicias a partir de cotilédones ou de hipocaétilos é possivel para muitos géneros
de coniferas, inclusive para o género Pinus, tendo como exemplo os protocolos
estabelecidos para P. strobus (KAUL, 1990) e P. pinea (ORDAS et al., 2007). Para
Pinus taeda, apesar de existirem muitos trabalhos relatando a obtencdo de
brotac6es adventicias (MEHRA-PALTA et al., 1978; MOTT; AMERSON 1981; SEN
et al.,, 1989; DHUMALE; NEWTON, 1996; TANG; OUYANG, 1999; TANG; GUO,
2001), a eficiéncia destes protocolos ainda € baixa, especialmente nos cultivares
comerciais, e maioria dos trabalhos publicados em artigos cientificos relata a
organogénese pela via indireta (com formacdo de calo) a qual produz menor
fidelidade clonal do que a via direta (sem formacgao de calo).

Os maiores desafios no desenvolvimento de protocolos de micropropagacao
para coniferas, e em especial, nas espécies de Pinus, sdo os relacionados ao
enraizamento (MOTT; AMERSON, 1981). Diaz-Sala et al. (1996) relataram que em
P. taeda o declinio nas porcentagens de enraizamento com a maturacéo € bastante
abrupto. Outro fator que dificulta o estabelecimento de um protocolo de
micropropagacdo em P. taeda é o fato de que suas respostas in vitro serem
fortemente influenciadas pelo gendtipo e, para o enraizamento, a familia de origem
do material vegetal parece exercer mais variagcbes do que os tratamentos com
auxinas (FOSTER, 1990).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacéao
para Pinus taeda, testando-se diferentes formulacdes de meio de cultura e diferentes
concentracbes de reguladores vegetais para a inducdo e a multiplicagcdo de
brotagbes adventicias e/ ou axilares, bem como a determinacdo de uma metodologia

eficiente para o enraizamento in vitro e posterior aclimatizacdo de mudas.

1.1 OBJETIVO GERAL
Estabelecer um protocolo de micropropagacao a partir de plantulas de cinco
ou dez dias de germinacao para a propagacdo massal de genétipos selecionados de

Pinus taeda L.



1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Testar diferentes formulacées de meio de cultura e diferentes concentragdes
de reguladores vegetais para a inducdo e a multiplicacdo de brotacdes
adventicias e/ou axilares;
e Testar diferentes comprimentos de explante e periodos de subcultivo para a
multiplicagdo de gemas axilares de segmentos nodais e de brotagbes apicais;
e Determinar uma metodologia eficiente para o enraizamento in vitro;

e Determinar uma metodologia para a aclimatizacdo de mudas.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS DE Pinus taeda L. E BREVE HISTORICO DE SUA
SILVICULTURA NO SUL DO BRASIL

Pinaceae, a maior familia dentre as coniferas e também a de maior
importancia econdémica, € familia a qual pertence o género Pinus L., que relne cerca
de 110 espécies, sendo um dos mais numerosos entre as gimnospermas
(WYLLIARD et al., 2007; JUDD et al., 2008).

Pinus taeda L., também conhecido como pinheiro-americano ou pinheiro-
amarelo é uma arvore mondica que pode atingir mais de 20 metros de altura, possui
madeira resinosa, de cor branco-amarelada e fibra longa, apresenta polinizagao
anemdfila e sementes com aproximadamente 5 mm de comprimento, com alas de
até 25 mm. (LORENZI et al., 2003; BOGNOLA et al., 2008). Suas aciculas de cor
verde-escura, com 15 a 20 cm de comprimento, reunidas em feixes de trés em trés,
e seus cones femininos ovado-oblongos, sésseis ou sub-sésseis, muito persistentes
e dotados de escamas espinhosas sdo as caracteristicas que o diferem do Pinus
elliottii Engelm. (LORENZI et al., 2003).

Pinus taeda € oriundo das planicies adjacentes ao Golfo do México e da
Costa Atlantica ao Sudeste dos Estados Unidos e cresce geralmente até a altitude
de 800 m (BALLARIN; PALMA, 2003; OLIVEIRA et al., 2006). E espécie pioneira nas
regides onde ocorre naturalmente, possuindo ampla capacidade de adaptacéo,
rapidez de crescimento, baixa exigéncia nutricional, rusticidade e tolerancia,
crescendo com frequéncia em solos extremamente pobres (REISSMANN;
WISNIEWSKY, 2001).



A espécie foi introduzida no Brasil no final da década de 1940 e mostrou
excelente adaptacdo as condicdes ambientais do Sul do pais (SHIMIZU, 2006).
Naquela época, o Brasil vivia o despertar do seu processo de industrializacdo e o
crescimento de sua industria de base florestal e, nos anos seguintes, o
desenvolvimento econdmico teve como consequéncia a extracdo desordenada das
reservas nativas das regifes Sul e Sudeste (SIQUEIRA, 2003).

Na década de 1960, prevendo-se a falta de matéria prima de fibra longa para
0 abastecimento das industrias de celulose e papel na regido Sul do Brasil
(anteriormente obtida a partir de Araucaria angustifolia), iniciou-se um grande
esforco para implantacdo de florestas para atender a essas necessidades e o P.
taeda, ao lado do P. elliottii, foi uma das principais escolhas para o reflorestamento
com estes fins (BARRICHELO et al.,, 1978, FONSECA et al., 1978). Frente a
necessidade de estruturar uma politica mais nitida para o setor florestal, o0 Governo
Federal editou a Lei 4.771 de 1965, que instituiu o Codigo Florestal Brasileiro, e a
Lei 5.106 de 1966 que instituiu o Programa de Incentivos Fiscais para o
Reflorestamento (SIQUEIRA, 2003).

Visando melhorias na produtividade dos plantios de pinus para a industria
crescente, o IPEF (Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais, criado em 1968, a
partir da associacdo de empresas particulares), no inicio da década de 1970,
realizou diversos estudos e ensaios de procedéncias para P. taeda, P. elliottii, e P.
echinata, na regido Sul, os quais demonstraram que P. taeda apresentava alta
variagdo geneética ao nivel de procedéncias, ndo verificada, por exemplo, para P.
elliottii var. elliotti (FONSECA et al., 1978). Este tipo de estudo foi de grande
importancia para nortear estratégias para o melhoramento genético.

A partir de 1975, o IPEF iniciou, em empresas do PR e de SC, uma
programacdo intensiva de selecao de arvores superiores de P. taeda, objetivando a
producdo de sementes melhoradas com a instalacdo de bancos clonais, e também o
armazenamento de material genético para a instalacdo de pomares de sementes
(FONSECA et al.,, 1978). Estudos basicos deste tipo promoveram trabalhos de
selecdo e cruzamentos controlados, com o0s quais foi possivel alterar as
caracteristicas iniciais das plantacfes, aumentando o valor das florestas nacionais
de P. taeda (SHIMIZU, 2006). Com uso de semente geneticamente melhorada,

aumentou-se nao s6 a produtividade de madeira como também foi incrementada



substancialmente a qualidade do fuste, o que, associado ao devido manejo, permite
a formacdo de povoamentos de alta qualidade, com arvores de fuste reto, baixa
incidéncia de defeitos e ramos finos (SHIMIZU, 2006).

Ao final de 1988, quando se encerraram as uUltimas modalidades de incentivo
ao reflorestamento, o pais apresentava um panorama florestal constituido, com
projecdo reconhecida internacionalmente, criacdo de infra-estrutura de grande
escala e de uma “escola florestal” devido a importancia das pesquisas para a
evolucao tecnoldgica dos plantios (SIQUEIRA, 2003).

Atualmente, a cadeia produtiva da madeira no Brasil € relevante e importante
para a economia nacional, participando de aproximadamente 4,1% do PIB, e o
faturamento total da area florestal equivale a 10% de toda exportacdo brasileira,
sendo notdéria a importancia do género Pinus (VASQUES et al.,, 2007). A
versatilidade de uso da madeira de P. taeda, a qual pode ser destinada as industrias
laminadora, de serrados (madeira beneficiada), de MDF, de papel e celulose, e que
pode inclusive ter seu residuo aproveitamento como biomassa para geracdo de
vapor e energia, pde a espécie em destaque no cenario econdmico florestal nacional
(VASQUES et al., 2007; BOGNOLA et al., 2008).

2.2 ASPECTOS DA CLONAGEM ASSOCIADA AO MELHORAMENTO E
PROPAGAC}AO VEGETATIVA DE CONIFERAS

Técnicas de propagacdo vegetativa sdo freqlientemente utilizadas de forma
integrada a programas de melhoramento genético convencionais (LIBBY; AHUJA,
1993). As caracteristicas de interesse comercial, assim como qualquer outra
caracteristica de uma planta, geralmente tém uma distribuicdo normal dentro de uma
populacdo e os programas de melhoramento buscam selecionar individuos
excepcionais, que estejam nas extremidades da curva de distribuicdo (HANDLEY et
al., 1995). A clonagem propiciada pelas técnicas de propagagcdo vegetativa
possibilita produzir massivamente genotipos superiores selecionados. Um clone é
definido pelo conjunto de organismos produzidos assexuadamente a partir de um
unico individuo parental (SALISBURY, 1992), constituindo um grupo de individuos
geneticamente uniforme (TERMIGNONI, 2005). Com a clonagem associada ao

melhoramento € possivel utilizar-se tanto as por¢des aditivas quanto as ndo-aditivas



da variacdo genética de uma populacdo, aumentando o ganho genético potencial
(AMERSON et al., 1985; LIBBY; AHUJA, 1993; HANDLEY et al., 1995).

Programas de melhoramento genético convencionais de espécies florestais
séo dificultados pela altura dos individuos, que implica na dificuldade em manter o
controle sobre processos de polinizagdo e fecundagéao, e pela complexidade da
analise dos descendentes apds 0s cruzamentos e retrocruzamentos, bem como pela
necessidade de uma grande area de plantio experimental (ATREE; FOWKE, 1995;
STUDART-GUIMARAES et al., 2003). O longo ciclo de vida necesséario para as
arvores atingirem a maturidade reprodutiva e fenotipica é apontado como o principal
fator limitante do melhoramento; também sdo considerados obstaculos o restrito
conhecimento dos mapas genéticos da maioria das espécies florestais e a
dificuldade para a identificacdo de parentais adequados para 0S cruzamentos
(STUDART-GUIMARAES et al., 2003).

Dentre os métodos convencionais de propagacado vegetativa de coniferas,
para a avaliacdo do desempenho de gendtipos pela clonagem, esta a enxertia, a
qual, para muitas espécies é a Unica técnica disponivel (ORDAS et al., 2007). Esta
técnica, porém, esta distante de ser um método 6timo, pois avaliar o0 mesmo clone
em diferentes portas-enxerto comumente apresenta variabilidade, devido a interacao
enxerto — porta-enxerto; o uso de porta-enxerto clonado propiciaria uma avaliacéo
mais confiavel de cada clone (ORDAS et al., 2007). Fonseca et al. (1978), em
trabalho com enxertia de P. taeda, verificaram variacdo de 6 a 90% de pegamento
em fungdo da compatibilidade da matriz e das condi¢cdes climaticas durante o
periodo para pegamento do enxerto. Verificaram também que o pegamento a campo
tem menos sucesso do que sob condicdes controladas, porém condi¢cdes
controladas podem afetar o bom desenvolvimento das raizes. Além disso, 0s
resultados com a técnica séo fortemente influenciados pela época do ano em que
séo realizados (FONSECA et al., 1978; MEHRA-PALTA et al., 1978).

O enraizamento de estacas é amplamente utilizado em espécies de Sequoia,
Cryptomeria e Thuja, e é possivel para muitas espécies de Pinus. Porém, é
notoriamente dificil para Pinus taeda, apresentando alta variabilidade conforme a
procedéncia das estacas e declinio acentuado na porcentagem de sucesso logo nos
primeiros meses de desenvolvimento de uma muda (FOSTER, 1990; WEIR;
GOLDFARB, 1993; DIAZ-SALA et al., 1996; SCHULTZ, 1997). A miniestaquia, a



qgual pode ser considerada uma especializagdo da estaquia convencional, é
apontada como alternativa para suprir a necessidade de resgate da juvenilidade de
material vegetativo e incremento na multiplicacdo de propagulos (FERRIANI et al.,
2010). Atualmente, € a técnica mais utilizada para a clonagem de Eucalyptus no
Brasil e varios estudos nacionais recentes apontam para a viabilidade do método
para P. taeda, obtendo médias de 78 a 85% de sucesso de enraizamento sob as
melhores condices (ALCANTARA et al., 2007 e 2008; ANDREJOW; HIGA, 2009;
FERRIANI et al., 2010). Porém, a técnica € restrita a época do ano e ao estado
fisiolégico do explante (ANDREJOW; HIGA, 2009). Rocha e Niella (2002)
recomendam a técnica como coadjuvante a um protocolo de micropropagacao.

Protocolos de propagacao vegetal baseados na cultura de tecidos in vitro
(micropropagacéo) possuem grande potencial para a producdo em larga escala de
espécies florestais e integrar programas de melhoramento associados com a
clonagem (HARRY; THORPE, 1994). Existem basicamente duas rotas para a
micropropagacdo de coniferas: a embriogénese e organogénese (MOTT;
AMERSON 1981). A embriogénese € a técnica de micropropagacdo mais
promissora, com maior potencial teérico de producdo do que qualguer outra técnica
de propagacdo (GEORGE et al., 2008). Com ela busca-se induzir em uma Unica
etapa a formacdo de uma estrutura que possua tanto apice caulinar quanto radicular
a qual, ao reconstituir os estadios do desenvolvimento do embrido zigético, pode
desenvolver uma planta completa (GUERRA et al., 1999). Apesar da embriogénese
somatica ja ter sido demonstrada para inUmeros géneros de coniferas como Abies,
Larix, Picea, Pinus, Pseudotsuga e Sequoia (TAUTORUS et al., 1991), para P. taeda
as taxas de sobrevivéncia, formacao de embrides somaticos e desenvolvimento em
planta ainda sdo muito baixas, principalmente em genotipos comerciais (LI et al.,
1998; TANG, 2000; PULLMANN; JOHNSON, 2002; PARK et al., 2006).

A segunda rota é a organogénese, que consiste de duas etapas, sendo a
primeira de inducdo a formacdo de brotacbes e a segunda de inducdo ao
enraizamento (MOTT; AMERSON, 1981). A organogénese é a abordagem mais
empregada para a micropropagacao de lenhosas com o propésito de clonagem, e é
fortemente influenciada pelo gendtipo, estado fisioldogico do explante, idade do
explante, condigbes ambientais (luz, temperatura e composi¢cdo do meio de cultura)

e, principalmente, pelas concentracfes de reguladores vegetais (AHUJA, 1993).



Comumente a formacgéo de brotagdes € induzida em meio de cultura enriquecido
com citocinina e o enraizamento é induzido em meio enriquecido com auxina
(AHUJA, 1993; WERBROUCK; DEBERGH, 1994; GUERRA et al., 1999; GEORGE
et al., 2008).

Uma breve lista de espécies de coniferas para as quais ja foi relatada a
formacdo de brotacdes pela via organogenética inclui: Araucaria angustifolia
(IRITANI, 1997), Araucaria excelsa (MAENE; DEBERGH, 1987), Cupressus spp.
(THOMAS et al., 1977), Larix decidua (BONGA, 1984), Picea abies (VON ARNOLD,
1982), Picea glauca (CAMPBELL; DURZAN, 1976), Pinus radiata (REILLY;
WASHER, 1977; AITKEN et al., 1981), Pinus strobus (KAUL, 1990), Pseudotsuga
menziessi (CHENG, 1977; DUSTAN et al.,, 1986) e Sequoiadendron giganteum
(MONTEUUIS, 1991).

2.3 ORGANOGENESE DE Pinus spp E Pinus taeda

A organogénese é uma técnica de cultivo in vitro na qual ha uma etapa de
inducdo a formacdo de parte aérea, seguida de uma etapa de inducdo ao
enraizamento adventicio (MOTT; AMERSON, 1981; THORPE; KUMAR, 1993;
SUGIYAMA, 1999). Existem duas vias para a formacao de parte aérea: a adventicia
(organogénese de novo) e a axilar (a partir de meristemas preexistentes)
(WERBROUCH; DEBERGH, 1994).

Para Tang e Guo (2001) a organogénese € dita direta, quando a diferenciacao
das brotacdes adventicias ocorre diretamente sobre o fragmento de tecido, ou entdo
indireta, quando ocorre formacédo prévia de massa celular indiferenciada (calo),
sobre a qual podem se formar as brotacbes. A rota morfogenética
predominantemente relatada para a formacdo de brotacbes adventicias em
coniferas é a organogénese direta, sem o envolvimento de um estadio intermediario
de calo (THORPE; BIONDI, 1984). A formacdo de novas brotacdes em coniferas
também pode se dar a partir de gemas ja formadas, como as gemas axilares e
terminais, com as quais se costuma obter boa resposta de formacdo (CHALUPA,
1977).

George et al. (2008) restringiram o termo organogénese para culturas in vitro
nas quais ha processo de formacdo de novo de 6rgaos, tanto diretamente quanto

sobre fragmentos de tecido (explante), quanto indiretamente, a partir de culturas



desorganizadas e desdiferenciadas de células. George et al. (2008) separaram,
portanto, as técnicas que visam a producdo adventicia de brotacdes das técnicas
nas quais os explantes ja possuem estruturas teciduais organizadas comprometidas
com a formacao e/ ou manutencdo de determinado 6rgéo. Por este motivo, seguindo
a nomenclatura proposta por George et al. (2008), adotou-se no presente trabalho a
subdivisdo de termos entre organogénese e multiplicacdo por meio de gemas
axilares, para classificar os procedimentos utilizados para a producédo de brotacdes
multiplas, embora seja possivel ter ocorrido tanto a formag&o de brotacdes axilares a
partir de gemas pré-existentes na etapa que foi chamada de organogénese, quanto
a formacdo de brotacdes adventicias na etapa chamada de multiplicacdo de
brotacdes axilares.

E conhecida a recalcitrancia de coniferas em geral e, especificamente, do
género Pinus na propagacao in vitro (TAUTORUS, 1991; HARRY; THORPE, 1994).
No entanto, devido a grande importancia econémica do género, ha grande namero
de trabalhos relatando a proposicdo e aprimoramento de protocolos de
micropropagacao para Pinus spp. Nas espécies de Pinus, brotacdes axilares
geralmente se originam de meristemas quiescentes pré-existentes, como o0s
localizados na face adaxial de aciculas juvenis, nas axilas dos cotilédones, no centro
do fasciculo de um braquiblasto, e na face adaxial de escamas de aciculas maduras
(ROCHA; NIELLA, 2002).

O primeiro relato de regeneracdo bem sucedida de plantulas de Pinus a partir
da cultura de tecidos, pela via organogenética, € de Sommer et al. (1975), para
Pinus palustris e, desde entdo, foram realizados trabalhos com vérias espécies. A
organogénese direta ja foi relatada para P. radiata (REILLY; WASHER, 1977), P.
contorta (VON ARNOLD; ERIKSSON, 1981), P. sylvestris (ZEL et al., 1988), P.
caribaea , P. oocarpa, P. tecunumanii (BAXTER et al., 1989), P. strobus (KAUL,
1990), P. virginiana (CHANG et al.,, 1991; JANG; TAINTER, 1991), P. echinata
(JANG; TAINTER, 1991), P. halepensis (LAMBARDI et al., 1993), P. pinea (GARCIA-
FERRIZ et al., 1994), P. kesiya (NANDWANI et al., 2001), P. massoniana (ZHANG et
al., 2006), P. roxbughii (PARASHARAMI et al., 2006), P. armandii (ISHII et al., 2007)
e P. pinaster (ALVAREZ et al., 2009) dentre outras espécies e trabalhos. A

organogénese indireta também ja foi observada para o género, como observado, por
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exemplo, para P. eldarica (WAGLEY et al., 1987) e P. elliottii (TANG; NEWTON,
2007).

A organogénese direta de Pinus taeda ja foi relatada em artigos cientificos
por: Amerson et al. (1985), Jang e Tainter (1991) e Tang e Guo (2001), e a
organogénese indireta foi obtida por Tang e Ouyang (1999), Tang et al. (1998) e
Tang (2000), tendo como explantes mais frequentes embrifes zigéticos maduros e
cotilédones, mas também relatando a formacédo de brotacGes axilares e fasciculares
em explantes mais maduros.

Um fator critico para a formacédo de novas brotacdes a partir de explantes in
vitro é a fonte de material vegetal a ser utilizada, e os melhores resultados
frequentemente sdo obtidos com material juvenil ou rejuvenescido. Apices
caulinares, aciculas, hipocatilos, epicétilos, cotilédones, embrifes zigoticos, gemas
dormentes, feixes de aciculas e gemas laterais podem ser utilizados como explantes
para a inducdo de brotacdes em coniferas (THORPE; BIONDI, 1984). De maneira
geral, quanto mais juvenil ou rejuvenescido for o tecido doador de explantes e
guanto mais meristematica for sua condicdo fisiologica, maiores serdo as
possibilidades do controle da morfogénese in vitro (GUERRA et al., 1999).

Os explantes mais utilizados para a organogénese de Pinus spp s&o 0s
juvenis, como embrides zigéticos maduros (SOMMER et al., 1975; CHANG et al.,
1991; PARASHARAMI et al., 2006; ZHANG et al., 2006; HARGREAVES; MENZIES,
2007; ISHII et al., 2007; TANG; NEWTON, 2007; ALVAREZ et al., 2009), cotilédones
e hipocoétilos (AITKEN-CHRISTIE et al., 1985; JANG; TAINTER, 1991; LAMBARDI et
al., 1993; GARCIA-FERRIZ et al., 1994; TANG; GUO, 2001), brotacdes apicais de
plantulas (WAGLEY et al., 1987; ZEL et al., 1988; KAUL, 1990; NANDWANI et al.,
2001) e epicotilos e brotacdes axilares intercotiledonares (BAXTER et al., 1989).

A composicdo do meio de cultura e as condigbes de cultivo sdo de igual
importancia ao estado fisioldgico do explante para a manipulagdo do crescimento e
desenvolvimento organizado (THORPE; KUMAR, 1993). Existem diversas
formulacdes de meio de cultura relatadas na literatura, as quais variam quanto a
composicdo salina, concentracdes e fontes de carboidratos e nitrogénio reduzido,
bem como de reguladores vegetais, e cada formulagcéo pode proporcionar diferentes
respostas morfogenéticas (THORPE; KUMAR, 1993). Cada espécie possui

requerimentos proprios de macro e micronutrientes presentes nas concentracdes



11

salinas dos meios de cultura e uma composicao inadequada pode aumentar o
estresse dos tecidos, causar sintomas de deficiéncia ou toxicidade, favorecer a
producdo de compostos fendlicos, podendo culminar na necrose dos explantes
(BONGA; Von ADERKAS, 1992; PREECE, 1995).

Além dos sais inorgéanicos, as formulagbes possuem fontes de carbono, e a
fonte mais comumente utilizada é a sacarose, porém outros carboidratos, como
frutose e amido, também podem ser utilizados (GEORGE et al., 2008). O hexitol mio-
inositol € considerado importante em cultura de tecidos vegetais e relata-se que
pode atuar como fonte de carboidrato e ter acdo semelhante a de vitaminas (SMITH,
2000; GEORGE et al., 2008).

Harry e Thorpe (1994) citaram que varias formulacdes de meio de cultura séo
comumente utilizadas para organogénese de espécies de Pinus, como os meios GD
(GRESSHOFF; DOY, 1972), DCR (GUPTA; DURZAN, 1985), SH (SHENK;
HILDEBRANDT, 1972), LP (VON ARNOLD; ERIKSSON, 1981), Litvay (LITVAY et
al., 1981) e MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962). Para P. taeda, o meio de cultura
mais citado € o GD, em sua formulag&o original ou em sua formulacdo modificada
por Mehra-Palta et al. (1978). Coke (1996a; 1996b) propsds as formulagcdes WV3 e
WVs, como sendo adequadas especificamente para Pinus taeda e podendo ser
utilizadas com sucesso para outras coniferas. Rocha e Niella (2002) obtiveram
formacdo de brotacGes adventicias em cotilédones de P. taeda com o uso da
formulacdo WVs de Coke (1996a). Tang et al. (1998) propuseram o meio de cultura
TE em um protocolo de organogénese indireta a partir de embribes zigoéticos
maduros de Pinus taeda.

Com relacdo aos reguladores vegetais, sua acdo relaciona-se com o0s
padrdes apontados pelos estudos de Skoog e Miller na década de 1950, os quais
indicaram que maiores propor¢des de citocininas favorecem a formacéo de parte
aérea, enquanto que balancos favoraveis as auxinas promovem a rizogénese
(GUERRA et al.,, 1999). Apesar da influéncia dos reguladores vegetais na
diferenciacdo de tecido em cultura ja ter sido diversas vezes demonstrada, o exato
papel em cada etapa nos processos morfogenéticos € complexo de ser determinado,
pois cada classe de reguladores tem um amplo espectro de atuacdo, e existem
numerosos relatos nos quais o tipo de morfogénese observada foi diferente ou

mesmo oposta a esperada (AHUJA, 1993). Os niveis endogenos de reguladores do
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tecido em cultura ndo podem ser desconsiderados, pois interagem com o0s
reguladores aplicados exogenamente (GEORGE et al., 2008).

Para a obtencdo de brotacdes multiplas de Pinus taeda, Mehra-Palta et al.
(1978) testaram as citocininas 6-benzilaminopurina (BAP), zeatina (ZEA), cinetina
(CIN) e 2-isopentenil adenina (2-iP), obtendo melhores resultados com BAP e ZEA,
principalmente quando em combinacdo com baixas concentracdes da auxina acido
a-naftalenoacético (ANA).

Mott e Amerson (1981) recomendaram o uso de 44,0 uM de BAP pelo periodo
de duas semanas em meio GD (GRESHOFF; DOY, 1972), seguido de subcultivo
para mesmo meio sem reguladores, para a inducdo de brotacdes adventicias em P.
taeda. O uso de outros reguladores vegetais na organogénese de P. taeda é
relatado no trabalho de Tang e Ouyang (1999), que obtiveram plantulas regeneradas
por organogénese indireta a partir de embrides zigéticos maduros de P. taeda, com
0 uso de &cido indolbutirico (AIB) e BAP na inducdo de brotacGes e de acido
giberélico para a formacao de raizes.

Para o alongamento das brotacdes obtidas, € necessario o subcultivo para
meio de cultura desprovido ou com menor concentragéo de citocininas e isolamento
de cada brotacdo do explante original, para evitar a dominancia de uma unica
brotacdo sobre as outras (WERBROUCK; DEBERGH, 1994). Outras abordagens
gue podem ser feitas para promover o alongamento sdo a mudanca de uma
citocinina forte, como BAP, para outras mais fracas, como CIN e
2-iP (GEORGE et al., 2008) ou o subcultivo dos explantes para meio acrescido de
carvéo ativado (MOTT; AMERSON, 1981).

A acéo promotora do carvao ativado no alongamento de brotacdes pode estar
relacionada a adsorcdo de compostos como metabdlitos toxicos, compostos
fendlicos e reguladores vegetais, ou mesmo a liberacdo gradual e lenta de
substancias organicas promotoras (PAN; STADEN, 1998; THOMAS, 2008). O modo
como o carvao ativado atua na liberacdo de compostos, tornando-os novamente
disponiveis as plantas, ainda € pouco esclarecido (THOMAS, 2008).

Quanto as auxinas, sdo acrescidas ao meio de cultura principalmente com o
objetivo de promover o enraizamento adventicio, bem como para aumentar as taxas
de crescimento, quando em baixas concentracoes (FRANKLIN; DIXON, 1994). As

concentracbes de acido naftaleno acético (ANA) utilizadas para o enraizamento
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variam entre 0,2 a 2 uM, podendo ser testado sozinho ou em combinagdo com
outras auxinas (BONGA; Von ADERKAS, 1992). O ANA é um analogo sintético do
acido indolacético (AIA) e possui maior estabilidade in vitro (GEORGE et al., 2008).

Os maiores desafios no desenvolvimento de protocolos de organogénese
para 0 género Pinus sdo os relacionados ao enraizamento das brotagdes depois de
formadas. Pinus taeda € uma espécie na qual se tem grande dificuldade para o
enraizamento adventicio (FOSTER, 1990), motivo pelo qual a eficiéncia dos
protocolos ainda € baixa, especialmente nos cultivares comerciais.

As causas provaveis para a dificuldade de enraizamento sdo as mudancas
devidas a maturagéo, que séo bastante pronunciadas em coniferas (GREENWOOD;
HUTCHISON, 1993) e o declinio no enraizamento adventicio € um dos eventos mais
frequentes ao longo da maturacdo (MURRAY et al., 1994). Diaz-Sala et al. (1996)
relataram que em P. taeda a queda na porcentagem de enraizamento com a
maturacao do explante € bastante abrupta. Greenwood e Weir (1995) relataram que
estacas de P. taeda obtidas a partir de plantas de um a dois anos de idade
apresentaram uma marcante reducdo na competéncia ao enraizamento quando
comparadas com estacas de hipocétilos de plantas de 20 a 25 dias de idade.

Outra caracteristica das respostas de enraizamento adventicio para Pinus
taeda é a forte influéncia do gendétipo da familia de origem do material vegetal, que
parece exercer mais variagcbes nas porcentagens de enraizamento do que o0s
tratamentos com auxinas (FOSTER, 1990; WISE; CALDWELL, 1992). Mehra-Palta
et al. (1978), propuseram a adicdo de baixas concentracdes da citocinina BAP ao
meio de cultura de enraizamento com auxina, obtendo maior sucesso do que com 0
uso apenas de auxina.

A aclimatizacédo é a etapa final do processo, por meio da qual se prepara a
planta obtida in vitro para as condi¢cdes ambientais que serdo encontradas a campo
(GEORGE et al., 2008). A transicdo do ambiente in vitro para o ambiente externo é
bastante critica para a sobrevivéncia das plantas micropropagadas (AHUJA, 1993).
In vitro, a umidade relativa € praticamente 100% e as plantas estdo vivendo em
condic¢des heterotréficas, com baixa atividade fotossintética e sendo supridas de sais
e carboidratos (HARTMANN et al.,, 2011). Usualmente, faz-se necessaria a
transferéncia das plantas micropropagadas para casa-de-vegetacdo, com irrigacédo

abundante e/ou protecdo da parte aérea com sacos plasticos, antes do plantio a
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campo, pois as condicdes de umidade relativa precisam ser diminuidas
gradualmente, para permitir o espessamento da cuticula nas folhas, para o
desenvolvimento do sistema radicial e para que as plantas se tornem
fotossinteticamente ativas (AHUJA, 1993; HAZARIKA, 2006).

A sobrevivéncia de plantas aclimatizadas é uma etapa crucial para que o0s
ganhos de producdo com o uso de técnicas de cultivo in vitro sejam efetivos
(GEORGE et al., 2008).

3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Micropropagacao
Vegetal do Departamento de Boténica do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana — UFPR, Curitiba-Parana (PR).

3.1 COLETA DAS SEMENTES

Foram utilizadas sementes de familias selecionadas (F27 e B05) e sementes
do pomar comercial coletadas de fazenda da Empresa Battistella Florestal,
localizada no municipio de Rio Negrinho, Estado de Santa Catarina.

Cada familia representa as sementes vindas de uma arvore selecionada, na
proporcao de 1:10.000, de primeira geracédo de selecdo. O pomar comercial (Pomar
Sao Pedro — PC) é constituido de 129 arvores (familias) selecionadas. Estas 129
familias sdo classificadas em um ranking, o qual leva em consideracao
caracteristicas fenotipicas e genotipicas relacionadas a qualidade do fuste. As
variaveis analisadas para a elaboracdo do ranking foram: volume, sanidade,
conicidade, retiddo, didametro e angulo dos galhos, distancia internédios e
guantidade de galhos. Com as dez melhores familias, realizou-se cruzamento
controlado, com isolamento dos estrobilos femininos e inje¢éo de pélen beneficiado.

Quanto aos genotipos utilizados no presente trabalho, a familia F27 é a
segunda melhor familia do ranking da Empresa e a familia BO5 estd na 412
colocacdo no mesmo ranking. As sementes da familia F27 foram, portanto,
originadas de polinizagdo controlada, de origem materna e paterna. As sementes da
familia BO5 s@o de polinizagdo aberta, com controle apenas da origem materna.

Também foram utilizadas sementes do pomar comercial (PC), as quais constituiram
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de uma mistura de sementes das 129 familias selecionadas da Empresa, obtidas por
polinizacdo aberta.

As sementes utilizadas foram provenientes de coletas realizadas no verao,
em janeiro de 2009 e 2010 e foram mantidas em sacos plasticos e armazenadas em

refrigeracdo a 5°C, pelo periodo de um a cinco meses.

3.2 SUPERACAO DA DORMENCIA E GERMINACAO DE SEMENTES DE
Pinus taeda

Para a superacdo da dorméncia, realizou-se embebicdo das sementes em
agua destilada, durante 24 horas, na auséncia de luz e em temperatura ambiente.
Em seguida, as sementes foram acondicionadas em placas de Petri (100 X 20 mm)
contendo papel filtro umedecido e mantidas sob refrigeracao (5°C) durante 25 dias.

Para a germinacdo, as sementes foram retiradas do refrigerador, colocadas
em novas placas de Petri com papel filtro umedecido, e levadas a sala de
crescimento, com condi¢des controladas conforme item 3.3.

Foi considerada germinada a semente que apresentava emissao da radicula
de 0,1 cm de comprimento. Utilizou-se oito placas, contendo 40 sementes cada,

tanto na superacdo da dorméncia quanto na germinacao.

3.3 CONDICOES DE CULTIVO

As culturas foram mantidas em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16
horas, temperatura de 27°C + 2°C durante o dia e 18°C + 2°C durante a noite, e
iluminacdo com lampadas fluorescentes brancas com intensidade luminosa de
40 pmol.m?.s™,

O pH do meio de cultura foi ajustado em 5,8 com NaOH e/ ou HCI| a 0,1 N,
antes da adicdo de 5,6 g.L™! de agar Himedia® e da esterilizacdo a 121°C durante 20
minutos.

Foram utilizados tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL de meio de
cultura para a etapa de inducéo de brotagcbes. Foram utilizados frascos de vidro com
dimensdes de 125 mm de altura e 65 mm de diametro para as etapas de
multiplicacdo e enraizamento. Os frascos foram vedados com tampas plasticas e

continham 40 mL de meio de cultura.



16

Para as etapas de inducdo de brotagcBes multiplas, utilizou-se sacarose na
concentracdo de 30 g.L™!. Para os experimentos de enraizamento também foram
utilizadas formulagdes com 20 g.L™* de sacarose bem como desprovidas deste

carboidrato.

3.4 ORGANOGENESE

3.4.1 Brotac¢des apicais obtidas de plantulas com cinco dias de germinacao

Sementes germinadas das familias selecionadas F27 e B05 e do pomar
comercial (PC) (FIGURA 1 A) tiveram seus tegumentos removidos com o auxilio de
pincas, em capela de fluxo laminar, mantendo os megagametofitos e as radiculas,
as quais tinham em média 0,8 cm de comprimento.

Para a desinfestagcdo, primeiramente realizou-se imersdo das sementes
germinadas em peroxido de hidrogénio (H.O;) a 30% durante 20 minutos com
agitacdo manual. Logo em seguida, e sem enxagle, as sementes germinadas foram
imersas em solucéo de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 6%, acrescida de 0,1% de
Tween 20° durante dez minutos com agitacdo manual. Foram efetuados trés
enxagies com agua destilada esterilizada. As sementes foram entdo imersas em
solucdo de cloreto de mercurio (HgCl,) a 0,05%, acrescida de Tween 20® a 0,1%,
durante cinco minutos em agitacdo manual. Ao término deste procedimento,
realizaram-se seis enxagues em agua destilada esterilizada.

Apés a desinfestagcdo, foram removidos os megagametofitos e as radiculas,
para a excisao dos explantes. Os explantes foram entdo colocados, na posicdo
vertical, em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura de inducdo de

brotacdes.

3.4.1.1 Inducéo de brotagbes multiplas em meio de cultura WVs

Brotacdes apicais de plantulas das familias F27, BO5 e de pomar comercial,
com cerca de 0,8 cm de comprimento e seis cotilédones em média foram colocadas
em meio de cultura WVs (COKE, 1996a), contendo O; 11; 22 ou 44 uM de
6-benzilaminopurina (BAP), acrescido de 0,05 uM de &cido naftalenoacético (ANA)

durante 14 dias.
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Apdés esse periodo, os explantes foram subcultivados duas vezes
consecutivas para meio WVs sem reguladores vegetais e cada subcultivo teve
duracdo de quatro semanas.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes e unidade

experimental de dez explantes.

3.4.1.2 Inducao de brotagdes multiplas em meio de cultura WPM

BrotacOes apicais com cerca de 0,8 cm de comprimento e seis cotilédones em
média oriundas de plantulas das familias F27, BO5 e de pomar comercial (FIGURAS
1B e 1C), foram colocadas em meio de cultura WPM (LLOYD; McCOWN, 1980)
suplementado com 0; 11; 22 de BAP sem adi¢céo de auxina, ou com 44 uM de BAP
combinado com 0,5 ou 0,75 uM de ANA, pelo periodo de 14 dias.

Em seguida, os explantes foram subcultivados duas vezes meio WPM sem a
adicao de reguladores vegetais. Cada subcultivo teve duracdo de quatro semanas.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e

unidade experimental de dez explantes.

3.4.2 BrotagOes apicais obtidas de plantulas com dez dias de germinagéo

Plantulas originadas de sementes da familia F27, aos dez dias de
germinacdo, com comprimento total de 8,0 cm em média, tiveram seus cotilédones
seccionados, mantendo cerca de 1/3 do seu comprimento original, e a radicula
retirada, de modo a obter-se um explante com cerca de 3,0 cm de comprimento total
(FIGURAS 1D, 1E e 1F).

A desinfestacao foi realizada primeiramente com solu¢cdo de HgCl, (0,05%,
com 0,1% Tween® 20) durante dez minutos em agitacdo manual, seguida de trés
enxagues com agua destilada esterilizada. Posteriormente, fez-se a desinfestacao
com solucéo de NaOCI (1%, acrescida de 0,1% Tween® 20) durante 15 minutos em
agitacdo manual, seguida de seis enxagues com agua destilada esterilizada. Apds a
desinfestacdo, os explantes foram introduzidos na posicado vertical em meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) sem reguladores, no qual permaneceram
por 14 dias.

Apés este periodo, os explantes tiveram seus hipocotilos novamente

seccionado, ficando com comprimento médio de 1,5 cm, e foram colocados em meio
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WV;s suplementado com 33 ou 44 uM de BAP em combinagdo com 0,05 uM ANA
para inducéo de brotac6es multiplas.

A permanéncia dos explantes em meio de cultura WVs com reguladores foi de
14 dias, seguida de um subcultivo para meio WVs sem a adigcdo de reguladores
vegetais e acrescido de 0,5% de carvao ativado durante seis semanas. Foram
realizados mais dois subcultivos para meio WVs sem carvdo e sem reguladores,
ambos pelo periodo de seis semanas.

O delineamento foi inteiramente casualizado, com cinco repeticoes e unidade

experimental de 20 explantes.

3.4.3 Variaveis avaliadas

Os explantes foram avaliados quanto a porcentagem de sobrevivéncia,
porcentagem de explantes com brota¢des, niumero médio de brotacdes por explante,
porcentagem de necrose e porcentagem de contaminacédo bacteriana e/ou fangica,

ao término de cada subcultivo.

3.5 MULTIPLICA(;AO DE BROTAC}OES A PARTIR DE GEMAS AXILARES
Brotacbes de Pinus taeda obtidas apds a inducéo foram alongadas em meio
de cultura WVs sem reguladores, com ou sem carvao ativado (0,5%), por no minimo
dois subcultivos, durante no minimo oito semanas, somando-se 0s periodos dos
subcultivos (FIGURAS 4A e 4B). As brotacbes foram entdo seccionadas e
padronizadas, em segmentos nodais e brotacdes apicais de diversos comprimentos,
e inoculadas em formulacdes de meio de cultura visando a multiplicacdo a partir de

suas gemas axilares.

3.5.1 Segmentos nodais

3.5.1.1 Experimento |

Brotacdes obtidas da familia F27 foram seccionadas em segmentos nodais de
diferentes comprimentos (1,0 a 1,9 cm; 2,0 a 2,9 cm; 3,0 a 4,0 cm), os quais foram
cultivados em meio de cultura WVs com 0,1 uM de BAP durante quatro semanas e

depois subcultivados para meio WVs sem reguladores por oito semanas. Foram
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realizadas duas avaliagdes, ap0s quatro e oito semanas de subcultivo para meio
sem reguladores, para comparacao de periodos de duracdo de subcultivo.

O delineamento foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3 x 2 (classes
de tamanho x periodos de duragdo de subcultivo), com trés repeticbes e unidade
experimental de 15 explantes.

3.5.1.2 Experimento Il

Segmentos nodais de 1,0 cm, oriundos de duas familias selecionadas (F27,
BO5) e de pomar comercial, foram cultivados em meio WVs, com trés concentragoes
de BAP (0,25; 0,5; 2,5 uM) durante oito semanas.

O delineamento foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 3 x 3
(familias x concentracdes de BAP), com quatro repetices e unidade experimental
de dez explantes.

3.5.1.3 Experimento I

Segmentos nodais de 1,0 cm foram cultivados nos meios WVs e GDm (Mehra-
Palta et al., 1978), acrescidos de trés concentracdes de BAP (1, 2 ou 4 pM) durante
oito semanas. Todos os tratamentos possuiam explantes oriundos de brotacfes
alongadas das familias F27 e BO5 e do pomar comercial.

O delineamento foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 2 x 3 (meios
de cultura x concentracdes de BAP), com trés repeticdes e unidade experimental de

15 explantes.

3.5.2 Brotacgdes apicais

3.5.2.1 Experimento |

Brotacdes apicais com trés comprimentos (0,5; 1,0 e 2,0 cm), oriundas da
familia F27, foram cultivadas em dois diferentes meios de cultura (WVs e GDm), sem
adicao de reguladores vegetais, durante oito semanas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 3 x 2 (comprimento X meio de cultura), com quatro repeticdes e

unidade experimental de 15 explantes.
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3.5.2.2 Experimento Il

Brotacdes apicais de dois comprimentos diferentes (0,5 e 1,0cm), oriundas da
familia F27, foram submetidas a trés diferentes concentracées de BAP (0,5; 1,0 ou
2,0 uM), em meio de cultura WVs, durante oito semanas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 2 x 3 (comprimento x concentracdo de BAP), com quatro repeticées e

unidade experimental de 15 explantes.

3.5.2.3 Experimento Il

Brotacdes apicais de 1,0 cm, pertencentes a familia F27, foram cultivadas em
meio WVs com concentracdes de 1, 2 ou 4 uM de BAP, num periodo total de oito
semanas, sendo avaliadas apds quatro e oito semanas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 3 x 2 (concentracdo de BAP x periodo de cultivo — quatro e oito

semanas), com trés repeticées e unidade experimental de 15 explantes.

3.5.3 Variaveis avaliadas

Nos experimentos de multiplicacdo realizou-se avaliagdo das variaveis
porcentagem de explantes com brotacdes axilares, nUumero médio de brotacdes por
explante, porcentagem de alongamento e porcentagem de necrose, ap0s quatro

e/ou oito semanas de subcultivo.

3.6 ENRAIZAMENTO in vitro

Apoés periodo de no minimo oito semanas em meio de cultura WVs sem
reguladores, brotagcdes apicais foram padronizadas em 1,5 cm de comprimento, com
corte reto da base, e submetidas a tratamentos para inducdo da formagéo de raizes

adventicias.

3.6.1 Experimento |

BrotacBes originadas da familia F27 foram submetidas & indugcdo ao
enraizamento por nove dias, em quatro formulacbes de meio de cultura, WVs, WV3
(COKE, 1996b), GDm, ou &gua destilada gelificada com agar (agar-agua ou AA),
nas quais se adicionou 2,68 UM de ANA e 0,44 uM de BAP (MEHRA-PALTA et al.,
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1978). Os meios WVs, WV3, GDm tiveram a concentragdo de sais reduzida a metade
e foram acrescidos de 20,0 gL™ de sacarose. No meio agar-agua, ndo houve adicdo
de sacarose.

Apds a inducdo, os explantes foram subcultivados para suas respectivas
formulacdes desprovidas de reguladores vegetais, exceto os explantes induzidos em
AA, os quais foram subcultivados para GDm/2 com 20 gL de sacarose.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro

repeticoes e unidade experimental de dez explantes.

3.6.2 Experimento Il

Brotacdes originadas das familias F27, BO5 e do pomar comercial foram
submetidas a inducdo ao enraizamento, com nove dias de duracdo, em meios
GDm/2 e &gar-4gua em combinacdo com 0 ou 20 gL™ de sacarose, acrescidos de
2,68 UM de ANA e 0,44 uM de BAP.

A inducdo ao enraizamento foi seguida de subcultivo de todos os explantes
para meio GDm/2 acrescido de 20 gL™ de sacarose, sem reguladores vegetais.
Todos os tratamentos possuiam explantes de todos os genotipos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial
2 x 2 (meio de cultura x concentracdo de sacarose) com quatro repeticdes e unidade

experimental de 12 explantes.

3.6.3 Variaveis avaliadas

Nos experimentos de enraizamento, os explantes foram avaliados quanto a
porcentagem de enraizamento, niumero médio de raizes por explante, comprimento
médio das raizes, porcentagem de formacdo de calo e porcentagem de necrose,

apos duas e seis semanas.

3.7 ACLIMATIZACAO

Foram realizadas trés aclimatizacbes, sendo que as duas primeiras foram
realizadas no periodo do inverno de 2010 e a terceira ocorreu durante a primavera
de 2010.
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Mudas enraizadas foram retiradas do meio de cultura, tiveram suas raizes
lavadas em agua corrente até a remocao completa do agar e foram entdo plantadas
em substrato.

Inicialmente, mudas enraizadas da familia F27 foram transferidas para sacos
plasticos (12 x 5 cm) contendo cerca de 70 cm? de substrato comercial Plantmax®
Florestal SFA e levadas diretamente a casa de vegetacdo, com iluminacdo natural,
temperatura minima de 18°C + 3°C e maxima de 35°C * 4°C, com nebulizacéo duas
vezes ao dia.

Outras mudas das familias F27, BO5 e pomar comercial, antes de serem
levadas a casa de vegetacdo, passaram pelo periodo de quatro semanas em frasco
(125 x 65 mm) aberto contendo 70 cm? de substrato Plantmax® em sala de
crescimento, nas mesmas condi¢cdes ambientais do cultivo em meio de cultura.

Outro procedimento de aclimatizacdo também foi realizado com mudas da
familia F27, transferindo-as primeiramente para frascos com 70 cm3 de vermiculita
expandida de granulometria média e Plantmax® (na proporcéo de 1:1) e mantendo-
as em sala de crescimento durante trés semanas. Os frascos foram vedados com
plastico filme durante os dez primeiros dias de aclimatizacdo e depois abertos até
completar-se o periodo de trés semanas. Apés, as mudas foram levadas a casa de
vegetacdo, onde foram acomodadas em sacos plasticos 12 x 5 cm contendo 70 cm3
de vermiculita e Plantmax® na proporcao de 1:1.

Em todos os procedimentos de aclimatizacéo, as mudas foram borrifadas com
solucéo de fungicida Cercobim a 0,1% duas vezes por semana. Nos procedimentos
com as mudas em frascos, em sala de crescimento, as plantas foram regadas com
agua da torneira em dias alternados, devido ao fato dos frascos ndo possuirem
sistema de drenagem. Na casa de vegetacdo, houve nebulizacdo a cada 4 horas
(seis vezes ao dia).

As mudas foram avaliadas quanto a porcentagem de sobrevivéncia apos dez,
20, 30 e 40 dias contados a partir da data de remocéo das mudas do meio de cultura

com agar.

3.8 ANALISE ESTATISTICA
Todos os delineamentos experimentais foram inteiramente casualizados. A

homogeneidade das variancias foi verificada com o Teste de Bartlett a 5% de
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probabilidade. Variaveis com variancias ndo homogéneas foram transformadas por
log (X + 10) ou [log (X + 10)]¥. Foi realizada andlise das variancias (ANOVA) e
comparacao de médias pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. Experimentos
com delineamento fatorial foram testados quanto a interacdo de fatores pelo Teste F
de Fisher a 1% de probabilidade.

As anélises foram feitas com auxilio dos programas MSTAT-C® e Microsoft
Excel 2003.

4 RESULTADOS

4.1 SUPERACAO DA DORMENCIA E GERMINACAO DAS SEMENTES

O periodo de 24h de embebicdo seguido de estratificacdo por 25 dias foi
eficiente na superacdo da dorméncia das sementes. O inicio da germinacao se deu
em dois ou trés dias, ocorrendo variagéo da porcentagem e do tempo de germinacao
conforme a familia de origem das sementes (TABELA 1).

A familia F27 apresentou 99,4% de germinacdo em cinco dias enquanto nas
demais familias a porcentagem no mesmo periodo foi de 18,3% (familia BO5) e de
34,3% (pomar comercial) (TABELA 1).

A familia BO5 apresentou germinacdo mais lenta, com 57,6% das sementes
germinadas ap6s 30 dias (TABELA 1). O tempo de armazenamento das sementes
pode ter influenciado os resultados, porém estudos preliminares ja apontavam para
diferencas na germinacdo entre diferentes gendtipos mesmo em condi¢bes de

armazenamento similares (dados ndo mostrados).

TABELA 1 — GERMINACAO DE SEMENTES DE FAMILIAS SELECIONADAS E POMAR
COMERCIAL (PC) DE Pinus taeda FORNECIDAS PELA EMPRESA BATTISTELLA
FLORESTAL, LOCALIZADA EM RIO NEGRINHO (SC), APOS 25 DIAS DE TRATAMENTO
DE ESTRATIFICACAO PARA SUPERACAO DA DORMENCIA.

_ Inicio da Germinacao (%)
Familia germinacéo
(dias) 5dias 7 dias 14 dias 30 dias
F27 3 99,4+ 1,2 100,0 + 0,0 - -
BO5 2 18,3+ 24,8 27,1+ 26,1 351+ 144 57,6 £ 25,0

PC 3 34,3+ 13,2 42,8+ 11,8 57,1+ 11,6 100,0 + 0,0
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4.2 ORGANOGENESE

4.2.1 Brotacdes apicais obtidas de plantulas de cinco dias de germinacao
Avaliando-se a sobrevivéncia dos explantes e a contaminagao bacteriana e/ou
fungica ocorrida durante o periodo de duas semanas em meios de inducdo a
formacdo de brotacdes WVs e WPM, verificou-se que a desinfestacdo com imerséo
em solucdo de H;O, (30% - 20 min), seguida de imersdo em NaOCI (6% + 0,1%
Tween 20°® - 10 min) e de imersdo em HgCl, (0,05% + 0,1% Tween 20® - 5 min)
resultou em 76,5% de sobrevivéncia dos explantes e 23,5% de contaminacgéo

microbiana, predominantemente bacteriana.

4.2.1.1 Inducao de brotagdes multiplas em meio de cultura WVs

A formacgdo de brotacdes multiplas (adventicias e/ou axilares) foi observada
no primeiro subcultivo em meio de cultura sem reguladores vegetais, apenas nos
explantes previamente induzidos com 44 uM de BAP e 0,05 uM de ANA (TABELA 2;
FIGURA 2A).

No segundo subcultivo para meio sem reguladores foram observadas
brotac6es também nos explantes vindos de indu¢cdo em WVs com 0 e 22 uM de BAP
em combinacdo com 0,05 pM de ANA, em 16,7 e 33,33% dos explantes,
respectivamente (TABELA 2). A porcentagem de formacdo de brotacbes em
explantes vindos do tratamento de indugdo com 44 uM de BAP e 0,05 uM de ANA
também foi superior aos demais tratamentos no segundo subcultivo (37,5%). No
entanto, diminuiu em relacdo ao observado no primeiro subcultivo (50,0%), devido a
ocorréncia de necrose (TABELA 2; FIGURA 2B).

As brotacGes multiplas se formaram principalmente sobre os cotilédones, em
toda sua superficie ou restritas a regido apical dos mesmos (FIGURAS 2A e 2B), e
também se formaram no hipocétilo, proximamente a regido basal dos cotilédones.
Houve alongamento das brotacdes durante o segundo subcultivo.

O maior numero médio de brotacbes por explante foi de 4,8 (TABELA 2),
obtido com a combinagdo de 44 uM de BAP e 0,05 pM de ANA, no segundo

subcultivo em meio sem regulador vegetal
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Verificou-se elevada porcentagem de necrose, a qual aumentou no segundo
subcultivo, sobretudo nos explantes que haviam sido induzidos em meio de cultura
sem BAP e com 0,05 uM de ANA (TABELA 2).

TABELA 2 — FORMACAO DE BROTACOES EM EXPLANTES OBTIDOS DE PLANTULAS
DE CINCO DIAS DE GERMINACAO DAS FAMILIAS F27, B05 E DE POMAR COMERCIAL
DE Pinus taeda, APOS DUAS SEMANAS DE INDUCAO EM MEIO WVs COM
CONCENTRAGOES DE BAP E ANA, SEGUIDA DE DOIS SUBCULTIVOS DE QUATRO
SEMANAS CADA, PARA MEIO WV;s SEM REGULADORES

Explantes c/ NUumero médio de
Reguladores 9
nagindugéo brotacées (%) brotacBes/ explante Necrose (%)
(uM) 1° subc 2°subc 1° subc 2° subc 1° subc 2° subc
H 4sem-s/regs 4sem-s/regs 4sem-s/regs 4sem-s/regs 4sem-s/regs 4 sem-s/regs
0 BAP
0,05 ANA 0,0 £0,0 16,7 £23,6 0,0 £0,0 1,0 £0,0 50,0 £23,6 83,3 £23,6
11 BAP
0,05 ANA 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 0,0 £0,0 35,7 +10,1 52,4 26,9
22 BAP
0,05 ANA 0,0 £0,0 33,3 0,0 0,0 £0,0 3,0+0,0 16,7 23,6 50,0 £23,6
44 BAP

0,05 ANA 50,0 £17,7 37,5+17,7 3,0+1,2 48 +2,1 37,5+17,7 50,0354

* Subc = subcultivo, Regs = reguladores vegetais, Sem = semanas.

4.4.1.2 Inducao de brotagdes multiplas em meio de cultura WPM

A formacdo de brotacbes em meio de cultura WPM ocorreu no primeiro
subcultivo dos explantes de todos os tratamentos, exceto da testemunha (TABELA
3; FIGURA 2C). No segundo subcultivo, foi observada formacdo de brotacdes em
todos os tratamentos, sendo de 3,3% para a testemunha, cerca de 15% para os
tratamentos de 11 e 22 uM de BAP e de cerca de 30% para os tratamentos com
44 uM de BAP combinado com 0,5 ou 0,75 uM de ANA (TABELA 3).

O maior numero médio de brotacbes por explante (5,7) foi observado no
primeiro subcultivo sem regulador vegetal nos explantes induzidos em meio WPM
contendo 44 uM de BAP e 0,75 pM de ANA (TABELA 3). No segundo subcultivo,
esse valor se reduziu para 3,8, devido a ocorréncia de necrose das brotacfes
(TABELA 3).

As brotacbes se formaram sobre os cotilédones e hipocétilos de modo
semelhante ao observado na inducdo em meio WVs. As brotagées multiplas obtidas

em meio de cultura WPM cresceram em comprimento no segundo subcultivo para



26

meio sem reguladores (FIGURA 2D), apesar de terem apresentado menor
alongamento do que as obtidas em meio WVs.

As porcentagens de necrose foram mais elevadas nos explantes oriundos de
tratamentos com menores concentracdes de reguladores na indugao (TABELA 3),

semelhante ao ocorrido na indugdo em meio WVs.

TABELA 3 — FORMACAO DE BROTACOES EM EXPLANTES OBTIDOS DE PLANTULAS
DE CINCO DIAS DE GERMINACAO, DAS FAMILIAS F27, BO5 E DE POMAR COMERCIAL
de Pinus taeda, APOS DUAS SEMANAS DE INDUCAO EM MEIO WPM COM
CONCENTRACOES DE BAP E ANA, SEGUIDA DE DOIS SUBCULTIVOS DE QUATRO
SEMANAS CADA, PARA MEIO WPM SEM REGULADORES.

Reguladores ExplarJtes c/ Nl:lmel’O médio de Necrose (%)
na inducéo brotacbes (%) brotacBes/ explante
(UM) 1° subc 2° subc 1° subc 2° subc 1° subc 2° subc
H 4 sem-s/regs 4 sem—s/regs 4 sem-s/regs 4 sem—s/regs 4 sem-s/regs 4 sem—-s/regs
Testemunha

(s/ regs) 0,0 +0,0 3,3+5,8 0,0 +0,0 1,0+0,0 61,9+20,6 68,6 17,9

11 BAP 21,2 16,3 14,5+4.8 2,00,0 3,0+1,0 35,6 £33,6 52,2 +13,5

22 BAP 11,1+111 15,3146,1 3,0+1,0 3,0+1,0 50,0 £26,7 62,0 £11,2

44 BAP
05 aNa  283%72 319102 27107  38:L8 26497 28,7475
44 BAP
075ANA  276%166 3594105  57#54 3826  282%122 3943263

* Subc = subcultivo, Regs = reguladores vegetais, Sem = semanas.

4.2.2 Brotacdes apicais obtidas de plantulas de dez dias de germinacgéo

Apoés 14 dias de estabelecimento em meio MS sem reguladores, os explantes
desinfestados em imersdo em solucdo de 0,05% de HgCl, (+ 0,1% Tween 20°,
10 min) seguida de imersdo em solucéo de 1% de NaOCI (+ 0,1% Tween 20°, 15
min) apresentaram 71,6 % de sobrevivéncia e contaminacéo bacteriana e/ou fungica
de 28,4 %.

Passadas duas semanas de inducdo em meio de cultura WVs contendo
combinagdes de 33 ou 44 uM de BAP acrescido de 0,05 pM de ANA observou-se
nova contaminacao bacteriana e/ou fungica (10 %), e 3,8 % de necrose. Néao foi
observada formacdo de brotacBes adventicias e/ou axilares durante o periodo de

inducéo.
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Depois da realizagc&o de subcultivo para meio WVs sem reguladores acrescido
de 0,5% de carvdo ativado muitos explantes, apesar de vigorosos e com
crescimento apical, ndo apresentaram formacdo de brotacdes (FIGURA 3A).
Contudo, muitos explantes responderam formando brotacdes tanto axilares quanto
adventicias, sendo as adventicias formadas nas bordas e no meio nas aciculas mais
velhas (primeiras aciculas do epicotilo) (FIGURAS 3B e 3C). As brotacdes axilares
ocorreram nas gemas laterais do epicotilo, nas gemas da face adaxial de aciculas,
nas gemas centrais de braquiblastos e nas gemas intercotiledonares (FIGURA 3B).
Os cotilédones ndo apresentaram crescimento e ndo houve formacéo de brotacdes
adventicias sobre eles (FIGURAS 3 A e 3B).

O tratamento de inducdo em meio WV;5 contendo 44 uM de BAP e 0,05 uM de
ANA apresentou porcentagem superior de explantes com brotacbes no primeiro
subcultivo, para meio com 0,5% de carvao ativado, porém, nos dois subcultivos para
meio sem reguladores e sem carvéo, a porcentagem caiu de 50% para 29%, devido
ao aumento de explantes necrosados (TABELA 4).

No tratamento de indugdo em meio WVs contendo 33 uM de BAP e 0,05 pM
de ANA, foi observado o inverso: a porcentagem de explantes com brotacdes
aumentou ao longo dos subcultivos, de 31,4 % para 35,0 % (TABELA 4).

As brotacdes apresentaram alongamento ao final do primeiro subcultivo em
meio sem reguladores e sem carvado ativado (FIGURAS 3D E 3E) e foram
individualizadas antes de serem inoculadas no subcultivo seguinte (FIGURA 3E),
para propiciar o melhor desenvolvimento das mesmas.

Ao final dos trés subcultivos, obteve-se nimero médio de 3,2 brotacdes por
explante para o tratamento de inducdo com 33 uM de BAP e 0,05 uM de ANA e
namero médio de 4,8 brotacdes por explante para o tratamento de inducdo com 44
uM de BAP e 0,05 uM de ANA (TABELA 4). Considerando as porcentagens de
formacado de brotagBes e os numeros médios de brotacBes por explante de ambos
os tratamentos, verificou-se que os dois possuem taxas de multiplicacao similares.

A porcentagem de necrose de ambos os tratamentos, ao final dos subcultivos,
ficou em torno de 40% (TABELA 4).
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TABELA 4 — FORMACAO DE BROTACOES EM EXPLANTES OBTIDOS DE PLANTULAS DE DEZ
DIAS DE GERMINACAO DA FAMILIA F27 DE Pinus taeda, APOS DUAS SEMANAS DE INDUCAO
EM MEIO WVs ACRESCIDO DE 33 OU 44 uM BAP E 0,05 uM ANA, SEGUIDA DE SUBCULTIVO
PARA MESMO MEIO SEM REGULADORES VEGETAIS ACRESCIDO DE 0,5% DE CARVAO
ATIVADO E DE DOIS SUBCULTIVOS PARA WVs SEM REGULADORES E SEM CARVAO
ATIVADO, SENDO OS TRES SUBCULTIVOS COM DURACAO DE SEIS SEMANAS CADA.

NUmero médio de

Reguladores Explantes com brotac6es (%) brotacdes/ explante

nainducéo

Necrose (%)

(M) 1° subc 2° subc 3° subc 1°subc  2°subc  3°subc 1° subc 2° subc 3° subc

H 0,5% c.a. s/ c.a. s/c.a 0,5%c.a. s/c.a. s/c.a 0,5% c.a. s/ c.a. s/c.a
33 BAP

0.05 ANA 31,4+12,6 35,0£15,1 35,0+15,1 2,0£0,8 3,0£1,9 3,2+2,1 30,0+9,1 44,3+4,2 44,3+4,2
44 BAP

0.05 ANA 50,1+18,8 29,3+9,5 29,3+9,5 1,5+0,7 3,0£1,1 4,8+15 28,7+6,7 43,3+13,1 43,3%13,1

*Subc = subcultivo; c.a. = carvao ativado.

4.3 MULTIPLICAC}AO A PARTIR DE GEMAS AXILARES

Tanto em segmentos nodais, quanto em brotacbes apicais como explantes,
as novas brotacdes obtidas foram predominantemente axilares, sendo observados
trés padrdes: brotacbes formadas a partir de gemas laterais, a partir de gema do
braquiblasto e brotac6es secundarias (brotacdo da brotacdo). Em explantes com
formacdo de braquiblastos e aciculas trifolioladas, a formacdo de novas brotacdes
se deu preferencialmente nas gemas de braquiblastos do que nas gemas laterais de
aciculas unifolioladas. Houve pouca formacédo de brotacbes adventicias, as quais
foram vistas na regido mediana e nas bordas de aciculas mais velhas e proximas da

base do explante.

4.3.1 Multiplicagao a partir de segmentos nodais

4.3.1.1 Experimento |

N&o houve interacdo significativa entre os fatores periodo de cultivo e
comprimento do segmento nodal para as variaveis porcentagem de explantes com
brotacdes e nimero médio de brotagdes por explante (ANEXO 1).

Segmentos nodais de diferentes comprimentos apresentaram porcentagem
de formacdo de brotagcOes estatisticamente iguais (Teste de Tukey, p < 0,05;
TABELA 5). Sendo assim, € mais vantajoso o uso de segmentos menores, de

1,0-1,9 cm, os quais podem ser confeccionados em maior quantidade com um
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mesmo numero de matrizes. A porcentagem de explantes com brotacdes
apresentou incremento significativo apdés oito semanas de subcultivo (TABELA 5;
FIGURAS 4A e 4B).

Os valores obtidos para o numero médio de brotacdes por explante ndo
apresentaram diferenca significativa nem entre os diferentes comprimentos de
explante, nem entre os dois periodos de subcultivo (TABELA 5; ANEXO 1). O
percentual de explantes necrosados foi baixo (menor do que 8%) e nao variou entre

0s tratamentos.

TABELA 5 — FORMACAO DE BROTACOES EM SEGMENTOS NODAIS DA FAMILIA F27
DE P. taeda, DE DIFERENTES COMPRIMENTOS, APOS QUATRO E OITO SEMANAS DE
SUBCULTIVO PARA MEIO WVs SEM REGULADORES, PRECEDIDO DE QUATRO
SEMANAS EM MEIO DE CULTURA COM 0,1 uM DE BAP.

Comprimento do explante (cm)

S Periodo de
Variaveis Itivo
cu 1,0-1,9 2,0-2,9 3,0-4,0 Média
4 sem 77,8 76,2 63,6 72,7 B
Explantes
com 8 sem 85,0 97,6 98,1 93,6 A
brotacbes ! ' ' '
(%) L.
Média 81,4 A 86,9 A 80,8 A
i 4 sem 1,7 1,8 1,9 1,8A
NUmero
médio de
brotacées/ 8 sem 2,2 2,2 3,0 25A
explante -
Média 19A 20A 25A

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou na mesma linha ndo diferem estatisticamente segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Sem = semanas.

4.3.1.2 Experimento Il

Nao houve interagdo significativa entre os fatores familia e concentragdo de
BAP para as variaveis porcentagem de explantes com brotagfes e nUmero médio de
brotagBes por explante, apds quatro e oito semanas de cultivo (ANEXOS 2 e 3).

Apoés quatro semanas de cultivo em meio WVs acrescido de 0,25; 0,5 ou
2,5 UM de BAP, os segmentos nodais da familia F27 apresentaram superioridade na
formacdo de brotacdes e no numero médio de brotacBes por explante, quando
comparada com os resultados obtidos para segmentos da familia BO5 e do pomar
comercial (Teste de Tukey, p < 0,05; TABELA 6; FIGURA 4C). A familia F27

apresentou melhores caracteristicas a campo, quanto a qualidade do fuste, do que a
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familia BO5 e provavelmente superiores as caracteristicas das sementes de
cruzamentos nao controlados vindas do pomar comercial.

Quando comparadas as trés diferentes concentracbes de BAP, ndo foram
observadas diferencas na porcentagem de formacdo de brotagcBes e no numero
médio de brota¢cfes apds quatro semanas de subcultivo (TABELA 6, ANEXO 2).

Apoés oito semanas em cultivo nas mesmas formulacdes de meio de cultura,
0s segmentos nodais apresentaram percentual de formacéo de brotagcdes em torno
de 90% para todas as familias e concentracdes de BAP testadas (TABELA 6,
ANEXO 3). A familia F27 apresentou resultado estatisticamente superior ao
observado para os explantes de pomar comercial para esta variavel (Teste de
Tukey, p < 0,05, TABELA 6). Novamente, as concentragdes de BAP néo
apresentaram desempenho diferente para a porcentagem de explantes com
brotacdes (TABELA 6).

O numero médio de brotagcdes por explante aumentou em todos o0s
tratamentos quando comparado ao obtido para quatro semanas (TABELA 6). Para
esta mesma variavel, em oito semanas, observou-se diferenca entre as
concentracdes de BAP, sendo o maior valor obtido (4,0 brotagcdes por segmento em
média) com 2,5 uM de BAP (TABELA 6). O numero médio de brotacdes por explante
ndo variou entre as familias apos oito semanas de cultivo, segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade (TABELA 6, ANEXO 3).

A porcentagem necrose se manteve baixa, com valores menores do que 9 %,

em todos os tratamentos.
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TABELA 6 — FORMACAO DE BROTACOES EM SEGMENTOS NODAIS DE DIFERENTES
FAMILIAS SELECIONADAS DE P. taeda, COM 1,0 CM DE COMPRIMENTO, APOS
QUATRO E OITO SEMANAS EM MEIO WVs ACRESCIDO DE 0,25; 0,5 OU 2,5 uM DE
BAP.

Concentracdo de BAP (uM)

Variaveis Familias -
0,25 0,5 2,5 Média
F27 97,5 95,0 100,0 975 A
Exp|antes 805 70,7 72,8 77,7 73,7 B
com
brotacGes PC 63,9 65,0 52,5 605 B
(%)
g Média 774 A 77,6 A 76,7 A
©
§ F27 2,7 2.9 2.8 2.8 A
<
Namero BO5 1,8 1,9 1,9 19 B
médio de
brotacbes/ PC 1,7 1,6 1,7 1,7 B
explante
Média 2,2 A 2,2 A 2,2 A
F27 97.6 100,0 100,0 99,2 A
Explantes B0O5 92,8 91,8 90,5 91,7 AB
com
brotacdes PC 94,4 100,0 77,8 90,7 B
(%)
§ Média 95,0 A 97,3 A 89,4 A
I
§ F27 3,0 3,4 4.6 36 A
[o0]
NUmero BO5 2,3 2,4 4,3 3,0 A
médio de
brotacdes/ PC 3,1 2,8 3,2 30 A
explante
Média 2,7 B 28 B 40 A

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou na mesma linha néo diferem estatisticamente segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade. PC = pomar comercial.

4.3.1.3 Experimento Il

N&o houve interacdo entre os fatores meio de cultura e concentracdes de
BAP para as variaveis porcentagem de explantes com brotagdes, nimero meédio de
brotacBes por explante e porcentagem de necrose, ap0s quatro semanas de cultivo
(ANEXO 4).

Durante este periodo, ndo foi observada diferenca entre as porcentagens de

explantes com brotacdes observadas nos segmentos nodais cultivados em meio de
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cultura WVs e em meio de cultura GDm (TABELA 7). Quanto a concentracdo de
BAP, foi observada porcentagem de explantes com brotacdes superior para 0s
segmentos nodais tratados com 4,0 yM desta citocinina (Teste de Tukey, p < 0,05,
TABELA 7).

As variaveis numero médio de brotacdes por explante e porcentagem de

necrose nao diferiram estatisticamente entre os tratamentos (TABELA 7, ANEXO 4).

TABELA 7 — FORMACAO DE BROTACOES EM SEGMENTOS NODAIS DAS FAMILIAS
F27, BO5 E DE POMAR COMERCIAL DE P. taeda, DE 1,0 CM DE COMPRIMENTO, APOS
QUATRO SEMANAS EM MEIO WV;s E GDm ACRESCIDOS DE 1,0; 2,0 ou 4,0 uM DE BAP.

Variaveis Meio de Concentracdo de BAP (uM)
cultura
1,0 2,0 4,0 Média
Explantes WV 79,5 82,1 87,2 829 A
com GDm 69,2 74,4 87,2 76,9 A
brotacdes
(%) .
Média 744 B 78,2 AB 87,2 A
WVs 2,1 1,9 2,0 20 A
Numero de
brotagbes/ GDm 15 1,9 2,1 18 A
explante
Média 1,8 A 19 A 20 A
WVs 7,7 2,6 51 51 A
Necrose
(%) GDm 2,6 7,7 51 51 A
Média 51 A 51 A 51 A

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou na mesma linha ndo diferem estatisticamente segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Apos oito semanas de subcultivo, foi observada interacdo entre os fatores
meio de cultura e concentracdes de BAP para a variavel numero médio de brotacdes
por explante (Teste F, p < 0,01, ANEXO 5), a qual apresentou menor valor em meio
GDm na concentracdo de 1,0 uM de BAP (TABELA 8). Para as outras variaveis, nao
foi observada interacdo (ANEXO 5).

Observou-se aumento na porcentagem de formacdo de brotagcdes com
relacdo ao periodo de quatro semanas, sendo o maior valor obtido com segmentos
nodais mantidos em meio de cultura acrescido de 4,0 uM de BAP, em comparacao

com a concentragéo de 1,0 uM de BAP (TABELA 8).
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A porcentagem de necrose nao ultrapassou 13% e foi significativamente

maior nos explantes tratados com 1,0 uM de BAP.

TABELA 8 — FORMACAO DE BROTACOES EM SEGMENTOS NODAIS DAS FAMILIAS
F27 E BO5 E DE POMAR COMERCIAL DE P. taeda, DE 1,0 CM DE COMPRIMENTO,
APOS OITO SEMANAS EM MEIO WV;s E GDm ACRESCIDOS DE 1,0; 2,0 OU 4,0 uM DE
BAP.

o Meio de Concentragéo de BAP (uM)
Variaveis It _
cultura 1,0 2,0 4,0 Média
Explantes WVs 87,2 97,4 94,9 93,2 A
com GDm 79,5 82,1 94,9 855 A
brotacdes
(%) i
Média 83,3 B 89,7 AB 949 A
WV 2,9 Aa 2,3 Aa 2,7 Aa 2,6
Numero de
brotacdes/ GDm 15 Ab 2,1 Aa 2,2 Aa 1,9
explante  \icdia 2,2 2,2 2,5
WV 10,3 2,6 51 6,0 A
Necrose GDm 12,8 7,7 51 86 A
(%)
Média 115 A 51 B 51 B

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou na mesma linha ndo diferem estatisticamente segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Para a variavel nimero médio de brotagdes por explante, letras mailsculas comparam médias
por linha e letras minGsculas comparam médias por coluna.

4.3.2 Multiplicacao a partir de brotacdes apicais

4.3.2.1 Experimento |

N&o houve interacdo entre os fatores meio de cultura e comprimento inicial do
explante para as variaveis porcentagem de explantes com brotacdes, porcentagem
de alongamento e porcentagem de necrose (ANEXO 6).

Devido & presenca da gema apical, as brotagbes apicais produzem baixas
porcentagens de formacdo de brotacbes axilares quando comparadas com
segmentos nodais. Apés oito semanas em meios WVs e GDm sem reguladores, a
porcentagem de formacéo de novas brotagdes foi bastante baixa, ndo ultrapassando
5%, sem diferenga entre os meios de cultura e entre os diferentes comprimentos de
explante (TABELA 9).
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A porcentagem de alongamento foi superior nos explantes de menor
comprimento inicial (Teste de Tukey, p < 0,05, TABELA 9), ou seja, as brotagdes
apicais inicialmente menores cresceram proporcionalmente mais do que as de
comprimento inicial maior. Para esta variavel, também foi observada diferenca
significativa quanto ao meio de cultura utilizado, sendo o melhor desempenho
observado em meio WVs (Teste de Tukey, p < 0,05, TABELA 9, FIGURAS 4D e 4E).

Apesar do maior alongamento, a porcentagem de necrose apresentou-se
significativamente maior para os explantes de tamanho inicial de 0,5 cm de
comprimento (TABELA 9).

TABELA 9 — RESPOSTAS DE BROTACOES APICAIS DA FAMILIA F27 DE P. taeda, COM
0,5; 1,0 E 2,0 CM DE COMPRIMENTO, APOS OITO SEMANAS EM MEIO DE CULTURA
WVs OU GDm DESPROVIDO DE REGULADORES VEGETAIS.

L Meio de Comprimento inicial (cm)
Variaveis cultura
0,5 1,0 2,0 Média
Explantes WV5 0,0 2,8 4,2 2,3 A
com GDm 0,0 0,0 0,0 0,0 A
brotacdes
0,
(%) Média 0,0 A 14 A 2,1 A
WVs 286,5 206,3 162,0 2183 A
Alongamento 41,0 15,0 10,8 223 B
(%)
Média 163,8 A 110,7 B 86,4 B
WV5 20,6 0,0 0,0 6,9 A
Necrose (%) GDm 16,7 1,6 0,0 6,1 A
Média 18,7 A 0,8 B 0,0 B

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou na mesma linha ndo diferem estatisticamente segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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4.3.2.2 Experimento Il

Para as varidveis analisadas neste experimento, ndo houve interacéo
significativa entre os fatores (ANEXO 7).

Apos oito semanas de cultivo em meio de cultura WVs com adigdo de BAP,
houve 53,2% de formacao de brotagcbes nos explantes com 1,0 cm de comprimento,
valor significativamente maior do que o obtido para explantes de 0,5 cm (Teste de
Tukey, p < 0,05; TABELA 10). Inversamente, a porcentagem de alongamento
apresentou valor superior para os explantes de comprimento inicial de 0,5 cm
(116,2%) em relacdo ao observado em explantes de comprimento inicial de 1,0 cm
(72,4%) (Teste de Tukey, p < 0,05; TABELA 10). Essas duas variaveis nao
apresentaram valores diferentes quando comparadas quanto as trés diferentes
concentragdes de BAP utilizadas (TABELA 10).

O numero médio de brotacbes por explante ndo diferiu para os dois
comprimentos de explante testados, no entanto, variou entre as concentracoes de
BAP: foi maior nos explantes tratados com 0,5 uM de BAP (2,4 brotacdes por
explante) do que nos tratados com 2,0 uM de BAP (1,7 brotacbes por explante)
(Teste de Tukey, p < 0,05; TABELA 10).

Os explantes de 0,5 cm apresentaram maiores percentuais de necrose do que
explantes de 1,0 cm de comprimento inicial (TABELA 10), sendo que a necrose foi
mais intensa nos explantes tratados com maiores concentragbes de BAP. Foi
observada a ocorréncia de hiperhidricidade em 5,4% dos explantes de 0,5 cm, 0 que

nao ocorreu nos explantes de 1,0 cm de comprimento.
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TABELA 10 — RESPOSTAS DE BROTACOES APICAIS DA FAMILIA F27 DE P. taeda, DE
0,5 E 1,0 CM DE COMPRIMENTO, APOS OITO SEMANAS EM MEIO DE CULTURA WV;
COMO0,5; 1,0 E 2,0 uM DE BAP.

Variaveis ComE)Cr;nn)\ento Concentracéo de BAP (uM)
0,5 1,0 2,0 Média
0,5 5,4 13,8 8,9 94 B
Explantes
com 1,0 48,5 67,7 43,4 53,2 A
brotacbes (%) _
Média 26,9 A 40,8 A 26,2 A
0,5 118,0 104,5 126,0 116,2 A
Alongamento
0 1,0 65,5 76,5 75,3 724 B
(%)
Média 91,8 A 90,5 A 100,6 A
0,5 2,7 2,0 1,4 20A
Ndamero
medio de 1,0 2,1 2,5 2,0 22 A
brotacdes/
explante Média 24 A 2,3 AB 17 B
0,5 7,1 24,8 21,4 17,8 A
Necrose (%) 1,0 4.0 0,0 39 26 B
Média 56 A 12,4 A 12,6 A

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou na mesma linha ndo diferem estatisticamente segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade
4.3.2.3 Experimento I

Foi verificada interacdo entre os fatores periodo de cultivo e concentracdo de
BAP para a variavel numero médio de brotacdes por explante (ANEXO 8). Para as
variaveis porcentagem de explantes com brotacdes e porcentagem de alongamento,
néo foi verificada interagéo significativa (ANEXO 8).

Explantes inoculados em meio de cultura WVs com 4 uM de BAP
apresentaram formacao de brotacGes significativamente superior a obtida nos
explantes em meio com 1 uM de BAP (Teste de Tukey, p < 0,05; TABELA 11,
FIGURA 4F). A porcentagem de explantes com brotacdes foi de 41,5% e 50,1%,
apoOs quatro e oito semanas de subcultivo, respectivamente, embora as respostas
nao sejam estatisticamente diferentes (TABELA 11). As brotagbes axilares obtidas

se formaram principalmente junto a base dos explantes (FIGURA 4F).
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O alongamento das brotagGes variou entre 61,5 e 69,5% (TABELA 11), sem
diferenca entre as concentracdes de BAP e com pouco acréscimo em comprimento
(2%) entre oito e quatro semanas (TABELA 11).

A varidvel numero médio de brotagBes por explante foi a Unica na qual se
verificou interacdo (1%) entre os fatores concentracdo de BAP e periodo de tempo
(TABELA 11, ANEXO 8) e os melhores resultados foram vistos em explantes em
meio de cultura com 4,0 uM de BAP apoés oito semanas. Ndo houve necrose de

explantes.

TABELA 11 - RESPOSTAS DE BROTACOES APICAIS DA FAMILIA F27 DE Pinus taeda,
DE 1,0 CM DE COMPRIMENTO, APOS QUATRO E OITO SEMANAS EM MEIO DE
CULTURA WV5 COM 1,0; 2,0 OU 4,0 uM DE BAP.

Concentracéo de BAP (uM)

Variaveis Periodo
1,0 2,0 4,0 Média
4 28,6 37,6 58,4 41,5 A
Explantes sem.
com 8 sem. 31,0 53,3 65,9 50,1 A
brotacdes
(%) Média 29,8 B 455 AB 62,2 A
4 sem. 60,0 68,3 67,3 65,2 A
Alongamento g oo, 63,0 68,3 71,7 67,7 A
(%)
Média 61,5 A 68,3 A 69,5 A
Nimero 4 sem. 1,0 Aa 1,1 Aa 1,4 Ab 1,2
médio de 8 sem. 1,0 Ba 1,2 Ba 2,3 Aa 15
brotacdes/
explante Média 1,0 1,1 1,8

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou linha ndo diferem estatisticamente segundo o Teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Para a variavel nimero médio de brotacdes por explante, letras mailsculas comparam médias por linha e
letras mindsculas comparam médias por coluna. Sem = semanas.
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4.4 ENRAIZAMENTO in vitro

4.4.1 Experimento |

Apés periodo de nove dias das brotacbes apicais em presenca de
reguladores (2,86 UM de ANA e 0,44 uM de BAP) e de duas semanas em meio de
cultura sem reguladores, foi observada a formacdo de raizes adventicias nos
tratamentos que passaram por inducdo em meio GDmM/2, WVs/2 e AA. As raizes
formadas eram de coloragcdo branca e ndo possuiam raizes secundarias (FIGURAS
5A e 5B).

Apés seis semanas em meios de cultura sem reguladores, as raizes
passaram a ter coloracdo escura e a apresentar ramificacbes secundarias
(FIGURAS 5C e 5D). Houve 35,0% de enraizamento nas brota¢des induzidas em
meio AA (TABELA 12), valor significativamente superior ao observado para
brotacbes induzidas ao enraizamento em WVs/2 e WV3y/2 (5,0 e 0,0%,
respectivamente) e estatisticamente igual ao observado em brotacdes induzidas em
GDm/2 (17,9%; TABELA 12, Teste de Tukey, p < 0,05; ANEXO 9).

O numero médio de raizes por explante foi estatisticamente igual para os
explantes induzidos em GDm/2 e AA, e superior em GDm/2 quando comparado com
WVs/2 (TABELA 12). Verificou-se também o crescimento das raizes, de 0,2 cm em
média apos duas semanas de subcultivo para cerca de 1,0 cm em média apos seis
semanas de subcultivo. O comprimento médio de raizes nao diferiu entre os
tratamentos apoés seis semanas (TABELA 12).

Em seis semanas, as brotacdes vindas de inducdo em meio de cultura WVs/2
apresentaram alongamento significativamente maior que as vindas de outros
tratamentos (WVs/2: 92,0% > GDm/2: 30,0% = WV3/2: 47,3% = AA: 14,7%; Teste de
Tukey, p < 0,05) e também foram as unicas que apresentaram formagdo de
brotagbes axilares (17,5%). Nos meios WVs e WV3 houve maior frequéncia de
formacdo de calo na base dos explantes (FIGURA 5D), bem como calos de maior

tamanho (dados ndo mostrados).
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TABELA 12 — ENRAIZAMENTO DE BROTACOES DA FAMILIA F27 DE P. taeda,
SUBMETIDAS A INDUGCAO POR NOVE DIAS EM MEIOS DE CULTURA GDm, WVs, WV,
COM CONCENTRACAO DE SAIS REDUZIDA A METADE E 20 G.L™' DE SACAROSE E
MEIO AGAR-AGUA SEM SAIS OU SACAROSE, EM PRESENGA DE 2,68 uM DE ANA E
DE 0,44 uM DE BAP, APOS SEIS SEMANAS DE SUBCULTIVO PARA MEIOS DE
CULTURA SEM REGULADORES.

Meio de inducéo Meio de Explantes Nimero médio de Comprimento médio
ao enraizamento subcultivo enraizados (%) raizes/ explante das raizes (cm)
GDm/2 GDm/2 17,9 AB 27 A 1,2 A
WVs/2 WVs/2 50 B 10 B 16 A
WV3/2 WV3/2 00 B
AA** GDm/2 35,0 A 2,3 AB 11 A

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna nédo diferem estatisticamente segundo o Teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

4.4.2 Experimento Il

N&o houve interacdo entre os fatores meio de cultura e concentracdo de
sacarose utilizados na inducdo para as variaveis porcentagem de explantes
enraizados, numero médio de raizes por explante e comprimento médio de raizes
(ANEXO 10).

Ocorreu enraizamento adventicio das brotacdes apicais apos duas semanas
em meio GDm/2 sem reguladores, em todos os tratamentos, exceto no de inducéo
em &gar-dgua com 20 g.L' de sacarose. As raizes formadas eram de cor
esbranquicada e sem ramificagcoes.

Apoés seis semanas de subcultivo em meio sem reguladores, as raizes
formadas apresentaram cor escura e presenca de ramificacdes. Os explantes
induzidos nas formulacdbes de agar-agua apresentaram porcentagens de
enraizamento de até 55,6%, contudo, sem diferenca significativa em relagdo aos
tratamentos com GDm/2 (TABELA 13, ANEXO 10).

Quanto ao numero médio de raizes, em seis semanas de subcultivo para
meio sem reguladores, os explantes enraizados tratados na inducdo em meio
GDm/2 apresentaram resultado superior ao observado para explantes tratados em
agar-agua (TABELA 13; Teste de Tukey, p < 0,05).

O comprimento médio das raizes variou entre 0,3 e 0,5 cm apos duas
semanas e entre 1,3 a 1,7 cm apoés seis semanas de subcultivo, sem diferencas
entre os tratamentos (TABELA 13).
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TABELA 13 — ENRAIZAMENTO DE BROTACOES DAS FAMILIAS F27 E B0O5 E DE
POMAR COMERCIAL DE P. taeda, SUBMETIDAS A INDUCAO POR NOVE DIAS EM MEIO
DE CULTURA GDm/2 OU AA, ACRESCIDO OU NAO DE 20 G.L™* DE SACAROSE, NA
PRESENGCA DE 2,68 uM DE ANA E DE 0,44 uM DE BAP, APOS SEIS SEMANAS DE
SUBCULTIVO PARA MEIO GDm/2 COM 20 GL™ DE SACAROSE E SEM REGULADORES.

Concentracdo de sacarose (G.L™)

Variaveis Meio de cultura
nainducéao 0,0 20,0 Média
AA 55,6 44,0 49,8 A
Explantes
) GDm/2 23,3 40,5 334 A
enraizados (%) i
Média 40,9 A 42,2 A
AA 1,7 1,4 15 B
Numero médio de
GDm/2 3,0 2,2 26 A
raizes/ explante i
Média 2,0 A 22 A
Comprimento AA 1,7 1,3 15 A
médio de raizes GDm/2 1,6 1,6 16 A
(cm) Média 1,6 A 1,4 A

* Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ou na mesma linha ndo diferem estatisticamente segundo o Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

4.5 ACLIMATIZACAO

A aclimatizacao realizada com transplantio direto para casa de vegetacdo em
substrato comercial Plantmax®, apresentou sobrevivéncia de 52,9% aos dez dias,
gueda da porcentagem de sobreviventes apds 20 e 30 dias, e sobrevivéncia nula
apos 40 dias (TABELA 14).

A aclimatizacao realizada com periodo prévio de quatro semanas em sala de
crescimento, em frascos abertos contendo Plantmax®, as porcentagens de
sobrevivéncia pouco diferiram das verificadas na primeira aclimatizacao,
distinguindo-se apenas por ter apresentado 10% de sobrevivéncia apos 40 dias
(TABELA 14).

A aclimatizacao feita com periodo prévio em sala de crescimento em frascos
vedados com plastico filme e uso de substrato vermiculita:Plantmax® (1:1), foi a que
apresentou as maiores porcentagens de sobrevivéncia, de 100% apds dez dias da
retirada do meio de cultura, e de 85% apds 40 dias da retirada do meio de cultura
(TABELA 14).

O crescimento das mudas foi ortotropico, sem a ocorréncia de ramificacdes

nas trés condi¢cdes de aclimatizacao.
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As duas primeiras aclimatizacbes, nas quais houve menor sobrevivéncia,
foram realizadas no periodo do inverno e a terceira aclimatizacdo, que possibilitou
maior sobrevivéncia (TABELA 14), ocorreu durante a primavera, quando as
temperaturas na casa de vegetacdo estavam mais elevadas, fato o qual pode ter
contribuido para os resultados obtidos.

TABELA 14: PORCENTAGEM DE SOBREVIVENCIA DE BROTACOES DE P. taeda
ENRAIZADAS in vitro, APOS DEZ, 20, 30 E 40 DIAS CONTADOS A PARTIR DA
RETIRADA DAS BROTACOES DO MEIO DE CULTURA, SOB TRES DIFERENTES
CONDICOES DE ACLIMATIZACAO.

32 Aclimatizacdo

12 Aclimatizacao 22 Aclimatizacéo .
(C.V. - 40 dias) (S.C.F.A.-28 dias + C.V.-12 dias) . A(S-ico";'i\gs-1+ogl\73-;o dias)
10 dias 52,9 56,0 100,0
20 dias 29,4 22,0 90,0
30 dias 11,8 18,0 85,0
40 dias 0,0 10,0 85,0

* C.V. = casa de vegetacao; S.C.-F.A = sala de crescimento, em frasco aberto; S.C.-F.V = sala de crescimento,
em frasco vedado.

6 DISCUSSAO

6.1 ESTABELECIMENTO DE CULTURAS ASSEPTICAS

Um dos explantes mais utilizados e responsivos em estudos de organogénese de
Pinus taeda s&o os cotilédones retirados do eixo embrionario das sementes (TANG
et al., 1998). Varios procedimentos e tratamentos de desinfestacdo foram realizados
na tentativa de isolar esse explante, no entanto, devido ao tegumento das sementes
gue é muito rigido, houve dificuldade com o manuseio e elevada ocorréncia de
contaminagao microbiana, Por isso, optou-se pela germinagcdo das sementes em
placas de Petri, mantidas em sala de crescimento e sem tratamento prévio de
desinfestacdo porque o mesmo inibiu e retardou o inicio da germinacgao.
Semelhantemente ao observado por Golle (2007) que obteve sucesso na
desinfestacdo de sementes selecionadas de P. taeda, controlando a contaminacao

fungica e bacteriana usando concentracées de 2, 3 e 4% de NaOCI, durante dez,
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cinco e trés minutos, respectivamente, resultando em apenas 6,4%, 0,8% e 1,6% de
contaminacgdo, porém, obteve baixissimas taxas de germinacdo, ndo ultrapassando
o valor de 3%.

Houve dificuldade para o estabelecimento de culturas assépticas, principalmente
com o0s explantes mais jovens de até cinco dias de germinacdo. Para os explantes
de cinco dias de germinacéo, foram realizados testes preliminares de desinfestacao
variando periodos de exposicado, concentracdes e combinacdes de desinfestantes
(dados ndo mostrados) e apenas a desinfestacdo mencionada no item 3.4.1 (H,O,
30% - 20 min, NaOCl 6% - 10 min, HgCl, 0,05% - 5 min) permitiu melhor controle
sobre a contaminacao bacteriana. Segundo Thorpe (1994), devido ao alto grau de
contaminagcdo natural encontrada em sementes, muitas vezes, utiliza-se uma
combinacdo de hipoclorito de sédio, peréxido de hidrogénio e etanol para as
gimnospermas.

A alta concentracdo de NaOCI utilizada pode ter potencialmente aumentado o
percentual de necrose nas primeiras etapas de cultivo. Grattapaglia e Machado
(1998) relataram que a relagcao existente entre o tempo de contato e a concentracao
da solucéo desinfestante com as fontes de explante é muito importante e pode variar
muito, e que ha a necessidade de regular tempo e concentragcbes de forma
adequada para que nao ocorram injarias ou morte dos tecidos ou 6rgaos que serao
cultivados.

Para os explantes de dez dias de germinacao, também houve dificuldade de
estabelecimento asséptico, embora menor do que a encontrada para os explantes
de cinco dias. O estabelecimento prévio em meio de cultura MS possibilitou grande
reducdo na contaminacdo bacteriana quando comparado com estabelecimento
direto em meio WVs (dados ndo mostrados). O uso de diferentes formulagbes de
meio de cultura para a reducdo da contaminacdo bacteriana foi relatado também por
Horgan (1993) para culturas de P. radiata. No entanto, o0 meio MS possui altas
concentragdes de nitrogénio na forma de NOs e NH," as quais s&o téxicas para
muitas espécies e consideradas inadequadas para o cultivo de Pinus (HARRY;
THORPE, 1994; TANG; OUYANG, 1999; TANG; NEWTON, 2007) e isto pode ter
influenciado os resultados para as primeiras etapas de inducéo.

O meio MS difere do meio WVs por possuir glicina, acido nicotinico e

piridoxina (ausentes em WVs), maiores concentracdes de N inorganico e Mn, e



43

menores concentragdes de Cu, B, S, Ca, P, Mg, Cl, inositol e tiamina (ANEXOS 12 e
15).

6.2 ORGANOGENESE

Tanto nos explantes obtidos de plantulas de cinco dias de germinacéo, quanto
nos obtidos de plantulas de dez dias, o aparecimento de brotac6es ocorreu no
primeiro subcultivo sem reguladores, ap6s a remoc¢cao dos meios de cultura com
altas concentracbes de BAP, semelhante ao relatado para P. taeda por Mott e
Amerson (1981), Amerson et al. (1985), Jang e Tainter (1991) e Rocha e Niella
(2002).

Os explantes de cinco dias foram mais responsivos do que os de dez dias de
germinacao na inducao de brotacbes multiplas. Os melhores resultados obtidos com
explantes de cinco dias de germinacao foram com inducéo em meio WVs, contendo
44 uM de BAP acrescida de 0,5 uM de ANA, na qual se obteve 50,0% de formacéo
de brotacbes apOs quatro semanas de subcultivo para meio de cultura WVs sem
reguladores e 4,8 brotacdes por explante apos oito semanas de subcultivo para meio
WV5 sem reguladores.

Para os explantes de dez dias de germinacdo foram obtidos resultados
semelhantes aos de cinco dias, para uma mesma combinacdo de reguladores para
inducéo de brotacdes em meio WVs, com 44 pM de BAP acrescida de 0,5 uM de
ANA. No entanto, o periodo de resposta foi mais longo, 50,1% de formacao de
brotacdes apos seis semanas de subcultivo para meio de cultura sem reguladores e
4,8 brotacdes por explante apos 18 semanas de subcultivo para meio de cultura sem
reguladores. Isto corrobora o observado por Mehra-Palta et al. (1978) para P. taeda,
de que cotilédones jovens sdo mais responsivos que outros tipos de explante, em
condi¢cbes semelhantes de cultivo. A concentracéo de 44 uM de BAP foi vista como
efetiva para a formacéao de brotacdes para a espécie por Amerson et al. (1985), Jang
e Tainter (1991) e Rocha e Niella (2002), a partir de explantes cotiledonares.

Nos explantes de cinco dias de germinacdo, houve expanséo dos cotilédones
e formacéo de brotagBes adventicias sobre os mesmos, principalmente na regiao
apical dos mesmos. Nos explantes de dez dias, foram observadas brotacdes
adventicias sobre as primeiras aciculas do epicétilo e brotacdes axilares nas gemas

da face adaxial destas aciculas e nas gemas intercotiledonares, sem formacédo de
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brotacbes ou expansdo nos cotilédones, semelhante ao observado por Zel et al.
(1988) para P. sylvestris.

O padrao observado para a formacdo das brotacdes para os dois tipos de
explante é condizente com o relatado por Aitken-Christie et al. (1985) para P.
radiata, que observaram que cotilédones jovens (um dia apdés a germinacgao)
apresentavam brotacfes adventicias em todo seu comprimento, enquanto que
cotilédones mais maduros (cinco dias ap0s a germinacdo) apresentavam apenas
crescimento, sem formacao de brotacdes. Cotilédones de idade intermediaria (dois e
trés dias apdés a germinacdo) apresentaram menor porcentagem e numero de
brotacdes adventicias do que cotilédones de um dia de idade, e estas se formaram
apenas proximas ao apice dos cotilédones. Esta mudanca, segundo Aitken-Christie
et al. (1985), se deve as mudancas anatdmicas e fisiologicas ocorridas ao longo da
maturacdo do explante, pois cotilédones mais jovens apresentavam epiderme mais
delgada e menor diferenciacédo celular e cotilédones mais maduros possuiam cera
epicuticular, paredes celulares mais espessas, maior grau de hidrolise das reservas
de lipidios e proteinas, além de um diferente balango de reguladores enddgenos.

Os explantes cultivados em meio WPM apresentaram coloracdo mais escura
e entrends mais curtos do que os cultivados em meio WVs e, visualmente, as
brotacdes obtidas em meio WVs pareceram mais vigorosas. A formulacdo do meio
de cultura influencia grandemente os resultados obtidos em cultivos in vitro
(GEORGE et al., 2008). O meio WVs é uma formulagcédo que foi balanceada para o P.
taeda (COKE, 1996a) e o meio WPM é uma formulacéo indicada para lenhosas. A
principal caracteristica do meio WPM é gue a sua concentragao ionica total é baixa,
com excecao do ion sulfato, que esta presente em uma concentracdo superior a
comumente encontrada em outras formulacfes indicadas para espécies lenhosas
(SATHYAMARAYANA; VARGHESE, 2007). O meio de cultura WVs apresenta
maiores quantidades de K, B, Mg, Cl, P, mio-inositol e N inorganico quando
comparado ao meio WPM (ANEXOS 13 e 15).

O uso de carvao ativado nos subcultivos apos inducdo com BAP e ANA
parece ter influenciado também as freqiéncias de formacdo de brotacdes, pois
resultados preliminares indicaram que o carvao ativado promoveu o alongamento de
brotacbes, porém reduziu a porcentagem de brotagbes e o numero médio de

brotacdes.
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6.3 MULTIPLICACAO DE BROTACOES EM SEGMENTOS NODAIS E
BROTACOES APICAIS

Verificou-se que segmentos nodais apresentaram maiores porcentagens de
formacado de brotagBes axilares e numero médio de brotagdes por explante do que
brotacdes apicais, semelhantemente ao observado por Oliveira (2011) em explantes
juvenis de P. taeda. Segundo Baxter et al. (1989) os segmentos decapitados
naturalmente ja possuem uma capacidade de producéo de brotacfes, uma vez que
nao sofrem o efeito da dominancia da gema apical. Brotagbes apicais podem ser
utilizadas como matrizes para a formacdo de novos segmentos nodais, ao serem
cultivadas em condicbes que propiciem seu alongamento, conforme proposto por
Baxter et al. (1989) para P. oocarpa e P. tecunumanii e por Oliveira (2011) para P.
taeda.

Ao comparar-se o desempenho de segmentos nodais de comprimentos de
1,0-1,9 cm, 2,0-2,9 cm e 3,0-4,0 cm, verificou-se que ndo houve diferenca estatistica
entre os niumeros médios de brotacdes por explante obtidos, diferentemente do visto
por Baxter et al. (1989) para P. tecunumanii e P. oocarpa, nos quais 0 comprimento
dos segmentos nodais influenciou a producéo de brotagdes axilares. O comprimento
de escolha para os segmentos nodais para 0s experimentos seguintes foi o de
1,0 cm, visando obter maior produtividade. Rocha e Niella (2002) relataram a
possibilidade do uso de segmentos nodais ainda menores para Pinus taeda, com
comprimento de 0,3 cm, com o0 numero médio de duas brotacbes axilares por
explante. Testes preliminares no presente trabalho, com segmentos de 0,5 cm, no
entanto, apresentaram elevado percentual de necrose (dados ndo mostrados) de
forma que se manteve a opcdo por segmentos de 1,0 cm. E conhecido que a
posicdo original do segmento nodal de uma brotacdo de Pinus em relacdo a
distancia do 4&pice (proximal, mediana, distal) influencia as respostas de
multiplicacdo de brotacdes axilares, sendo 0s segmentos proximais ao apice mais
produtivos que os demais (BAXTER et al., 1989; OLIVEIRA, 2011). Por este motivo,
segmentos proximais, medianos e distais foram igualmente distribuidos entre os
tratamentos de todos os experimentos de multiplicacdo, visando minimizar a

influéncia deste fator nos resultados.
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Para brotacbes apicais, o comprimento do explante influenciou no
alongamento, o qual foi proporcionalmente maior em brotacfes apicais menores, ou
seja, brotacbes de 0,5 cm apresentaram maior alongamento que as de 1,0 cm, as
guais apresentam maior alongamento que as de 2,0 cm, em meio de cultura
desprovido de BAP. Apesar de propiciar maior alongamento, as brotacdes apicais de
0,5 cm apresentaram baixa porcentagem de formacédo de brotacdes axilares, maior
necrose e presenca de hiperhidricidade em alguns explantes, quando comparadas
com brotagbes apicais de 1,0 cm em meio acrescido da citocinina BAP. A
hiperhidricidade é um sintoma de que as concentra¢des de citocinina podem estar
acima dos valores 6timos (KAUL, 1990; ZEL, 1993).

N&o ha relatos na literatura de comparacdo de comprimentos de brotacdes
apicais em cultivos de Pinus, tanto para alongamento, quanto para formacédo de
brotacbes axilares. As diferencas de alongamento podem ser devidas as
concentracfes endbégenas de auxina, as quais sdo haturalmente maiores nas
regibes meristematicas de apices e, em explantes mais curtos, 0s apices estao mais
proximos do meio de cultura e as gemas laterais sofrem influéncia da dominancia
apical (GEORGE et al., 2008).

Quanto aos meios de cultura utilizados, ndo foram verificadas diferencas
significativas quanto a formacdo e numero de brotacfes axilares em segmentos
nodais entre os meios WVs e GDm, porém a analise visual do vigor dos explantes
indicou 0 meio WVs como superior para a manutencao in vitro de brotacdes axilares
de P. taeda a longo prazo. Para brotag0es apicais, a formulagdo do meio de cultura
teve influéncia significativa no alongamento das brotacbes. Com o meio WVs,
obteve-se alongamento cinco vezes maior do que o obtido com o0 meio GDm. Sendo
assim, o meio WVs foi escolhido para os experimentos posteriores.

A formulagdo WVs possui maior concentragao de N, B, Ca, Mg, S, K, P, Mn, |,
Zn, Cl e mio-inositol do que a formulacdo GDm (ANEXOS 11 e 15). Comparando-se
as composicOes dos meios de cultura utilizados com as necessidades nutricionais de
culturas de suspensdes celulares de P. taeda (TEASDALE et al., 1986), verifica-se
gue o meio de cultura GDm possui quantidades de B e Mg inferiores ao minimo
requerido pelas culturas, o que néo ocorre para WVs (ANEXOS 11 e 15). Este fato
poderia responder, em parte, pela diferenca de desempenho das formulagcées WVs e

GDm, no que diz respeito a formacdo de parte aérea e alongamento da mesma,
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embora, deve-se ressaltar, culturas de suspensao celular possuem metabolismo
bastante diferenciado de culturas de tecidos. Relatos de que o uso de diferentes
composicdes de meio de cultura influenciam as respostas organogenéticas do
género Pinus sdo abundantes na literatura, como visto por Tang e Ouyang (1999)
para P. taeda, Tang e Newton (2007) para P. elliottii, Lambardi et al. (1993) para P.
halepensis, Garcia-Ferriz et al. (1994) para P. pinea e Zhang et al. (2006) para P.
massoniana.

Quanto a presenca ou auséncia de carvao ativado no meio de cultura, houve
maior alongamento e menor formacdo de novas brotacdes com o acréscimo de
carvao e, no meio desprovido de carvdo, houve maior formacédo de brotacdes e
menor alongamento, tanto para brotacfes apicais, quanto para segmentos nodais
(dados ndo mostrados). Respostas semelhantes foram observadas para P. caribaea,
oocarpa e tecunumanii (BAXTER et al., 1989), P. armandii (ISHII et al., 2007) e P.
pinaster (ALVAREZ et al., 2009).

Quanto a concentracdo de BAP, os melhores resultados para segmentos
nodais foram obtidos com a concentracao de 2,5 uM, apds oito semanas de cultivo,
resultando em 89% de formacgéo de brotacOes e quatro brotacdes por explante em
média. Segmentos nodais puderam ser multiplicados sem a utilizacdo de BAP,
porém o0 uso desta citocinina em concentracBes crescentes incrementou a
porcentagem de formacdo de brotacbes e o numero médio de brotacbes por
explante. Os segmentos nodais, quando cultivados em concentracbes menores que
1,0 uM de BAP apresentam formacao de brotacdes similares a da testemunha sem
reguladores (dados ndo mostrados). Resultados semelhantes foram obtidos por
Lambardi et al. (1994) e Nadwani et al. (2001) que verificaram que a adicdo de
citocinina ao meio de cultura incrementou a multiplicacéo e proliferacao de brotagbes
axilares para P. halepensis e P. kesiya, respectivamente. Baxter et al. (1989)
também verificaram que o uso de BAP em concentracdes crescentes aumentou a
multiplicacdo de brota¢cdes axilares em segmentos nodais de P. caribaea, oocarpa e
tecunumanii, porém, a partir da concentracao de 5,0 uM, os resultados comecaram a
decair. Baxter et al. (1989) notaram também que a concentracédo de 1,0 uM de BAP
n&o diferiu da testemunha. Alvarez et al. (2009) observaram que em P. pinaster o
desenvolvimento de gemas em brotacdes axilares foi possivel com subcultivos em

meio de cultura com baixas concentracbes de citocininas, intercalados com
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subcultivos em meio de cultura sem regulador; obtendo-se uma média de duas ou
trés brotacdes axilares vigorosas, semelhante ao observado no presente trabalho.

O uso de BAP foi necessario para estimular a formacéo de novas gemas em
brotagbes apicais no presente estudo. Em meio de cultura desprovido de
reguladores, a formacao de brotagcBes axilares é praticamente nula, diferentemente
do que se observou para segmentos nodais. A melhor concentracdo de BAP para a
formacédo de brotacbes axilares em brotacGes apicais foi a de 4,0 uM, na qual os
explantes apresentaram 62,2% de formacao de brotac¢des, porcentagem comparavel
ao obtido com segmentos nodais em meio sem reguladores (em torno de 70%).

Em contrapartida, a porcentagem de alongamento foi menor (60-90%) em
meio WVs com BAP do que a observada em subcultivo para meio WVs sem BAP
(em torno de 200%), condizente ao verificado por Amerson et al. (1985) para P.
taeda, Kaul (1990) para P. strobus e Zel (1993) para P. sylvestris, os quais
observaram que o aumento das concentracfes de BAP aumentava o namero de
brotacdes adventicias obtidas, porém inibia ou atrasava o crescimento posterior das
mesmas. Observou-se também no presente trabalho que concentracbes elevadas
de BAP podem ocasionar aumento da porcentagem de necrose ao longo de varios
subcultivos. Deste modo, pode-se afirmar que, de forma semelhante ao padrao
observado para o acréscimo de carvdo ao meio de cultura, para a adicdo de
citocininas as condi¢cfes que propiciam melhor alongamento sdo antagdnicas as que
favorecem a formacéo de brotagcOes axilares, o que se relaciona com a dominancia
do apice em relagdo as gemas laterais, devido a producdo de auxinas endbégenas
pelo mesmo. Amerson et al. (1985), Kaul (1990) e Zel (1993) observaram, para P.
taeda, P. strobus e P. sylvestris, respectivamente, que o uso de concentracdes
crescentes de citocinina no meio de cultura aumentou o numero de brotacdes
adventicias formadas, porém comprometeu o alongamento das mesmas.

Para a varidvel porcentagem de brotagcbes por explante foi verificada
influéncia do gendtipo. Verificou-se que a familia F27 (22 melhor no ranking da
empresa) apresentou porcentagem significativamente maior de segmentos nodais
com brotacdes (apds quatro semanas de cultivo em meio WVs com BAP) do que a
obtida para o pomar comercial, e a familia BO5 (41° lugar no ranking) apresentou
resultado numericamente intermediario. Essas respostas apresentam similaridade ao

posicionamento das familias no ranking da empresa Battistella, o qual leva em
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consideracdo caracteristicas de qualidade do fuste. Para confirmar se existem
correlagcdes sdo necessarios mais estudos, com namero maior de genaétipos, e se
tais relacdes se confirmarem € um fato positivo e desejavel, uma vez que varias das
caracteristicas de P. taeda sdo herdadas de forma ligada uma a outra, € um bom
desempenho a campo poderia nao refletir necessariamente num melhor
desempenho in vitro (SCHULTZ, 1997).

Quanto ao periodo de subcultivo, o periodo de oito semanas apresentou
resultados superiores aos obtidos para quatro semanas, para os dois tipos de
explantes utilizados na multiplicacdo. No entanto, Amerson et al. (1985) relataram
gue a exposicdo muito prolongada dos explantes a citocinina BAP pode acarretar
crescimento lento das brotacdes obtidas nos subcultivos seguintes. Thorpe e Kumar
(1993) enfatizaram que, uma vez presumida a existéncia de um periodo lag inicial,
de aquisicdo da competéncia, antes do tecido se tornar induzido pelo estimulo
especifico a seguir uma morfogénese especifica, € necessario determinar-se a exata
duracdo da aquisicdo da competéncia celular, cultivando-se explantes por varios
periodos de tempo antes de subcultiva-los para um meio de expressao morfogénica,
de forma a obter-se uma equacgdo que defina a curva de crescimento para a espécie.
Para muitas espécies ja existe a construgdo de curvas lag-log de crescimento, a
partir de dados obtidos experimentalmente (TERMIGNONI, 2005), porém, até a
presente data, ndo foram relatados trabalhos deste tipo para culturas organogénicas
de Pinus taeda, sendo necessarios mais estudos nesta area.

No presente trabalho, conseguiu-se a manutengdo de explantes vigorosos e
sem sintomas de deficiéncias nutricionais de P. taeda pelo periodo de 24 meses,
superior ao observado para a mesma espécie por Handley et al. (1994) e por Jang e
Tainter (1991), que conseguiram manter culturas por seis e dez meses,
respectivamente. A manutencao se deu por meio de subcultivos sucessivos em meio
de cultura WVs, alternando-se subcultivos com BAP com subcultivos sem
reguladores por oito semanas (sem carvao ativado) ou por doze semanas (com
0,5% de carvao ativado) (dados preliminares). O subcultivo alternado, de meio de
cultura com reguladores para a inducdo de respostas organogenéticas, para meio de
cultura desprovido de reguladores (com ou sem carvao ativado) é um procedimento
recomendado para o cultivo in vitro de coniferas (MOTT; AMERSON, 1981; WEBB et
al., 1988; ALVAREZ et al., 2009).
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6.4 INFLUENCIA GENOTIPICA

No presente trabalho verificou-se a influéncia do genoétipo nas respostas
obtidas para inducéo, tanto entre individuos de uma mesma familia quanto entre as
diferentes familias (dados preliminares, ndo mostrados), apresentando relagdo com
resultado obtido na multiplicagédo de segmentos nodais e com o ranking da empresa
Battistella, ordenado de acordo conforme a melhor qualidade de fuste. Nos primeiros
estudos feitos pela Westvasco, as familias geneticamente superiores de Pinus taeda
responderam bem ao processo de regeneracdo de cotilédones desenvolvido por
Mott e Amerson (1981) e todas as familias testadas produziram brotacdes
(HANDLEY et al., 1994), havendo evidéncia que a familia tem influéncia na
producdo de brotacOes, apesar de nao ter sido confirmado se a capacidade de
propagacdo estava ou ndo correlacionada com caracteristicas no campo como
crescimento em altura ou volume.

A variacdo genotipica também foi observada no trabalho de Handley et al.
(1994) com resultados da ordem de 30 a 96% de formacdo de brotacbes em
cotilédones cultivados (de gendétipos individuais) de uma mesma familia, bem como
variacdo de com 60 a 88% dos explantes produziram brota¢cdes, com um namero de
13 a 25 brotacdes produzidas por semente entre cinco familias de polinizacéo
aberta. Tang et al. (1998) também relataram que a constituicdo genética das
sementes de Pinus taeda tem um grande impacto nas respostas obtidas in vitro.
Tang e Guo (2001), comparando os resultados de oito genétipos de P. taeda,
verificaram que a frequéncia de inducao de brotacGes adventicias variou de 8,7 a
27,8%, mesmo utilizando material bastante juvenil, como cotilédones e hipocaétilos
de embrides zigéticos maduros. Segundo Mott et al. (1977), a capacidade de
produzir brotacdes e o numero de brota¢des produzidas é dependente do gendtipo
do explante. Jang e Tainter (1991) verificaram variacdes da ordem de 28 a 101
brotacdes por individuo apés 20 semanas de subcultivo, para duas procedéncias de
P. taeda.
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6.5 ENRAIZAMENTO in vitro E ACLIMATIZAQAO

Brotacdes obtidas em cultivo in vitro durante 12 a 24 meses, principalmente
em meio WVs, apresentaram capacidade de enraizamento. Este resultado diferiu do
obtido por Jang e Tainter (1991), que ndo observaram enraizamento em brotagdes
de P. taeda, P. echinata e P. virginiana com mais de oito meses de cultura in vitro
em meio GD (GRESSHOFF; DOY, 1972) ou Litvay (LITVAY et al., 1981).

Houve ocorréncia de enraizamento espontaneo no presente trabalho, porém
em baixissima frequiéncia, ndo ultrapassando 1%. Isso confirma o relatado por Diaz-
Sala et al. (1996) que observaram que o enraizamento adventicio de Pinus taeda é
dependente da aplicacdo de auxina exdgena.

No presente trabalho seguiu-se o proposto por Mehra-Palta et al. (1978), os
guais usaram a combinacdo de ANA e BAP para inducdo de raizes obtendo
melhores resultados do que com ANA isolado. O acréscimo de outros reguladores,
além de uma auxina, foi visto como fundamental para aumentar as taxas de
enraizamento de brotacdes micropropagadas de P. taeda (MEHRA-PALTA et al.,
1978; TANG; OUYANG, 1999).

Observou-se influéncia da formulagéo salina na inducédo ao enraizamento de
brotacdes de P. taeda. Usando-se meio de cultura WV3 (0 Unico enriquecido com L-
glutamina — ANEXO 14) ndo houve enraizamento e em meio WVs 0 enraizamento foi
baixo, sendo observado alongamento e formacdo de brotacbes axilares (néao
observados nas outras formulacdes). O meio GDm, com concentra¢des salinas mais
baixas que os meios WV3 e WVs, e mesmo a formulagdo &gar-agua, praticamente
desprovida de sais, foram as formulagdes que permitiram maior porcentagem de
enraizamento, entre 35,0 e 55,6%. Oliveira (2011) verificou que a presenca de sais
no meio de cultura ndo foi importante para a inducédo ao enraizamento adventicio de
brotacdes de P. taeda. Webb et al. (1988) obtiveram maior sucesso de enraizamento
in vitro de Pinus ponderosa utilizando meio de cultura 4gar-agua para a inducéo do
gue outras formulacbées, como foi observado no presente trabalho, para o Pinus
taeda.

Foi realizado um teste preliminar (dados nd&o mostrados) para tentar
novamente enraizar as brotagcdes nao enraizadas em meios WVs e WV3, realizando-
se subcultivo prévio de todas as brotacfes para WVs sem reguladores, seguido de

nova inducdo ao enraizamento nas formulacbes GDm/2 e agar-agua acrescidas de
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2,68 UM de ANA e 0,44 uM de BAP durante nove dias e subcultivo para meio GDm/2
com 20 g.L™* sacarose sem reguladores. Obteve-se, ap6s seis semanas, cerca de
50% de enraizamento. Isto € um indicio de que o baixo percentual de enraizamento
obtido para os meios de cultura WV3; e WV;5 foi um efeito da composi¢ao de sais
destes meios, e ndo um efeito intrinseco daquelas brotacdes especificas, ou de
reguladores utilizados em etapas anteriores.

Levando-se em conta que o meio de cultura WVs apresentou melhor
desempenho para o alongamento e niumero de brotacfes por explante do que o
meio GDm, pode-se inferir que ha indicio de que as condi¢des para desenvolvimento
de parte aérea e desenvolvimento de raizes requerem diferentes concentracdes de
sais, e que determinada formulacdo pode ter efeito inibitério sobre uma ou outra
resposta morfogenética. As maiores concentracfes de nitrogénio, inorganico e
organico, nos meios WVs e WV3 do que nos meios GDm e &gar-dgua podem
explicar os resultados obtidos, pois o nitrogénio é um nutriente que aumenta a razao
entre parte aérea e raizes, ou seja, promove uma abundancia de folhagem e sistema
radicial de tamanho minimo (SALISBURY, 1992; TINGEY et al., 1996). Oliveira
(2011) também observou que ndo h& necessidade de sais durante o periodo de
inducdo para aquisicAdo de competéncia ao enraizamento por brotacdes
multiplicadas in vitro de P. taeda, contudo fez a ressalva de que no periodo de
expressao (subcultivo sem reguladores) a presenca dos sais GDm/2 faz diferenca,
promovendo 0 enraizamento, enquanto que a auséncia de sais no mesmo periodo
reduz significativamente as porcentagens de enraizamento.

Quanto a influéncia do meio de cultura, outros trabalhos relataram resultados
similares ao obtido no presente estudo. Tang e Newton (2007), comparando o
desempenho de seis diferentes formulacées de meio de cultura, verificaram que
para o enraizamento adventicio de brotacdes de P. elliottii h& interferéncia do meio
de cultura utilizado e que as maiores frequéncias foram observadas para os meios
TE e SH. Jang e Tainter (1991) também verificaram influéncia do meio de cultura no
enraizamento adventicio de P. taeda, P. echinata e P. virginiana com o uso dos
meios GD e Litvay, inclusive com interferéncia do meio de subcultivo anterior, para
alongamento, sendo encontrado melhor resultado para o meio Litvay. O uso de
reducdo da concentracdo salina do meio basal utiizado e da concentracdo de

sacarose para 0 enraizamento é pratica frequiente em protocolos de organogénese
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de Pinus spp (ORDAS et al, 2007; TANG; NEWTON, 2007) e prepara os explantes
enraizados para melhor sobrevivéncia na aclimatizacdo (CHANDRA et al., 2010).

As porcentagens de enraizamento obtidas no presente trabalho séo similares
as obtidas por Mehra-Palta et al. (1978), que observaram 50% de enraizamento in
vitro para P. taeda. Porém, no presente trabalho, os primeiros primordios foram
vistos apos duas semanas do periodo de nove dias de indu¢do com reguladores,
enguanto que no trabalho de Mehra-Palta et al. (1978) os primeiros primérdios foram
vistos apds cinco meses de manutencdo continua em meio com reguladores.
Portanto, o presente estudo conseguiu reduzir o periodo necessario para a obtencéo
de primordios radiciais com relacdo ao trabalho de Mehra-Palta et al. (1978), com o
uso da metodologia indicada por Amerson et al. (1985) de manutencdo meio com
em reguladores por poucos dias seguida de subcultivo em meio sem reguladores. O
presente estudo também reduziu o tempo para a formacao de primérdios radiciais
quando comparado ao trabalho de Tang e Ouyang (1999), que obtiveram
enraizamento apos seis semanas em cultura.

Fatores genéticos podem ter influenciado os resultados obtidos, pois
tratamentos idénticos (com as formulacdes GDm e &gar-agua) apresentaram
porcentagens diversas de formacao de raizes. Isto foi verificado quando se observou
a porcentagem de enraizamento obtida no experimento de comparagcdo de quatro
formulacdes de meio de cultura, com explantes apenas da familia F27, (17,9% de
enraizamento para GDm e 35,0% para agar-agua) com o obtido no experimento de
comparacado dos fatores meio de cultura e concentragdo de sacarose, no qual
haviam explantes dos trés genoétipos estudados, F27, BO5 e PC: 40,5% e 55,6% de
enraizamento para o0s tratamentos equivalentes de GDm e agar-agua,
respectivamente. Isto é condizente com o trabalho de Tang e Ouyang (1999) que
observaram diferencas de enraizamento para seis familias de P. taeda, com
porcentagem de sucesso variando entre 8,7 a 46,7%, em meio TE suplementado
com &cido indolbutirico, BAP e &cido giberélico.

No presente trabalho, foi obtido o enraizamento in vitro, seguido de
aclimatizacado posterior para substrato. Apesar de autores como Rocha e Niella
(2002) indicarem o enraizamento ex vitro para P. taeda, até o presente momento a
grande maioria das tentativas bem sucedidas foram com a metodologia do

enraizamento in vitro. Mehra-Palta et al. (1978) conseguiram enraizar brotacfes de
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P. taeda ex vitro e, embora tenham obtido menor nimero de mudas sobreviventes,
as mudas produzidas ex vitro, quando enraizadas, apresentam melhor
desenvolvimento de raizes do que as mudas enraizadas in vitro-

O enraizamento ex vitro necessitaria de mais cuidados na aclimatizacdo do
gue o0 enraizamento in vitro, pois enquanto as brotaces apicais nao estiverem
enraizadas, elas estardo muito susceptiveis a desidratacéo, pela menor umidade
relativa e maior luminosidade e temperatura das condicdes de casa-de-vegetacéo do
gue brotacdes enraizadas. Chandra et al. (2010) relataram que é alta a mortalidade
observada apés a transferéncia de microbrotacdes para as condi¢des ex vitro, visto
gue plantas micropropagadas ndo possuem estdmatos funcionais, cuticula pouco
desenvolvida, anatomia e fisiologia alterados. Melhores resultados, para varias
espécies vegetais, foram obtidos quando a alteracdo de condi¢cdes ambientais foi
feita de maneira gradual, e fatores como reducédo da concentracédo de sacarose do
meio de cultura, reducdo da umidade relativa pela alteracdo da vedacéao de frascos,
exposicdo a luz natural difusa, uso de antitranspirantes e retardantes de
crescimento, uso de acido abscisico e acido ascorbico e co-cultivo com
microorganismos que a planta ird encontrar a solo, sdo exemplos de alternativas que
poderiam ser utilizadas com este objetivo (CHANDRA et al., 2010)

No presente trabalho, obteve-se maior sucesso na aclimatizacdo quanto
maior foi o controle na reducdo da umidade relativa para as mudas enraizadas. As
mudas que foram transferidas diretamente para casa-de-vegetacédo apresentaram as
maiores porcentagens de mortalidade ap6s 30 dias, restando apenas 11,8% de
mudas sobreviventes, e apos 40 dias, quando a sobrevivéncia foi 0%. A manutencao
de mudas enraizadas em substrato na sala-de-crescimento, com frascos abertos,
pouco diferiu da aclimatizacdo direta para casa-de-vegetacdo, apresentando
sobrevivéncia um pouco superior apés 30 dias (18%) e sobrevivéncia de 10% das
mudas ap6s 40 dias. Os melhores resultados foram obtidos foram obtidos com a
manutencdo por 10 dias em frascos vedados com plastico filme, que permite uma
troca gasosa maior do que as tampas de polipropileno, e retém mais umidade do
gue o frasco aberto. Plantas produzidas por este sistema tiveram uma sobrevivéncia
de 85% apos 40 dias de aclimatizagao.

Resultados semelhantes foram vistos por Ordas et al. (2007) que obteve, para

P. pinea sobrevivéncia de 98% das mudas realizando transferéncia das mudas do
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meio de cultura para “multipots” com substrato e manutencao por trés semanas em
sala de crescimento em condicbes de umidade decrescente, e por Tang e Newton
(2007) obtiveram, para P. elliottii, mais de 90% de plantas aclimatizadas
sobreviventes em casa de vegetacdo, ao realizarem um periodo prévio de
adaptacdo de uma semana em sala de crescimento, com as plantas enraizadas
mantidas em frascos contendo substrato. Tang e Ouyang (1999) também optaram
pela aclimatizacdo prévia em sala de crescimento, mantendo mudas enraizadas de
P. taeda em recipientes plasticos com substrato esterilizado durante cinco semanas
em sala de crescimento antes do transplantio a campo, obtendo sobrevivéncia
superior a 80%.

A época em que foi realizada a aclimatizacdo também pode ter sido de
grande importdncia para a sobrevivéncia das mudas: as duas primeiras
aclimatizagdes foram realizadas no inverno e a terceira foi realizada durante a

primavera, quando as temperaturas na casa-de-vegetacdo estavam mais elevadas.
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7 CONCLUSOES

Foi estabelecido um protocolo de micropropagacédo a partir de plantulas de
cinco e dez dias de germinacao para a propagacao de Pinus taeda L..

O gendtipo influenciou as respostas de germinacdo de sementes, de inducao
e de multiplicacdo de brotagdes in vitro de P. taeda.

O meio de cultura WVs foi superior para a inducdo, manutencdo e
multiplicacéo de brotacdes.

Explantes com cinco dias de germinacdo responderam melhor e mais
rapidamente a indugéo de brotacdes multiplas do que os explantes com dez dias de
germinacao.

A combinacao de 44 uM de BAP e 0,05 uM de ANA foi a mais efetiva para a
inducdo da formacéo de brotacdes adventicias e/ ou axilares.

A multiplicagdo pode ocorrer de duas formas, com brotagdes apicais que iréo
alongar e permitir o seccionamento de nds, e com segmentos nodais por meio do
desenvolvimento de brotacdes axilares.

O comprimento de 1,0 cm foi o mais adequado para a multiplicacdo de
brotacdes axilares a partir de segmentos nodais.

Para brotacbes apicais, o comprimento de 1,0 cm favoreceu a formacgao de
brotacdes axilares, e o comprimento de 0,5 cm favoreceu o alongamento permitindo
0 seccionamento de nos.

O melhor periodo de duracdo para os subcultivos foi de oito semanas, tanto
para segmentos nodais quanto para brotagfes apicais.

As condi¢Bes que propiciaram o alongamento sdo antagonicas as condi¢cdes
gue favoreceram a formacao de brotacdes axilares e/ ou adventicias.

Foi possivel manter brotacdes vigorosas durante dois anos, permitindo a
manutencg&o de um microjardim clonal in vitro.

O enraizamento in vitro ndo necessita de sais durante o periodo de nove dias
de inducdo com 2,68 uM de ANA e 0,44 uM de BAP.

O meio de cultura GDm com concentracdo de sais reduzida a metade,
desprovido de reguladores vegetais e acrescido de 20 g.L' de sacarose foi

recomendado para a expressao e desenvolvimento de raizes.
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A aclimatizacdo com abertura gradativa de tampas dos frascos em sala de
crescimento com posterior transferéncia para casa-de-vegetacdo permitiu a

sobrevivéncia de 85% das mudas enraizadas apoés 40 dias.

8 CONSIDERACOES FINAIS

Recomenda-se a realizacdo de estudos anatdbmicos para a verificacdo da
origem das brotagdes obtidas.

E necesséria a verificacdo da influéncia dos gendtipos F27, B05 e PC quanto
ao enraizamento in vitro.

S&o0 necessarios estudos com maior niumero de familias para estabelecer
relacdes entre o desenvolvimento in vitro e 0 desempenho a campo.

Sugere-se a construgcdo de curvas de crescimento para culturas
organogenéticas da espécie, por meio da avaliacdo da porcentagem de explantes
com brotacdes, porcentagem de alongamento e incremento da massa fresca e/ ou
seca, em intervalos de tempo regulares, em um gradiente de condi¢cdes que
influenciam o crescimento (como a auséncia ou presenca de reguladores vegetais,
bem como sua concentragdo em meio de cultura, e a presen¢a ou ndo de carvao
ativado) ao longo de varios subcultivos sucessivos, a fim de estabelecer com
precisdo o0 periodo necessario para a promocao de uma determinada resposta

desejada que ndo comprometa as respostas em subcultivos posteriores.
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FIGURA 1: PREPARO DOS EXPLANTES

FIGURA 1A: Sementes de P. taeda, da familia selecionada F27, apds cinco dias de
germinacao. FIGURA 1B: Plantula de P. taeda apés cinco dias de germinacao com
radicula e megagametofito removidos com o uso de bisturi. FIGURA 1C: Explante
obtido de plantula de P. taeda com cinco dias de germinacao recém inoculado em
meio de cultura WPM acrescido de 44 uM de BAP e 0,5 uM de ANA. FIGURA 1D:
Plantula de P. taeda com dez dias de germinacdo, apos remoc¢ao da radicula e dos
apices dos cotilédones, para a obtencdo de explante de comprimento total de
3,0 cm. FIGURA 1E: Explantes obtidos de plantulas de P. taeda com dez dias de
germinacdo apdés uma semana em meio de cultura MS sem reguladores vegetais;
FIGURA 1F: Explantes obtidos de plantulas de P. taeda com dez dias de
germinacao apos subcultivo para meio WVs acrescido de 44 uM de BAP e 0,05 uM
de ANA.
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FIGURA 2: INPUQAO DE BROTACOES MULTIPLAS — EXPLANTES OBTIDOS A
PARTIR DE PLANTULAS DE CINCO DIAS DE GERMINACAO

FIGURA 2A: Brotacdes adventicias e/ou axilares sobre cotilédone de explante de plantula
de P. taeda de cinco dias de germinacéo, apds quatro semanas em meio de cultura WVs
sem reguladores vegetais. FIGURA 2B: Brotacfes adventicias sobre apice de cotilédone
de explante de cinco dias de germinagdo ap0s quatro semanas do segundo subcultivo
consecutivo em meio de cultura WVs sem reguladores vegetais. FIGURA 2C: Brotacfes
adventicias e/ou axilares sobre cotilédone de explante de plantula de P. taeda de cinco
dias de germinacdo, apos quatro semanas em meio de cultura WPM sem reguladores
vegetais. FIGURA 2D: Brota¢gOes alongadas em explante de P. taeda de cinco dias de
germinacao apoés quatro semanas do segundo subcultivo consecutivo em meio de cultura
WPM sem reguladores.
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FIGURA 3: INDLAJQAO DE BROTACOES MULTIPLAS — EXPLANTES OBTIDOS A
PARTIR DE PLANTULAS DE DEZ DIAS DE GERMINACAO

FIGURA 3A: Explante obtido de plantula de dez dias de germinacdo de P. taeda, apods
seis semanas em meio de cultura WVs sem reguladores vegetais e com 0,5% de carvao
ativado, sem formacédo de brotacdes multiplas. FIGURA 3B: Brotacdes axilares em
explante obtido de plantula de dez dias de germinacdo de P. taeda, ap0s seis semanas
em meio de cultura WVs sem reguladores vegetais e com 0,5% de carvao ativado.
FIGURA 3C: Primérdios de brotacdes adventicias sobre acicula de explante de dez dias
de germinacado de P. taeda, ap0s seis semanas em meio de cultura WVs sem reguladores
vegetais e com 0,5% de carvao ativado. FIGURA 3D: Brotagdes multiplas em explante
obtido de plantula de dez dias de germinacéo de P. taeda, apds seis semanas do primeiro
subcultivo para meio WVs sem reguladores vegetais e sem carvao. FIGURA 3E:
Brotacdes multiplas individualizadas, obtidos a partir de explante de plantula de dez dias
de germinacdo de P. taeda, apds seis semanas do primeiro subcultivo para meio WVs
sem reguladores vegetais e sem carvao.
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FIGURA 4: MULTIPLICACAO A PARTIR DE GEMAS AXILARES

FIGURA 4A: Brotagbes axilares em segmento nodal de 2,0 a 2,9 cm, apds quatro
semanas em meio de cultura WVs acrescido de 0,1 uM de BAP e ap0s oito semanas de
subcultivo em meio WVs sem reguladores vegetais. FIGURA 4B: Brotacdes axilares em
segmento nodal de 3,0 a 4,0 cm, apds quatro semanas em meio de cultura WVs acrescido
de 0,1 uM de BAP e apds oito semanas de subcultivo em meio WVs sem reguladores
vegetais. FIGURA 4C: Brota¢cOes axilares em segmento nodal de 1,0 cm de comprimento,
em explante da familia F27, apds quatro semanas em meio WVs acrescido de 2,5 uM de
BAP. FIGURA 4D: Alongamento de brotacdo apical de Pinus taeda, de comprimento
inicial de 1,0 cm, apds oito semanas em meio GDm sem reguladores. FIGURA 4E:
Alongamento de brotacéo apical de Pinus taeda, de comprimento inicial de 1,0 cm, apos
oito semanas em meio WVs sem reguladores. FIGURA 4F: Brotagbes axilares em
brotacdo apical de Pinus taeda, de comprimento inicial de 1,0 cm, apds oito semanas em
meio WVs acrescido de 4,0 uM de BAP.
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FIGURA 5: ENRAIZAMENTO

FIGURA 5A: Raiz adventicia em vista lateral, ap6s duas semanas em meio de cultura
GDm com concentracdo de sais reduzida a metade, 20 g.L™? de sacarose e sem
reguladores vegetais, induzida ao enraizamento durante nove dias em &gar-agua sem
sacarose acrescido de 2,68 uM de ANA e 0,44 uM de BAP. FIGURA 5B: Primérdios
radiciais e raiz adventicia vistos de baixo, formados apdés duas semanas em meio de
cultura GDm com concentracdo de sais reduzida & metade, 20 g.L™ de sacarose e sem
reguladores vegetais, induzida ao enraizamento durante nove dias em &gar-agua sem
sacarose acrescido de 2,68 uM de ANA e 0,44 uM de BAP. FIGURA 5C: Escurecimento
de raizes e formacgéo de raizes secundarias em brotacdo enraizada, apds seis semanas
em meio de cultura GDm com concentracdo de sais reduzida & metade, 20 g.L™” de
sacarose e sem reguladores vegetais, com inducdo ao enraizamento ocorrida em meio de
cultura GDm com reducéo da concentracéo de sais & metade, 20 g.L™ de sacarose e 2,68
MM de ANA e 0,44 uM de BAP, durante nove dias. FIGURA 5D: Presenca de calo,
escurecimento de raizes e formacao de raizes secundarias em brotacdo enraizada, apos
seis semanas em meio de cultura WVs com concentracdo de sais reduzida a metade, 20
g.L™" de sacarose e sem reguladores vegetais, com inducdo ao enraizamento ocorrida em
meio de cultura WVs com reducdo da concentracdo de sais a metade, 20 g.L* de
sacarose e 2,68 uM de ANA e 0,44 uM de BAP, durante nove dias.
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FIGURA 6: ESQUEMA ILUSTRANDO AS ETAPAS PARA A REALIZACAO DE
PROTOCOLO DE MICROPROPAGACAO DE Pinus taeda
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ANEXO 1 - Multiplicagdo de Segmentos Nodais - Experimento | - Quadrados médios das
variaveis porcentagem de explantes com brotagbes e numero médio de brotacdes por
explante para segmentos nodais de Pinus taeda, da familia F27, de 1,0 a 4,0 cm de
comprimento, apds quatro e oito semanas de subcultivo.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacado GL Explantes c/ Numero médio de
brotacdes (%) brotacbes/explante
Comprimento do explante 2 67,2 ns 45x 10" ns
Periodo de subcultivo 1 1995,2 ** 24 *
Comprimento X periodo 2 282,7 ns 2,2x10% ns
Erro experimental 12 91,9 3,2x10%
CV (%) 11,5 26,3
Qui-quadrado 5 54 7,7
a — Bartlett (%) 36,9 17,3

Transformacéo
ns = probabilidade F nao significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variacao.

ANEXO 2 - Multiplicacdo de Segmentos Nodais - Experimento Il — Quadrados médios das
variaveis porcentagem de explantes com brotagdes e nimero médio de brotagcées por
explante para segmentos nodais de Pinus taeda de 1,0 cm, das familia F27 e BO5, e pomar
comercial, sob concentracdes de 0,25; 0,5; 2,5 uM de BAP, apbés quatro semanas de
subcultivo.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variagéo GL Explantes Numero médio de
c/ brotacdes (%) brotacdes/explante
Familia 2 4815,7 ** 4,1 **
BAP 2 28,7 ns 4,9 x 107 ns
Familia x BAP 4 109,3 ns 2,2x10% ns
Erro experimental 27 138,9 1,4 x10*
CV (%) 15,5 17,5
Qui-quadrado 8 12,7 3,9
a — Bartlett (%) 12,3 86,0
Transformacao

ns = probabilidade F nao significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variacao.
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ANEXO 3 - Multiplicacdo de Segmentos Nodais - Experimento || — Quadrados médios das
variaveis porcentagem de explantes com brota¢des, porcentagem de necrose e numero
médio de brotacdes por explante para segmentos nodais de Pinus taeda de 1,0 cm, das

familia F27 e BO5, e pomar comercial, sob concentragdes de 0,25; 0,5; 2,5 uM de BAP, apods
oito semanas de subcultivo.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacéo GL Explantes c/ Numero médio de
brotacdes (%) brotacdes/explante
Familia 2 193,0 * 1,2 ns
BAP 2 147,2 ns 4,3 **
Familia x BAP 4 131,9 ns 0,8 ns
Erro experimental 18 46,3 3,8x10%
CV (%) 7,3 19,7
Qui-quadrado 8 14,8 14,9
a — Bartlett (%) 6,3 6,1

Transformacgéo

ns = probabilidade F n&o significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variagéo.

ANEXO 4 - Multiplicacdo de Segmentos Nodais - Experimento |l — Quadrados médios das
variaveis porcentagem de explantes com brotacdes, porcentagem de necrose e numero
médio de brotacdes por explante para segmentos nodais de Pinus taeda, das familias F27,
B0O5 e do pomar comercial, com 1,0 cm de comprimento, em meios de cultura WVs e GDm
acrescidos de 1,0; 2,0; 4,0 uM de BAP apés quatro semanas de subcultivo.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacdo GL Explantes c/ Necrose (%) Numero médio de
brotactes (%) brotactes/explante
Meio de cultura 1 0,4x107° * 0,1x 107 ns 1,4 x 101 **
BAP 2 0,6 x 102 ** 0,1x10°2 ns 7,1x1072 *
Meio x BAP 2 0,1x107? ns 39,5 ns 2,1x107? ns
Erro experimental 12 7,1x10* 52,6 1,4 x 107
CV (%) 1,4 141.,4 19,7
Qui-quadrado 5 6,9 43 5,3
a — Bartlett (%) 22,6 50,2 38,6
Transformacao log(x+10)

ns = probabilidade F nao significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variacao.
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ANEXO 5 - Multiplicacdo de Segmentos Nodais - Experimento |l — Quadrados médios das
variaveis porcentagem de explantes com brotacdes, porcentagem de necrose e numero
médio de brotag¢des por explante para segmentos nodais de Pinus taeda, das familias F27,
B0O5 e do pomar comercial, com 1,0 cm de comprimento, em meios de cultura WVs e GDm
acrescidos de 1,0; 2,0; 4,0 uM de BAP apds oito semanas de subcultivo.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variagédo GL Explantes c/ Necrose (%) Numero médio de
brotacdes (%) brotacbes/explante
Meio de cultura 1 266,3 * 29,6 ns 0,1 x 1072 **
BAP 2 200,6 * 82,2 ns 0,7x10* ns
Meio x BAP 2 88,8 ns 9,9 ns 0,3x10° **
Erro experimental 12 49,3 55,9 4,9x10°
CV (%) 102,9 7,9 0,5
Qui-quadrado 5 45 3,6 9,3
a — Bartlett (96) 48,4 60,4 9,7
Transformacao [log(x+10)]2

ns = probabilidade F n&o significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variagéo.

ANEXO 6 - Multiplicacdo de Brotacdes Apicais - Experimento | — Quadrados médios das
variaveis porcentagem de explantes com brotagbes, porcentagem de necrose e
porcentagem de alongamento para brotacfes apicais de Pinus taeda, da familia F27, com
comprimento de 0,5; 1,0 e 2,0 cm, em meios de cultura WVs e GDm, apds oito semanas de
subcultivo.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacéo GL Explantes c/

brotacoes (%) Necrose (%) Alongamento (%)
Comprimento 2 1,1x10% ns 7,6 x10° 1,9 x 107 **
Meio de cultura 1 0,3x107% ns 0,1x107° 4,6 **
Comprimento x meio 2 0,9 x 1072 ns 1,2 x10% ns 1,4 x102 ns
Erro experimental 18 0,1 0,8 x 102 0,1x10%
CV (%) 32,8 8,3 5,1
Qui-quadrado 5 9,9 9,2 7,2
a — Bartlett (%) 7,8 10,1 20,9
Transformacao log(x+10) [log(x+10)]2 log(x+10)

** interacdo dos fatores ao nivel de 1% de probabilidade; ns = interagao entre os fatores nao significativa; CV =
coeficiente de variagao.
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ANEXO 7 - Multiplicacdo de Brota¢des Apicais- Experimento Il — Quadrados médios das
variaveis porcentagem de explantes com brotagbes, nimero médio de brotacdes por
explante, porcentagem de alongamento e porcentagem de necrose.para brotacbes apicais
de Pinus taeda, da familia F27, com comprimentos de 0,5 e 1,0 cm, em meio WV5 acrescido
de 0,5; 1,0 ou 2,0 uM de BAP, apds oito semanas de subcultivo.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacéo GL Explantes ¢/ Nimero médio de  Alongamento Necrose (%)
brotacdes (%) brotacdes/ explante (%)
Comprimento 1 11531,7 ** 2,3x107 ns 11484,4 ** 1,2x 107 **
BAP 2 540,3 ns 1,2 * 243,8 ns 0,5x10% ns
Comprimento x BAP 2 189,1 ns 7,7 x10" ns 373,6 ns 2,5x 107 ns
Erro experimental 18 2454 2,8 x10" 610,5 0,1x10"
CV (%) 50,1 24,9 26,2 9,0
Qui-quadrado 5 7.9 7,1 3,7 14
a — Bartlett (%) 16,2 21,4 58,6 92,0
Transformac&o [log(x+10)]**

ns = probabilidade F nao significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variacao.

ANEXO 8 - Multiplicagdo de BrotagBes Apicais- Experimento Ill — Quadrados médios das
varidveis porcentagem de explantes com brotacdes, niumero médio de brotacdes por
explante e porcentagem de alongamento para brotac6es apicais de Pinus taeda, da familia
F27, apds quatro e oito semanas em meio de cultura WV;s acrescido de 1,0; 2,0 e 4,0 uM de
BAP.

QUADRADOS MEDIOS

Fonte de variacao GL Explantes c/ NUumero médio  Alongamento
brotacdes (%)  brots/ explante (%)
Periodo de subcultivo 1 328,9 ns 1,8 x 1074 ** 9,4 ns
Concentracdes de BAP 2 1577,1 ** 4,1 x 10 ** 99,6 ns
BAP X periodo 2 68,4 ns 1,3 x 10 ** 229 ns
Erro experimental 12 187,5 1,6 x 10° 165,1
CV% 29,9 0,4 19,5
Qui-quadrado 5 2,1 8,9 0,9
a — Bartlett (%) 82,9 11,4 96,9
Transformacéo [log(x + 10)]*?

ns = probabilidade F nao significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variacao.
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ANEXO 9 — Enraizamento — Experimento | — Quadrados médios das variaveis porcentagem
de enraizamento, nimero médio de raizes por explante e comprimento médio de raizes,
apos seis semanas de cultivo em meios WVs/2, WV3/2 e GDm/2 sem reguladores.
QUADRADOS MEDIOS
Enraizamento Numero médio de  Comprimento médio

Fonte de variagdo  GL (%) raizes/ explantes de raizes
Meio de cultura 3 0,3 ns 0,6 x 102 ns 0,3 ns
Erro experimental 12 0,4 x 10" 0,1 x 1072 0,8
CV (%) 16,2 3,4 70,3
Qui-quadrado 0,7 0,2 1,6
a — Bartlett (%) 88,0 88,2 43,8
Transformacao log (x + 10) log (x + 10)
*Observacao GL 2 e 9 GL 2 N 9
3 medias 3 médias

ns = probabilidade F nao significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variacao.

ANEXO 10 - Enraizamento — Experimento Il — Quadrados médios das varidveis
porcentagem de enraizamento, nUmero médio de raizes por explante e comprimento médio
de raizes, apés seis semanas de cultivo em meio GDm/2 sem reguladores.

QUADRADOS MEDIOS

Numero médio  Comprimento

Fatores GL Enralz;mento de raizes/ médio de
(%) explantes raizes
Meio de cultura 1 805,2 ns 3,56 ** 53x 102 ns
Concentracdo de sacarose 1 5,1 ns 1,5x 10" ns 1,1x10" ns
Meio x sacarose 1 500,0 ns 8,9x 10! ns 1,3x10? ns
Erro experimental 8 753,7 2,3x10" 1,9x 10"
CV% 66,1 22,9 28,5
Qui-quadrado 3 19 7,1 3,1
a% (Bartlett) 58,8 6,9 38,3

Transformacgéo

ns = probabilidade F nao significativa;* = probabilidade F significativa a 5%; ** = probabilidade F significativa a
1%; CV = coeficiente de variacao.
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ANEXO 11 — FORMULACAO SALINA E VITAMINAS DO MEIO GDm (GD
MODIFICADO SEGUNDO MEHRA-PALTA et al., 1978)

Micronutrientes mg.L™
CoCl,.6H,0 0,25
CuS04.5H,0 0,25
FeNaEDTA 36,7
H3BO3 3,0

Kl 0,75
MnSO4.H20 10,0
Na,Mo00O4.2H,0 0,25
ZnSO4.7H20 3,0
Macronutrientes

CaCl,.2H,0 150,0
KCI 300,0
KNO3 1000,0
MgSO,.7H,0 250,0
NaH,PO4.H,O 90,0
NazHPO4 30,0
(NH,).2S0, 200,0
Vitaminas

mio-inositol 10,0
acido nicotinico 0,1
piridoxina 0,1
tiamina 1,0

ANEXO 12 — FORMULAGCAO SALINA E VITAMINAS DO MEIO MS (MURASHIGE;

SKOOG, 1962)

Micronutrientes mg.L"
CoCl,.6H,0 0,025
CuS0,4.5H,0 0,025
FeNaEDTA 36,7
H3BO3 6,2

Kl 0,83
MnSQO,4.H,O 16,9
Na,Mo00,4.2H,0 0,25
ZnS04.7H,O 8,6
Macronutrientes

CaCl, 332,0
KH,PO,4 170,0
KNO3 1900,0
MgSOq, 180,5
NH; NO; 1650,0
Vitaminas

mio-inositol 100,0
acido nicotinico 0,5
glicina 2,0
piridoxina 0,5
tiamina 0,1
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ANEXO 13 — FORMULACAO SALINA E VITAMINAS DO MEIO WPM (LLOYD;

McCOWN, 1980)

Micronutrientes mg.L"
CuS0,4.5H,0 0,25
FeNaEDTA 36,7
H3BO3 6,2
MnSO,.H,O 22,3
Na,Mo00,4.2H,0 0,25
ZnS04.7H,O 8,6
Macronutrientes

CaC|2 72,5
Ca(NOs3), 386,8
KH,PO,4 170,0
K>SOy, 990,0
MgSOq, 180,5
NH4 NO3 400,0
Vitaminas

mio-inositol 100,0
acido nicotinico 0,5
glicina 2,0
piridoxina 0,5
tiamina 1,0

ANEXO 14 — FORMULACAO SALINA E VITAMINAS DO MEIO WV; (COKE, 1996b)

Micronutrientes mg.L?
CoCl,.6H,0 0,025
CuS04.5H,0 0,25
FeNaEDTA 36,7
H3BOs3 31,0
Kl 0,83
MnSO4.H,0 15,16
Na,Mo00,4.2H,0 0,25
ZnSO4.7H20 876
Macronutrientes

CaCl, 4529
KCI 656,9
KH,PO, 270,0
KNO; 910,1
MgSO, 903,8
Vitaminas e outros compostos

mio-inositol 1000,0
L-glutamina 2290,0
tiamina 0,4
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ANEXO 15 — FORMULACAO SALINA E VITAMINAS DO MEIO WVs (COKE, 1996a)

Micronutrientes mg.L™
CoCl,.6H,0 0,025
CuS04.5H,0 0,25
FeNaEDTA 36,7
H3BO3 31,0

Kl 0,83
MnSQO4.H,0 15,16
Na,Mo00O4.2H,0 0,25
ZnSO4.7H20 816
Macronutrientes

CaCl, 452.9
KCI 718,7
KH,PO4 270,0
KNO3 1084,1
MgSO, 903,8
NH4; NO3 700,0
Vitaminas

mio-inositol 1000,0

tiamina 0,4




