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RESUMO

WENDLING, Iva, D.S, Univesdade Feded de Vicosa, fevereiro de 2002
Re uvenescimento de clones de Eucalyptus grandis por miniestaquia seriada e
micropropagacdo. Orientador: Aloiso Xavier. Consdheros Wagner  Campos
Otoni e Haroldo Nogueira de Pava

O prente estudo objetivou avdiar a influncia dos subcultivos de miniestagquia
seriada no rguvenexcimento de quatro clones de Eucalyptus grandis quanto: a) a
cgpacidade de producdo, vigor e sobrevivéncia das minicgpas, bem como quatto a
sobrevivéncia, evazameto e vigor das miniestacas b) a dficiénca do
rguvenecimento pela minietaguia Seriada em rdacdo a micropropagecdo; €) ao efeto
da gplicacdo de diferentes dosagens do regulador de crescimento AIB (0, 500, 1.500 e
3000 mg L7 no enrazamento de miniestacas oriundas de diferentes subcultivos de
minietaquia siaday, e d) a exigénda de indicadores bioguimicos do potencid
rizogénico de miniestecas de diferentes subcultivos de miniestaquia serieda Para 0s
jadins minidonas foran utlizadas minicepas resultantes do enraizamento  sucessvo
das miniestacas obtides pda miniestaguia, sendo 0 jardim microcdlond condituido de
microcepas oriundas de mudas rguvenescides mediante 10 subcultivos in vitro. Para o
enraizamento, as mini e microestacas permaneceram 25 dias em casa de vegetagéo e,
para adimatacdo, 10 dias em casa de sombra A avdiacéo find das mudas foi redizada
aos 50 dias de idade a pleno 0. De modo gerd, a sobrevivéncia das mini e microcepas
fol superior a 96% gpds stte coletas, tendo a producdo de miniestacas variado de 51 a
6,3 miniestacas por minicgpa por coleta e 0 vigor das minicepas goresentado tendéncia
de diminuicdo com o0 maor nimero de subcultivos Em gerd, observouse efeto
ggnificativo podtivo da minietaguia saiada sobre a obrevivéncia, a dtura e o
didmetro de colo das mudas, bem como sobre o vigor radicular em dones com menor
gau de juvenilidade Quatto a compaacdo da miniestaquia seriada com  a
micropropagecdo, foram observedos resultados semehantes, indicando o potencid da
miniestaquia Seiada como méodo de rguvenescimento dos clones de Eucalyptus
grandis edudados. A aplicacdo de AIB né resultou em aumento no enrazamento e
sobrevivéncia das miniestacas, bem como no vigor gard das mudas originaias destas,
sendo para dgumes carecteridicas e clones observada influéncia negaiva das dosagens
adma de 500 mg L™ A aividade totd da enzima peroxidase tendeu a diminuir com o
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aumento dos subcultivos de miniestaquia Seriada para s dones de menor enraizamento,
néo tendo havido nenhum efato naqudes de maor enraizamento. Quanto a0 teor de
fendis totais, ndo se obsarvou tendéncia de variacdo em rdacéo aos clones e subcultivos
estudados.



ABSTRACT

WENDLING, Iva, D.S, Univesdade Federd de Vigosa, February of 2002
Eucalyptus grandis clone rguvenation by serial  minicutting and
micropropagation. Adviser: Aloiso Xavier. Committee members Wagner Campos
Otoni and Haroldo Noguera de Paiva

The objective of this sudy was to evduae the influence of subcultures from seid
minicutting technique on the rguvenation of four Eucalyptus grandis dones in reaion
to. @ production capacity, vigor and survivd of the minigumps a wdl as survivd,
rooting and vigor of the minicuts b) the dfidency of rguvenation by serid minicutting
technique in reation to micropropagation; c) the application effect of growth regulator
IBA in different dosages (0, 500, 1,500 and 3,000 mg L™) on the rooting of minicuts
originated from different subcultures of serid minicutting technique and d) the
exigence of biochemicd indicators for the rhizogenic potentid in minicuts from
different subcultures of seid  minicutting  technigue.  For  minidond  gardens,
minigumps were used which had been brought forth by successve rooting of minicuts
obtaned by minicutting technique, so tha the microdond gaden condded in
microsumps  origingted from microcutting rguvenated by 10 subcultures in vitro. For
rooting, the mink and microcutting were kept in a greenhouse for 25 days and for
acdimdtization in a shade house during 10 days The find evauaion of the minicuts
was caried out when the plants were 50 days old, under full sunshine. In generd, the
survivd of the mink and microsumps was above 96% after seven harvests. The minicut
production varied from 51 to 6.3 per minisump per havet and the vigor of the
minigumps presented a gnking tendency when the number of subcultures was
increased.  Generdly, a dgnificant pogdtive effect of serid minicutting technique on
aurviva, heght and root collar diameter as wel as on the radicd vigor in dones with
lower juvenility degrees was observed. In réation to the compaison of seid
minicutting technique with micropropagetion, dmilar results were obsarved, thus
suggedting the potential of serid minicutting technique as a rguvenation method for the
sudied clones in Eucalyptus grandis The gpplication of IBA did not result in increases
for rooting or survivd of the minicuts nor in the generd vigor of the minicuts they
brought forth. For some characteristics and clones, negative influence of dosages above



50 mg LT was observed. The tota activity of the peroxidese enzyme tended to
diminish with the increese of subcultures from serid minicutting technique for the
clones with lower rooting, and produced no effect a al on those with higher rooting. In
relaion to the content of totd phenols, no variation tendency was observed in rddion to
the studied clones and subcultures.
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1. INTRODUCAO

A dlvicultura dond tem como ponto de patida a sdecdo de gendtipos
upeiores paa  poderiormente, proceder-2 4 sua propagecdo  dond  mesd.
Bascado nessas condatagtes e vido que 0 processo de sHecdo desses gendtipos
ocorre bascamente na fae adulta, 0 enraizamento de propagulos vegeaivos e a
formacZo de mudas com dto vigor de plantas condituem um grande desfio.

Assm, a maiuracdo do maerid vegetd, decorrente da transcéo da fase juvenil
para a adulta, tem recebido aencdo especid em plantas lenhosas devido as dteragbes
morfoldgicas, bioquimicas e fisoldgices que determinam a regposta dos propagulos
vegetativos as condigdes do ambiente de propagecéo e, poderiormente, ab ambiente de
crescimento dos povoamentos floretais No entanto, essas dteragbes nas plantas, em
virtude da trandcdo do estado juvenil para 0 adulto, sfo vaiéves entre as diferentes
epécies e mesmo paa uma mesma epécie as informagfes s contraditdrias
(HACKETT, 1987a).

Na dassficacdo de um maeid quanto a0 seu gradiente de juvenilidade

e ou, mauwidade toma- necessxio 0 edabdecimento de  marcadores
morfolégicos  bioguimicos e fidoldgicos coffiaveds que possam  prever  a
obtencdo de um nivd de juenlidede auficente para e inidar a propagacéo
dond com didénda

Diversos auttores tentaram relacionar caracterisicas morfoldgicas, biogquimicas e
fidologicas como macadores do esado de mauridade e ou, juvenilidede de
determinada célula, 6rgéo ou tecido da planta (CLAIR & d., 1985, HACKETT, 1987a;
HUANG e d., 1990; GREENWOOD, 1992; HACKETT e MURRAY, 1993).

Entre as caracteristicas morfologicas, podem ser citados o habito de crescimento,

a anaomia foliar e callinr e o cexcimento em didmaro e dtura, entre outros, as
caeacterigticas  fisologicas, como a dividade fotossntéticaa, a cgpacidede de
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erazanento e a competéncia reprodutiva, entre outros; e as caracteridicas
bioquimicas, como os teores de eileno, ABA, auxines, ditocinines, giberdinas, co-
fatores de enraizamento, certas enzimas, clorofila e antocianing, entre outros. Porém, oS
resultedos obtidos sfo muito escassos, redritos principdmente a dgumas espécies de
dimatemperado e, ou, egpécies de dimatropicad em condigles temperadas.

A compreensio dos mecanismos relacionados a maturagdo € fundamentd para a
efetiva manipulacio das fases de desenvolvimento (HUANG & d., 1990), e segundo
GREENWOOD (1992), a sua regulagdo em plantas € um processo a@nda ndo ducidado,
principdmente em egpécies lenhosas, em que hd caéncia de informagdo destritiva a
ese respeito.

O rguvenextimento pode ser condderado uma forma de reverter as plantas do
esdado meduro para o juvenil. Segundo GONGCALVES (1982), exigem vé&ios méodos
paa manter ou reverter a juvenilidade das plantas. tratamento térmico, tratamento com
raos X, aplicagdo de &ido giberdico, propagacdo vegeativa seriada, poda dradtica ou
poda de gemas gpicas, neodiferenciagd0 de gemaes, gpomixia e meoe paa cdulas
Entre os mas uilizados, podemse citar a propagacdo vegetativa seriada (HACKETT,
1987b; ELDRIDGE e 4. 1994) e a podas sucessvas (HACKETT, 1987b;
ELDRIDGE &t d., 1994).

Dentre esses métodos, O rguvenecimento por propagacdo vegetativa seriada
condsge em microprqoagar, enxertar ou estagquear, Sucessivamente, propagulos adultos
até que se obtenha seu rguvenescimento (ELDRIDGE et d., 1994).

V&ios autores citaram que as caracteridticas relacionadas a maturagdo podem ser
modificadas por meio da micropropagecéo sriada (GONCALVES, 1982, HACKETT,
1987b; BONGA e VON ADERKAS, 1992; GEORGE, 1993). Para Eucalyptus spp., a
literatura tem modrado que o potencid de enraizamento dos propégulos de &vores
maduras aumenta com 0s Sucessvos  subcultivos in vitro  (CHAPERON, 1987,
HACKETT, 1987b; XAVIER e COMERIO, 1997).

A enxertia sucessva de brotegbes adultas em portaenxertos juvenis € um
méodo de rguvenescimento caro, demanda muito tempo (ELDRIDGE & d., 1994) e
goresenta problemas  de  incompatibilidade (KIM et d., 1993), porém tem grandes
gplicagtes na area florestd, principa mente em espécies do género Pinus.

O ddto da edaguia seriada sobre o rguvenescimento em Eucalyptus spp.,
reultando em possivels efdtos postivos sobre 0 enraizamento, foi  citado por
ELDRIDGE et d. (1994) e em dguns trabahos desenvolvidos nessa linha, por CLAIR
et d. (1985 com Picea abies entretanto, ainda ha caréncia de informagBes consstentes
em reacdo a eses agpectos. Dentro dessa mesma filosofia de trabaho, a miniestaquia
seriada podera vir a ser um méodo dternaivo promissor no rguvenescimento de clones
de Eucalyptus, em vida de s uma técnica nova, ja embutida nos programas de
propagecdo clond massd na maoria das empresas florestas bradleiras, bem como pea
rgpidez no enraizamento e formagdo das mudas. Aliado a isso, a baixa necessdade de
recursos financeros e edruturas para implementacdo de um  programa de
rguvenescimento pea minieaquia seriada torna-a uma ferramenta de grande interesse
paratas objetivos.

Em detrimento dessas colocagbes e em razéo do aud conhecimento
disponivel em reacdo aos agpectos inerentes a0 gradiente de juvenilidade e ou,
mauridade, diado ao recente desenvolvimento da técnica de miniestaquia, tornam-se
imprescindivel's estudos nessa linha do conhecimento.

Assm, com base em quaro cones de Eucalyptus grandis, o presente estudo
objetivou avdiar:
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1

2

3)

4)

A influbncia dos subcultivos de miniesaguia sriada na capacidade de
producdo, vigor e sobrevivéncdia das minicepas, bem como na
sdorevivéncia, enraizamento e vigor das minietacas.

A €ficdénda do rguvenecimento pea miniestequia Seriada em rdacdo a
mi cropropagacao.

O €fdto do reguador de crecimento &cido indolbutiico (AIB) no
evazamento de minietacas oriundas de diferentes subcultivos
de miniestaquia seriada.

A exigéncia de indicadores bioguimicos (atividede totd de peroxidese e
teor de fendis totas) do potencid rizogénico de miniestacas
rejuvenescidas pela miniestaguia seriada
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2.REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propagacdo vegetativa de Eucalyptus

A propagecéo vegetdiva de Eucalyptus no Brasl passou por  indmeras

trandformacles, tendo iniciado com a implementacdo da técnica de estaguia, em escda
comercid, em meados da década de 70 (IKEMORI, 1975).
Devido as dificuldades encontradas na propagecio vegediva de dgumas espécies e
clones principdmente no que envolve materid adulto e vaiagdo entre gendtipos
(ASSIS, 1997), a técnica de micropropagecdo surgiu com grande potencididade na
década de 80 (BONGA e VON ADERKAS, 1992). Entredato, o uso da
micropropagacdo ha producdo comercid de mudas de Eucalyptus anda néo s
judtificou técnica e economicamente, sendo mas recomendada com  vidas a
rguvenesimento de maeriad adulto, vissndo & microestaguia (XAVIER e COMERIO,
1996).

O fao de a microestaquia depender de laboratdrio de cultura de tecidos para
promover 0 reguvenexcimento dos dones sdecionedos limitou a implementagddo  desta
técnica na maoria das empresss floretais Assm, nos Udltimos anos, a minietaguia
tornou-s2 uma técnica araente na conagem do Eucalyptus, em que a maoria das
médias e grandes empresas florestais brasileiras ja aimplantou em nivel comercid.

A dtendiva da minietaguia em aubdituicdo a microestaquia pode  ser
consderada uma boa edratégia, uma vez que ndo necessita de edruturas de laboratérios
de cultura de tecidos, reduzindo, portanto, o cuso na producdo das mudas (XAVIER e
WENDLING, 1998). Contudo, segundo €sseS mesmos autores, torna-Se necessario
avdia qud a mehor edtratégia de propagacéo a ser adotada, pois cada técnica apresenta
vantagens e desvantegens, e, paa 0 caso de clones de fé&cl propagacéo vegetativa,
procedimentos mas smples e de menor custo, como a minietaguia podem ser
suficientes para atender aoprocesso de producdo massal de mudas de Eucalyptus.
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2.2. Juvenilidade e matur acdo em plantas

O ddo de vida de muitas plantas se rdaciona as fases juvenil e adulta, nas quas
as caacteridicas anabmicas, fisologicas e hioguimicas sfo diferentes. Apls a
geminacdo da semente, a planta inicda uma fase de crescimento vegetativo muito
vigoroso, durante a qua a iniciagdo flord e a floragdo néo podem ser induzidas, mesmo
gue as condigdes externas sgam favoravels (SALISBURY e ROSS, 1978).

As mudangas ocorridas em razéo da troca de fase com 0 desenvolvimento da
planta variam de espécie para espécie, e as maiores dteragdes precedem a maturacéo,
resultando em formas trangcionas (HACKETT e MURRAY, 1993). Segundo edtes
autores, as caracterigticas reladonadas & maturacdo sf0 eddvels e reversves, porém
néo gpresentam 0 mesmo grau de facilidade na reversio, e fecilidade de reversto
para determinada caracterigtica varia em decorréncia do nivel de juvenilidade.

Em dgumas exgpécies, egpecidmente nas lenhosss ha um  gradiente de
juvenilidede em dirego a base da &vore (ZOBEL e TALBERT, 1984; ELDRIDGE et
d., 199), sndo de vaidvd entre expécies (HACKETT, 1987a), 0 que promove
aumento da mauracd em razdo da maor proximidade com o meidema apica
(GREENWOOD e HUTCHISON, 1993). A mador juvenilidade da regido basd des
plantas se deve a0 fao de que os merigemas mas proximos da base formaramse em
épocas mas proximas a germinagdo que o das regides terminas (HARTMANN & 4d.,
1997).

Edudos tém evidenciado que agumes carecterigticas, como a filotaxia, a forma e
retencdo das folhas, a presenca de espinhos e a pigmentagéo, que estdo associadas com a
juvenilidade, B0 mantides nas porgbes basdis de plantas adultas de muitas espécies
(HACKETT, 1987a). Smilamente, brotacOes laterais mais disantes do ramo ou caule
centrd goresentam  menores graus de juvenilidade do que agudes mas proximos
(HUANG e 4d., 1990). Tas rexultados tém Sdo usados como evidéncias para dar
suporte a hipdtese de que a naturacdo tem bases ceulares HARTMANN e d., 1997),
sendo 0 edado de mauragdo fungdo de divisdes cdulares cumulativas (GREENWOOD
eHUTCHISON, 1993).

Véias 0 as caracteridicas que sofrem modificagbes com a troca de fase
durante 0 desenvolvimento das plantas. Essas modificagdes reaiadas em literatura So,
em sua maoria, somente citagbes, sem o devido e necessio rigor cientifico nas suas
avdiaches. Desse modo, nos tépicos subseqlientes sdo descritas as principais ateragtes
decorrentes datransi¢do de fase, com base em resultados de pesguisas cientificas.

2.2.1. Habito evigor de crescimento

O ceximento plagiotrpico referese a Stuacd em que dgumas plantas

propagadas vegetativamente assumem um crescimento desviado da vertical  (ortotropia)
e continuam seu crescimento de forma smilar a uma ramificagdo laerd (crescimento
plagiotrépico) (ZOBEL e TALBERT,1984).
Segundo dados experimentais de GREENWOOD e HUTCHISON (1993) e PARKER &
d. (1998), avores originadas por enxetia ou enrazamento de edtacas de propédgulos
juvenisde Tsugar canadensise Pinus taeda tendem a exibir maior nimero de brotagtes
por unidede de &ea, bem como maor tendéncia a0 crescimento ortotrOpico, em
comparacao com aquelas de propagul os maduros.

Em araucéria e café, mudas produzidas por enraizamento de estacas coletadas de
brotacbes laterais continuam tendo crescimento plagiotrOpico, enquanto  estecas



coletadas de brotagdes da parte apical se desenvolvem normamente (HARTMANN et
d., 1997), sendo a mesma resposta encontrada em Platanus occidentalis (LAND et d.,
1995).

Para espécies do género Eucalyptus, ndo foram encontrados estudos referentes
aos detos de gradientes de mauridade dos propdgulos utilizados na  propagacéo.
Porém, em niveis de vivero e campo, podemse observar plantas com caracteristicas
gue lembram o crescimento plagiotropico.

2.2.2. Crescimento em didmetro ealtura

A redugéo na capacidade de crescimento em didmetro e dtura com 0 aumento da
maiuracdo pode ser facilmente demondrada peo evazamento de estacas ou pela
enxertia de propagulos de diferentes idades. Mudas provenientes de enxertos e estacas
juvenis N0 somente produzem maor crecimento do caule, como também maor
guantidade de folhas e biomassa (GREENWOOD e HUTCHISON, 1993). Uma vez que
a cgpacidade de enraizamento decresce com 0 aumento da maturagdo, menores taxas de
cexcimento em dtura e didmetro das mudas podem ser funggo de um menor vigor do
sgema radicular em propdgulos mas maduros (GREENWOOD e HUTCHISON,
1993).

O edaio juvenil posshilita 0 maor crecimento vegetdivo da plata e a
producdo de grande &ea foliar, como também a producéo de fotoassmilados a serem,
poderiormente, utilizados no desenvolvimento dos frutos e do dSgema radicular,
facilitando a absor¢éo de égua e ions do solo (BOLIANI, 1986).

Alguns autores tém sudentado que o reduzido crescimento em didmetro e dtura
em avores mas velhas € devido a0 aumento da complexidade e tamanho da avore, isto
€ a idade e ndo a mauragdo (HACKETT, 1987a Zimmermann et d., 1985, dtados por
GREENWOOD e HUTCHISON, 1993). Mas, segundo GREENWOOD e
HUTCHISON (1993), o fao de enxetos de mesmo tamanho inicid, de &vores com
diferentes idades, gpresentarem taxas de crescimento diferenciadas indica que o
decréximo do potencid de crecimento € também relacionado as caracterigticas de
maturacdo. A mesma conclusio pode ser extraida de pesquisa redizada por PARKER e
d. (1998), que, avdiando mudes origin&ias de enxeatia em plantes de Pinus dliottii,
gp0s 6 anos no campo, encontraram  crecimentos em  dtura e didmetro
sgnificativamente superiores em mudas resultantes de enxertos com idade de 6 a 9 anos
(juvenis), em comparacdo com aguel as de enxertos com idades acima de 40 anos.

2.2.3. Alteragdes bioquimicas

De forma ged, pode-se dirma que edudos cientificos rdacionando
caracterigticas bioquimicas de plantas juvenis e maduras B0 escasos. Iss0 pode ser
decorréncia da maor dificuldade de redizacdo desses edudos quanto a adgumes
caracteridicas, por exemplo rdagfes hormonds intenas, devido & necessdade de
equipamentos sofisticados e onerosos, muitas vezes inacessivels aos pesquisadores, a
Néo Ser em paises ricos.

BAUER e d. (1999), trabdhando com Persoonia virgata (arbusto audtrdiano),
encontraram maiores nivels de compostos desconhecidos durante o verdo em gendtipos
de maor enrazamento, em comparagdo com agudes de menor envraizamento ou em
outras épocas do ano. Citaram, anda, que compostos podem ser promotores de
enraizamento, com O decrétimo de seus nivels enddgenos na primavera, quando o



erazamento também diminu. Em Castanea sativa, VAZQUEZ e GESTO (1982)
encontraram maiores teores de substéncias promotoras de enraizamento enddgenas (ndo
identificadas) em propagulos juvenis.

GARCIA & d. (2000) avaliaram possives diferencas na composicéo protéica de
varios Orgaos juvenis e adultos de plantas de odliveira Olea europeae). Concluiram que
a composicio protéica de Orgdos adultos e juvenis de uma mesma planta ou de plantas
diferentes foi quditaivamente Smilar, porém peo menos um grupo de polipeptidens de
29 kDa foi mais fortemente expresso em tecidos adultos Relagbes smilares também
foram obtidas em véarios cultivares de diferentes origens genéticas.

Além das variagbes advindas de tecidos juvenis, em comparacdo com as dos
adultos citadas anteriormente, outras tém dSdo reaadas, como: concentracdo de
proteinas sollveis em tecidos (ALI e WESTWOOD, 1968), concentracdo de DNA em
folhas (Ali e Westwood, citados por HUANG et d., 1990), teor de poliaminas (REY et
d., 199) e teor de dordfila e de attocdanina nas folhas (GREENWOOD, 1992
HACKETT e MURRAY, 1993).

2.2.4. Capacidade de enraizamento evigor radicular

Uma das mas condgdentes expressdes da maturacdo em plantas lenhosas tem
sido a transicdo @ dta para a baixa capacidade de enraizamento de estacas caulinares e
foliares (HACKETT, 1987 ELDRIDGE & d., 1994). Paa dgumas espécies lenhosas,
edacas de mudas juvenis, provenientes de sementes, enraizam facilmente, enquanto
outras provenientes de platas mas vdhas o0 fazem egporadicamente, ou
definitivamente ndo enraizam (ZOBEL e TALBERT, 1984).

Edtudos em plantas de Tsugar heterophylla tém indicado que o potencid de
evrazamento de propégulos coletedos de diferentes dturas da &voremdriz traz
evidéncias da exigéncia de um gradiente de mauracdo, com o0 grau de maturacéo
aumentando a medida que = goroxima do pice da plata (GREENWOOD e
HUTCHISON, 1993).

Propagulos coletados do 4pice e dos ramos lateras de plantas gerdmente
goresentam potencid de enraizamento menor do que agueles coletados de regides mas
proximas & base da &vore (HACKETT, 1987a), embora ocorram grandes variagbes em
termos de espécies. Para Eucalyptus grandis, por exemplo, trabahos tém evidenciado
Que edacas cotiledonares tém dto potencid de enraizamento, enquanto estacas
coletadas acima do 15’ nd apresentam baixo enraizamento ou  definitivamente néo
enraizam (HACKETT, 19878). Para Eucalyptus viminalis e Eucalyptus pauciflora,
Paton, citado por HACKETT (1987), citou que o dto potencid de enrazamento €
perdido completamente apds 0 4° né. Ja em Eucalyptus camaldulensis esse mesmo
autor obteve 40-50% de enraizamento em estacas do 100° né e em Eucalyptus deglupta,
100% de enraizamento de estacas coletadas acima do 100° no.

Além do aumento dos percentuas de enraizamento em propagulos mais juvenis,
a mehor qudidade e a maor rgpidez de formagdo do Sdema radicular também tém

Sdo ctadas (GOMES, 1987), denotadas pdo aumento no vigor radicular (nUmero e
comprimento deraizes) (SCHNECK, 1996).

2.3. Rguvenestimento de plantas

Na multiplicacido de plantas adultes, tem dSdo necessxio explorar a maor
cgpacidade de propagecdo de materid juvenil, sga pea utilizacdo de propagulos de
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pates juvenis da planta, sga pda promocdo do rguvenescimento de pates da planta
adulta (ASSIS, 1986; HACKETT, 19874).

As caacteridticas relacionadas & maturacdo ndo necessariamente sdo dteradas da
mesma forma, fadlidade e intenddade quando se promove O rguvenescimento
(HACKETT e MURRAY, 1993). Assm, mudancas em uma caacteidica néo
necessariamente S0 requeridas para ocorrerem em outras, 0 que levaria a crer que todas
elas ndo edariam controladas por um Unico mecanismo. As caracterigticas relacionadas
a0 edado de maturacdo sfo edavels porém reversives e a posshilidade de s
manipula cada uma ddas independentemente torna-se mMuito  drdiva em termos
préticos paraa areaflorestd (GREENWOOD, 1992; HACKETT e MURRAY, 1993).

Dese modo, ndo € surpresa que dgumas caracteridicas rdlacionadas a
maiuracdo sgam mas fadlmente rguvenestidas que outras, que a sua fadlidade de
rguvenescimento possa modifica com o0 passar do tempo ou que um traamento ou
intenddade de tratamento paticular ou durecdb possa influenciar uma ou Véias
caacteridicas, porém néo todas, 0 que leva a crer que O rguvenescimento ocorre em
termos relativos e néo absolutos (HACKETT e MURRAY, 1993).

Entre os méodos de rguvenescimento de plantas mais utilizados, podem-se citar
amicropropagacdo seriada, a enxertia seriada, a estaquia Seriada e as podas drédticas.

2.3.1. Rg uvenescimento por micr opr opagacao seriada

Egtudos indican que as caacteridicas relacionadas a mauracdo podem ser
modificadas por meio da cultura in vitro seriada (GONCALVES, 1982, HACKETT,
1987b; BONGA e VON ADERKAS, 1992, HACKETT e MURRAY, 1993). Paa
Eucalyptus op., a literatura tem mostrado que o potencid de enraizamento e vigor dos
propagulos de &avores maduras aumenta com 0S SucessSvos subcultivos in vitro
(CHAPERON, 1987; HACKETT, 1987a; XAVIER e COMERIO, 1997). Para Sequoia
sampervirens, HUANG & d. (1990) conduiran que os subcultivos in  vitro
incrementam o vigor e a habilidade de enrazamento, embora ndo tenham ddo
observadas diferencas muito acentuadas.

Segundo FRANCLET et d. (1987), a técnica da micropropagacéo € eficiente no
rguvenescimento de propdgulos maduros, embora muitas egpécies arbdreas madures
ndo possam ser micropropagadas em escada comercid, provavemente em razéo da fdta
de otimizagdo das condigdes de cultura in vitro e do nimero insuficiente de subcultivos
adotados. Em experimento conduzido com explantes de Sequoia sempervirens coletados
de &vores com 50 e 500 anos de idade, esses mesmos autores chegaram a conclusio de
gue o princpd faor de rguvenescimento pea micropropagecdo foi o tempo de
exposcdo dos explantes a BAP (benzilaminopuring). Assm, menores periodos entre um
subcultivo e outro aumentaram 0 rguvenescimento, principadmente, dos propagulos das
arvores de 500 anos.

Uma aplicacdo direta do rguvenescimento pela micropropagacéo seriada na area
florestd é a microestaquia, a qua é baseada N0 mé&ximo agprovatamento da juvenilidade
dos tecidos vegeas, cujos desenvolvimento e gplicacd em Eucalyptus tiveram como
origem ostrabahos redizados por ASSIS et d. (1992).

TITON (2001), avdiando a sobrevivéncia na ssida da cesa de vegetagéo,
enraizamento na sdida da casa de sombra e sobrevivéncia des mudas aos 50 dies,
observou, em clones de Eucalyptus, resultados superiores na microestaquia em relacéo a
minietaquia Essa diferenca foi mais pronunciada em clones com maor dificuldade de
enraizamento, indicando, nesses cas, possivel efeito de rguvenescimento dos clones
com 0 usD da microedagquia Paa 0 mesmo expeimento, as mudss oriundas da
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microestaquia gpresentaram dtura e didmetro de colo aos 50 dias e peso de maéria seca
de raiz aps 28 dias iguas ou superiores aos da miniestaquia, reforcando a suposicio de
maior grau de juvenilidade das microestacas em detrimento das miniestacas.

2.3.2. Rguvenestimento por enxertia seriada

Neste méodo, propagulos maduros sfo enxertados em pates juvenis de um
porta-enxerto, promovendo maor habilidade paa o evazamento das edacas
provenientes desses brotos (MENZIES, 1992; KAO e HUANG, 1993).

Vé&ios resultados indicam que esse tipo de tratamento causa indugdo as
caracterigicas  juvenis de propagulos maduros (HACKETT, 1987a; HUANG et 4.,
1990; KIM et d., 1993). O grau de reuvenecimento obtido depende do nUmero de
reenxetiss do enxeto no portaenxerto juvenil, bem como do género envalvido
(HUANG ¢ d., 1990). Reaultados experimentais tém gpontado que duas (KIM et 4d.,
1993), quaro (HUANG et d., 1990; KAO e HUANG, 1993, ASSIS, 1996) ou de quétro
a s (ELDRIDGE et d., 1994) reenxertias sdo suficientes para rguvenescer 0 materid
até o ponto de enraizar facilmente, tendo-se variaghes em termos de espécies.

Para HUANG ¢ d. (1990), a enxetia siada € 0 mas consstente méodo de
rguvenescimento de plantas ou partes maduras destas e também o mais utilizado. Esses
autores confirmaram a efetividade da enxertia seriada in vitro no rguvenescimento de
Sequoia e Citrus.

Sggundo ELDRIDGE & d. (1994), a enxetia seiada € um méodo de
rguvenescimento  caro, que demanda muito tempo e segindo KIM e d. (1993),
goresenta problemas de incompatibilidede.

O rguvenetimento in vitro pode s obtido mas rapidamente em comparagéo
CcOm O in Vvivo, uma vez que menores porgdes de brotos e porta-enxertos mas jovens S0
empregados (HUANG et d., 1990). Para a enxertia de Citrus, esses mesmos autores
ctaram a utilizacdo de pices callinares com cerca de 0,3 cm de comprimento e mudas
com duas semanas de idade como porta-enxerto.

O fao de ewxetar propagulos maeduros de uma planta em plantas juvenis,
promover 0 rguvenescimento, evidencia a trandocagdo de substéncias da parte juvenil
(porta-enxerto) para a pate adulta (enxerto), induzindo um es&dio mas juvenil nesta
Ultima  Porém, HACKETT (1987b), go0s extendva revisio de trabahos sobre o
assunto, concluiu que o potencid de enrazamento (que audmente anda € a maor
expressio  de maturidade ou  juvenilidade) de tecddos juvenis e adultos é uma
caacterigica das cdules do dtio de inidacdo radicular, nd sendo, portanto,
relacionado a trand ocacdo de promotores ou inibidores

2.3.3. Rguvenestimento por estaquia seriada

O efeito da confecgdo de estacas de brotagbes das estacas enraizadas sobre o
rguvenescimento em Eucalyptus p., resultando em efdtos podtivos sobre o
enraizamento, foi ctado por ELDRIDGE & d. (1994), embora anda hga poucos
relatos nesse sentido.

Para Picea abies CLAIR et d. (1985), estudando o efeito de cinco geragdes de
edagquia seriada, ndo encontraram resultado  Sgnificativo dessa técnica no  crescimento

em didmetro e dtura das mudas resultantes, 0 que pode ser aribuido ao grande intervalo
entre os subcultivos (em torno de cinco anos).



Segundo VON ADERKAS e BONGA (2000), a edaguia Seriada promove 0
rguvenescimento de plantas em razéo do edtresse induzido pelos cortes de tecidos, dém
do ndo-suprimento de hormonios e nutrientes para os propagulos, em virtude da
inexigéncia de raizes nafase inicid de enraizamento.

O rguvenecimento pela minietagquia seriada pode vir a ser uma dternaiva
eficiente para clones de Eucalyptus, principdmente em viga de sua fédl implementacéo
e custos envolvidos.

2.3.4. Rgjuvenescimento por podas drégticas

A redizagdo do corte raso de avores adultas para induzir o crescimento de
brotagbes juvenis e a manutenggo da juvenilidade por podas sucessvas visa aumentar a
producdo de propagulos e manter a juvenilidede destes (HACKETT, 19878). Esse
sdema tem Sdo usado com sucesso na producdo de estacas de Eucalyptus, no Bradl
(CAMPINHOS JR. e IKEMORI, 1980), sendo a base paa a propagacéo clond
comercid (HACKETT, 19873).

Ganer e Haicher, dtados por HACKETT (1987a), bassados em trabahos com
clones de macieira, condderaram que ocorre um revigoramento fisologico e ndo um
rguvenescimento por meio das podas drégicas, uma vez que raros de um ano de idade
em jadim cdond podem florescer mesmo com um dto potencid de enraizamento.
Porém, outres caracteridicas condderadas de plantas adultas, como filotaxia, menor
vigor vegetaivo e outros, S0 revertidas, denotando que o materid realmente sofreu
agum tipo de rguvenescimento, diado ao revigoramento.

2.3.5. Outraspréticas der g uvenescimento

Um méodo naturd de promover o rguvenescimento de partes maduras de

plantas é a propagacdo sexuada, o qua, segundo HACKETT (1987b), € o nais eficiente
em termaos de rgjuvenescimento.
Além das citadas anteriormente, exisem vaias outras préicas ou méodos para reverter
ou manter a juvenilidede das plantas tratamento térmico (frio ou cdor), tratamento com
raos X, neodiferenciacéo de gemas e agpomixia (GONCALVES, 1982), inducéo de
ramos adventicios em porgdes de raizes, utilizacdo do crescimento juvenil originado dos
eferoblastos (HARTMANN & d. 1997) e baixa luminosdade (HACKETT, 1987h).
Esses métodos, porém, tém sido menos estudados e relatados.

2.4. Indicador es bioguimicos do potencial rizogénico dos propéagulos

Dentro da aea de producdo de mudas, tém sSdo desenvolvidas dgumas técnicas
desinedas a propagecdo vegediva de plantas porém 0 seu sucesso  depende
bescamente do potencial rizogénico dos propdgulos (HARTMANN et d., 1997). Em
vitude disso, os aangos no conhecimento e identificacdo dos processos que
acompanham e controlam a rizogénese sGo0 de vitd importéncia, uma vez que poderiam
levar & identificacBo de compodos que posshilitem a sdec@o precoce de materid gpto
paraenrazar.

Exigem indmeros composos que podem edar envolvidos na regulagdo do
potencid rizogénico de propagulos, entre 0S quas s encontram as peroxidases, oS
compogtos fendlicos, os carboidratos e as relagbes hormonais internas.



24.1. Peroxidases

Peroxidases sfo enzimas presentes em todas as plantas verdes, adguns fungos e
bectérias aerdbicas (SIEGEL, 1993), em que sfo requeides paa cadisyr o Ultimo
pasn enzimdico na hiossintese de ligning, catdbolismo de horménios, defesa e
oxidagéo fendlica (CHRISTENSEN et d., 1998). Estudos citoquimicos tém evidenciado
gQue as peroxidases participam, direa e indiretamente, de diversos eventos fisologicos,
induindo a dorméncia, a toleréncia a0 frio, a gaminacdo, a resséncia ap parasitismo
(GASPAR et d. 1982) e a hiossintese do dileno (GASPAR & d., 1982, ZANOL,
1996).

Alta aividade de peroxidases tem Sdo relacionada com 0 aumento do percentud
de formacdo de raizes, evidendando a aividade de peroxidase como um marcador da
hebilidede de formegdo de raizes (DRUART e d. 1982, OERTLI, 1987). Porém,
segundo THOMPSON et d. (1987), a peroxidase goresenta um padrédo gerd de aumento
da atividade com o incremento da senescéncia dos 0rgéos e tecidos.

Exigem poucos estudos em rdacdo a aividade de peroxidases e a juvenilidade
ou mauridede de um tecido ou planta, porém, uma vez que plantas juvenis teriam maior
adaptecip &s presstes do ambiente, poderia imaginar-se que essas plantas apresentariam
maor atividade de peroxidases. Para Sequoia sempervirens, HUANG et d. (1996)
obtiveram rguvenescimento de materid adulto apds cinco enxertias Seriadas, 0 que
estava associado com a diminuicdo do contelido de isoenzimas da peroxidase.

2.4.2. Compostos fendlicos

Vé&ios esudos tém sdo redizados com a findidade de buscar possiveis relagtes
entre  compodos fendlicos e o potencid rizogénico dos propagulos.  Inicidmente,
resatavase 0 efeito inibitorio dos fendis sobre a formagdo de raizes (KEFELI e
KADYROV, 1971), porém HAISSIG (1974) rdaou que a formecio de primordios
radiculares necessta de conjugados AIlA-fendis, sntetizados com a paticipacédo de
enzimas, como peroxidases e polifenol oxideses. Segundo DEBERGH e READ (1991),
um grupo especid de compogtos fendlicos € protetor das auxines por a@uar como
antioxidantes, inibindo a oxidacéo do AlA.

Outros trabdhos tém indicado que em gerd, monofendis e m-difendis
edimulan a oxidacdo do AlA, enquanto o-difendis, p-difendis e polifendis inibem
reacd (LEE e d., 1982), bem como a ndorelagdo do teor de fendis totas sobre o
nimero de raizes em plantas de Castanea sativa (bom enraizamento) e Salix viminalis
(baixo enraizamento), encontrado por GESTO & d. (1977), e sobre a corrdacdo
postiva entre o enraizamento e o teor de fendis orto-dihidroxi e totais em espécies do
género Prunus (RANA e CHADHA, 1989).

A utilizagdo do teor de fendis totas no monitoramento da rizogénee eta
relacionada com a paticipacédo do AIA e de outros compodos importantes para 0
enrazamento, como o teor de lignina (DRUART & d., 1982, SEGEL, 1993). Além
diso, segundo esses mesmos autores, 0 teor de fendis totals possui rdlacdo inversa com
aperoxidase.

Tem ddo observado também gque fendis do tipo flavondide poderiam participar
na regulacdo do transporte polar das auxinas (Jacobs e Rubery, citados por TAIZ e
ZEIGER, 1991), o que poderia levar a acumulacéo de AIA na base dos propagulos. Para
mecieira, ZANOL e d. (1998) obtiveram maor percentud de enrazamento e uma



acderacd na emergéncia de raizes com a adicdo do composto fendlico floroglucinol ao
meio de cultura in vitro, dém do impedimento da formagéo de cdo.

Exigem poucos edudos em rdacdo a0 teor de fendis e a juvenilidade ou
maturidede de um tecido ou planta VIERLING et d. (1992), trabdhando com Prunus
domestica, encontraram maior teor de fendis em folhas juvenis quando comparadas com
folhas adultas, sendo 0 mesmo comportamento verificado em gemas de Castanea sativa
x Castanea crenata (MATO et d., 1994).

24.3. Carboidratosenitrogénio total

O teor de caboidraos dos propégulos vegeativos tem Sdo condderado como
um fator importante N0 sSUcessD do enraizamento por muitos pesquisadores, embora
ainda hgja controvérsias acerca dessa constatacao.

A iniciacdo radicular requer energia, portanto dtos niveis de carboidratos nas
edacas tém ddo relacionados como importantes para obtencdo de sucesso e maor
veocidade no enrazamento (GOMES, 1987, CHALFUN, 1989, HARTMANN & 4d.,
1997).

Paa OKORO e GRACE (1976), o teor de carboidratos néo explicou a maor
cgpecidade de enraizamento de estacas de Populus euramericana (com dta capacidade
de enraizamento) em relacdo a estacas de Populus tremula (com baixa capacidade de
enraizamento) e IM a exigéncia de raizes pré-formadas naguda e ndo nesta, dém de
um trangporte mais efetivo dos carboidratos para a regido basd da estaca, onde ocorre o
evazamento. O mesmo comportamento foi observedo por WELANDER (1995) em
propagul os de Betula pubescens.

Para MODAK et d. (1990), a imersio das edacas e, ou, 0 pincdamento destas
com olugio de secarose 01 e 1% resultaram em maiores indices de enraizamento em
Adhatoda vasica, e ssgundo RANA e CHADHA (1989), o percentud de enraizamento
de plantas do género Prunus fo postivamente corrdacionado com o teor totd de
carboidratos

Exigem evidéncias de que edacas provenientes de plantas bem nutridas, porém
com teores de nitrogénio (N) menores do que de plantas bem supridas deste nutriente,
enraizan com maor fadlidade (FACHINELLO, 1986; MENZIES, 1992). Segundo
HARTMANN et d. (1997), gardmente 0 enraizamento é negativamente correlacionado
com o teor de N, 0 que pode sr confirmado pelos resultados obtidos por RANA e
CHADHA (1989). Nessa Stuacdo, o maor indice de enraizamento foi aribuido a0
maor acimulo de caboidratos ou a reducdo dos niveis de citocinines na estaca
(FACHINELLO, 1986). Alta rdacdo C/N é um indice que tem se corrdacionado
positivamente com o percentud de enraizamento.

Em estudos de nutricdo redlizados em Juniperus virginiana, as concentragoes
internas de amido e sxaose dos propagulos na época de sua excisso foram
sgnificativamente corrdlacionadas com o percentud de enrazamento e comprimento
das raizes (HENRY e d. 1992). Nesses mesmos etudos, embora a fertilizagdo das
plantas doadoras de propagulos com N afetasse 0 enraizamento, ndo foi encontrada
corrdacéo sgnificativa entre os nivels internos de N nas folhas e o enraizamento.

A maoria dos edudos relacionando carboidratos € N com o potencid de
evaizanento foi redizada em condicdes in vitro. Com rdacdo a técnica de
miniestaguia, ainda ndo se tém estudos nestalinha do conhecimento.
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3.MATERIAL EMETODOS

Ege trabdho foi dividido em quaro pates nas quas s esudaram,
sequencidmente 1) a influenda dos subcultivos de miniestaquia  seriada  no
rguvenescimento em reacio & cgpacidade de produgdo, vigor e sobrevivéncia des
minicepas, bem como sobre sobrevivéncia, enraizamento e vigor das miniestecas, 2) a
didéncia do rguvenecimento pda miniedagquia seiada em  rdacdo a
micropropagecéo; 3) o efato da gplicacdo de diferentes dosagens do reguledor de
credimento AIB (0, 500, 1500 e 3000 mg LY no ewazamento de miniestacas
oriundas de diferentes subcultivos de minietaquia seriada; e 4) a exigéncia de
indicadores bioquimicos (aividede totd de peroxidase e teor de fendis totas) do
potencid rizogénico de miniestacas reguvenescidas pela miniestaquia seriada.

3.1. Material experimental

O expeaimento foi conduzido na Empresa Cdulose Nipobraslera SA. -
CENIBRA, sediada no Municipio de Bdo Oriente, MG. Foram utilizados quatro dones
de Eucalyptus grandis (CC10, CC12, CCl4 e CC15), sHecionados em uma populacio
de procedéncia de Rio Claro, SP.

Os clones = encontravam em jardim dond comercid, de onde foram resgatados
pela técnica de edaguia convenciond, com mango e nutricio de acordo com 0s
procedimentos adotados pela empresa CENIBRA.

O Municipio de Bdo Oriente, MG, locdiza-se na regido do Vde do Rio Doce,
com dima do tipo Cwa (subtropicd, chuvoso e mesotérmico), segundo a dassficacéo
de Koppen, laitude de 19°1823" S e longitude de 42°2246° W e uma dtitude média de
363 m. Apresenta precipitacdo média anud de 1.233 mm, temperatura média anud de
21 °C, com mé&imade 27 °C eminimade 14 °C (INSTITUTO...— IBGE, 1969).

3.2. Metodologia der g uvenescimento

3.2.1. Rguvenescimento por miniestaquia seriada

A patir de cdones edabdecidos em jadim cond de campo, foram obtides as
brotages destinadas a confecc@o das estacas para 0 processo de propagecdo vegetativa
por estaquia Em torno de 90 dias a@p0s 0 enraizamento, as mudas foram submetidas a
decepa da parte aérea a 6 - 8 cm acima da brotacdo da estaca enraizada, para que fossem
formadas as minicepas e conslentemente, o jadim  minicdond, denominado
subcultivo zero.



Do jadim minidond assm formado, foram obtidess as miniestacas, as quas
foram enraizadas em casa de vegetagdo sem a gplicacdo de regulador de crescimento,
conforme metodologia adotada pela Empresa CENIBRA. As miniestacas permaneceram
em casa de vegetacdo por 25 dias, seguindo, pogteriormente, para aclimatacdo em casa
de sombra, onde permaneceram por mas 10 dias, e podeiormente, para rudtificaco
em pleno sol, quando, apds 20 dias foran podadas para formacdo das minicepas do
subcultivo 1.

As mudas formedes a patir dss minieaces envaizadss do subcultivo 1,

a0 aingirem 10 a 12 cm de tamanho (em torno dos 60 dias de idade), tiveram a
pate goicd podada a uma dtura de 6-8 cm da bese, condituindo, assm, as
minicgpas do subcultivo 2, que gods 20 - 30 dias, forneceram as brotagtes
(minietacas). As minicgpas do wubadtivo 2, de foma dmila agqudas do
sbcultivo 1, forneceram novas miniedaces paa formecdo do jadim minidond
do subcultivo 3, e asim sucessvamente aé o subcultivo 7. Dessa forma, foram
formados sete jardins minidonas (MO, M1, M2, M3, M4, M5 e IM6), ou
Sga, sate subcultivos de rguvenescimento (subcultives 1, 2, 3,4, 5,6 e7).

A fatilizaco minerd utilizada no substrao foi composta por supefodfao
smples em gplicacdo direta (8 kg m°) e pda solugéo de sulfato de amdnio (18 kg/900
L), doreto de potasso (3 kg/900 L), sulfao de zinco (0,2 kg/900 L), sulfeto de cobre
(02 kg/900 L), sulfao de maganés (0,2 kg/900 L) e &tido bdrico (0,35 kg/900 L),
sendo gplicados 5 L dessa solugéo para cada 100 L de substrato.

O jadm minidond foi locdizado em ambiente oobeto por plégico
trangparente e conduzido em ssema de hidroponia em cadhetdo, com apraximadamente
100 minicepas por metro quadrado, sendo cada clone representado por 130 minicepas
por subcultivo.

Em intervdos regulares de 5 a 10 dias, as minicepas receberam podas seetivas
paa coleta de miniestacas, sendo mantides durante toda a fase experimentd, visando a
um mangjo adequado de producdo de miniestacas nos jardins minicdlonas.

3.2.2. Rg uvenescimento por micropropagacao seriada

O jadim microdond condituiu de mudas micropropagadas oriundas de maerid
rguvenescido no Laboratdrio de Cultura de Tecidos I, do Indituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaia (BIOAGRO), da Universdade Federd de Vigosa, em Vicosa,
MG.

Adotorse a micropropagacéo pela proliferacdo de gemas axilares, em que, na
fase de cultivo in vitro, os clones passaram por 10 subcultivos em multiplicagdo, em
intervdos de 20 a 30 dias visando a0 rguvenescimento. O meio de cultura utilizado foi
composto pelos sais bascos de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e vitaminas de
White (WHITE, 1943), acrexidos de mioinostdl (100 mg L7, PVP
(polivinilpirrolidona) (800 mg L7Y), sacarose (3%), &ar Sigma (0,7%) e ANA (&cido
naftalenoacético) e BAP (6-benzilaminopuring), conforme a fase da
cultura



Apés a fae de multiplicagdo e dongamento in vitro, as gemas dongadas foram
evaizadas em casa de vegetagdo (ex vitro), sem a golicagdo de reguladores de
crescimento na base das microestacas. Nessa fase, as microestacas foram colocadas para
enraizamento em tubetes plésticos de 55 om®, contendo substrato formado pela mistura
em partesiguais de vermiculita de granulometria média e casca de arroz carbonizada.

O enraizamento das microestacas e a nutrigéo, formacéo e condituicdo do jardim
microclonal  seguiram 0s mesmos procedimentos  adotados na miniestaguia,  conforme
descrito no item 3.2.1.

3.2.3. Ingtalacéo dos experimentos

Uma vez formados os jardins dos sete subcultivos de miniestaquia seriada foram
coletadas, a0 mesmo tempo, minietacas dos jadins de subcultivos zero  (jardim
formado de mudas origindrias de edacas), 2, 4 e 6, gp0s a ua formagdo ter Sdo
completada. Nesses jardins foram enraizadas miniestecas e formadas as minicepas para
os jadins utilizados na experimentacdo (jardim minidond de subcultives 1, 3, 5 e 7), os
quais forneceram as miniestacas para os testes comparativos.

Egte procedimento, dém de fadilitar a operaciondizacdo dos tetes comparativos
entre os subcultivos, objetivo do presente estudo, visou também & padronizagio da idade
das minicepas de todos os subcultivos

3.2.4. Mango nutricional e hidrico dosjardinsconais

O dd9ema de mango adotado dos jadins donas (mini e micro) foi o0 de
hidroponia em cdhet?o de ada (Fgura 1). A nuricico mingd adoteda foi
golicada via solucdo nutritiva, sendo compoda das  seguintes  solugbes-estoque
0lucdo 1. nitrato de cddo - 25 kg/900 L de agua solucdo 2. sulfato de amdnio -
9 kg/00 L de &ua, &ido foddrico - 3 L /900 L de &gua doreto de
potésso - 10 kg/900 L de &ua e sufao de magnéso - 13 kg/900 L de &gua
lugdo 3 &cido bdrico - 600 g/900 L de &gua, sulfato de zinco - 50 g/900 L de
agua, slfato de cobre - 60 ¢/900 L de &gua e aulfao de manganés - 340 ¢g/900 L
de &ua e olucdo 4: alfao feron - 230 ¢/900 L de &ua e EDTA dissdico -
350 g/900 L de &gua
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Figural— Jardim clond em hidroponia, Sstema de cahetéo, em ambiente coberto com
pléstico trangparente.

Para cada 900 litros de soluco a ser gplicada, utilizaramrs= 90 mL da solucéo
4, 90 mL da solugéo 3, 90 mL de HCl 25 N, 18 L da s0lugéo 2 e 18 Lda solucéo 1;
desta solugio, aplicadamse em tomo de 5 L m? de cdhefo, uma vez @ da
Semandmente, foi redizada uma irrigacio com &gua pura (em torno de 15 L nf) para
lavagem do excesso de sais, e apds a lavagem foram aplicados 2 L mi? de slucéo de
cd, formada por 5 kg de cd hidratada para cada 900 L de égua.

A irrigacdo foi efetuada uma vez ao dig, de forma manud, com o auxilio de
mangueiras com o find em forma de chuveiro.

3.3. Conducéo e avaliagOes experimentais

As avdiagbes foram divididas em quaro pates de acordo com 0s
objetivos definidos para o presente estudo, conforme descrito nos topicos subseqlientes.

3.3.1. Enraizamento das mini e microetacas

Paa 0 erazamento e formacdo das mudas as mini e microesacas foram
enraizadas em tubetes plasticos de 55 cnT, contendo substrato formado pela mistura, em
partesiguais, de vermiculita de granulometria média e casca de arroz carbonizada.

A nutrico minerd utilizada no subgtrato foi composta por superfosfato Smplesem
aplicacio direta (8 kg m°) e pela soluco de sulfato de aménio (18 kg/900 L), doreto de
potéssio (3 kg/900 L), sulfato de zinco (0,2 kg/900 L), sulfato de cobre (0,2 kg/900 L),
sulfato de manganés (0,2 kg/900 L) e &cido borico (0,35 kg/900 L), sendo aplicados 5 L
desta solugdo paracada 100 L de substrato.

As miniestacas permaneceram em torno de 25 dias na casa de vegetagdo,
sgouindo-s, podteriormente, para a casa de sombra, onde permaneceram por mas 10
dias, paa adimatacéo e, findmente, para rudificacd em pleno sol, quando, aos 50 dias
de idade, foi redizadaaavaiaco find.
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O ddineamento experimentd  utilizado foi o intdramente cesudizado, em

aranjo faorid 4 x 4 (quatro subcultivos e quetro clones) e cinco repeticdes, com
pacda de 24 plantas. Para miniestaquia X micropropagecéo seriada, foi utilizado o
deineamento interamente casudizedo, em aranjo faorid 3 x 2 (trés subcultivos
subcultivos 1 e 7 de minietaguia € 0 subcultivo in vitro; e dois cdones) e cinco
repeticdes, com parcdas de 24 plantas.

3.3.2. Avaliaghes. miniestaquia seriada

a)

b)

d)

€)

f)

Producdo de miniedacas por minicgpa e por coleta, em funcdo do cdone e
do subcultivo envalvido.

Sobrevivéndia das minicgpas nes sucessvas coldlas em funcdo do done e
do subcultivo envalvido.

Vigor vegdativo das minicepas pda redizacdo de poda dradica de todes
& brotagbes adma de 05 cm de comprimento, sendo, poderiormente,
fato um acompanhamento da veoddade de emissio de brotagbes por
intermédio de medigies efetuadas aos 3, 6, 9 e 12 dias, adoteando-se trés
cdases de comprimento de miniestacas (dlase 1. 05 a 20 am; dase 2
21 a40 om; e dase 3 > 4,0 cm). Ao término dos 12 dias foi avdiado o
peso de matéria seca das brotacOes.

Vdoddade de ewazamento das minedacas nimeo  de  raizes
comprimento da maor raz, comprimento totd de raizes (somatdrio do
comprimento de todas as raizes da minietaca evazadad) e bhiomessa
radicular aos 15, 20 e 25 dias

Crescimento em dtura, didmetro de colo e peso da matéria seca das partes
aerea e radicular das mudas aos 50 dias

Sobrevivéncia na saida das casas de vegetacéo e de sombrae aos 50 dias.

Os dados foram submetidos a andises de vaiénca tendo as médias de
produtividede do jadim minidond nes diferentes coletas (item @ Sdo  discriminedas
pedo tese de Agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade e o redante das
avaiagdes (itens ¢, d, e, f), comparado pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3.3. Avaliagbes. miniestaquia seriada x micropr opagagao
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Adotaramse 0s mesmos procedimentos das avdiaghes redizades para a
miniestaquia em relacdo ap vigor vegetativo das mini e microcepas (item 332 - C),
veocidade de enraizamento das mini e microestacas (item 332 - d), crecimento em
dtura, didmetro de colo e peso da matéria seca das partes aérea e radicular (item 3.2.2. -
€) e da sobrevivéncia na saida das casas de vegetacdo e de sombra e aos 50 dias (item
322.-f1).

Os dados resultantes foram submetidos a andises de vaiancia, tendo as médias
Sdo comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3.3.4. Avaliagles. efeito hormonal

Buscando avdiar o0 efeéto da aplicacdo do regulador de crescimento AIB no
enraizamento das miniestacas, foram testadas quatro concentragbes (0, 500, 1.500 e
3000 mg L™), via liquida, dislvidas em hidréxido de sbdio (NaOH) e completado
com &gua dedilada. As miniestecas tiveram Suas bases mergulhadas na solucéo de
regulador por um periodo de 10 segundos antes de serem estaqueadas no subsrato.

Para essa efgpa foram utilizadas as seguintes avaliagoes:.
a) Crescimento em dtura didmetro de colo e peso da matéria seca das partes

areaeradicular aos 50 dias.

b) Sobrevivénciana saida das casas de vegetacdo e de sombrae aos 50 dias.

O ddineamento experimentd Uutilizado foi o intdramente casudizado, em aranjo
faorid 4 x 4 x 4 (quatro subcultivos, quatro dosagens do regulador de crescimento AlB
e quatro clones), com cinco repetices e parcelas de 16 plantas.

3.4. Andlisssbioquimicas

Para redizacdo das andlises bioquimicas, coletaramse brotagbes do jardim
minidond (com sete dias de idade) de todos os dones e subcultivos, as quais foram
tranformadas em miniestacas, com tamanho entre 3 e 5 cm, contendo de um a trés
pares de folhas reduzides a metade. Ao mesmo tempo em que foi redizada a coleta das
brotagbes para andise, foram enraizadas minietacas paa determinacdo  das
caracteridticas de sobrevivéncia, enraizamento e vigor.

As brotagbes coletadas foram acondicionadas em embdagens plédtices,
identificadas e imediatamente colocadas em caxas de isopor com gdo no fundo,
coberto com sarragem. Em seguida, foram trangportadas para o Laboratorio de Andise
de Sementes Horedas do Depatamento de Engenharia Florestd da Universdade
Federd de Vicosa e amazenadas a -10 °C até a redizagio das extragdes. Foram
coletados em torno de 5 g de brotagbes entre 3 e 6 cm de comprimento dentro de cada

clone, subcultivo e repeticéo.
34.1. Atividade da enzima peroxidase
A aividade da enzima peroxidese foi determinada de acordo com a técnica

destita por JAEGHER e d. (1985 e adgptada paa o expaimento em questdo. O
extraio foi preparado (sempre com temperatura abaixo de 4 °C), utilizandose 500 mg



de matéria frexca Edte foi triturado em liquidificador por 3 min, em presenca de tampdo
fofato 01 ma L™t (1,5 mL) a pH 58 Em seguida, ese extrao foi centrifugado a
18000 rpm, a 0 °C, durante 10 min, retirando e colocando-se 0 Sobrenadante em
Eppendorf mantido no gdlo.

Paa a amodra, a cada 100 pL de sobrenadante foi adicionado 05 mL de
E)erc')xido de hidrogénio (H20,) 01 mol L* e 615 pL de guaiacol em tampéd 0,1 mol L
; para 0 branco, a cada 150 pL de sobrenadante foram adicionados 35 mL de guaacol
em tampa 01 md L. As leituras foram redizadas em espectrofotdmetro (Perkin
Elmer) em comprimento de onda de 436 nm e intervadlo de 8 min, conforme o gude da
curva

34.2. Teor defendistotais

Os compogios fendlicos foram determinados de acordo com a técnica destrita
por SWAIN e HILLIS (1959) e adgptada para 0 experimento em questéo. Pesaram:se
500 mg de matéria seca e moida, onde foram adicionados 5 mL de etanol (80%), sendo
a migura levada a0 condensador por uma hora e meia (gpds comecar a borbulhar). Em
seguida, foi feta a filtragem, levando-se o filtrado para o rotoevgporador (evaporado
80% do volume inicd), o qud foi tranderido para frasco de armazenamento, injetando-
Ihe N, para conservacéo.

Paa a curvapadrdo de compodos fendlicos utilizou-se solugdo de fenol 10
mg/100 mL, reegente de Fdlin-Dennis e solucdo saturada de carbonato de sodio. Em
tubos de 10 mL, colocou-2 0 equivdente a O, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900 e 1000 nb. de slucdo fenol, completou-s= 0 volume para 35 mL com &ua
dedilada, adicdonourse 025 mL do resgente de Folin-Dennis e agitarantse os tubos.
Em seguida, foi adidonado 05 mL da solucdo de carbonato de sidio, procedendo-se a
agitacBo de todos os tubos novamente gpds devar a midura paa 5 mL, mediaite a
adicdo de 0,75 mL de &ua dedtilada, efetuou-se nova agitacdo. Em torno de uma hora
ap0s, foi lida a absorbéncia em espectrofotdometro (Perkin Elmer) a 730 nm e
confeccionado um gréfico, colocando na abstissa 0 nl de solucio fenol e na ordenada,
a dosorbéncia, resultando na equacdo gudada Y = 00021 X + 0096, em que Y € a
absabénciae X, asolucéo defenal.



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

Com base nos objetivos definidos paa 0 presente trabaho, os resultados sfo
gorentados em rdagéo: 1) aos efdtos do rguvenescimento pela miniestequia Seriada;
2) a dfidénda da minietaquia seriada no tocante a micropropagacéo; 3) aos efdtos da
aplicacdo do regulador de crecimento AIB no enraizamento;, e 4) a avdiacdo da
exigéncia de indicadores biogquimicos (atividade totd de peroxidese e teor de fendis
totais), quanto ao potencid rizogénico das miniestacas de Eucal yptus grandis

4.1. Rguvenestimento: miniestaquia seriada

4.1.1. Sobrevivéncia e produggo das minicepas

A Srevivénda des minicgpas dos jadins minidonas fo  superior a
%% gods as e coletas de miniestacas para todos os dones e subcultivos,
indicando que o ssema de jadm em cdhedo utlizado fo efidente, diado a0
bom maneio adotado.

Com base na Figura 2, depreende-se que as minicgpas dos traamentos com
maor nimero de subcultivos principdmente do subcultivo 7, tiveram tendéncia  de
diminuicdo na produgéo de minietacas em todos os clones
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Figura2— Producdo de miniestacas por minicgpa por coleta (PMC) dos quaro
subcultivos de miniestaquia seriada (Sub) em fungdo do nUimero de coletas
efetuadas no jardim minidond, dos quatro clones de Eucalyptus grandis e
média das sete coletas (MC). As médias seguidas de uma mesma letra
mailscula dentro de uma mesma coleta e as seguidas de uma mesma letra
minlscula entre as coletas dentro de cada subcultivo, respectivamente, ndo
diferem entre d, pdo teste de Agrupamento de Scoit-Knott a 5% de
probabilidade.
edudados, exceto o CCI15, embora tenha havido comportamentos diferenciados em
relacdo as coletas. 1ss0 pode ser em razéo do maor grau de juvenilidade dos tratamentos
com maor nimero de subcultivos, resultando em miniestacas maores e mas Vvigorosss,
com tendéncia a0 crescimento mais ortotropico, com maor crescimento vegeativo em
dtura e menor nlmero de brotos laerais. Tais resultados corroboram os encontrados por
TITON (2001) em Eucalyptus, em que foi citada a perssténcia da domindncia apica em
mudas com maior grau de juvenilidade.
Quato & sde coletas de miniestacas, percebetrse  comportamento

varidvd, sendo as de nUmeo 5, 6 e 7 de maor producio de minietacas e as de
nimeo 1, 2 e 3 de menor producdo, em todos os dones porém sem a
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goresentecido de uma tendénda dara desse comportamento, a semdhanca  dos
resultados encontrados por TITON (2001). Td comportamento pode s devido a
necessdede de adgptacép des minicgpas a0 ambiente de hidroponia, bem como a
guebra de domindncia gpicd gpds a poda AsIm, gpds dgumes coletas as gemas
dormentes tornaramse divas resltando em maor edimuo a0 ceximento. Um
mehor gude no mango do jardm com o decorrer das colelas também pode ter
influendado esse comportamento.

A temperatura e a umidade rddiva do a, bem como a radiacio totd
(irradidnda) que as platas-marizes recebem durate 0 S|U crEGIMENto,
influenciam a producdo de propagulos e 0 poderior enraizamento (MOE, 1987).
No expaimento, porém, nédo £ observou nenhuma rdacdo  entre  essss
caacteridicas e a produtividede des minicgpas do jadim minidond  (Quadros
1A, 2A e 3A - Apéndice).

Em rdagdo aps quatro dones edudados, detectourse peguena superioridede do
done CC10 (com média de 63 e vaiacdo de 33 a 9,7 miniestacas por minicepa),
sguido pedo cdone CC14 (com média de 57 e vaiacdo de 30 a 92 miniedacas por
minicepa), pelo done CC12 (com média de 53 e vaiacdo de 20 a 87 minietacas por
minicepa) e pdo done CC15 (com média de 5,1 e variagdo de 3,1 a 8,0 minietacas por
minicepa).

Comparando essas médias obtides em sstema de hidroponia em cdhetéo (média
ged de 56 minietacas por minicepa por coleta) com as médias obtides por
WENDLING (1999) no ssema convenciond de tubete (1,9 miniestaca por minicepa) e
a médias obtides por TITON (2001) no dsema de tubetes com fertirrigacdo por
inundacdo (24 minietacas por minicepa), percebeurse um  grande amento de
produtividade do sisema adotado no presente estudo. Ta comportamento pode ser
explicado, principdmente, pdo aumento da &ea e do volume radicular para absorcéo
dos nutrientes fornecidos as plantas matrizes.

Andissndo a média dos quaro dones (Figura 3), veificou-se maor
produtividede das coletas de nimero 5, 6 e 7 em rdagdo & das coletes 1, 2 e 3, bem
como queda no subcultivo 7 nas coletas 5, 6 e 7. JA na média de todas as coletas e
clones, ndo se observou diferenca edtatistica Sgnificativa entre os subcultivos.
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Figura3— Producdo média de miniestacas por minicgpa (PMC) dos quatro subcultivos
de miniestaquia seriada (Sub), em funcdo do nimero de coletas efetuadas no
jardim minidond, dos quaro dones de Eucalyptus grandis e média das sete
coletas (MC). As médias seguidas de uma mesma letra mailscula dentro de
uma mesma coleta e as seguidas de uma mesma letra minlscula entre as
coletas dentro de cada subcultivo, respectivamente, néo diferem entre g,
pelo teste de Agrupamento de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Essa diveddade de respostas em rdacdo aos dones e as diferentes
coldlas eta de acordo com os resultados obtidos por XAVIER e COMERIO
(1996) com a técnica de microestequia € com base em WENDLING (1999) e
TITON (2001), com atécnica de miniestaquia

4.1.2. Vigor dasminicepas

Baseado nos preceitos tedricos sobre juvenilidade e maturagdo, em que €
definido que plantas mais juvenis tendem a agoresentar maor vigor de crescimento e
maior tendéncia ao crexcimento ortotropico (GREENWOOD e HUTCHISON, 199B;
HARTMANN et d. 1997), diada a menor producdo de brotos goresentada peo
subcultivo 7 (item 4.1.1), seria esperado que os tratamentos com maor nimero de
subcultivos gpresentariam maior vigor das brotagBes, ou sga, aumento no ndmero de
brotagbes nas clases de tamanho mais dtas. Porém, com base no Quadro 1, observou
S que, ha maioria das vezes, os subcultivos 1, 3 e 5 foram dgnificativamente superiores
nessa caracterigica em relagdo ap subcultivo 7, principdmente nas classes de tamanho 1
e 2. JA na dase de maor tamanho (classe 3), a tendéncia de superioridade dos
subcultivos 1, 3 e 5 ja ndo se verificou mais com tanta discrepancia. Tais congtatagbes
podem indicar um possivd efeito de rguvenesimento, uma vez que, em termos geras,
principdmente no subcultivo de nimero 7, o vigor ¢ igudou mas em rdacdo a0 das

classes de menor tamanho (classes 1 e 2).
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O fao de o vigor das minicepas do subcultivo 7 no s modrar superior ao das
dos subcultivos 1 e 3 pode edar rdacionado a um menor vigor inicid destas em rdacéo
a0 dagudas Além disso, segundo GREENWOOD (1992) e HACKETT e MURRAY
(1993), ndo é surpresa que dgumas caracteridticas relacionadas & maturacdo sgam mais
facilmente rguvenescides que outras e que a fadlidade de rguvenescimento de
determinada caracteristica possa modificar-se com a intenddade de tratamento
paticular ou duragdo, podendo influenciar uma ou vérias caracteridicas, porém ndo
todas, 0 que leva a proposicio de que O rguvenescimento ocorre em termos rddivos e
néo abolutos (HACKETT e MURRAY, 1993). Assm, pode-se dribuir o fato de as
minicepas do subcultivo 7



Quadrol—NUmero de brotagbes emitidess pdas minicepas dos quaro
subcultivos de minietaquia sSiada (Sub), didribuides em  trés
dasxes de tamanho (1, 2 e 3), avdiadas aos 3, 6, 9 e 12 dias, dos
quatro cones de Eucalyptus grandis As mélias sxuidas de
uma mesma lera malscula dentro de um mesmo done e idade
(diferentes  aubcultivas) e as sguides de uma mesma  letra
miniscua etre 0s dones na mesma idade, respectivamente, néo
diferem entre 9, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidede

|dad Clasxss de Tamanho

Con e 1(05-20am) 2(21- 400m) 3(>4,0cm)
© (g)a Subl Sub3 SWb5 Sub7 Subl SWb3  Sub5 SWb7 ) Subl SWb3 SWb5 S
3 | 109Aa 113Aab 117Aa 114Aa 28Aa 23Aa 22Aa 17Aa 00Aa 00Aa 00Aa O
cC 10 6 121Aa 99Bab 93 Bb 92Ba 70Aa 88Aa 88Aa 82Aa 23Aa 15Aa 05Ba 0
9 | 100Aa 85ABa 81ABab 76Ba 90Aab 101Aa 98Aa 92Aa 37Aa 22Bab 08Cb Of
12 e2Aa 78Aab 62Ab 50Aa 64Aa 61Aa  65Ab 67Aa 79Aa 79Aa 85Aa 5
3 11,0Aa 109Aab 101Aa 73Bb 25Aa 19Aa 24Aab 20Aa | 00Aa 00Aa O00Aa 0
cc1s 92Ac 87Ab 94Ab 60Bb 76Aa 77Aa 77Aa 52Bb  11Ab 11Aab 08Aa O
82Ab 7,7Aab 78Ab 53Bb B86Ab 92Aab 86Aab 62Bc  15Ab 21Aab 23Aa 132
12 | 84Aa 7,1ABab 84Aa 56Ba B80Aa 65ABa 68ABab 50Ba  41Ab 37Ac 31Ab  1f
3 | 105Aa 102Ab 108Aa 91Ab 10Ab 18Aa 13Ab 09Aa 00Aa 00Aa 00Aa O
cc1a 114Aab 115Aa 122Aa 87Ba 48Ab 44Ab  51Ab 52Ab  01Ac 06Ab 03Aa 0
79ABb 64Bb 71ABb 85Aa 72Ab 80Ab 68Ab 72Abc 17Ab 24Aa 25Aa 1§
12 | 82Aa 87Aa B82Aab 68Aa 66ABa 65ABa 78Aab 57Ba 30Bb 38ABc 41Ab 4
118Aa 130Aa 117Aa 85Bb 27Aa 29Aa 29Aa 15Aa 00Aa 00Aa 00Aa O
cC 12 99ABbc 98ABab 103Aab 80Ba 87Aa B84Aa 7,7ABa 68Bab 06Abc 06Ab 10Aa 0¢
9 | 81ABb 85ABa 95Aa 71Ba 106Aa 105ABa 90BCa 84Cab 10Ab 10Ab 17Aab 2(
12 | 74ABa 64ABb 84Aa b54Ba 70ABa 78ABa 84Aa 69Ba 64Aa 59Ab 38Bb 4
3 110A 113A 111A 91B 22A  22A 22A  15A | 00A 00A 00A O
Media  © 106A 99A  103A 80B 70A 73A 73A 63A | 10A 09A 06A O
9 85A 78AB 81AB 71B 89AB 94A 86AB 78B 20A 19A 18A 1,
12 76A  75A 78A 57B 70A 67AB 74A 59B 54A 53A 49A 4

nédo terem maor vigor a um possvd ndorguvenescimento  ness idica

paticular de vigor ou que edfa ndo € influendada ou € pouco iINuamiaua pao

gradiente de juvenilidade dos propégulos.

Andisando o volume de brotagBes acima de 0,5 cm (totd), atestouse a hipGtese
de maor brotagd de minicepas dos subcultivos 1, 3 e 5, concordando com os resultados
de producdo de miniestacas (item 4.1.1). Esse mesmo comportamento pbéde ser



visudizado quando s compararan as médias dos diferentes subcultivos, sendo aqueas
do subcultivo 7 Sgnificativamente inferiores &s dos demai's subcultivos
Na Figura 4 é goresentado 0 peso da maéria seca (PMS) referente a

coleta de todas as brotaghes acima de 05 cm de comprimento, redizada aos 12
dias gobés a poda dragica Percebe-se nessa figura que houve diferenca
donificetiva entre os subcultivos edudedos somente no done CC10, em que o
subcultivo 7 foi 0 que produziu menor quantidede de maéia seca, porém néo
variando dgnificativamente dos subcultivos 1 e 5.
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Figurad4— Médias de peso de maéia seca (PMS) das brotagbes produzides pelas
minicepas coletadas no find de 12 dias dos quatro subcultivos (Sub) e
quatro clones e média dos clones (MC). Médias seguidas de uma mesma
letra mailscula dentro de cada clone entre os subcultivos e de uma mesma
letra minlscula entre 0s cones dentro de cada subcultivo néo diferem entre
g, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em rdacdo aos quairo cdones edudados, observou-se superioridede do clone
CC12 (com média de 487,1 mg) e do done CC10 (com média de 397,2 mg) em
rdacéo a0 done CCl14 (com média de 3322 mg) e ao done CC15 (com média de 3124
mg). Porém, essa diferenca somente foi dgnificativa em termos de superioridede dos
clones CC12 e CC10, com excecdo do subcultivo 7, em rdacdo aos dones CCl4 e
CC15.

De modo gerd, pode-se conduir que os subcultivos de miniestequia sriada néo
resultaram em aumento de vigor das minicegpas, indicando certa tendéncia de reducéo
deste com 0 aumento dos subcultivos. 1s0 pode estar relacionado a maior tendéncia ao
crescimento  ortotropico, conforme citado por PARKER et d. (1998), resultando em
menor nimero e peso de matéria secade brotos.

Sggundo HACKETT e MURRAY (1993), as caracteridicas reacionadas

a mauragdo S0 revarsivels, porém ndo goresentam 0 mesmo grau de fadilidade
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na reversio, que € paa deerminada caacteridica, varidvel em decorréncia do
gau de juenilidade do maerid. AsSm, podese também presumir que Maores
mudangas no vigor das miniogpas podeiam s obtides com a utilizagdo de
propigulos com diferentes graus de juvenilidade obtidos pda propagacéo
vegdiaiva sriada

4.1.3. Vigor radicular no enraizamento de miniesacas

4131 Andlisedevariancia

Os realtados da andlise de varidncia das carecteristicas nUmero de raizes,
comprimento da maior raiz, comprimento tota de raizes e peso da maéria seca da parte
radicula das minietacas enraizadas aos 10, 15, 20 e 25 dias de idade, nos quaro
subcultivos de minietaquia Seriada e quaro cones estudados, encontram-se no Queadro
2.

Quadro2—Reslltados da andise de vaianda das caacterigicas nimeo de
raizes (NR), comprimento da maor raz (CMR), comprimento totd
de raizes (CTR) e peo da maéria seca da pate radicular (PMSPR)
des minestacas, enraizadas aos 10, 15, 20 e 25 dias de idade, dos
quaro subcultivos de minietaquia seiada e quaro dones de

Eucalyptusgrandis
Quadrados Médios
Fv GL NR' CMR CTR PMSPR
Q) (cm) (cm) (mg)
10dias-
Clone (Clo) 3 2,19 ** 0,19 ** 0,50 ** -
Subcultivo (Sub) 3 0,57 ** 0,02 * 004 "™ -
Clo* Sub 9 0,23 ** 0,02 * 0,05 ** -
Residuo 64 0,080 0,007 0,014 -
Média gerd - 1,3 0,9 1,6 -
CVeyp (%) - 22,8 19,3 23,5 -
- 15dias
Clone (Clo) 3 1,20 ** 0,40 ** 0,99 ** 0,67 **
Subcultivo (Sub) 3 0,34 ** 0,07™ 0,21 ** 010"™
Clo* Sub 9 0,10™ 0,07 * 0,13 ** 0,07™
Residuo 64 0,070 0,032 0,063 0,060
Média gerd - 2,1 43 9,0 8,2
Vexp (%) - 17,1 23,8 27,1 26,4
20dias
Clone (Clo) 3 1,27 ** 0,34 ** 0,89 ** 0,47 **
Subcultivo (Sub) 3 0,0™ 0,03™ 0,03™ 0,02"™
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Clo* Sub 9 0,1093"™ 002"™ 0,04™ 0,04 *

Residuo 64 0,093 0,018 0,036 0,022
Média gerd - 2,5 8,0 17,5 14,3
Ve (%0) - 18,2 13,7 15,7 12,6
25dias
Clone (Clo) 3 1,31 ** 0,25 ** 0,92 ** 0,26 **
Subcultivo (Sub) 3 0,24 * 0,03™ 0,05™ 0,02"™
Clone* Sub 9 0,17 ** 0,04 ™ 0,08 ** 0,06 **
Residuo 64 0,060 0,023 0,035 0,022
Média gerd - 2,8 11,8 24,0 20,3
Ve (%) - 13,7 13,7 13,8 114

'/ Dados transformados por Log (X+2) e 7 /(X +0,5).
* e** donificativos a5 e 1% de probabilidade, respectivamente, peo teste F.
ns ndo-sgnificativo a 5% de probabilidade, pdo teste F.

Verificaramse respodas diferenciadas na interacdo dos clones e subcultivos em
rdacdo a idade de avdiacdp e caacteridicas avdiadas, 0 que demondra a néo
ocorréncia de respodtas universais das caracteridicas estudadas como  resultado dos
tratamentos gplicados. Em rdagdho aos quatro clones edudados, regisraram-se
diferencas dgnificaives de todas as caracteridicas avdiadas, em todos os periodos de

avdiacdo.
4.1.3.2. NUmero deraizes

Conforme pode ser visudizado na Figura 5, ocorreu certa tendéncia de aumento
no nimero de raizes por minietaca com 0 maior nimero de subcultivos, 0 que eta de
acordo com SCHNECK (1996). Excegéo == faz para o cdone CC12, que, de forma gerd,
goresentou  indices de enraizamento  superiores aos dos demals bem como maor
nimero de raizes produzides. Congatou-se também que o maor nimero de subcultivos
resultou em maior nimero de raizes em relagdo aos demais nas avdiagbes aos 10 dias
de permanénciaem casa de vegetacéo, indicando maor vigor inicid.

Em rdacdo a inidagdo radicular, no done CC12, aos 10 dias ja ocorreu a
formacd da maoria das raizes vigo que aos 15, 20 e 25 dias de idade dos propagulos
ocorreu somente pequeno aimento no nimero de raizes formadas. Nos outros trés

dones notou-se, porém, que aos 10 dias a maor pate das raizes anda ndo havia 9do
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formada, indicando menor vigor radicular desses clones, principdmente nos tratamentos
com menor nimero de subcultivos Nagudes com maor nimero de subcultivos,
detectou-2  tendénda semdhante aguda do done CC12, com maor vigor inicid e
conseglientemente, formagdo do maior nimero de raizes aé os 10 dias de idade dos
propégulos.

Esses resultados corroboran os de GOMES (1987), GREENWOOD e
HUTCHISON (1993) e SCHNECK (1996), segundo os quas, dém dos percentuais de
enraizamento com o aumento de juvenilidade dos propagulos o maor vigor radicular,
resultando em maor nimero de raizes também pode ocorrer. AsSm, no presente
estudo, observou-se a ocorréncia de ruvenescimento dos clones CC10, CCl14 e CC15

em relacdo a essa caracteridtica
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Figura5— Médias do nimero de raizes produzidas por minietaca (NR) enraizada aos
10, 15, 20 e 25 dias em fungdo do subcultivo (Sub) e dos quaro dones de
Eucalyptus grandis. Médias seguidas de uma mesma letra maiGscula dentro
de cada clone entre os subcultivos néo diferem entre 9, peo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

4.1.3.3. Comprimento da maior raiz

De forma smilar a0 nimero de raizes, o clone CC10 agpresentou maiores vaores
de comprimento da maor raz nos traamentos com maor nimero de subcultivos
(Figura 6). No entanto, para 0s demas cones, ndo se obsarvou tendéncia gerd daa
quanto aavdiacéo de comprimento damaior raiz, em relacéo aos diferentes subcultivos.

Em termos de comparagéo dos diferentes clones, percebeuse a superioridade do
done CCl12, denotando a sua grande agptiddo a propagecéo vegetdiva e a maor
dificuldade de regpodtas dgnificativas a quaquer técnica ou  procedimento  de
rguvenescimento, 0 que concorda com os resultados obtidos por TITON (2001),
compaando-se as técnicas de minietaguia (sem rguvenescimento) e microestaguia

(com rgjuvenescimento in vitro).
4.1.3.4. Comprimentototal deraizes

O done CC10 goresenta maiores vaores de comprimento totd de raizes nos
tratamentos com maor nimero de subcultivos (Figura 7), enquanto nos dones CC15 e

CC14 ndo == observou tendéncia gerd dessa caracteristica Ja no clone CQC12, dada a
sua boa hdabilidade de propagecdo vegddiva (item 4142, 4232 e 4312), os
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subcultivos interferiram negativamente no comprimento totd de raizes. Td fao levou a
condusio de que em maerias mas juvenis ndo se tém resultados expressvos em
teemos de rguvenescimento pea minietaquia Seriada, 0 que concorda com  Os
resultados obtidos por TITON (2001) em rguvenecimento in vitro, bem como a
posshbilidade de influindas negdivas dos méodos de rguvenescimento  sobre as
caracterigicas avaiadas.

Em termos geras, as caracteridticas de vigor radicular aqui avdiadas (nUmero de
raizes, comprimento da maor raiz e comprimento totd de raizes) indicaram respodta
postiva @ miniedaquia seriada paa o done ou dones com menor potencid de
enraizamento. Esses resultados corroboram os de TITON (2001), que rdaou que clones
de Eucalyptus com menor potencd de evazamento responderam mehor @0

rguvenescimento in vitro.
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Figura6— Médias do comprimento da maior raiz por minietaca enraizada (CMR) aos
10, 15, 20 e 25 dias, em funcdo do subcultivo (Sub) e dos quatro clones de
Eucalyptus grandis. Médias seguidas de uma mesma letra maiGscula dentro
de cada clone entre os subcultivos ndo diferem entre 9, peo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

EEmSub 1 E=ESub 3 ESub 5 3aSub 7

Clone CC10 Clone CC15
50 50
45 1 45
40 1 40
351 35 =
m
£ 301 g 30 < <
oy . < z 25 @
'(3 20 1 < 20 1 I~ . < o
< 0 ]
15 1 < Eg - 15
10 1 < 10 1 << <
s3] 51 o @
51 wo D @ 2l <
0 T T . 01 T T 1
10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias
| dade Idde
Clone CC14 Clone CC12

iii



50 - 50 1 <
45 A 45 A
40 4 40 A
35 4 35 1
30 1
25
20
15

[a1]
< <
30 A <

4 25 [2a}

E 20 A o

- < < << << 15 4

] << << 10 4

5 o << 5] <<

] << ] o

o m

JECrEa uill . o IS : :

10

10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias

[A

CTR (cm)
CTR (cm)

Idade Idade

Figura7— Médias do comprimento totd de raizes por minietaca (CTR) aos 10, 15, 20 e
25 dias em funcdo do subcultivo (Sub) e dos quatro dones de Eucalyptus
grandis. Médias seguidas de uma mesma letra mailscula dentro de cada
clone entre os subcultivos ndo diferem entre 9, pdo tede de Tukey a 5% de
probabilidade.

A posshilidede de dgumas caracterigticas rdlacionadas & maturacdo poderem ser
mas facilmente rguvenescidas que outras, dém de a fadlidade de rguvenescimento ser
vaidvd conforme a caracteritica (HACKETT e MURRAY, 1993), pode explicar as
variagOes encontradas entre as diferentes caracteristicas.

4.1.35. Peso da matéria seca da parteradicular

Percebe-s2 na Fgura 8 que o done CCIl0 goresentou  superioridade
sgnificativa de peso da maéria seca da pate radicular nos traamentos com maor
nimero de subcultivos gpenas aos 25 dias de avdiacdd. No done CC15 ndo houve
diferenca dgnificativa em relaco a essa caracteridtica, e no clone CC14, aos 20 dias de
avdiacdo, o subcultivo 7 resultou em aumento do peso da maéia seca da pate
radicular, ndo diferindo dgnificativamente dos subcultivos 1 e 3. No entanto, da mesma
forma que para niUmero de raizes, comprimento da maor raz e comprimento totad de
raizes, o clone CC12 agoresentou diminuicdo do peso da matéria seca da parte radicular,
em razdo do aumento do nimero de subcultivos denotando, novamente, uma néo
sensbilidade a miniestagquia seriada ou aé certa perda de vigor.

De forma gerd, andisando 0 nimero de raizes (Figura 5), o comprimento da
maor raz (Figura 6), o comprimento totd de raizes (Figura 7) e 0 peso da matéria seca
da parte radicular (Figura 8), pode-se observar que, no clone CCI10, os tratamentos com
maor nimero de subcultivos gpresentaram tendéncia de aumento. Nos cdones CC15 e
CCl14, regisraramse respodas vaiavels em fungdo de suas caracteridicas, enquanto no
done CC12, condderado de maor gptiddo ao enrazamento, foi verificado tendéncia de
respoda negativa aos subcultivos de miniestaguia seriada Além disso, o done CC12
goresentou maor velocidade de enraizamento em rdacdo aos demas ou sga, maor
nimero de raizes comprimento da maor raz e maor comprimento tota de raizes aos
10, 15, 20 e 25 dias deidade, 0 queindicamaior vigor inicid efind.
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Figura8— Médias do peso da matéria seca da parte radicular por minietaca (PMSPR)
aos 15, 20 e 25 dias, em fungdo do subcultivo (Sub) e dos quetro cones de
Eucalyptus grandis. Médias seguidas de uma mesma letra maiGscula dentro
de cada clone entre os subcultivos ndo diferem entre 9, pdo teste de Tukey
a 5% de probabilidede.

A ocorénda de influendas negaives dos méodos de rguvenescimento

no done de maor juvenilidede (CC12), em dgumes carecteridicas, pode edar
rdadionada a uma linha de maima juvenlidade em que a patir desta quaquer
méodo ou ténica de rguveneimento ndo  redlltaia mas em  respodas
podtivas ocasonando, em adgumes gtuegdes, reducdo no  vigor gerd  dos
propagulos em razéo dos tratamentos e mang o envolvidos
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4.1.4. Enraizamento, sobrevivéncia evigor das miniestacas

4141 Andlissdevariancia

Os resultados da andise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida das casas de vegetagcdo, enraizamento na saida da casa de sombra e
sobrevivéncia, dtura, didmetro de colo e peso da maéria seca da pate radicular e da
parte aérea das mudas aos 50 dias de idade encontram-se no Quadro 3.

Regidrou-s= efeto ggnificativo (P < 0,05 na interacdo dos clones com os
subcultivos com rdacdo a SOBSCV, ENRSCS, SOB50, ALT50, DC50 e PMSPA, pdo
teste F, indicando diversidade de respostas em relacdo aos clones e subcultivos.

Os codficientes de variacdo experimentd (CV.,) apresentaram valores entre 4,9
e 153% paa as caacterigicas de SOBSCV, ENRSCS, SOB50, ALT50 e DCH0
(Quadro 3), sendo esses vaores proximos aos padrdes encontrados em  Eucalyptus
(SCHMIDT, 1995; XAVIER e COMERIO, 1997; WENDLING, 1999; TITON, 2001).
Com rdacdo as caacteridicas de PMSPR e PMSPA, os codficientes de variacéo
encontrados foram de 28,3 e 25,4%, respectivamente, 0 que também esta de acordo com
aliteratura quanto a essas caracteristicas especificas (GOMES, 2001; TITON, 2001).

Quadro3—Reslltados da andise de vaignda des caadaidicas de
Lbrevivéncia das miniedaces na sdida da casa de  vegeacdo
(SOBSCV), do ewrazamento das minietaces na ssida da casa de
sombra (ENRSCS), da sobrevivénca (SOBS50), da dtura (ALTS0),
do didmetro de coo (DCH0), do peso da matéria seca da pate
radicular (PMSPR) e da pate agrea (PMSPA) das mudas aos 50 dias
de idade dos quatro subcultivos e quaro dones de Eucalyptus

grandis
Quadrados Médios
Fv GL SOBSCV' ENRCS' SOB50 ALT50 DCS0  PMSPR  PMSPA
(%) (%) (%) (cm) (mm)  (mg) (¢)
Clone (Clo) 3 190,15** 348,64** 5B0272** 5858** 0,68* 13945** 0,27**
Subcultivo 3 731" 2350™ 131,88* 105" 0,32™ 234,89" 0,07"
Clo* Sub 9 2580* 3372* 6864** 13,78* 043* 147,23" 0,17**
Residuo 80 21,60 2750 23,02 404 017 187,46 0,05
Média gerd - 94,2 83,9 76,4 13,2 13 48,3 0,3
Ve (%) - 49 6,2 6,3 15,3 9,7 28,3 25,4

* e** gonificativos a5 e 1% de probabilidade, respectivamente, pdo teste F.

ns ndo-sgnificativo a 5% de probabilidade, pdo tese F.

1/ Dados nép transformados em virtude da normalidade apresentada pelo teste de
Lilliefors e homogeneidade de variancias pe os testes de Cochran e Bartlett.
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4.1.4.2. Enraizamento e sobr evivéncia das minietacas

A ohrevivénda das miniestacas na saida da casa de vegetacdo ndo agpresentou
diferencas entre os subcultivos estudados, com excegéo do CCl14, em que o subcultivo 1
foi ggnificativamente inferior aos demais (Figura 9A). Isso pode ser um indicaivo do
bom controle ambiental e de mango exigente no interior da casa de vegetagdo
(IRITANI e SOARES, 1983), imposshilitando a ocorréncia dessas diferencas, as quais
80 mas facilmente visivels em condigdes ambientes mais adversas. Esses resultados
corroboram os encontrados por XAVIER et d. (2001), segundo os quais, em condighes
ambientais mas dradicas de temperaura e mango, ocorreram respostas  Mas
pronunciadas dos efdtos do rguvenescimento in vitro (microestagquia), em termos de
sobrevivéncia, em comparago com a miniestaguia (Sem rejuvenescimento).
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Figura9— Médias da sobrevivéncia das miniestacas na saida da casa de vegetagéo
(SOBSCV - A) e enraizamento na saida da casa de sombra (ENRSCS - B),
em funcéo dos subcultivos (Sub) e clones de Eucalyptus grandis As médias
seguidas de uma mesma leira mailscula dentro de cada clone entre os
subcultivos e de uma mesma letra minGscula entre os clones dentro de cada
subcultivo, néo diferem entre 5, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidede.

Andisando 0 enraizamento na saida da casa de sombra (Figura 9-B), observou
£ 0 mesmo comportamento daqude na sdida da cesa de vegetagdo, porém sem
vaiaghes entre os subcultivos do cdone CCl4 e vdoes de enraizamento
Sonificativamente inferiores no subcultivo 7. Em reagédo aos dones, os de mdhor
desempenho nesta avdiagdo foi 0 CCl12, seguido pdo CC15, com médias de 878 e
87,1% de enraizamento, respectivamente.

A sobrevivéncia das mudas aos 50 dias de idade é uma avdiacdo que ja exprime
efeito mais dragtico do ambiente, sendo mais féacil a ocorréncia de diferengas entre os
tratamentos e cdones. No presente edudo, conforme Fgura 10, observaamse a
uperioridede do done CC12 em rdagdo aos demas e um efdto podtivo dos
subcultivos na sobrevivéncia das mudas dos dones CC10, CC15 e CC14, sendo o €fdto
mais pronunciado no clone CC10.
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Figura 10— Médias da sobrevivéncia (SOB50) das mudes aos 50 dias de idade, em
funcdo dos subcultivos (Sub) e dos dones de Eucalyptus grandis Médias
seguidas de uma mesma letra malscula dentro de cada clone entre os
subcultivos e de uma mesma letra minlscula entre os clones dentro de
cada subcultivo néo dferem entre 9, pdo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Essas condaegbes, de forma dmilar a0 vigor radicular, podem levar a
generdizacdo de que maerias de menor grau de juvenilidade e por consequéncia, com
menores  indices de emwazamento e Sobrevivénca respondem mehor a0
reuvenecimento, evidendando-se a aplicabilidade dessas técnicas somente para clones
e expécies de dificil enraizamento, conforme citado por XAVIER e d. (2001). Nos
cones CC10 e CC15, tdvez maor nimero de subcultivos poderia resultar em efetos
mais pronunciados.

Outro aspecto a ser considerado no presente estudo € a boa taxa de enraizamento
de todos os clones edudados, 0 que permite concluir que o rguvenescimento néo foi téo
eficiente quanto poderia vir a s, casd 0s maerias em estudo gpresentassem menor
cgpacidade de propagacéo vegetativa por enraizamento de propagulos.

Em termos de literatura cientifica, 0 enraizamento de propagulos andatem sdo a
caracterigticamais aceita paraindicar um resultado de rejuvenescimento (GEORGE,
1993; ELDRIDGE et d., 1994; HARTMANN et d., 1997). Baseado niso, 0 maior
enraizamento resultante dos subcultivos de miniestaquia seriada, principa mente do
clone CC10, pode estar associado a um efeito de rguvenescimento.

Embora os indices de enraizamento e sobrevivéncdia aos 50 dias ndo tenham
mostrado diferencas entre os clones CC10, CC15 e CCl4 quanto as caracteridicas de
vigor radicular (item 4.1.3), notou-se tendéncia de superioridade dos dois Ultimos em
relacdo ao primeiro. 1sso pode indicar que 0 grau de juvenilidade desses cones € Smilar
nes caracterigticas de enraizamento e sobrevivéncia aos 50 dias de idade, porém é menor
no done CCI10, no que tange a0 vigor radicular, confirmando um rguvenestimento
diferenciado em razéo das caacteridicas avdiadas, 0 que esta de acordo com
HACKETT eMURRAY (1993).
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Na dglvicultura cond, um dos critérios adotados paa sdecdo de dones de
Eucalyptus tem sdo o bom indice de enraizamento. Segundo ELDRIDGE et d. (1994),
0 descate de clones com baxos indices de enrazamento € importante, uma vez que
edes vaiam de 1 a 90% em hibridos de Eucalyptus; apds a slegdo, com o descarte dos
dones piores, indices maiores que 80% podem sar obtidos, viabilizando a donagem em
escda comercid. Esses mesmos autores reconheceram que o nimero de clones pode ser
dradicamente reduzido e dones com bom potencid produtivo e de qudidede podem s
perdidos. Asim, possvemente, muitos cones com caracteridicas de interesse
excedlentes foran descatados dos programas comercias em vida dos seus baixos
indices de enraizamento, levando a certa homogeneizacdo dos materias empregados na
clonagem comercid quanto a essa caracterigtica.

414.3. Alturaedidmetrodecolo

No que e relaciona a dtura das nudas aos 50 dias (Figura 11-A), notou-se que,
de forma dmilar a sobrevivéndia aos 50 diss (Figura 10), o done de maor gotidéo a
propagecdo vegetdaiva (CCl2) gpresentou respodta negativa aos  subcultivos de
minietaquia sriada No entanto, com o fao de a dtura ser uma caracterigtica
facilmente modificada em fungdo do mango adotado na produgido das mudas
(CARNEIRO, 1995), pode-se imaginar efeto dominante dessa agcdo em reagdo aos
resultados promovidos peo rguvenescimento, principdmente quando s tradlha com
dones com bom grau de juvenilidade, aqui demondrado pelos bons indices geras de
enraizamento e sobrevivéncia encontrados, conforme descrito para a Sobrevivéncia das
mudas aos 50 diass Nos demas dones (CC10, CC15 e CCl4), ndo s veificaram
variaghes Sgnificativas dos subcultivos de miniestaguia seriada na dtura das mudas.

No que se relaciona a0 didmetro de colo das mudas aos 50 dias de idade (Figura
11-B), verificorse que de forma smilar a dtura aos 50 dias (Figura 11-A), o clone
de maor gotiddo a propagecdo vegddiva (CC12) mosrou efeito negaivo em rdacéo
aos subcultivos de miniestaquia seriada, de forma sSmila a dgumas caracteridticas
relacionadas @ vigor radicular no enraizamento de miniedacas (item 4.1.3). Os demas
cones goresentaram certa tendéncia de resposta podtiva aos subcultivos, embora com
sgnificancia estatistica somente parao CC10.
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Figurall— Médias de dtura (ALT - A) e didmetro de colo (DCS0 - B) das mudas aos
50 dias de idade, em funcéo dos subcultivos (Sub) e cones de Eucalyptus
grandis. Médias seguidas de uma mesma letra mailscula dentro de cada
clone entre os subcultivos e de uma mesma letra mindscula entre os clones
dentro de cada subcultivo ndo diferem entre 9, pdo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Para BOLIANI (1986), 0 edado juvenil posshilita o maor cresimento
da planta e a producdo de grande supafide foliar, diada a maor producio de
foloesamilados a sgem  podeaiomente  utlizados no  caeximeto e
deservolvimento das plantas  Essas condusbes podem s importantes  na
tentetiva de explicar a respoda podtiva da minietaquia seriada obre o diametro
de colo das mudas ohtidas, principalmente, ro clone CC10.

De forma ged, no presente estudo, quando se andisam as caracteridicas de
obrevivéncia, dtura e didmetro de colo das mudas aos 50 dias de idade, percebe-se
eato podtivo da minietaquia Siada no rguvenescimento  somente dos cdones de
Eucalyptus grandis com menor gotiddo a propagacéo vegetaiva por enrazamento de
propagulos. Em cdones de boa gptiddo a propagacio vegetativa, ndo e observa efeto
positivo da miniestaguia seriada, 0 que concorda com os resultados obtidos por TITON
(2001) e XAVIER et d. (2001) para o rgjuvenescimento in vitro.

4.1.5. Peso da matéria seca das partes aérea eradicular

De forma gerd, no que diz respeito a0 peso da matéria seca das partes aérea
(Hgura 12-A) e radicular (Figura 12-B) das mudas aos 50 dias de idade néo foi
ada uma tendéncia em rdacéo aos sudRLitivos de miniestaquia seriada Ja no
cdone CC12, obsarvouse superioridade sgnificativa dos subcultivos 1 e 3, paa peo da
matéria seca da parte aérea e diferenca ndo-ggnificativa para peso da matéria seca da
parte radicular.

Uma caeacteridica associada a0 maor grau de juvenilidede dos propagulos
congde em um maor vigor radicular (GOMES, 1987, GREENWOOD e
HUTCHISON, 1993, SCHNECK, 1996). No presente estudo, a minietaquia seriada fa
efidente na promogdo de um maor vigor radicular, ou sga efdto de rguvenescimento
para dgumas caracteridticas, principdmente para os cdones CC10 e CC15, confirmando
a teoria de que em materias menos juvenis as técnicas de rguvenescimento S0 mais
eficazes, dadaamaior disténcia fisoldgica do estado atua para o estado juvenil.
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Fgura12— Médias do peso da matéria seca das partes agrea (PMSPA - A) e radicular
(PMSPR - B) das mudas aos 50 dias de idade, em funcéo dos subcultivos
(Sub) e clones de Eucalyptus grandis. Médias seguidas de uma mesma
letra maitiscula dentro de cada clone entre os subcultivos e de uma mesma
letra minGscula entre os clones dentro de cada subcultivo ndo diferem
entre 9, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4.2. Rg uvenescimento: miniestaquia seriada x micropropagagao

Para os esudos do rguvenescimento in vitro em comparagdo com agudes pda
miniestaquia seriada, faram utilizados os subcultivos 1 e 7 da minietaquia Siada e o
subcultivo 10 de micropropagacéo.

4.2.1. Vigor dasmini e microcepas

No Quadro 4 sio gpresentados os resultados referentes a0 vigor das minicepas

dos asubcultivos 1 e 7 e das microcepas, avdiado quanto a producio de brotagbes
emitidas em trés classes de tamanho, durante as medigbes redizadas aos 3, 6, 9 e 12
dias, para os clones de Eucalyptus grandis

Quadro4—Médias do nimero de brotagbes emitidas pedas minicgpas  dos
subcultives 1 (Sub 1) e 7 (Sub 7) e microcepas (Micro), digtribuidas
em trés dasses de tamanho (1, 2 e 3), avdiadas aos 3, 6, 9 e 12 diss
dos dois dones de Eucalyptus grandis. As médiss seguides de uma
mesma lera maldscula dero de um mesmo done e idade néd
dferem entre 9, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidede



Classes de Tamanho
§ ES:S 1(0,5-2,0cm) 2(2,1-4,0cm) 3(>4,0cm) Tota (>0,5 cm)

Subl Sub7 Micro Subl Sub7 Micro Subl Sub7 Micro Subl Sub7 Micro

<« 3 105A 91A 29B 10A O09A 16A 00A O00A O00A 115A 10,0A  4,6B
5| 6 114A 87B 61C 48A 52A 59A 01A 02A 04A 162A 141AB 12/4B
8 9 7,9A 85A 73A 72A 72A 55A 17A 19A 16A 167AB 17,6A 14,3B
12 82A 68AB 48B 66A 57A 58A | 30B 47A 29 179A 17,3A 13,4B
3 118A 85B 130A 27A 15A 17A 00A O00A O00A 145A 10,0B  14,7A
8 6 99AB 80B 10,1A 87A 68B 85AB O06A 04A 09A 192A 152B  19,5A
O 9 8,1A 71A 86A 106A 84B 99AB 10A 20A 15A 19,7A 17,5A  20,0A
12 7,4A 57A 75A T70AB 698 87A 64A 46B 38B 208A 17,2B  20,0A

Observa-s que, no done CCl14 na dasse de tamanho 1 (0,5 - 2 cm), 0 nimero
de brotagbes emitidas foi maior para as minicepas em comparagdo Com as MiCrocepas,
aos trés e s@s dias gods a poda drédtica, sendo, neste Ultimo periodo, o subcultivo 1
sgnificativamente superior também em rdagd a0 subcultivo 7. Aos nove dias néo s
observaram diferencas sgnificaivas entre os trés tratamentos, e aos 12 dias 0 subcultivo
1 fo ggnificativamente superior a0 da micro e igud a0 7, e mclasse 3 (> 4 cm) s
observou superioridade sgnificativa do subcultivo 7 em rdaco aos demas tratamentos.
Obsarvando o totd de brotagbes (> 0,5 cm), detectou-se a superioridade das minicepas
em relacdo as microcepas.

No que condse ao done CCl12, veificou-se inferioridede dgnificaiva do
subcultivo 7 em relagdo a0 subcultivo 1 e a microcepas, aos trés dias gods a poda, na
cdase 1 (05 - 2 cm), e a micro mostrou-se superior a0 subcultivo 7, aos sais dias. Na
cdase 2 (21 - 4 cm), o subcultivo 1 e as microcepas gpresentaram  tendéncia de
superioridede, porém, na maoria das vezes, sem diferenca Sgnificativa em rdacédo a0
subcultivo 7, e na dase 3 (> 4 cm) o subcultivo 1 modrou-s2  sgnificativamente
superior a0 dos demais tratamentos aos 12 dias de idade. Andisando 0 nUmero totd de
brotagbes emitidess (> 05 cm), observou-s2 que o subcultivo 7 goresentou vaores
sgnificativamente inferiores aos demais, aos 3, 6 e 12 dias gpds a poda

De forma gerd, 0 nimero de brotagbes emitidas pelas microcepas e minicepas
dos subcultivos 1 e 7, nos diferentes periodos de mensuracdo e clones, ndo agpresentou
tendéncia claa de respodas diferenciadas, indicando que as microcepas € minicepas
tiveram potencid semehante para emissio de brotagBes, 0 que estd de acordo com os
resultados encontrados por TITON (2001), nas mesmas condigdes de clima e mango.

Os vdores de peso da maéria seca das brotagbes das mini e microcepas,
coletadas 12 dias gpOs a poda dradtica, encontramse na Figura 13. Obsarva-se, nesta
figura, que ndo houve diferenca edtatidtica dgnificativa entre os diferentes tratamentos,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, o que etd de acordo com a maoria dos
resultados obtidos para 0 nimero de brotagdes (Quadro 4).
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Fgural3— Médias do peso de matéria seca (PMS) das brotagBes produzidas pelas
minicepas dos subcultivos 1 e 7 e microcepas, coletadas no find de 12
diss, dos dois dones de Eucalyptus grandis. Médias seguidas de uma
mesma letra dentro de cada done entre os subcultives néo diferem entre g,
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em suma, no que concerne ap vigor, as microcepas e minicgpas dos subcultivos
1 e 7 gresentaram resultados semdhantes, indicando que a cepacidade gerd de
propagacdo vegeativa dos dois dones estudados é dta e samdhante, bem como um ndo
efeito das técnices de rguvenescimento. Assm, ndo foi possivd, entéo, fazer
inferéncias mais aorangentes quanto a eficiéncda do rguvenecimento obtido pea
miniestaguia seriadae micropropagacdo, em relacdo a essas caracterigticas.

A posshilidade de ocorrer rguvenescimento em dgumas caracteridicas e ndo
em outras, diada aos diferentes graus de rguvenescimento obtidos (GREEWOOD,
1992; HACKETT e MURRAY, 1993), pode s til para explicar a fdta de respodta,
quanto a0 vigor das brotagbes, as técnicas de rguvenextimento aqui adotadas. Além
diso, os clones adotados na presente pesquisa podem goresentar um bom grau de
juvenilidade em rdacdo as caracteridicas de vigor das brotagcbes agui avaiadas, néo
permitindo respostas expressivas quanto as técnicas de rgjuvenescimento adotadas.

4.2.2. Vigor radicular no enraizamento das mini e microestacas

Os resultados da andlise de variancia das caracterigticas nimero de raizes (NR),
comprimento da maor raz (CMR), comprimento totd de raizes (CTR) e peo da
matéria seca da pate radicular (PMSPR) das miniestacas aos 10, 15, 20 e 25 dias de
idade, nos subcultivos 1 e 7 de minietaguia seriada e num subcultivo in vitro, dos dois
clones estudados encontram:se no Quadro 5.

Observaramse  comportamentos  diferenciados na interacd dos dones e

subcultivos em rdacdo a idade de avdiacdho e a caracteridicas avdiadas, 0 que
demondra a ndo-ocorréncia de regpodtas universas das caracteridicas estudadas
em respodta aos tratlamentos gplicados.

Quanto a0 numero de raizes emitidas pedas mini e microestacas na casa de
vegetagdo (Figura 14-A), observaram-se respostas variadas em relagdo aos clones



edudados e & idades de avdiacidn. No cone CCl4, as miniestacas do subcultivo 7
exibiram maior nimero deraizesaos 10 dias, porém sem variagéo

Quadro5—Reslltados da andise de vaiada das caacterigicas nimeo de
razes (NR), comprimento da maor raz (CMR), comprimento totd
de raizes (CTR) e pe0 da matéria seca da pate radicular (PMSPR)
das miniestacas, aos 10, 15, 20 e 25 dias de idade, dos subcultivas 1
e 7 de minedaguia sriada e um subcultivo in vitro dos dois clones

de Eucalyptusgrandis
Quadrados Médios
FV GL NR’ CMR CTR' PMSPR
(n) (cm) (cm) (mg)
10dias
Clone (Clo) 1 20,17 ** 11,78 ** 55,76 ** -
Subcultivo (Sub) 2 1,32 1,84 491m™ -
Clo* Sub 2 3,89 ** 1,49™ 10,76 * -
Residuo 24 0,40 0,53 1,93
Média gerd - 18 14 25 -
Vo (%) - 34,8 50,6 54,9 -
15dias
Clone (Clo) 1 15,41 ** 180,08 ** 052,03** 452,41 **
Subcultivo (Sub) 2 2,51™ 58,69 ™ 138,76 * 66,97 ™
Clo* Sub 2 0,68™ 3707"™ 79,00™ 77,26 *
Residuo 24 0,84 20,45 2791 2151
Média geral - 2,6 6,0 12,3 12,2
_CVey (%) - 35,0 74,7 42,9 38,1
20dias
Clone (Clo) 1 31,62 ** 236,88 ** 2990,0 ** 206,98™
Subcultivo (Sub) 2 0,96™ 11,24"™ 387,07 ** 154,68™
Clo* Sub 2 2,85™ 8,24"™ 159,27™ 125,93™
Residuo 24 0,90 6,69 68,79 56,06
Média gerd - 29 9,7 23,8 20,9
CVexp (%) - 32,3 26,5 35,0 35,8
25dies
Clone (Clo) 1 27,84 ** 171,36** 542977 ** 164,27
Subcultivo (Sub) 2 6,15 * 1043™  46027**  279,12*
Clone* Sub 2 1,80™ 6,95™ 162,83 ** 95,58 ™
Residuo 24 1,20 521 24,82 70,67
Média gerd - 35 13,3 29,0 24,3
Ve (%) - 31,4 17,2 17,2 34,5

* e** ggnificativos a5 e 1% de probabilidade, respectivamente, peo teste F.

ns néo-Sgnificativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

Y/ Dados nZo trandormados em virtude da normdidade apresentada pelo teste de
Lilliefors e homogeneidade de variéncias, pelos testes de Cochran e Bartlett.
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Figura1l4— Médias do nimero de raizes (NR-A), comprimento da maor raz (CMR-B)
e comprimento totd de raizes (CTR-C) emitidas por mini e microestaca
aos 10, 15, 20 e 25 dias, em funcéo dos subcultivos 1 (Sub 1) e 7 (Sub 7)
de miniestaquia sriada e do subcultivo in vitro (Micro) dos dois clones de
Eucalyptus grandis Médias seguidas de uma mesma letra dentro de cada
clone e idade entre os subcultivos néo diferem entre § pelo teste de Tukey

a5% de probabilidade.



sgnificativaem reagéo as microestacas. Quanto ao clone CC12, as microestacas
gpresentaram tendéncia gerd de superioridade em reago &s miniestacas do subcultivo
7, com excegéo feita aos 15 dias de avaiacao.

Em rdacdo ap comprimento da maor raz (Fgura 14-B), no done CC12,
obsarvou-se superioridede das microestacas em reacdo as miniestacas, aos 10 e 15 dias,
porém sem diferencas significatives em relacdo a0 subcultivo 1. No done CC14, ndo se
observaram diferencas significativas entre os tratamentos.

Quanto a0 comprimento totd de raizes (Figura 14-C) emitides por mini e

microestaca, observou-se que, aos 25 dias, no clone CC14 as microestacas gpresentaram
diferenca Sgnificativamente superior em rdagdo & minietacas dos dois subcultivos
No done CC12, essa superioridade sgnificativa das microestecas foi obsarvada aos 15
dias, e aos 10, 20 e 25 dias, tanto as microestacas quanto as miniestacas do subcultivo 1
mostraram se sgnificativamente superiores em relacdo as miniestacas do subcultivo 7 .
O pex0 da matéria seca da parte radicular das mini e microedacas enraizadas (Figura
15) ndo gpresentou diferencas dgnificativas entre os diferentes tratamentos do clone
CCl14. Ja no done CC12, as miniestacas do subcultivo 7 goresentaram menores pesos
de matéria seca em rdacdo as do subcultivo 1 e a microestacas, néo evidenciando
repota do rguvenecimento pea técnica da  miniestaquia seriada e da
micropropagacao a essa caracteristica.

A condatacdo de que com o0 aumento do nimero de subcultivos de miniestaguia
ocorre diminuicdo na producdo de matéria seca radicular pdo done CC12 (com dto
potencid de propagecéo vegetativa) leva a confirmacdo da hipotese de que, em
materias mas juvenis, a técnica de miniestequia seriada, bem como a micropropagacéo,
ndo € eficiente no rguvenescimento. Além do mas, pode resultar em efeitos negativos
nes caracterigicas de vigor radicular (nUmero de raizes, comprimento da maor raz,
comprimento total de raizes e peso da matéria seca da parte radicular).
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Figural5— Médias do peso da matéia seca da pate radicular (PMSPR) por mini e
microestaca aos 10, 15, 20 e 25 dias em funcdo dos subcultivos 1 (Sub 1)
e 7 (Sub 7) de minietaguia seriada e do subcultivo in vitro (Micro) dos



dois clones de Eucalyptus grandis. Médias seguides de uma mesma letra
dentro de cada cdone e idade entre os subcultivos néo diferem entre 9, pdo
teste de Tukey a 5% de probabilidede.

No cdone CCl4, que agpresenta menor gptiddo a propagecdo vegetativa, mes
ainda com indices consderados bons, ndo ocorrem efeitos negaivos e nem postivos da
minietaquia seriada e da micropropagacdo nas caracteridticas de vigor radicular aqui
edudadas, aesando novamente essa teoria Resultados smilares foram obtidos por
TITON (2001) e XAVIER & d. (2001), segundo 0s quais o cone de menor gotidéo a
propagecdo clond exibiu maor resposa a0 rguvenestimento paos subcultivos in vitro
(microestaguia).

De forma ged, pode-se assumir que condigdes ambientais e nutricionals de
cultivo das plantasmatrizes mais proximes das ideas (MENZIES, 1992, MOE, 1987),
dém de boas condiches de enrazamento e de mago dos propagulos vegeaivos,
resultam em efdtos pogtivos no vigor de enraizamento. Assm, no presente esudo, em
gque as ocondigdes ambientals nutricionals € de mango dos cones puderan s
condderadas adequadas para propicia bom  vigor radicular, ndo se obteve efeto
dognificativo de rguvenetimento. No entanto, quando s trabdha em condighes
adversas e com clones de maor dificuldade de propagac@o, 0 reuvenescimento pode se
tornar mais eficiente em relac@o as caracteridticas avdiadas neste item.

4.2.3. Enraizamento, sobrevivéncia evigor dasmini e microestacas
4.2.3.1. Andlisedevariancia

Os resultados da andlise de vaiéancia das caracteridticas de sobrevivéncia das
mini e microedacas na saida da casa de vegetagdo, enraizamento na saida da casa de
sombra e sobrevivéncia, dtura, didmetro de colo e peso da maéria seca da pate
radicular e da parte aérea das mudas aos 50 dias de idade encontram-se no Quadro 6.

Quadro6—Reslltados da andise de vaidnda das caatteidicas de
Sobrevivénda des mini e microedacas na sdida da casa de vegeacéo
(SOBSCV), do enraizamento na saida da casa de sombra (ENRSCS),
da sobrevivéncia (SOB50), da dtura (ALT50), do diametro de colo
(DC20) e do peso da matéria seca da raiz (PMSPR) e da pate aérea
(PMSPA) das mudas aos 50 dias de idade, nos subcultivos 1 e 7 de
minedagquia Sriada e num subautivo in vitro nos dois dones de

Eucalyptusgrandis
Quadrados Médios
Fv G OBV  ENRCS'  SOBS0O ALT50 DC50
(%) (%) (%) (cm) (mm)
Clone (Clo) 1 307,84 ** 503,48 ** 961,07 ** 41,28 ** 0,02™
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Subcultivo (Sub) 2 49,74 * 26,28"™ 3643™ 14,76™ 0,28 **

Clo* Sub 2 7549"™ 76,37™ 6875™  3317**  015**
Residuo 24 24,90 2378 21,09 451 0,03
Média Geral - 95,0 84,6 78,9 13,9 1,4
Ve (%) - 52 58 58 15,3 11,5

* e** gonificativos a5 e 1% de probabilidade, repectivamente, pelo tete F.
ns ndo-ggnificativo a 5% de probabilidade, peo teste F.
1/ Dados ndo transformados em virtude da normalidade apresentada pelo teste de

Lilliefors e homogeneidede de variancias, pelos testes de Cochran e Bartlett.

Observou-e efeto ggnificativo (P < 0,01) na interacd done e subcultivo, quanto as
caacteridicas ALTS50 e DC50 e efdto dgnificativo dos cones paa todas as
caracterigticas, com excegdo do didmetro de colo des mudas aos 50 dias de idade, em
gue somente os subcultivos levaram a diferencas dgnificatives, peo tete F. JA com
rdacdo as demas caracteridicas, ndo se observaram diferencas Sgnificativas em
rdacdo aos dois subcultivos de mini e ao de microestaquia. Essa resposta esta de acordo
com a encontrada na minietagquia seriada (item 4.1) dos dones CCl4 e CCl12,
reforcando a idéia de que propagulos com boa capacidade de propagecéo vegetativa néo
respondem ao rguvenescimento.

Os codficientes de variacdo experimentd goresentaram vaores entre 52 e 153% em
todas as caacteridicas avdiadas (Quadro 6), os quas segundo dados de literatura
digponivels, estéo proximos dos padres encontrados em Eucalyptus  (SCHMIDT,
1995; WENDLING, 1999; GOMES, 2001; TITON, 2002).

4.2.3.2. Enraizamento e sobr evivéncia das mini e micr oetacas

Quanto a sobrevivéncia na saida da casa de vegetacdo (Figura 16-A), detectouse

uperioridade das microestacas em rdacdo as miniestacas do subcultivo 1 do clone
CC14, porém o enraizamento na saida da casa de sombra (Figura 16-B) néo gpresentou
variagdes sgnificativas entre os subcultivos 1 e 7 de miniestaquia e a micropropagacao.
Condderando amédia dos dois clones de Eucal yptus grandis estudados, obtiveramse
95% de sobrevivéncia na saida da casa de vegetagdo e 84,6% de enraizamento na saida
da casa de sombra, 0 que evidencia a dta cgpacidade de propagacéo vegetativa desses
materiais genéticos.
A sobrevivéncia das mudas aos 50 dias de idade (Figura 17) apresentou comportamento
smilar aquele encontrado em sobrevivéncia na saida da cesa de vegetecdo (Figura 16-
A) e enraizamento na saida da casa de sombra (Figura  16-B), porém com vaores
ligeiramente inferiores. Congderando a média de

EESub 1 ESub 3 ESub 5 Sub 7

Ap B

Iviii



- o < < < .
100 B < < 100 < <
<« L < =
80 80 1
S S
= 601 ~ 60 1
2 3
@
§ 40 Z 401
I}
20 20
0 T | 0
CC 14 CC12 CC 14 CC12

Clone Clone

Fgural6— Médias de sobrevivéncia das mini e microetacas na saida da casa de
vegetagido (SOBSCV - A) e enraizamento na sdida da casa de sombra
(ENRSCS - B), em fungéo dos subcultivos 1 (Sub 1) e 7 (Sub 7) de
minietaquia Siada e do subcultivo in vitro (micro) dos dois clones de
Eucalyptus grandis. Médias seguides de uma mesma leira mailscula
dentro de cada cdlone entre os subcultivos néo diferem entre 9, pedo teste
de Tukey a5% de probabilidade.
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Fgural7— Médias da sobrevivéncia (SOB50) das mudas aos 50 dias de idade, em
funcdo dos subcultivos 1 (Sub 1) e 7 (Sub 7) de miniestaquia Seriada e do
subcultivo in vitro (micro) dos dois cones de Eucalyptus grandis Médias
seguidas de uma mesma letra maidscula dentro de cada clone entre os
subcultivos ndo difeeem entre 9, pdo tete de Tukey a 5% de
probabilidade.

obrevivéncia, obtiveramse 732 e 846% de sobrevivénca respectivamente, dos

clones CCl14 e CCl12. Is0 evidenciou uma boa cgpacidade de propagecéo vegetaiva

destes e levou a condusio de que os clones empregados nO presente  experimento
goresentavam  grau de juvenilidade bom com rdacdb a essa caacteridica, nao
respondendo, portanto, aos diferentes tratamentos de  rguvenescimento, mas

corroborando as respostas encontradas por TITON (2001).
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Em trabahos com miniestaquia desenvolvidos por WENDLING e d. (2000a),
foram encontrados indices gerais de enraizamento bem menores quando em comparacéo
com agueles obtidos na presente pesquisa, ou Sga, vaores entre 145 e 658%, com
média gerd dos cinco cdones esdudados de 36,5%, denotando baixo grau de juvenilidade
desses clones ou condigdes gerals de mangjo desfavoraels.

De forma gmilar ao vigor radicular no enraizamento das mini e microestacas
(item 4.22), pode-s=e assumir que, em condigdes ambientals e nutricionas de cultivo
das plantasmatrizes mas proximas das ideas (MOE, 1987; MENZIES, 1992),
resultamse, aém de boas condigbes do ambiente de enrazamento e de mango dos
propagul os vegetativos, efeitos positivos nos indices gerais de enraizamento.

Assm, no presente edudo, em que as condiches ambientas, nutricionais e de
mango dos dones podem Sx condderades favoraveis para propiciar um  bom
enraizamento, obtiveram-se bons resultados em ambos os dones e um resultado néo
pogtivo do rguvenescimento, concordando, também, com as respodas obtides por
TITON (2001), nas mesmas condigdes geras de mango. Aliado a isso, a egpécie/clone
a sx propagada também tem importncia dedtacada no processo de clonagem
(GONCALVES, 1982, MENZIES, 1992; THOMSON, 1992, ELDRIDGE e d. 1994),
levando a crer na boa gotiddo genética a propagacéo vegetativa dos cdones CCl4 e
CC12 edudados e oconseglentemente, num bom grau de juvenilidade destes néo
resultando em sensibilidade desses clones a qualquer técnica de rejuvenescimento.

Ja quando s trabdha em condigbes mas drédicas de ambiente, nutricdo e
mango dos dones, bem camo com cdones menos gotos a propagecdo vegetaiva, oS
indices gerais de sucesso com a donagem diminuem dradicamente (MENZIES, 1992
THOMSON, 1992). Nessas condigdes, 0 rguvenescimento com reagdo a essss
caacterigicas pode s tornar mais eficiente e necess¥io na obtencdo de resultados

satisfatorios na propagacdo clond de Eucalyptus.

4.2.3.3. Alturaedidmetro de colo

Resultados de pesquises obtidos por BOLIANI (1986) e GREENWOOD e
HUTCHISON (1993) indicam que plantas em esado mas juvenil goresentam maores
potenciais de crescimento vegetaivo. No presente estudo, para dtura das mudas aos 50
dias de idade (Figura 18-A), obsarvou-se que 0 done CCl4 néo foi influenciado pdas
técnicas de  rguvenescimento, porém no done CCl12 os subcultivos 7 e de
micropropagacdo  promoveram diminuicdo na dtura das mudas. 1ss0 pode indicar um
bom grau de juvenilidade dos clones estudados em relacdo a essa caracteridtica, cujos
subcultivos resultaram  em  diminuicdo e possivel  consqiiéncia do edresse  induzido

pelos cortes sucessvos dos teddos diado a possivd linha de mé&xima juvenilidede, a



patir da qud né se conseguiu obter regpodas podtivas de quaquer técnica de
rejuvenescimento.

No gue se rdaciona ao didmetro de colo das mudas aos 50 dias de idade (Figura
18-B), obsavou-= que de forma invesa a dtura (Fgura 18-A), o done CCl4 foi
influencdiado pelas técnicas de rguvenescimento, resultando em maor diametro do
subcultivo in vitro. O done CC12, novamente, ndo foi influenciado pelas técnicas de
rejuverescimento, no que tange ao didmetro de colo.

De forma gerd, foi obsarvado que os vdores de dtura e diametro de colo
das mudas de Eucalyptus etavam um pouco aaxo do padréo condderado ided
paa platio ddintvo no campo, ou sga ama de 2 mm (GUERREIRO e
COLLI JUNIOR, 1984). No entatto, cabe sdientar que caracteridicas
foram avdiades aos 50 dias de idade das mudas dém de essas srem fadimente
modificades pdas condigdes de nutricdo fornecides & mudas durante sua
pamanéndaem vivaro (CARNEIRO, 1995).
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Figura 18— Médias de dtura (ALT50 - A) e didmetro de colo (DC - B) das mudas aos
50 dias de idade, em funcéo dos subcultivos 1 (Sub 1) e 7 (Sub 7) de
miniestaquia seiada e do subcultivo in vitro (micro) dos dois cones de
Eucalyptus grandis. Médias seguidas de uma mesma letra malscula
dentro de cada cdone entre os subcultivos néo diferem entre 9, pdo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados smilares foram obtidos por TITON (2001), cujos vaores de dtura e
didmetro de colo das mudas aos 50 dias vaiaram, dependendo dos dones no que tange
a resposlas a0 rguvenetimento in vitro e ao naorguvenescimento (miniestaquia).

Ixi



Entretanto, para 0 clone de menor gptiddo & propagacdo vegetaiva, a referida autora
citou um possive rguvenescimento com reagdo a essas caracteridicas. JA paa
XAVIER e d. (2001), apesxr de O rguvenescimento in vitro ter resultado em aumento
nos indices gerais de sobrevivénda e veocidade de enrazamento dos propagulos, néo
ocorreram respostas as caracteridticas de dtura e didmetro de colo das mudas aos 85
diasdeidade.

4.3. Rg uvenescimento: regulador es de crescimento par a enr aizamento

43.1. Andlisedevariancia

Os resultados da andise de variancia das caracteristicas de sobrevivéncia das
miniestacas na saida da casa de vegetacdo, enraizamento na sdida da casa de sombra e
sobrevivéncia, dtura, didmetro de colo e peso seco das pates agrea e radicular das
mudas aos 50 dias de idade encontram se no Quadro 7.

Néo houve diferenca edatidtica, pedo teste F (P < 0,05), na interagdo clone X
subcultivo x AIB, em todes as caracteridticas estudadas. Obsarvouse efdto ggnificativo
da interacd0 entre clone e subcultivo em rdagdo &s caracteridicas de sobrevivéncia e
dtura aos 50 dias (P < 001). Ja na interacéo clone e AlIB, somente houve sgnificancia
das caracteristicas de SOB50, DC50 e PMSPA, enquanto na interagdo subcultivo e AIB
néo se obsarvou efeito sgnificativo de nenhuma caracterigtica

4.3.2. Enraizamento e sobr evivéncia das miniestacas

Na sdda da casa de vegeacdo (Figura 19), observaramse vdores de
Sobrevivénda proximos a 100% em todos os dones, ndo havendo diferencas
enre os ubcultivos de miniesaguia e tampouco etre as dosgens de AlB.
Entretanto, os clones CC10 e CC15 goresentaram tendéncia de queda dos indices
geds de sobrevivénda nes dosagens adma de 500 mg L7, indicando um
possive efeito de toxidez.

Ja na saida da casa de sombra (Figura 20), verificou-se pequena reducdo nos indices de
sobrevivéncia em rdacéo a saida da casa de vegetag@o, principdmente nos clones CC10
e CCI15. Os cones CCl4 e CCl12 ndo goresentaram, novamente, diferencas entre os
subcultivos de miniestaquia e entre as diferentes dosagens de AIB; ja nos clones CC10 e
CC15, notou-se peguena superioridade do subcultivo 7, principdmente em rdacdo aos
subcultivos1 e 3.

Quadro7—Reslltados da andise de vaidnda das caatteidicas de
Lrevivenda das miniedacas na sdida da casa de  vegeagéo
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(SOBSCV); do ewrazamento das minietacas na sdida da cesa de
ombra (ENRSCS); da sobrevivéncia (SOBS0); da dtura (ALTS0) e
didmetro de colo (DCB0) das mudas aos 50 dias de idade e do peso
da maéria seca da pate radicuar (PMSPR) e da pate aérea
(PMSPA) das mudas aos 50 dias de idade, com rdacdo as diferentes
dosagens de AIB, dos queatro clones de Eucalyptusgrandis

Quadrados Médios
FV GL SOBSCV ENRSCS S0B50° ALTS0  DC50 PMSPR® PMSPA°®
€0 (€0 (€0 (cm) (mm) (mg) (mg)

Clone (Clo) 3 026%  043*  183* 71553 328  100%*  253%*
Sbatvo(SB) 3 008*  003*  063* 093 014+  012**  005™
AIB 3 005™ 0004™ 0001™ 050° 008  002® 027"
Clo* Sb 9 007™  004™  036**  250* 062°  006™  005™
Clone* AIB 9 002™ 0009 005* 651 072  002™  006*
Sb* AlB 9 002™ 001™ 002®  317° 028  002®  003™
Clone*SIb*AIB 27 001™  001™  005™ 297  025™ 002  001™
Residuo 26 0,03 0,01 0,02 2,00 0,36 0,03 0,03

MédiaGara T o4 877 716 45 15 013 2779
CVop (%) T 1158 947 137 1374 1218 836 7.05

* e** ggnificativos a5 e 1% de probabilidade, respectivamente, peo teste F.
ns nao-9gnificativo a5 % de probabilidade, pelo teste F.

Y/ Dados transformados por arcsen (%), 2/ Dados trandformados por arcsen

’ X
(E- 0,1) e

%/ Dados transformados por Log10 (X + 20).

Sub 7
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Figura1l9— Médias de sobrevivéncia das minietacas na sdda da casa de vegetacdo

(SOBSCV), em resposta a  gplicacdo de AIB (0, 500, 1.500 e 3.000 mg L
1, dos quatro subcultivos dos quatro dones de Eucalyptus grandis
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Figura20— Médias de enraizamento das minietacas na saida da casa de sombra
(ENRSCS), em regposta a aplicacdo de AIB (0, 500, 1500 e
3000 mg L™, dos quaro subcultivos dos quaro dones de Eucalyptus
grandis.

Como pode s visudizado na Fgura 21, os indices de sobrevivéndia das mudas
aos 50 dias mogstraamse dmilaes agudes goresentados no  experimento  de
miniestaquia seriada (item 4.14.2), porém com maor efeto dos subcultivos de
minietaquia seriada dos cdones CC10 e CC15 (condderados de menor grau de
juvenilidede). Esses resultados podem indicar efeito de rguvenescimento mas eficiente
nes condigbes deste experimento, ou sga, miniestacas com piores condigbes de vigor na
hora da coleta, levando & suposcéo de que a miniedaquia seriada pode s mas
eficiente quando em condicBes mais drégticas de mangjo.

Na média, os cdones CC10 e CC15 foran os que goresentaramn maor reducéo
nos vaores de sobrevivéncia aos 50 dias de idade, em rdacdo aos da saida da casa de
sombra  Esses comportamentos podem edar relacionados aos efedtos de maores
edreses hidrico e luminico encontrados na &ea de aclimatagdo, podendo-se supor que
oS traamentos com maor nimero de subcultivos resultaram em maor resséncia es
condicdes ambientai's adversas desses clones com menor grau de juvenilidede.



A miniestaquia seriada foi eficientes na promocdo de maores indices de
sobrevivéncia aos 50 dias de idade das mudas, independentemente das dosagens de AIB
aplicadas, somente dos clones CC10 e CC15. No done CCl10, a média ged de
sobrevivéncia foi de 451% nos subcultivos 1 e 3 e 73,7% nos subcultivos 5 e 7,
resultando em 28,6% de aumento na taxa de sobrevivéncia deses Ultimos No cdone
CC15, os subcutivos 1 e 3 goresentaram vaores de 47,8% de sobrevivéncia e os de
nimero 5 e 7, vaores de 76,3%, resultando em 28,4% de aumento na sobrevivéncia.

Comparando os resultados de sobrevivéncia em termos de clones, obsarvou-se,
claramente, a superioridade do done CC12 em rdacdo aps demas, seguido peo clone
CCl14. Nessss dois cones novamente ndo se observaram efeitos dos subcultivos de
minieteaquia sriada obre 0 rguvenecimento, uma vez que, como  citado
anteriormente, 0 dones com bom grau de juvenilidede, concordando com os
resultados de TITON (2001) e XAVIER et d. (2001).
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Figura2l- Médias de sobrevivéncia des mudas aos 50 dias (SOB50), em respoda a
golicacio de AIB (0, 500, 1500 e 3000 mg L%, dos quatro subcultivos
dos quatro clones deEucalyptus grandis

No que tange a gplicacd