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RESUMO

Aspectos morfofisiolégicos na clonagem deucalyptus benthamii

Dentre as poucas espéciesHlealyptusque apresentam aptiddo ao cultivo em regides
de baixas temperaturas e a geadas frequentes, destacam-se gdaé&iypadyptusbenthamii
que representam opcdes para futuros plantios florestais em diferegfioes brasileiras.
Porém, existem poucas informacdes quanto a obtencdo de mudas el@®imcarmos as
espécies aconselhadas para o plantio em condi¢cfes subtropicaasémaia é ainda maior,
principalmente ao considerar os fatores enddgenos e exdgenos paraizanesnto
adventicio. Baseado no exposto, o presente trabalho teve como objetivavgkaalaspectos
morfofisioldgicos da clonagem de gendtiposklealyptusbenthamiipor meio das técnicas
de miniestaquia e micropropagacéo. Para tanto, o trabalho foi divididguatro estudos
basicos. O primeiro estudo (Capitulo 2) baseou-se na avaliacdo d#isiwdogia de um
minijardim clonal em relacdo a diferentes concentracbes deEm@aelongo de sucessivas
coletas de brotacdes. O segundo estudo (Capitulo 3) foi baseado emaagalaizamento de
miniestacas quanto a diferentes concentracdes de Zn e B aplida AIB ao longo de
sucessivas coletas de brotacdes. O terceiro estudo (Capitulo ebuisasem avaliar a
dindmica de enraizamento de miniestacas quanto a diferentesitcag@es de AlB, tempo
otimo de permanéncia de miniestacas enraizadas em casa @e&egea origem da conexao
vascular da raiz emitida. Por fim, o quarto estudo (Capitulo 5) feedd® no
desenvolvimento e estabelecimento de protocolo para a micropropagsayatova producao
de microcepas para formar um microjardim clonal. Em termasisgea sobrevivéncia das
minicepas, producdo de miniestacas por metro quadrado ao ano e 0s teores éali@Ee® e
micronutrientes variaram significativamente em relacdo aseotmagdoes de Zn e B,
apresentando diferentes respostas ao longo das coletas de brotapi@@grdim clonal. Os
teores foliares de carboidratos sollUveis ndo estruturaisamarsignificativamente de acordo
com as coletas de brotagdes e solucéo nutritiva, sendo que o aumento das concen#Zacdes de
e B na solugéo nutritiva induziu a redugéo dos teores de carboidratosssofitvestruturais.
A porcentagem de enraizamento dos materiais clonais foi,ls@Rrdo considerados de dificil
propagacdo pela miniestaquia. A presenca de Zn e B na solucadwatrithcentracdes
variando de 1,0 a 2,0 mg').associadas a presenca de AIB induziram os maiores indices de
enraizamento. A aplicacdo de AIB na concentracdo de 2.000'rfaydreceu a inducdo de
raizes, e o intervalo de 35 a 42 dias foi o0 mais indicado paean@anéncia das miniestacas
enraizadas em casa de vegetacdo. De acordo com as amilisiégicas da rizogénese foi
verificado que a raiz adventicia apresentou conexado direta commbioc&ascular. A
multiplicagcéoin vitro de gemas axilares dependeu do clone, meio de cultura e concentragao
de regulador de crescimento e, o alongamento de brotacfes dependeu daefuhador de
crescimento. O protocolo de micropropagacéo foi eficiente para a poodecmicroplantas
de Eucalyptus benthamias quais podem ser usadas para a formacdo de um microjardim
clonal.

Palavras-chave: Enraizamento adventicio; Nutricao vegetal, nieddaquia,
Micropropagacao; Regulador de crescimento; Reproducdo assexuada,
Producédo de mudas clonais
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ABSTRACT
Morphophysiological aspects in the cloning oEucalyptus benthamii

Few Eucalyptusspecies present adaptation for cultivation in regions subject to low
temperatures and frequent frosts, &ugtalyptus benthamgenotypes may represent options
for future forest plantations in different regions of Brazil, inwigf its excellent silvicultural
performance in these conditions. However, there is little infeomatn obtaining clones, and
considering the species recommended for planting in subtropicalticosdithis lack of
information is even greater, mainly when considering the endogamouexogenous factors
for the adventitious rooting. Based on these information, the present vesrkawed the
conducting of studies on morphophysiological aspects during the clonifualyptus
benthamiithrough of the mini-cuttings and micropropagation techniques. Therdierajark
was divided into four basic studies. The first study (Chapter 2)b&asd in evaluate the
morphophysiology of a clonal mini-garden regarding to Zn and B camatiems during
successive shoot collections. The second study (Chapter 3) was basedluate the
induction of adventitious rooting in mini-cuttings regarding to genotype, and B
concentrations, shoot collections and IBA application. The third studgpt€h4) was based
in evaluate the adventitious rooting percentage of selected genobgesling the IBA
concentration, optimal time of permanence of rooted mini-cuttings gnreenhouse and the
origin of the vascular connection. Finally, the fourth study (Chapteras based in develop a
method for cloning of selected genotypes through micropropagation techfugube
formation of a clonal micro-garden. In overall terms, mini-sturspssival, mini-cuttings
production per square meter per year and foliar content of macro anshuotrients varied
significantly in relation to treatments, presenting differergpomses according to shoots
collection of the clonal mini-garden. The content of soluble carbotesiraon-structural of
leaves varied regarding the shoots collection and nutrient solutionndifeasing of the Zn
and B concentrations in the nutrient solution induced reduction of the ¢oti@int of soluble
carbohydrates non-structural of leaves. The adventitious rooting pgeemss low, and the
genotypes were considered difficult to propagation by mini-cuttingenique. The mini-
stumps fertigated with nutrient solutions containing Zn and B (coratenmts of 1.0 at 2.0 mg
L) associated with the IBA application presented the greatentiitves rooting percentage.
The IBA application in the concentration of 2,000 mg resulted in the greater speed of
rooting and rooting percentage, and the interval of 35 to 42 days wasshsuitable for the
permanence of mini-cuttings rooted in a greenhouse. According tostiodogical analysis of
rhizogenesis was verified that the adventitious root presentexd dinenection to the vascular
cambium. Then vitro multiplication of axillary buds depends of the genetic matecidture
medium and concentration of plant growth regulator and, the shoots etondegiends of the
genetic material and plant growth regulator. The micropropagatiotocol was efficient for
the microplants production @&ucalyptus benthamand can be used to form a clonal micro-
garden.

Keywords: Adventitious rooting; Plant nutrition; Mini-cutting technigMégropropagation;
Plant growth regulator; Asexual reproduction, Clones production
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1 INTRODUCAO

Os plantios florestais, principalmente de espécies exoticagsespam fonte de
recursos renovaveis de fundamental importancia para atender acexig®r produtos
derivados de biomassa lenhosa, onde a crescente competicdo de nureattda elevado
aprimoramento dos produtos fornecidos, bem como, dos servi¢os prestadodoDessao
considerar o potencial das espécies Hiealyptusem produzir madeira para inameras
aplicacdes, fez com que esse género adquirisse relevanciaiebnuespertando o interesse
em relagéo a diversos programas de melhoramento em vista a atender o fluxcade.mer

Em termos de Brasil, as regides sul e sudeste formam o pddaode plantios florestais
para finalidades industriais. Contudo, as espécies de eucalipto dadap@ta condicdes
climaticas e economicamente importantes para condi¢cbes namscbnstituem um grupo
muito restrito, sendo que Bucalyptusbenthamiiapresenta-se como uma espécie potencial
para essa finalidade, porém ainda pouco estudada no campo biotecnoldgico.

A clonagem doEucalyptusvem sendo executada principalmente pela técnica de
miniestaquia, a qual tem sido adotada em larga escala por gengessas florestais. Em
determinadas situacdes, algumas empresas utilizam a téniogcropropagacdo para a
producdo em larga escala de genotipos selecionados, ou ainda, para o Sejuesne de
materiais adultos, buscando melhorar os indices de enraizamento. Uatodes decisivos
para 0 sucesso de tais técnicas de clonagem refere-se aparaprdd adventicio de
propagulos, sendo que estudos envolvendo a nutricdo mineral com acdo endodgena de
reguladores de crescimento correlacionados aos aspectos rizogéaiosscassos e,
mostram-se essenciais para o aprimoramento da obtencdo de deudhaseriais genéticos
selecionados considerados de dificil enraizamento.

A biotecnologia de producdo de mudas de espécies florestais estonstante
desenvolvimento, sendo que novos avangos podem ser esperados a cada anam Qodesafi
setor florestal Brasileiro ndo sera apenas o de investimeatésea industrial, mas também
quanto ao aumento de produtividade pela selecdo de novas variedades, sendo que a
biotecnologia, por meio da propagacao clonal, esta contribuindo signifioatit@ para o
desenvolvimento e aprimoramento do setor florestal.

Baseado nesse contexto, o trabalho teve como objetivo geral, geraagdessobre a
morfofisiologia durante a clonager&ucalyptus benthamii por meio das técnicas de

miniestaquia e micropropagacéao, visando estabelecer protocolos de propagacaciela espé
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1.1 Revisao bibliografica

1.1.1 Importancia silvicultural do Eucalyptus benthamii

O Eucalyptusé utilizado em grande escala para o estabelecimento decplkstam
areas tropicais e subtropicais do mundo, representando mais de 19,5 delhfEtares de
florestas plantadas (GFC, 2010). Estima-se que 90 paises usamépsto em plantios
comerciais, 0s quais se destinam ao abastecimento de matddagaia as industrias de
celulose, papel, carvao vegetal, chapas de particulas e @& KEL, 2007), sendo que o
Brasil corresponde a 20% das areas plantadaskaralyptusdo mundo, atrds apenas da
india, que representa 22% (GFC, 2010).

O eucalipto € amplamente plantado no Brasil, principalmente né&&segil e sudeste,
as quais formam o maior polo consumidor e exportador de madeira oriunglanties
florestais (ABRAF, 2011; PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS; FERRRA, 2006). Segundo
dados da ABRAF (2011), em 2010 os plantiofdealyptusno Brasil totalizaram cerca de
4,7 milhdes de hectares, apresentando crescimento de 5,3% em relagadbase de 2009,
sendo que a area de florestas plantadas no Brasil estd em corgBuimento desde o ano de
2005 (Figura 1).

EUCALYPTUS

6000 8,2% 8,2 |

| @ s
5.000 fat
6,0% =
£ 4000 | | 5,3% 4% =
s 64% | | ‘;
2 3000 | | 3% 8,
8
2000 2% &

1.000 3.463 3.746 3.970 43125 4.516 4754

Figura 1 - Evolucdo da area plantada com floredtdsucalyptusspp. no Brasil (2005 - 2010). Fonte: ABRAF
(2011)

Contudo, as condi¢cdes climaticas limitam a expansdo dos plantiosc@meale
Eucalyptusnas regides mais frias e de elevada altitude do Brasil, painoente devido a
ocorréncia de geadas frequentes, comprometendo significativamemedatividade.
Buscando contornar esse problema, a utilizacaBubalyptusbenthamiiapresenta-se como

alternativa para a composicdo de plantios florestais destinadodipaidades industriais
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nessas regides, em fungcao de suportar temperaturas amenaseeadg¢aidas, apresentado
desempenho silvicultural, sob essas condigbes (GRACA; SHIMIZWARES, 1999),
superior as demais espécies (PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS; FERRER0OG).

O Eucalyptusbenthamiitem sua origem natural situada no litoral oriental de New South
Wales, Australia, com latitude aproximada de 34°00’ S e longitude de 130°80i altitudes
variando de 140 a 1.000 m, onde é conhecida como “Camden White Gum”. ie dispiéa-
se, principalmente, a sudoeste da cidade de Sydney em platisiess ao longo do Rio
Nepean e seus afluentes (BENSON, 1985; BENSON; MCDOUGALL, 199%;.LH
BROOKER, 1973; KELLY, 1982). A média da temperatura anual naaeatgdocorréncia
natural oscila de 13°C a 17°C, com média das temperaturas maknmés mais quente
entre 26°C a 30°C e média das temperaturas minimas do mésimdes I°C a 3°C. Além
disso, a espécie pode suportar temperaturas minimas do mésiondés-fLl°C a 3°C, sendo
considerada tolerante a geadas e a secas (JOVANOVIC; BOOTH, 2002).

Porém, de acordo com as condi¢Bes adaptativEsicalyptus benthamppode tolerar
temperaturas mais baixas (PALUDZYSZYN FILHO; SANTOERREIRA, 2006). Em teste
de selecdo de progénies realizado em Hunan, Chigagcalyptus benthamiicou entre as
espécies mais promissoras para a formacdo de povoamentomifiodesido a adaptacado e
desenvolvimento superior em relacdo as demais espécies tegiadakb meses do plantio.
Nesse periodo, a média das temperaturas minimas foi de 3°C a 8%Ctamperaturas
minimas absolutas situaram-se entre -6°C a -10°C (Metldll, 2003).

A espécie esta confinada a uma reduzida populacao de 6.500 arvores Kediamda
e a trés populacdes remanescentes ao longo do Rio Nepean aié 8dsas, Wallacia e
Camden (BUTCHER; SKINNER; GARDINER, 2005). Devido a construcdoegeesa de
Warragamba Dam, situada em Sydney, e pelas intensas ativatatEdas no Vale Cox, a
area de distribuicdo natural da populacadcEdealyptusbenthamiifoi fortemente reduzida
(BENSON, 1985; HALL; BROOKER, 1973). Dessa forma, devido a espécmpasiderada
vulneravel ao processo de extincdo na regido de ocorréncia naintategse em seu uso na
Australia esta centrado para fins conservacionistas (BENS@GDOUGALL, 1998;
KJAER et al., 2004; SEIDLICH; DOUGLAS; OCULUS, 1997).

No Brasil, uma das primeiras populagfes genéticdsudalyptusbenthamiide que se
tem regqistro foi introduzida em 1988 pela Embrapa Florestas-CRBIBMbo-PR. Esse
povoamento constou de familias misturadas de sete a dez matnreset#€ncia Wentworth
Falls (NSW), Australia, apresentando alta resisténcia a geguldo crescimento, boa forma

de fuste e alta homogeneidade do talhdo, estimando-se altura médid de e DAP médio
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de 18,2 cm aos oito anos de idade (GRACA; SHIMIZU; TAVARES, 1999GAdI
PEREIRA, 2003). Essas caracteristicas tornaramuocalyptusbenthamii uma excelente
opcao para reflorestamentos em regides de clima frio no Bmaiicipalmente em
localidades onde ocorre geadas frequentes e severas (GISMIMIZU; TAVARES, 1999;

HIGA; PEREIRA, 2003; PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS; FERREMR 2006; SILVA,

2008; SILVA et al., 2004).

Contudo, por ser uma espécie recente em plantios florestaispekisitacées quanto
a producdo de sementes e, quando essas estdo disponiveis, 0s precesadas. e\
propagacdo apresenta-se como alternativa para a multiplicacéosiviaclde matrizes
previamente selecionadas para cada regidao. No Brasil, um dasrpsirastudos nessa linha
de pesquisa corucalyptusbenthamiifoi realizado por Gracga; Shimizu e Tavares (1999), o
gual foi baseado na técnica de estaquia. Contudo, o baixo indice deneendzémitou a
aplicacéo da técnica para a implantacdo de plantios comgbaaiscomo, para programas de
melhoramento genético.

Trabalhando com a técnica de miniestaquia, Cunha; Wendling e Souana (2005)
recomendaram o minijardim clonal em sistema hidropbnico do tipo etdanalcomo
alternativa mais viavel para a producdo de brotacBes. Porém, ossandiorevaliaram o
enraizamento da espécie, bem como a nutricdo, sendo esses os pralideasas enfrentados
na atualidade em termos de multiplicagdo, os quais séo relatadeérjpsr produtores de
mudas clonais deucalyptus benthamii

Wit Ondas et al. (2009) estudaram o enraizamento de miniestacksicdb/ptus
benthamiiapdés exposi¢cdo ao frio e verificaram que o armazenamento dos pospaghl
baixa temperatura ndo influenciou positivamente o enraizamento dos Blet&8 e BP120,
sendo aconselhada a miniestaquia logo apos a coleta das brotacées.dolone BP101
apresentou aumento do enraizamento até 48h de exposi¢ao ao frio, sendadeods$eaienca
significativa entre os materiais genéticos. Além disso, asanéistologica revelou raizes
normais e funcionais para todos os clones avaliados. Em outro estudo,fBr@uigalves e
Almeida (2010) estudando a rizogénese em miniestacasEwmlyptus benthamii
determinaram o tempo de 35 dias para o enraizamento na cor@entea2.000 mgt de
AIB.

Em relagdo a micropropagacao, Brondani et al. (2009b) estudaram aoingluca
expressdo das respostas morfogénicasEealyptus benthamisob condigcbesn vitro e
verificaram que os explantes cultivados na presenca de ANA (adtddenaacético) nédo

apresentaram respostas morfogénicas, ao passo que os tratadosRec@meriBZlaminopurina)
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apresentaram zonas meristematicas mais evidentes, que poderdxeia a emissao de
gemas e/ou raizes. Recentemente, em estudo referente cterzgdo anatbmica da
propagacao clonah vitro de Eucalyptus benthamiiwit Ondas et al. (2010) verificaram a
viabilidade da técnica de micropropagacéo para a clonagem de magigeionadas a partir
de brotac6es emitidas de segmentos nodais. Os autores taml@oardes que as gemas
axilares provenientes da fase de multiplicacdo foram oriundas dstemeas laterais preé-
existentes, ao passo que as adventicias originaram-se do tectial,cambas por

organogénese direta, demonstrando a viabilidade da técnica.

Considera-se que o0s resultados sejam promissores para a obtengiadate de
Eucalyptus benthamiuxiliando sobremaneira a clonagem comercial da espécie. Contudo,
apesar de todos os avanc¢os na area de clonagem, pouco se conhece a respeitoeda daogé
espécie, sendo que estudos complementares serdo necessariosaparaoramento da

producdo de mudas clonais Eecalyptusenthamii

1.1.2 Miniestaquia como alternativa de clonagem

A reproducdo assexuada tem por fundamentacdo tedrica a obtencAwmdds
geneticamente idénticas a planta-matriz (planta-mae) ia gadiferentes 6rgaos vegetativos
(galhos, brotagbes, folhas, gemas ou raizes), fato embasado naladpatds tecidos se
regenerarem por divisées mitoticas (ELDRIDGE et al., 1994; HMRNIN et al., 2011),
evento esse conhecido como totipoténcia celular (VASIL, 2008a; VASIL, 20088ILY
2008c). A selecao clonal e a propagacdo sdo amplamente utilizadasna&imizar a
produtividade, qualidade e uniformidade em sistemas de producao florStal( et al.,
2005), auxiliando de sobremaneira o melhoramento florestal.

O Brasil adotou comercialmente esse tipo de pratica no finalcdaaée 70 a partir da
estaquia (CAMPINHOS; IKEMORI, 1983), sendo difundida em muitas esaprde base
florestal visando a melhoria de seus plantios, tanto em termostatjued quanto
quantitativos. Dentre as técnicas de propagacao de maior impaatisatidade em relacdo a
clonagem de diversos genatipos Hecalyptusdestaca-se a miniestaquia, a qual pode ser
considerada uma variacao da estaquia convencional (macroestagsiegnigste consiste na
utilizacdo de brotacdes de plantas propagadas pelo processo de mqei@est por mudas
produzidas a partir de sementes (ALFENAS et al., 2004; ALMEIDAI.e2007; ROSA et
al., 2009; SCHWAMBACH et al., 2008; WENDLING et al., 2010).

O elevado grau de melhoramento genético aliado as técniagagudenescimento do

material adulto e pela otimiza¢do do uso de insumos e equipamentoadadegsultaram na
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otimizagdo da producdo de florestas plantadas (HIGASHI; SILVEIB®NCALVES,
2005). A base da silvicultura d&ucalyptusesta na utilizagdo de clones de elevada
produtividade, que sdo especialmente selecionados em testes ¢thBASIAl; SILVEIRA;
GONCALVES, 2002) e, posteriormente, multiplicados em larga epeaka a formacao de
povoamentos florestais homogéneos (ALFENAS et al., 2004).

O surgimento da miniestaquia advém das limitacdes da microestaguiuncdo da
obtencéo de material rejuvenescido em laboratorio de micropropagagama que se refere
aos aspectos técnicos, estruturais e operacionais, quanto aosstde(WENDLING;
XAVIER, 2005a; WENDLING; XAVIER, 2005b; XAVIER; WENDLING, 1998). Aua
execugdo consiste na quebra da dominancia apical por meio da padacdzestaca
enraizada, a qual emite novas brotacdes (miniestacas) parairagrento e formacao de
futuras mudas em intervalos variaveis de acordo com a época do ano, copdigdiirais,
conducdo de poda, clone/espécie e condi¢cdes nutricionais (HIGASHVERA;
GONGCALVES, 2000; SCHWAMBACH et al., 2008; XAVIER; WENDLING, 1998).

Na miniestaquia os propagulos geralmente variam de 4 a 8 cnondegrimento,
contendo um par de folhas (miniestacas de base) ou dois pares de folhas (aséesfzonta
ou de apice) por miniestaca, com a reducado de aproximadamenteomiaérea foliar. Essa
técnica pode ser dividida nas fases de producdo de brotos em minigiodah inducdo do
enraizamento adventicio em casa de enraizamento sob nevoeiro ertermit com
temperatura elevada, aclimatacdo a sombra, crescimento feeagdt (ALFENAS et al.,
2004).

Aplicacdes exdgenas de reguladores de crescimento podem potancaiizogénese
em propagulos coletados de espécies consideradas dificeis darers@imlo que o acido
indolbutirico (AIB) é o mais utilizado para promover tal éxito, atadio em suas formas de
aplicacdes, como veiculado em talco e liquido (ALMEIDA et al., 200RQBDANI, 2008;
BRONDANI et al. 2010a; BRONDANI et al., 2010b; SCHWAMBACH e€lt, &2008;
WENDLING et al., 2000; WENDLING et al., 2010; WENDLING; XAVHE 2005a), e mais
recentemente, via gel (BRONDANI et al., 2008).

A composicao do substrato deve apresentar propriedades fisicas eaquanequadas
para favorecer o enraizamento de propagulos (HARTMANN e2@l]), sendo que ajustes
das condicOes de umidade e temperatura do ambiente de enraizamerda efistura de
componentes que resultem em maior drenagem podem proporcionar medisolesdos
(SCHWAMBACH et al., 2008; WENDLING et al., 2010). Um dos substratass utilizados

na miniestaquia deucalyptusconsiste da mistura de casca de arroz carbonizada e vermiculita
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(1:1, viv), previamente fertilizado com macro e micronutrientes. Iguns casos, adicionam-
se também casca de coco desfibrada ou turfa como um dos compaméiniede aumentar a
retencdo de agua e a capacidade de troca catibnica (CTC). Qammtecipiente de
enraizamento, o tubete tem sido o mais adotado, variando em forntitesnsdes ao longo
da escala de producdo de mudas clonaBudalyptusspp. (ALFENAS et al., 2004; STAPE;
GONCALVES; GONCALVES, 2001).

No viveiro, o minijardim clonal pode ser localizado em tubetes, vasuss g#asticos
ou bandejas, possibilitando melhor controle hidrico, nutricional e fitodganif coleta de
miniestacas nas mudas podadas deve ser realizada de fornva,setat periodos a serem
definidos conforme o vigor das brotacdes, coletando-se todas aquelses epguadram nos
padrbes de miniestaca. Apds serem coletadas, as miniestacassgevarondicionadas em
recipientes contendo agua, para que possam ser transportadas de lecedizamento em
perfeitas condi¢des de turgor, evitando estresse hidrico (ARBEN al., 2004; HIGASHI,
SILVEIRA; GONCALVES, 2005).

Em relacéo a técnica de estaquia convencion&udalyptusa miniestaquia apresenta
vantagens, tais como: eliminacao do jardim clonal de campo; mailiidde no controle de
patégenos, bem como das condi¢cdes nutricionais e hidricas no minijdodiad; enaior
produtividade, uma vez que as operagdes de manejo do minijardim ctdet,ecconfeccao
de miniestacas sdo mais faceis e rapidas de serem ebessuteaior producao de miniestacas
por unidade de area e em menor unidade de tempo; menores dosagensaderesgde
crescimento vegetal e, em alguns casos, até a sua exclugéletapancoleta das miniestacas
pode ser realizada em qualquer horario do dia; melhor qualidadetémasisadicial em
termos de vigor, nimero, uniformidade e volume; reducdo do tempo de fordeagéuda no
viveiro, devido ao menor tempo de permanéncia para o enraizamento (ALFENAQGA4|.,
HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2005; MAFIA et al., 2005; WENDNG et al., 2010;
WENDLING; XAVIER, 2003).

Apesar de todas as vantagens existentes, a dificuldade de rergizade arvores
adultas e a variacao entre clones quanto ao enraizamento aindaeonptoblemas a serem
superados. Em termos de desvantagens da miniestaquia em relat@qua eonvencional
destacam-se a maior sensibilidade das miniestacas as coratigfiestais; a necessidade de
maior rapidez entre a coleta dos propagulos no minijardim clonalia estaquia em casa de
vegetacdo e a necessidade de um cronograma de producdo melhor sihcrORiFENAS
et al., 2004).
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Mesmo com todos 0s avancgos proporcionados pela miniestaquia sdo essassas
divulgacdes cientificas quanto a eficiéncia da técnicaeemots de otimizagéo das instalacdes
do viveiro durante as diversas fases de producdo de mudas para edpdtieslyptus
dificeis de enraizar. Baseado nesse fato e, considerando aesrfdioraveis a incidéncia
de doencas na casa de vegetacdo durante o processo de formacaresjetaiaia-se
importante o desenvolvimento de estudos relacionados a dindmica dearearda@ em
propagulos, sobretudo de espéciekdealyptussubtropicais. Baseado nesse principio pode-
se adotar como critério técnico para determinar o tempo Otimo deamp@&ncia dos
propagulos na casa de enraizamento o intercepto entre as curvasemeento diario e
incremento médio do enraizamento, em analogia aos estudos realizadmabativos de
biometria florestal (FERREIRA et al.,, 2004; TITON; XAVIER;TONI, 2002) e, dessa

forma, buscar a otimizacdo do sistema de producédo de mudas.

1.1.3 Enraizamento adventicio vs nutricdo mineral

O crescimento dos 6rgdos da planta depende da combinacédo de divit#ocoeh a
expansdo de ceélulas, que é altamente regulado por estimulosonaisice fisiologicos
(ALABADI; BLAZQUEZ, 2009; CARY et al., 2001; MACARTHUR; MA'AYAN
LEMISCHKA, 2009; PAPP; PLATH, 2011; SMET; BEECKMAN, 2011; SMET al.,
2009). Dentre os fatores enddgenos, 0s nutrientes minerais possuem keygEEsais e
especificas para o metabolismo da planta, podendo atuar como constitiginéstruturas
organicas, como ativadores de reacfes enzimaticas, ou como portddoresmga e
osmorreguladores, considerando que a nutricdo € um fator chaverparto@énese radicial
(CUNHA et al., 2009c; LI et al., 2009).

O estado nutricional da planta-matriz doadora de brota¢des (minj=apad confeccao
de miniestacas pode influenciar significativamente o processaatgnese, tendo em vista
estar diretamente associado aos processos fisioldégicos que régjudsento (HARTMANN
et al.,, 2011; SCHWAMBACH; FADANELLI; FETT-NETO, 2005; TAIZ; ZEER, 2009). A
capacidade rizogénica também é dependente da interacdo entrores &nddgenos e
exdgenos (DAI; CHENG; SARGENT, 2004; FORD et al., 2002), sendo cordéadam dos
mais importantes eventos na propagacdo de espécies florest®REBCet al., 2005; LI et
al.,, 2009). Contudo, muitas vezes, 0 enraizamento de espécies lenhosasétigo-ge
dependente e diferentes espécies, hibridos, ou até clones do mesmo pestEniae podem

requerer diferentes condicdes de manejo.
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Um possivel efeito dos baixos indices de enraizamento em espéd®scalyptus
indicadas para o plantio em regides mais frias, referedswade recalcitrancia a rizogénese,
ao comparar com espécies plantadas em regides tropicais, cdingatyptusgrandis
Eucalyptusurophylla e seus hibridos (ASSIS; MAFIA, 2007). A importancia de se conhecer
os fatores que afetam a inducdo de raizes estd relacionad@essosou ao fracasso da
producdo de mudas por propagagdo e, apesar da evolucdo das técnicaaxpaizar o
enraizamento ddcucalyptus os fundamentos biolégicos da sua formagcdo em propagulos
ainda nao estdo bem elucidados (ALFENAS et al., 2004; CUNHA et al.; R0@8 al.,
2009).

Segundo Li et al. (2009) existem pelo menos duas vias que podem cagiguanduzir
a formacdo de raizes adventicias em propaguipgpof organogénese direta a partir de
tecidos celulares diferenciados, como o cambio,iiQup¢r organogénese indireta partir de
tecidos de calos. O mesmo autor ainda complementa que 0 processcaidanmeamto
adventicio é composto por trés fases fisiolégicas sucessivasjntaedependentes com
diferentes requisitos, a saber: inducéo, iniciacdo e expresdase Ale inducdo compreende
eventos bioquimicos e moleculares sem alteragdes visiveis. A fase deanéc@gacterizada
por divises celulares e organizagdo dos primérdios da raiz. E pa fase de expressédo é
caracterizada por crescimento intra-tronco dos primérdios da raiz e su&ecieerg

Tais eventos podem estar relacionados a presenca de indutores e esilddor
enraizamento, juvenilidade, periodo de coleta das brotacbes (ALFENA#., e2004;
HARTMANN et al.,, 2011; HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2000; HWT;
TRUEMAN; RASMUSSEN, 2011; LI et al., 2009; MAJADA et al., 2011; WHENNG et
al., 2010), nutricdo mineral, condi¢Bes climaticas (CUNHA et al., 20C2NHA et al.,
2009d; FORDE; LORENZO, 2001; HARTMANN et al, 2011; SCHWAMBACH,;
FADANELLI; FETT-NETO, 2005), atividade enzimética (BASAK; DADAS, 2000;
FORDE; LORENZO, 2001) e a expressdo de genes (DAI; CHEBERGENT, 2004;
DEAN; CASSON; LINDSEY, 2004; LI et al., 2009). Dentre essesréstoa nutricdo mineral
€ considerada determinante para a predisposicdo ao enraizamenipalpregrtte devido ao
seu envolvimento na determinacdo de respostas morfogenéticas das (@aHtidA et al.,
2009a; RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

Em termos préticos, os minijardins semihidrop6nicos em leitoseie @n em tubetes
sdo os mais utilizados no Brasil (HIGASHI; SILVEIRA; GONQWES, 2002). Nesse
sistema, o0s nutrientes sao fornecidos em quantidades adequadas voaegefao

desenvolvimento da planta, podendo resultar em aumento do enraizamento. Contudo, as
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concentracOes ideais de nutrientes ndo estdo bem estabelecidampapas d&ucalyptus
spp. (ALFENAS et al., 2004). Apesar dos nutrientes necessarios paenvolvimento
serem 0S mesmos, as quantidades exigidas sao diferentes @etteoede cada espécie, hao
existindo uma solucéo nutritiva padrao (HIGASHI; SILVEIRA; GONGAS, 2002), fato
gue evidencia a necessidade de estudos mais aprofundados.

Considerando os preceitos tedricos, a nutrigdo mineral pode influenenaizamento
de propagulos de duas formas distintas: decorrente do vigor vegetiplanta-matriz e, do
préprio status nutricional do material coletado. Para Alfenaal. ef2004), os problemas
nutricionais em minijardins clonais podem estar ligados a defieiénai excesso de
elementos. De certa forma, qualguer nutriente envolvido nos procesgabdliaes,
associados a diferenciacdo e a formacado de sistema radeoakiglerado essencial para a
iniciacdo rizogénica (CUNHA et al., 2009a). Contudo, pouca atencdo temdada em
relacdo aos efeitos dos micronutrientes, principalmente no queese ae$ua influencia na
atividade de reguladores de crescimento envolvidos Nnos processos deaneemsn
adventicio.

Dentre os microelementos que interferem a rizogénese dessaca zinco (Zn) e o
boro (B). Varios estudos (KERSTEN; LUCCHESI; GUTIERREZ, 199FONEL;
RODRIGUES, 1993; MALTA et al., 2002; ONO; RODRIGUES; PINHO, 1992AEON;
RAMOS; VIEIRA, 2003) relataram aumento do enraizamento em puodgR@o serem
submetidos ao Zn, B e AIB nas mais variadas concentracdes asfdemaplicacbes, porém

nao existem relatos dessas interacdes na clonagenrcdly/ptusenthamii

1.1.3.1 Zinco

O Zn é essencial para o metabolismo da planta, principalmenitgoda sua atuacao
como cofator enzimatico (RUBIO et al., 2009). Sabe-se que m&8 eezimas contém o Zn
em sua conformacdo, constituindo metaloenzimas, como da &lcool desideygena
desidrogenase glutamica e anidrase carbonica (CUNHA et al., 2BBST,EIN; BLOOM,
2004; GHNAYA et al., 2010).

As funcbes desse microelemento nas plantas estdo ligadasetbolismo de
carboidratos, proteinas, fosfatases e também na sintese de ,aoioh@sibonucléico (RNA)
e aminodcidos, estando intimamente relacionado ao metabolismo do miitrdgalZ;
ZEIGER, 2009). Existem relatos que o0 Zn é essencial panéeges de triptofano (MALTA et
al., 2002; SOUZA; PEREIRA, 2007), qualificando-o como provavel precumsoaudtina
(ISHIHARA et al., 2007; LI et al., 2009; MULLER; HILLEBRAND; WEER, 1998;
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PERRINE et al.,, 2004; WOODWARD,; BARTEL, 2005) e, dessa forma, poffieenciar
diretamente os eventos de enraizamento adventicio (SOUZA; PEREIRA, 2007).

O Zn nédo ¢é facilmente redistribuido entre os tecidos vegetais ligadlei
intermediaria), e sua deficiéncia pode ocasionar a reducéo do tadaantothas mais jovens,
prejudicando o crescimento do limbo foliar e internédios, sendo que a plantagregentar
habito de crescimento “rosetado”. Nas folhas mais jovens surgemectrecrose, afetando
todo o parénquima foliar e as nervuras. A deficiéncia de Zn ainda petde afsintese e
estabilizacdo de auxinas, principalmente do &cido indolacético (ABECHEN;
NACHTIGALL, 2006; DELL; MALAJCZUK; GROVE, 1995; EPSTEIN; BLOK, 2004;
MALAVOLTA, 2006; MALTA et al., 2002; TAIZ, ZEIGER, 2009). Além dissa
deficiéncia de Zn inibe a sintese protéica, resultando em declinativddade da Zn-
polimerase, que por sua vez acaba por induzir menor integridadtiregtdos ribossomos,
resultando na degradacdo de RNA (MALAVOLTA, 2006; TAIZ; ZEIGER, 2009).

O balanco nutricional das plantas doadoras de propagulos pode estaalgadocao
de triptofano e de substancias de reserva, de modo que os aumentiegidaEnddgenos de
AIA podem ser favorecidos pelo adequado fornecimento de Zn (HARNWIAL al., 2011).
Existem relatos que a maior concentracdo de triptofano em folheentes em Zn, e sua
menor concentragdo em folhas normais, pode ser atribuida a um possivblalcausado no
sistema catalitico na conversdo do triptofano para auxina (MAg&fTal., 2002). Apesar
desses relatos, e de sua comprovada essencialidade em outrosopravetsholicos da
planta, pouca atencdo tem sido dada ao seu possivel uso como co-fatoaiziamento,
podendo até mesmo substituir a utilizagcdo de auxinas sintétit@OINSO; LAZZARI;
FORTUNATO, 1999).

1.1.3.2 Boro

Estruturalmente, o B esta associado com a parede celuladdiga a polissacarideos
pécticos e contribuindo com a estabilidade quimica, diferenciacaddedoaxe lignificacéo,
complexos com manitol, manas, acido polimanurénico, além de estar envoleido
alongamento celular e metabolismo de acidos nucléicos e transparéebdidratos através
de membranas (CUNHA et al., 2009a; CUNHA et al., 2009c; EPSTHI®OBA, 2004; LI
et al., 2009; MALAVOLTA, 2006; MEDEIROS; BELTRAO; MEDEIROS, 2003AKYA;
DELL; HUANG, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2009). O B desempenha papel imptetaomo

componente estrutural para o crescimento primario da parede rcelulante o
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desenvolvimento de tecidos vegetais, podendo controlar os niveis enddégenxisaélLa et
al., 2009).

A deficiéncia de B resulta em raizes susceptiveis a patbgends, gue os sintomas de
deficiéncia sdo similares a deficiéncia em auxina (KERETEJCCHESI; GUTIERREZ,
1993). Além disso, é considerado importante para o enraizamento (TRHEVIZ05;
TREVIZAM et al., 201l1a) e processos metabdlicos celulares (TR&M, 2001,
TREVIZAM et al., 2011b).

Esse elemento € considerado imovel nas plantas, onde € transportaigalpramte
pelo xilema (MALAVOLTA, 2006) e com mobilidade muito limitada p8tema (HUANG,;
BELL; DELL, 1999). Em condic¢des de deficiéncia, as gemas agédaislanificadas podendo
resultar em mortalidade do tecido, as quais apresentam aspectoedore, guebradico. A
necrose de folhas jovens ocorre principalmente na base da lamaraefol parte aérea e
raizes podem ficar suscetiveis ao ataque de fungos e badédainancia apical pode ser
perdida, tornando a planta altamente ramificada, reduzindo o creszimeotovocando
deformacbes nas zonas de crescimento, pois as células novas nditerseciam
(BARRETTO et al.,, 2007; DECHEN; NACHTIGALL, 2006; DELL; MALAIUK;
GROVE, 1995; EPSTEIN; BLOOM, 2004; MALAVOLTA, 2006; SGARBI et al., 1999
SILVEIRA; GONCALVES; KRUGNER, 1998; SILVEIRA et al., 2000; SIEIRA et al.,
2002; SILVEIRA; MOREIRA; HIGASHI, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009). Ai¢ disso, pode
alterar os niveis de auxina, diminuir a sintese de proteinasyltdifico transporte de
fotoassimilados e reduzir o acimulo de compostos fendlicos (MEDEIBBSTRAO;
MEDEIRQOS, 2003).

De acordo com a literatura, existem evidéncias que a deficilacB pode induzir
controle da atividade de AlA-oxidase e aumento dos niveis endogenaziiésacausando
mudancas anatbmicas, fisiologicas e bioquimicas na inducdo de ixesnticias
(HARTMANN et al., 2011; SOUZA; PEREIRA, 2007). Li et al. (2009) e@gn que a
iniciagdo dos primérdios da raiz esta mais ligada ao estimulag@tedas auxinas, contudo o
subsequente crescimento e desenvolvimento da raiz dependem do forneexngetm de
boro.

Trindade e Pais (1997) verificaram relagao significativa du@eteraizamentm vitro
de Eucalyptus globulusao omitir o B do meio de cultura, onde ocorreu aumento da
porcentagem de inducdo de raizes. Os autores sugeriram que @ndeficie B induziu
aumento da sintese de auxina enddgena, que por sua vez, promoveu aumento gateindice

enraizamento. Dessa forma, esse micronutriente foi considerado comeaa&sario durante
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a fase de inducao rizogénica, porém foi essencial para o deseraritviencrescimento das
raizes diferenciadas, ou seja, esse micronutriente atua nggwaagénico somente apos a

acao das auxinas durante o alongamento celular e alteracdo da membrana celula

1.1.3.3 Auxina

As auxinas representam uma classe de hormoénios vegetais oesegblvidos em
muitos aspectos do crescimento, desenvolvimento e respostas das plastentos
ambientais (GIANFAGNA, 1995; LUDWIG-MULLER, 2000; MORI; NISHIMVRA;
KOSHIBA, 2005; WOODWARD; BARTEL, 2005).

Os 6rgaos mais comuns que sintetizam auxinas nas plantas reées@s meristemas e
as folhnas em estadio de desenvolvimento juvenil, bem como, os frutaneatse em
desenvolvimento (DETTMER; ELO; HELARIUTTA, 2009; RISOPATRON; I$LJONES,
2010; TAIZ; ZEIGER, 2009). As auxinas desempenham importantes @apk&isgo do ciclo
de vida do vegetal, onde seus estimulos estao ligados ao alongamento foebtlapismo,
geotropismo, dominancia apical, diferenciacdo dos tecidos vasculatessilekdade da
parede celular, embriogénese, sintese de etileno, desenvolvimergenaas florais e dos
frutos, partenocarpia, abscisdo, bem como, indugéo da rizogénese (ALABMXQUEZ,
2009; COOKE et al., 2002; HARTMANN et al., 2011; LUDWIG-MULLER, 2000;
MULLER; WEILER, 2000; POLLMANN; DUCHTING; WEILER, 2009; RUB et al.,
2009; TAIZ; ZEIGER, 2009; WOODWARD; BARTEL, 2005).

As raizes adventicias podem surgir em uma grande variedadeidtes ta partir de
agregados de células maduras que renovam sua atividade de dividdn esl quais se
desenvolvem em meristema apical da raiz de maneira andlogaacéio de raizes laterais
(HARTMANN et al., 2011; TAIZ; ZEIGER, 2009), onde o enraizamentopeapagulos é
especialmente controlado pelos teores enddgenos de auxinas (LI et al., 2009).

O acido indolacético (AlA) é a auxina endégena mais abundante aidersievancia
fisiologica para as plantas, enquanto que o &cido indolbutirico (AiB)ldssificado como
uma auxina enddgena recentemente (LUDWIG-MULLER, 2000), sendo encontrado
naturalmente em muitas espécies vegetais (LI et al., 2009). Quiiasas importantes para o
uso agricola, porém sintéticas, referem-se ao acido 2,4-diclorofeétizia(2,4-D) e o acido
naftalenoacético (ANA) (HARTMANN et al., 2011).

Os avancos biotecnologicos, principalmente em relacdo ao uso de isOtwpos c
marcadores moleculares, permitiram aos bioquimicos vegetaiglal diversas rotas de

sintese e degradacdo de auxina, bem como, a determinagcdo do teansjurecional da
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extremidade apical para a basal (transporte basipeto) pelo fldéta ZEIGER, 2009).
Woodward e Bartel (2005) salientam que o AlIA pode ser sintetizado na planta depdttas
rotas distintas, ou seja, uma dependente e outra independente dentrjpsefado que as
reacdes completas das rotas bioquimicas ainda ndo estdo bétadalsic Taiz e Zeiger
(2009) descreveram trés rotas principais para a sintese ddiA#Arota AIP (acido indol-3-
piravico), (i) rota TAM (triptamina) eiij) rota IAN (indol-3-acetonitrila).

Os teores endogenos de AIA podem variar de acordo com a velocidadagizess de
sintese, degradacéo, ativacao e inativacéo, as quais podemastasafela idade fisiologica
do o6rgdo e da planta, condicbes ambientais e parte vegetativa consifes&i& |G-
MULLER, 2000; MORI; NISHIMURA; KOSHIBA, 2005; SAN-FRANCISCCt @l., 2005).
Devido a existéncia de inUmeras rotas alternativas de biogst@eslA é muito raro ocorrer
a deficiéncia desse regulador de crescimento em plantas, candimer papel essencial para
o crescimento e desenvolvimento do vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Segundo Ludwig-Midiller (2000) existem varias rotas bioquimicas psirstese de AlB
endodgeno em plantas, sendd:Uma rota analoga ao AIA, por meio do triptofano, gela
reacdo em cadeia de alongamento semelhantes aos encontradossitdese dos acidos
graxos usando AIA como substratojig) por uma via independente de triptofano semelhante
a rota do AlA.

Em termos comerciais, as auxinas sdo muito utilizadas perduedo de raizes em
propagulos, sendo o AIB o mais comumente empregado para 0 enraizamestacds e
miniestacas deEucalyptus spp. (ALFENAS et al., 2004; ALMEIDA et al.,, 2007;
BRONDANI et al., 2008; BRONDANI et al., 2010a, BRONDANI et aD12b; CORREA et
al., 2005; SCHWAMBACH et al.,, 2008; STAPE; GONCALVES; GONCALVEZ01;
TITON et al., 2003; WENDLING et al., 2000; WENDLING; XAVIER, 20058&ndo em
vista a sua maior estabilidade quimica e funcionalidade endiceta;AIA (HARTMANN et
al., 2011; LI et al., 2009; LUDWIG-MULLER, 2000; WOODWARD; BARTEL, 2005).

1.1.3.4 Carboidrato

Os carboidratos como a sacarose, glicose e frutose represemehcpaial para o
metabolismo, crescimento e morfogénese das plantas, principalnedmtiqmecimento de
energia e carbono para a biossintese de aminoacidos (PAVLINOVAI.et2002;
STENVALL; PIISILA; PULKKINEN, 2009; VEYRES et al., 2008).

Diferente do amido, a sacarose apresenta mobilidade na planta, sepo@dasportada

para locais nédo-fotossintetizantes tais como raiz e caule@MILNO NETO, 2005), onde é
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convertida em glicose ou frutose por enzimas invertases (TAHGER, 2009). Nestes
orgaos, os carboidratos mais simples (como glicose e frutose) pedartilizados de trés
formas: () na respiracéo, para a formacao de ATP e outros compostos imgmr{gnserem
armazenados no vacuolo para posterior uso na respiragépaeglicose pode ser convertida
em amido (imével na planta), servindo como reserva para uso em sstugnpiie ha pouca
atividade fotossintética da parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O acumulo de carboidratos nos tecidos foliares das plantas tambénvas@adeem
relacdo a época do ano (KERSTEN; LUCCHESI; GUTIERREZ, 1998!IMILLO NETO,
2005), fatores edaficos e também de acordo com os tratos cultutdkBEB SCARPARE
FILHO; KLUGE, 2005), os quais podem ser exemplificados no sistenp@oda continua de
brotacdes em minijardins clonais Bacalyptus Devido a funcédo no metabolismo das plantas,
os carboidratos podem influenciar a producéo de brotacfes e 0 postaiparaanto em
propagulos (HARTMANN et al., 2011), sejam provenientes da estaquia,stamniéa ou da
microestaquia.

Nas plantas existe forte interacdo do nivel de carboidratos comeb hdrmonal
endogeno (AGULLO-ANTON et al., 2011), afetando desta forma o procesgog@nico
e/ou organogénico (AGULLO-ANTON et al., 2011; CORUZZI; ZHOU, 2001 M&T SU et
al., 2011; KUMAR et al., 1999; STENVALL; PIISILA; PULKKINEN, 200%EYRES et al.,
2008). A falha na competéncia de um tecido pode refletir na fltacgptores para a classe
de regulador de crescimento que ira induzir o processo organogéABRY (& al., 2001;
MACARTHUR; MA'AYAN; LEMISCHKA, 2009; PAPP; PLATH, 2011; SMET
BEECKMAN, 2011; SMET et al.,, 2009), sendo que a inativagcdo de reguadime
crescimento pode ocorrer por meio da conjuncdo de acUcares derivatiidratise da
sacarose, glicose e frutose, alterando dessa forma, o balarmoldeslas ativas de auxina e
citocinina (AGULLO-ANTON et al., 2011; CORUZZI; ZHOU, 2001), o que padetar a
formacao de raizes em propagulos (BHARDWAJ; MISHRA, 2005).

1.1.4 Micropropagacao deEucalyptus
A micropropagacao envolve a producéo de plantas a partir de 6érgéoss tmciciulas,
0s quais sao cultivadas vitro sob condigbes assépticas em meio de cultura adequado e com
rigoroso controle das condi¢cdes ambientais e nutricionais (GEORBH;; De KLERK,
2008; MERKLE; NAIRN, 2005; THORPE, 2007). E uma técnica que possihkildhtencio
de grande numero de plantas a partir de poucas matrizes, em cago @spempo e em area

reduzida (HARTMANN et al., 2011). A técnica de cultura de tecidpeesenta destaque e
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com aplicagbes comprovadas no setor florestal (XAVIER; OTGMENCHEL, 2007),
especialmente pelo fato de permitir menores variacdes gagmhéim relacdo ao explante
original (NEHRA et al., 2005) e promover o rejuvenescimento do te@detal (DUTRA;
WENDLING; BRONDANI, 2009).

O Eucalyptus € o género florestal que mais possui estudos relacionados a
micropropagacdo (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). Essa técn@eontra-se
ligada a programas de melhoramento que objetivam a maximizagaarmutencao do valor
genético, permitindo acelerar os métodos de clonagem de propagulos odendopsores
adultas selecionadas (BUNN et al., 2005; DEL PONTE et al., 2@@3HD et al., 2003;
THORPE, 2007; WATT et al., 2003), como a estaquia e miniestaquia, dram servir de
base para estudos relacionados a nutricdo mineral.

Um dos objetivos da micropropagacdo é a necessidade de clonar espddiesdos
gue apresentam elevadas taxas de crescimento, toleranciasatbaiparaturas e salinidade,
resisténcia a pragas e doencas e, principalmente, para o esgcwvesnto de clones
selecionados em laboratorio e de dificil enraizamento (BENNHETAI.£1994; GOMES;
CANHOTO, 2003; KLERK, 2002; NOURISSIER; MONTEUUIS, 2008).

As principais vantagens do emprego dessa técnica relacionanpassibilidade de
propagacdo em larga escala de clones em um curto espaconpi@ t®aior controle
nutricional, ambiental e fitopatoldgico, transporte do material clpaalgrandes distancias
sem danos, armazenamento por longos periodos e a retencéo do vidor(BISHT et al.,
1999; GEORGE; HALL; De KLERK, 2008). Além disso, os problemas dezamento de
estacas, principalmente observados em arvores adultas devido daef@ealucdo de
inibidores de enraizamento, metabdlitos secundarios e fendis, podenmiseizatdos ou até
solucionados pelo emprego da micropropagacao (JOSHI et al., 2003). Batenseicessivos
subcultivos também é possivel reverter a juvenilidade do tecido veQ&MIER;
COMERIO, 1996), o que melhora de maneira significativa os indicesnd@zamento
(DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). Outras aplicacOes refer-se a conservacao de
germoplasman vitro, obtencdo de sementes sintéticas, limpeza clonal e possibilidade de
patenteamento (XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007).

Uma das grandes limitagbes da micropropagacdo refere-se \aeleusto de
instalacdo e manutencéo de um laboratorio, resultando em aumento do qrsugéo das
mudas, que por sua vez, acaba ndo sendo viavel sob o ponto de vista econ@rocospa

em larga escala. No entanto, para plantas de alto valor agregadogrande demanda pelo
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mercado, a técnica tem sido altamente compensatéria (DUTRADMNEIG; BRONDANI,
2009).

De maneira geral, a micropropagacao pode ser dividida nas segas#es $egundo
Grattapaglia e Machado (1998):

Fase 0: Refere-se ao condicionamento das plantas matrizesonaao aspectos
ligados a condicéo fisiol6gica, ao ambiente onde ela se encormtraliedes de sanidade. De
maneira geral, as matrizes vigorosas, sadias, isentas ldeayuidpo de estresse e em pleno
crescimento sdo aquelas que fornecem os melhores explantes, sartdgoda das plantas
matrizes um fator chave para o sucesso do estabelecimento das ouititras

Fase I: Esta ligada ao estabelecimémtatro dos explantes, onde neste estadio € visada
a obtencdo de explantes no tubo de ensaio totalmente livre de confamioagdicdo
imprescindivel ao estabelecimento do mesmo, visto que o0 desenvolvimento de
microorganismos no meio de cultura pode resultar na morte do explasta fdse, todas as
operagOes devem ser realizadas em condi¢gBes assépticas e em cafhexasadanar.

Fase Il: E considerada a fase de multiplicacdo rapida dosngesl obtidos sem
contaminacao na fase anterior (Fase 1). Nessa fase, olgetagroducdo do maior numero
possivel de gemas, no menor espaco de tempo e com a maxima uniformidade.

Fase lll: Refere-se ao alongamento das brotacdes obtidas piplicagifio, € uma fase
necessdria para a maioria das culturas, visando condiciona-ta® garaizamento. Isto é
importante, pois a multiplicacdo dos explantes induz a formacdo dmsmiotacdes
pequenas, sendo necessario fornecer condi¢cdes para a inducédo de bramcakesgadas, a
fim de facilitar o uso e manejo vitro.

Fase IV: E a Ultima etapa e esta relacionada a inducéordizamento das brotacdes.
Quando o enraizamento ndo ocorrer nas condicdes de multiplicagéo, os explantes sao
acondicionados em meio de cultura apropriado para o enraizamenandmntaior relacao
auxina/citocinina. No enraizamenéx vitrg os explantes induzidaa vitro sdo enraizados
em substrato sob condi¢bes de elevada umidade relativa do ar (cz=sgetdedo ou outra
estrutura adequada), para que os mesmos formem as raizes e regeneremaic@EPEEta.

Indmeros procedimentos e produtos sdo utilizados para a desirdestagéro de
explantes d&ucalyptusspp., sendo que os mais utilizados sao o etanol (70%) e o hipoclorito
de sodio (NaOCl) em diversas concentracdes (BRONDANI et 28I09a; DUTRA;
WENDLING; BRONDANI, 2009). As concentracfes, tempo de exposigiodutos variam
conforme o tipo de explante a ser utilizado, bem como, em relagéo @igem (XAVIER,;
OTONI; PENCHEL, 2007).
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Em termos de controle morfogénico em condigdes vitro tém-se utilizado,
preferencialmente na fase de multiplicacdo de gemas, os hormogeiaisgertencentes ao
grupo das auxinas e citocininas. As giberelinas séo utilizadasppamover o alongamento
de brotacbes (GEORGE; HALL; De KLERK, 2008; HARTMANN et al., 120
Considerando os reguladores de crescimento mais utilizados parangdobtee gemas
axilares na micropropagacao &eicalyptus o BAP (benzilaminopurina) e o ANA (&cido
naftalenoacético) merecem amplo destaque, onde sdo suplementadsis de wultura nas
mais variadas relacoes (BRONDANI et al., 2009a; DEL PONTREl.e 2001; DUTRA;
WENDLING; BRONDANI, 2009).

O meio cultura deve promover condi¢cdes adequadas ao crescimestmeotiamento
in vitro do tecido vegetal. Os componentes do meio de cultura de naturezdadsfioi sais
minerais (macro e micronutrientes), vitaminas (biotina, acido ofdlisiacina, acido
pantoténico, piridoxina, tiamina e inositol), reguladores de creatim@IA; AIB; ANA,
BAP; GAg, 2,4-D e TDZ), aminoacidos (asparagina, glicina e acido glutgmércidos
organicos (acido citérico, acido tartarico) e acucares (sacaogkcose) (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998). Conforme a literatura, dentre osomele cultura mais
utilizados para a micropropagacdo &ecalyptus destacam-se o MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), JADS (CORREIA et al., 1995) e WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980).

Atualmente, ainda existe a necessidade de continuidade dos estudasté@orta de
micropropagacao deucalyptus principalmente no sentido de reducdo de custos, buscando
maximizar as etapas que compdem o processo e estabelecimentbodelg@s que possam
ser empregados para diversas espécies, bem como, em relaciicas tpara o0 resgate de
material adulto selecionado e seu posterior rejuvenescimento (BUWRENDLING;
BRONDANI, 2009).
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2 AVALIACAO MORFQFISIOLOGICA DE MINIJARDIM CLONAL DE Eucalyptus
benthamiiEM RELACAO AO ZN, B E COLETAS DE BROTACOES

Resumo

A producdo de mudas clonais deucalyptus benthamiindo esta estabelecida
comercialmente, sendo que o manejo nutricional do minijardim clonaleapsesontrole
fundamental para obter brotagdes em qualidade e quantidade sufipeetates confecgéo de
miniestacas. Objetivou-se avaliar a sobrevivéncia de miniap&sicalyptus benthamiia
producdo de miniestacas, e o0s teores foliares nutricionaiscardeidratos em relacdo a
diferentes concentracfes de Zn e B ao longo de sucessivas delérasactes. As brotacdes
para a confeccdo das miniestacas foram oriundas de minicépass(8P101, BP118 e
BP120) fertirrigadas com soluc¢des nutritivas variando nas concgesgrale Zn e B (S1 —
isento de Zn e B, S2 — 0,5 md de Zn, S3 - 0,5 mgtde B, S4 - 0,5 mgtde Zne B, S5
—1,0mg [* de Zn e B, S6 — 2,0 mg'ide Zn e B), sendo realizadas oito coletas de brotacées
do minijardim clonal. Ao longo do experimento foram avaliadas a sobreiavéas
minicepas, a producdo de miniestaca por metro quadrado ao ano, numataslentimero
de nés, comprimento de brotacfes, intervalo de entrends e aparénciadassumainicepas
visando identificar sintomas de deficiéncia ou toxidez nutricio@alexperimento foi
conduzido no delineamento em blocos completos ao acaso em arranjo (ai@x&) com
parcelas subdividas no tempo, com cinco blocos contendo duas minicepascpla. fan
cada coleta de brotos foi determinado o teor nutricional foliar,d&, K, Ca, Mg, S, B, Cu,
Fe, Mn e Zn, independente do clone. Dessa forma, considerou-se o defitearteiramente
casualizado em arranjo fatorial (8x6) com parcelas subdivididagempo, com trés
repeticbes. O teor foliar total de carboidratos sollveis nao wstigit(sacarose, glicose e
frutose) foi determinado na 22, 42, 62 e 82 coletas de brotagOes, iredepeatw clone. Dessa
forma, considerou-se o delineamento inteiramente casualizadaamodatorial (4x6) com
parcelas subdivididas no tempo, com trés repeticbes. A sobreviv@asiaminicepas,
producdo de miniestacas por metro quadrado ao ano, numero de folhas, nimerp de nos
comprimento de brotacdes, intervalo de entrendés e o0s teores foliaresadte e
micronutrientes variaram significativamente em relacdo atsntientos avaliados, sendo que
as solucdes S5 (1,0 mg'lde Zn e B) e S6 (2,0 mg'ide Zn e B) apresentaram as melhores
respostas para todos os clones. Os teores foliares de sackrose, gtotal de carboidratos
soluveis ndo estruturais variaram em relacdo a coleta de bowsdducao nutritiva. O teor
foliar de frutose variou somente em relagao a solucdo nutritieant@nto das concentragoes
de Zn e B na solucdo nutritiva induziu reducédo dos teores foliares tatarboidratos
soluveis ndo estruturais, sendo a frutose a mais afetada.

Palavras-chave: Solugéo nutritiva; Fertirrigacao; Miniestadqtianyagem; Teor nutricional,
Glicose; Frutose; Sacarose; Auxina

Abstract

The producing clonal dEucalyptus benthamis not commercially established, and the
nutritional management of the clonal mini-garden presents fundammeialfor shoots
production in quality and quantity sufficient for the preparation of muniiings. The aim of
this study was to evaluate the mini-stumps survivalEatalyptus benthamiithe mini-
cuttings production, foliar content of nutrient and content of soluble cgdbaties non-
structural regarding to Zn and B concentrations during successleetimoi of shoots. Shoots
for the preparation of mini-cuttings were collected from mioirgis (BP101, BP118 and
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BP120 clones) fertigated with nutrient solutions containing diffezententrations of Zn and
B (S1 — free of Zn and B, S2 — 0.5 mg En, S3- 0.5 mgtB, S4 - 0.5 mg t Zn and B,
S5 - 1.0 mg I* Zn and B, S6 — 2.0 mgLZn and B). Eight shoot collections of the clonal
mini-garden were performed. The mini-stumps survival, mini-cuttprgsluction per square
meter per year, leaves number, nodes number, shoots length, internedes arid visual
appearance of mini-stumps to identify symptoms of nutritional @efoyi or toxicity were
evaluated. The experiment was conducted in randomized completedasigk in factorial
arrangement (3x8x6) with split-plot in time, containing five blocksvwad mini-stumps per
plot. In each shoot collection was determined the leaf nutritional iofNe P, K, Ca, Mg, S,
B, Cu, Fe, Mn and Zn), regardless of clone, considering the completelgmized design in
factorial arrangement (8x6) with split-plot in time, containthgee replications. The content
total of soluble carbohydrates non-structural of leaves (sucrasenpsgl and fructose) was
determined in the™ 4" 6" and &' shoot collections, regardless of clone, considering the
completely randomized design in factorial arrangement (4x6) wglt-plot in time,
containing three replications. The mini-stumps survival, mini-cuttprgsgluction per square
meter per year, leaves number, nodes number, shoots length, intemtedes and foliar
content of macro and micronutrients varied significantly inti@tato treatments, and the
nutritive solutions S5 (1.0 mg'L.zn and B) and S6 (2.0 mg'Lzn and B) presented the best
responses to all clones. Foliar content of sucrose, glucose and datehtcof soluble
carbohydrates non-structural of leaves varied regarding the shat®stion and nutrient
solution. The foliar content of fructose varied only in relation to mitreolution. The
increasing of the Zn and B concentrations in the nutrient solution iddeckiction of the
total content of soluble carbohydrates non-structural of leavesharfduttose was the most
affected.

Keywords: Nutritive solution; Fertigation; Mini-cutting techniquelo@ng; Nutritional
content; Glucose; Fructose; Sucrose; Auxin

2.1 Introducéao

A clonagem de espécies Hacalyptusem escala comercial no Brasil ja é realidade, seja
ela realizada pela técnica de estaquia, miniestaquia ou p@pnopagacao. Atualmente, a
técnica de miniestaquia é a mais difundida entre as grandegsaspiforestais, sendo
responsavel pela producdo de milhares de mudas para o abastecimesébordoA
micropropagacdo € utilizada em casos especificos, principalnmparee promover o
rejuvenescimento dos clones selecionados e produzir mudas para sSépatasitcomo
microcepas em sistemas de microjardins clonais. A estaquadmgeite é utilizada para o
resgate de matrizes adultas, e devido aos baixos indices dameraiz, a0 comparar com as
demais técnicas de propagacédo (ALFENAS et al., 2004), ndo € emprega enc@sestial.

Apesar de todos os avanc¢os nos ultimos anos proporcionados pela pesquésade
biotecnologia florestal, alguns problemas ainda persistem enodeda clonagem de

Eucalyptus principalmente ao considerar as espécies destinadas ao plantégiées mais
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frias. OEucalyptusbenthamiié uma espécie considerada de clima subtropical (JOVANOVIC;
BOOTH, 2002; MUJIUet al., 2003; PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS; FERREIRA,
2006) que apresenta problemas na fase de rizogénese em propaguldsDERO
GONCALVES; ALMEIDA, 2010), o que pode comprometer a producdo de mudas de
gendtipos selecionados.

Essa espécie apresenta baixos indices de enraizamento @ejaiaeSGRACA,
SHIMIZU; TAVARES, 1999) e miniestaquia (BRONDANI; GONCALVERLMEIDA,
2010; WIT ONDAS et al., 2009) ao comparar com as demais espaei&sicalyptus
destinadas ao plantio em regibes tropicais (ASSIS; MAFIA, 2000ntudo, alguns
progressos podem ser alcangados com o ajuste do manejo do minijarthihrech termos de
nutricdo (ELDRIDGE et al., 1994; HARTMANN et al., 2011), o que pode propoiciana
producao de propagulos com maior predisposicdo ao enraizamento (ALFENAS2004;
HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2005; SCHWAMBACH et al.,, 20085TAPE;
GONCALVES; GONCALVES, 2001).

A base do minijardim clonal € composta pelo conjunto de minicepaseRAE et al.,
2004), sendo que a rizogénese em propagulos esta intimamente ligasku astado
fisiologico (CUNHA et al., 2009c; HIGASHI; SILVEIRA; GONCALES, 2005). InUmeros
trabalhos relatam que a sobrevivéncia de minicepas varia com o tempo de AURMNEIDA
et al.,, 2007; BRONDANI et al., 2010a; BRONDANI et al., 2010b; WENDLINAVIER,
2005), com a nutricdo (CUNHA; WENDLING; SOUZA JUNIOR, 2005; HISIA;
SILVEIRA; GONCALVES, 2005; ROSA et al., 2009), temperatura (ANAES et al., 2004),
sazonalidade (BRONDANI, 2008; CUNHA et al., 2009a) e com as condd®esanejo
adotado durante a coleta de brotagbes (TITON et al.,, 2003), as quam pudderir
significativamente a producdo (ALFENAS et al., 2004). De acooto digashi; Silveira e
Goncalves (2005) geralmente as minicepag&uealyptusapresentam adequada longevidade
para suprir a producdo de brotos por longos periodos, sendo essas subdiiiaializs a
observacdo da queda repentina da producéo de brotos (ALFENAS et al.,a2d0dnio da
mortalidade (ASSIS; MAFIA, 2007) e pelo ataque de pragas e aeassociadas ou nao a
alteracbes fisiologicas, como deficiéncias nutricionais (FHBERA SILVEIRA;
GONCALVES, 2005; SILVEIRA; GONCALVES; KRUGNER, 1998).

Os micronutrientes Zn e B, devido as suas func¢des fisiologatdBIAYA et al., 2010;
EPSTEIN; BLOOM, 2004; MEDEIROS; BELTRAO; MEDEIROS, 2003; RO et al.,
2009; SAKYA; DELL; HUANG, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2009) séao consideradopanantes

componentes da solucdo nutritiva para garantir a producéo de brotacOoepaarade e
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guantidade suficientes para serem usadas na miniestaquia. As @Eg@Etidesses
micronutrientes na solugao nutritiva variam de acordo com as condigdaanejo para cada
genotipo de interesse, contudo ndo existe relato de suas variacoegtimgatao de
minicepas deEucalyptus benthamiibem como, sobre os efeitos morfofisiologicos na
producéo de brotacdes.

N&o obstante, o acumulo de carboidrato (glicose, frutose e sactapdg®)m esta
intimamente relacionado ao metabolismo da planta (PAVLINOVA e2@02; STENVALL;
PISILA; PULKKINEN, 2009; VEYRES et al., 2008), os quais sdo reqiosri em
importantes rotas bioquimicas (TAIZ; ZEIGER, 2009). O acumulo dboihatos nos
tecidos foliares varia com as condi¢cdes de manejo e épocaodB@RBA; SCARPARE
FILHO; KLUGE, 2005; HARTMANN et al., 2011; KERSTEN; LUCCHESBUTIERREZ,
1993; MINDELLO NETO, 2005) e afetam o processo morfogénico e/ounoggaico
(AGULLO-ANTON et al., 2011; CORUZZI; ZHOU, 2001; KUMAR et al., 1999
STENVALL; PIISILA; PULKKINEN, 2009; VEYRES et al., 2008).

Em termos de crescimento e desenvolvimento da planta destacasnksemonios
vegetais (GIANFAGNA, 1995; TAIZ; ZEIGER, 2009) e, dentre as diwerdasses, as
auxinas desempenham papéis importantes no ciclo vegetativo, alétardenaatimamente
relacionadas ao enraizamento de propagulos (ALABADI; BLAZQUEID9; LUDWIG-
MULLER, 2000; MULLER; WEILER, 2000; POLLMANN; DUCHTING; WEILR, 2009).
O triptofano é um aminoacido comum em plantas que é considerado uns@retiAIA
(MULLER; DUCHTING; WEILER, 2002; POLLMANN; DUCHTING; WHILER, 2009;
SAN-FRANCISCO et al., 2005), sendo que o Zn € essencial para mmtase §ISHIHARA et
al., 2007; MALTA et al.,, 2002; SOUZA; PEREIRA, 2007). Dessa forma, oirsepto
adequado de nutrientes no minijardim clonal por meio da fertirrigagdera influenciar os
teores enddgenos de auxinas e triptofano, favorecendo a qualidadeagadoemhitida e sua
predisposi¢cao ao enraizamento.

Com base no exposto, o presente trabalho apresenta as seguintes hipétesesse objeti

2.1.1 Hipoteses

* A producao de miniestacas e a sobrevivéncia de minicepas vaiacoto com as

coletas de brotagfes, concentracdes de Zn e B e, material genético;
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» O teor nutricional foliar das minicepas (N, P, K, Ca, Mg, S, B, @Mn e Zn) varia

de acordo com as coletas de brotacdes e concentracdes de Zn e B;

» Os teores foliares de carboidratos solUveis ndo estruturass@litutose e sacarose)
das minicepas variam de acordo com as coletas de brotagbes eregdesntie Zn e
B.

2.1.2 Objetivos

* Quantificar a producao de miniestacas e a sobrevivéncia de naimieaprelacéo as

coletas de brotacdes, concentracdes de Zn e B e, material genético;

* Determinar o teor nutricional foliar das minicepas (N, P, K, Gg, ) B, Cu, Fe, Mn

e Zn) em relacéo as coletas de brotacdes e concentracdes de Zn e B;

» Determinar os teores foliares de carboidratos soluveis ndouesisuiglicose, frutose
e sacarose) das minicepas em relacéo as coletas de m@agiecentracdes de Zn e
B.

2.2 Material e métodos

2.2.1 Caracterizacéo geral

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia das Amdfveiro
Florestal, ambos pertencentes ao Departamento de Ciénciastdidoris ESALQ/USP,
Piracicaba-SP. As analises quimicas nutricionais foram adakzno Laboratorio de Ecologia
Aplicada do Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ/A8Bterminacao dos teores
foliares de carboidratos solGveis néo estruturais foi realizadambrapa Florestas - Centro

Nacional de Pesquisa de Florestas, Colombo-PR.

2.2.2 Constituicdo do minijardim clonal
Mudas clonais identificadas como BP101, BP118 e BP120 dos gendtipos sspigiore
Eucalyptus benthamiiMaiden & Cambage foram utilizadas para a instalacdo dos

experimentos. As plantas matrizes foram provenientes de tegi@génies com dois anos e
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seis meses de idade, o qual foi estabelecido no espacamext®,@® em Concérdia-SC. O
lote de sementes foi adquiro da populagédo base genétitizcdlyptus benthamda Embrapa
Florestas-CNPF, Colombo-PR.

As unidades experimentais foram compostas por mudas clonais propaHdas
processo de miniestaquia com aplicacdo de 2.000 ThgeLAIB e cultivadas em vasos
plasticos (18 x 16 x 45 cm) com duas aberturas na porcao infegorgFL A). O substrato
foi composto por areia, fracdo fina (0,10 mm < didmetro de partich/a5<mm), o qual foi
peneirado (peneira de malha 3 mm), lavado com agua deionizada porveres e
autoclavado durante 20 minutos a 1212CL(0 kgf cn¥), a fim de erradicar plantas daninhas
e patégenos, como fungos e bactérias. Previamente ao plantio das asudasos, procedeu-
se a lavagem do sistema radicial das mudas com agua deiothigadte 10 minutos, com a

finalidade de lixiviar nutrientes e demais componentes aderidos.

- L S Y

Figura 1 - Unidade experimental para a constitugid@aninijardim clonal dd&eucalyptusbenthamii (A) detalhe
do vaso contendo areia fina; (B) detalhe da induigiibrotagBes axilares pela quebra do caule aos 21
dias; (C) disposicdo dos vasos contendo as mirscapsa 50 dias; (D) minicepas emitindo brotagfes
aptas para a coleta aos 50 dias

Os vasos foram suspensos por grades metalicas a 85 cm do solgplaataitas seis
mudas por vaso no espacamento 10 x 8 cm, os quais foram compostos poudassie

cada clone dispostas sequencialmente. Apds sete dias efetuouvebeaadgucaule das mudas
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a 10 cm acima da porcéo basal, com a finalidade de reduzir a doraingical e favorecer o
crescimento de brotacdes axilares, as quais foram emitid24 aliss apos a quebra do caule
(Figura 1 B).

Para a formacao das minicepas, foi realizada poda da pateaaércm acima da base
da muda, aos 15 dias apés a quebra do caule, conforme metodologia gesdBrondani
(2008), constituindo o minijardim clonal em sistema de vaso (Figura 1 C-D).

2.2.3 Manejo das minicepas

O minijardim clonal foi instalado em condi¢cbes de casa de vegetac@berta com
polietileno transparente e composta por dois sistemas de ventilaskmde que os dados da
temperatura do ar foram coletados diariamente visando uma possitehgio com as
variaveis respostas (Anexo A). A cada sete dias adicionou-se 1Gfersblucao nutritiva
basica por minicepa (Tabela 1), sendo realizada irrigacdo coandégpnizada diariamente,
visando suprir a perda excessiva por evapotranspiracdo. A cada semeakbzada lavagem

da areia com 4gua deionizada para evitar o excesso de salinizacéo.

Tabela 1 - Composicdo da solucdo nutritiva bap@am a fertirrigacdo do minijardim clonal &icalyptus

benthamii
Nutriente Solug&o Nutritiva
(mg L)

N-NOg 60,00

N-NH," 30,00

P 12,00

Ca 40,00

K 80,00

S 10,00

Mg 12,00

Cu 0,10

Fe 2,00

Mo 0,02

Mn 1,60
Fonte de Macro e Micronutriente FQ/PM (mg)L
Nitrato de potassio (Nucléjr KNO;/ 101,10 206,85
Monoaménio fostato (Mallinckrofi NH4H,PO, / 115,03 4457
Nitrato de amdnio (Reag®&k NH,NO; / 80,04 140,50
Cloreto de calcio (Synfh CaC}.2H,0 /147,02 111,13
Nitrato de célcio (Labsynfh Ca(NQ),.4H,0 / 236,15 57,18
Cloreto de magnésio (Syfith MgCl,.6H,0 / 203,30 50,46
Sulfato de magnésio (Mallinckrdgjt MgSQ,.7H,0O / 246,48 60,49
Sulfato de manganés (Ecifija MnSQ,.H,0 /169,01 4,9223
Sulfato de cobre (Mallinckro@} CuSQ.5H,0 / 249,68 0,3929
Sulfato de ferro (Synfh FeSQ.7H,0 / 278,02 9,9520
Sédio - EDTA (Nucledt) Na-EDTA.2H,0O / 372,24 13,3110
Molibdato de sédio (MeréR Na,M00O,.2H,0 / 241,95 0,0504

" O pH foi ajustado para 6,2 a 25°C com acido claréd(HCI) ou hidréxido de sédio (NaOH), ambos a @ = férmula
guimica, PM = peso molecular
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2.2.4 Tratamentos e delineamento experimental

2.2.4.1 Sobrevivéncia de minicepas e producao de miniestacas

Para avaliacdo da sobrevivéncia de minicepas e da produtividadeniéstaaias foi
monitorado o crescimento e desenvolvimento das minicepas ao longeedsigas coletas de
brotacdes. Como tratamentos foram aplicados diferentes concentiacdeso (Zn) e boro

(B), os quais foram fornecidos por meio de solugéo nutritiva (Tabela 2).

Tabela 2 - Combinag&o das concentragbes de ZnagaBapcomposicdo das solugdes nutritivas

Solucédo Nutritiva Zn® B®@

(mg L% (mg L%
S1 0,00 0,00
S2 0,50 0,00
S3 0,00 0,50
S4 0,50 0,50
S5 1,00 1,00
S6 2,00 2,00

@ Fornecido na forma de sulfato de zinco (Mallinckfa’ ZnSQ,.7H,0 / 287,54)@ Fornecido na forma de &cido bérico
(Ecibre® / H;BO;/ 61,83)

O experimento foi conduzido com base na solucao nutritiva apresentd@deia 1,
variando somente as concentracfes dos elementos Zn e B de acor@és combinacdes
apresentadas na Tabela 2.

O experimento foi conduzido no delineamento em blocos completos ao awaso e
arranjo fatorial (3x8x6) com parcelas subdividas no tempo, sendooossfabnstituidos por
trés clones (BP101, BP118 e BP120), oito coletas de brotacdes ersbisag0es de Zn e B
(Tabela 2), com cinco blocos contendo duas minicepas por parcela.

A cada sete dias adicionou-se 100 mL da solucéo nutritiva (Babe&) por minicepa
(Figura 1 C-D). O experimento foi conduzido durante 12 meses, serldtadas coletas
sucessivas de brotacdes com intervalos variando de 21 a 35 dias. Aadoegperimento
foram avaliadas a sobrevivéncia das minicepas (SOB), o nuUmerondstaga por metro
guadrado ao ano (NM), comprimento de broto (CB), niumero de folhas (NF),dmens
(NN), intervalo de entrends (IN) e aparéncia visual das minicepas visand@iddesintomas
de deficiéncia ou toxidez nutricional (DELL; MALAJCZUK; GROYIE995). Em cada coleta
de brotos foi determinado o teor nutricional foliar de N, P, K, Ca,3@, Cu, Fe, Mn e Zn.
Os teores de carboidratos soluveis ndo estruturais existentegciiss tda folha foram

determinados na 22, 43, 62 e 82 coleta de brotagoes.
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O numero de miniestacas por metro quadrado ao ano foi calculador alpaiguinte
formula:
NMI [DA
ICIAE

NM =

Onde:

NM = numero de miniestaca por metro quadrado aqrmitgestaca i anc®);

NMI = ndmero de miniestaca por minicepa;

DA = total de dias do ano (considerou-se 365 dias);

IC = intervalo em dias entre cada coleta de bresico

AE =  &rea efetiva de cada minicepa (determinado @spacamento do plantio das

minicepas no vaso, o qual foi 10 x 8 cm, correspadd a 0,008 ).

2.2.4.2 Teor foliar de nutrientes

As amostras foliares entre os clones e blocos sjgorelentes a cada coleta de brotagGes
foram misturadas a fim de atender a quantidade atéria seca para efetuar a determinacao
dos teores foliares nutricionais. Dessa forma, geamento foi conduzido no delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial (8@ parcelas subdivididas no tempo, sendo
os fatores constituidos por oito coletas de bramgdseis combinacdes de Zn e B (Tabela 2),
com trés repeticoes.

As amostras foram constituidas de folhas totalmerpandidas do terco superior da
brotacdo, sendo que apods a coleta, todas as foltzas lavadas com 4gua deionizada e, entédo
foram secas a 60°C até apresentarem peso constqnite.esse processo, as folhas foram
moidas até a consisténcia de pd. Os macro e miciemes foram determinados segundo
meétodo descrito por Malavolta; Vitti e Oliveira (98 O N total foi determinado pelo
método de digestdo em acido sulfurico, Semi-Micreldghl. Os elementos P, S, K, Ca, Mg,
Fe, Cu, Zn e Mn foram determinados pelo método gestio em acido nitrico-perclérico. O
P foi determinado por colorimetria de metavanadki@amonio e, o S por turbidemetria de
sulfato de bario, com leitura em espectrofotomet@. K foi determinado por
espectrofotometria de absorcdo atdbmica em foténaetrchama com lampada de catodo oco
de K. Os elementos Ca, Mg, Fe, Cu, Zn e Mn foramraet@dos por espectrofotometria de
absorcéo atbmica. O B foi determinado por digedtimatéria seca por meio de incineracao
em meio alcalino pelo método de colorimetria de nstina, seguida de leitura em

espectrofotdmetro.
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2.2.4.3 Teor foliar de carboidratos soluveis ndo estruturais

As amostras foliares entre os clones e blocos flmorelentes a cada coleta de brotacdes
foram misturadas a fim de atender a quantidadeatéria fresca para efetuar a determinacao
dos teores de carboidratos. Dessa forma, o expaiomiei conduzido no delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial (4@ parcelas subdivididas no tempo, sendo
os fatores constituidos por quatro coletas de tdeta (22, 42, 62 e 82 coletas) e seis
combinacdes de Zn e B (Tabela 2), com trés repicd

As amostras foram constituidas de folhas totalmerpandidas do terco superior da
brotacédo (folhas apicais), sendo que apés a cdatetas as folhas foram lavadas com agua
deionizada. Para a determinacdo dos teores foliEresarboidratos sollveis ndo estruturais
(sacarose, frutose e glicose), as folhas foramzgnalas em congelador a -80°C. Os extratos
foram obtidos a partir de 160 mg (peso fresco)tdoglos vegetais congelados. As amostras
foram cortadas (tamanho de 1 fMine fervidas em banho maria (10 minutos) seguida de
centrifugacéo (3 minutos a 16.000 RPM) e, por fam, amostras foram filtradas (filtro
descartavel Millex - GPcom membrana estéril de 0,45 um) com o uso desenraga de 10
mL. Apos a filtragem, as aliquotas (eluato) forammpletadas a 5 mL e entdo efetuou-se a
leitura dos teores dos carboidratos. O eluatoralisado por cromatografia de ions IC5000
(DIONEX, 2000), usando um detector eletroquimicas €arboidratos foram separados
usando uma coluna analitica Carbo PAC PA100 DION&Kijpado com uma coluna guarda.
Os padrdes de glicose, frutose e sacarose (S)gfosam utilizados para determinar as
concentracdes dos carboidratos (DIONEX, 2000; VESREal., 2008).

2.2.5 Analise estatistica dos dados

Os dados mensurados de todos os experimentos farametidos ao teste de Hartley
(P<0,05) e Lilliefors P<0,05) e transformados quando necessario. Em sedoidrealizada
analise de variancia (ANOVA<0,01 eP<0,05). De acordo com a significancia da ANOVA,
os dados dos fatores qualitativos foram comparpdtisteste de TukeyP€0,05). Realizou-
se analise de correlacdo de Pearssi® (01 eP<0,05) dos dados ambientais com as variaveis
mensuradas. Utilizaram-se os pacotes SOC (EMBRAPS90)1 e STATISTICAL
PROGRAM (MSTAT, 1994) para a analise estatisticaddaios.
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2.3 Resultados

2.3.1 Sobrevivéncia de minicepas e producdo de miniestacas
De acordo com a analise de variancia houve efgjtofisativo da coleta das brotacdes
para a sobrevivéncia de minicepas (SOB), a qudvéamapresentou variacdo significativa de

acordo com o clone e solugao nutritiva (Tabela 3).

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia paradm@\seéncia de minicepas (SOB), comprimento dedorot
(CB), numero de folhas por broto (NF), nimero de pér broto (NN), intervalo de entrenés por
broto (IN) e nimero de miniestacas por metro qumiao ano (NM) de minicepas @eicalyptus
benthamiiem relacdo aos tratamentos avaliados ao longol@edis de coletas sucessivas de

brotacbes
Causas da Quadrados Médios
Variacio GL sog? cB®@ NF? NN® IN®@ NM®
(%) (cmbrotd)  (folhabrotd')  (nésbrotd)  (cmbrotdt)  (mine nfanct)

Bloco 4 0,0280 1,458%° 0,5774° 0,1322° 0,0380° 2,351%°
Coleta (COL) 70,0368 83,8289 80,5420° 20,1195 16,6291 130,2620
Residuo-COL 28 0,0083  1,5180° 0,8629° 0,2136° 0,0580° 3,0331°
Parcela 39 - - - - - -
Clone (CLO) 2 0,0443 0,6748° 42,2732 10,8950 1,8937 11,6455
Solugéo (SOL) 5 0,0077  3,1326° 1,0208° 0,2262° 0,1106° 20,2821
COL*CLO 14 0,011% 1,7109° 1,9273 0,4662 0,1197 3,3798°
COL*SOL 35 0,0030F 2,2404° 1,4019 0,3418 0,051%° 4,4527
CLO*SOL 10  0,0187 2,6489° 0,8866° 0,2114° 0,071%° 5,4794
COL*CLO*SOL 70 0,0048° 0,8665%° 0,4998° 0,1236° 0,0322° 1,4339°
Residuo 544 0,0067 1,9776 0,8716 0,2216 0,0563 23,24
Subparcela 719 - - - - - -
Média - 97,36 7,25 7,65 3,83 1,92 8.497,60
CVexp(%) - 8,35 19,39 12,18 12,28 12,31 16,61

"SValor ndo significativo ao nivel de 5% de probigitle de erro pelo teste’Fe™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pele st e ® Dados transformados ponf{0,5)/100f*° e (v100)®, onden =
dado amostradd? Dados transformados para intervalo de 30 dias=@taus de liberdade, QY. = coeficiente de variagéo
experimental, mine = miniestaca

A sobrevivéncia de minicepas apresentou valoresmeétes (superior a 95%) até a 72
coleta de brotacdes, ndo sendo verificada difersigraficativa ao considerar a 12 coleta de
brotacdes até a 72 coleta. Apenas na 82 coleteothigdes foi constatada reducéo significativa
da porcentagem de sobrevivéncia das minicepaspéndente do clone avaliado. Contudo,
ainda na 82 coleta de brotacdes, os valores d&magem de sobrevivéncia das minicepas
foram superiores a 91% (Figura 2), ndo inviabildmrmo seu cultivo para a producao de

brotacdes.
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Figura 2 - Valores médios da sobrevivéncia de rapas deEucalyptus benthamiem relacdo a coleta de
brotagbes. Médias seguidas por mesma letra ndeuhifsignificativamente pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Dados aptades como: média + desvio padréo

Ao analisar a sobrevivéncia de minicepas em relagéolone e solugdo nutritiva na
coleta final (82 coleta de brotacGes), pode-se reaseque o0 clone BP118 ndo variou
significativamente em relacdo a solucdo nutritimpresentando elevada porcentagem de
sobrevivéncia de minicepas (Figura 3).

Contudo, os clones BP101 e BP120, apresentaranrenigf@ significativa da
sobrevivéncia de minicepas em relacdo a solucadivait Para ambos os clones, as solu¢cdes
S5 e S6 apresentaram as maiores porcentagens régigébcia de minicepas, com valores
superiores a 91%. O menor valor da porcentagemoldeeavéncia foi registrado para as
minicepas fertirrigadas com as solugbes S1 e Séhts de B), as quais diferiram

significativamente das solucdes S3, S4, S5 e S6gmbos os clones (Figura 3).
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Figura 3 - Valores médios para a sobrevivéncia decepas deEucalyptus benthamim relagédo ao clone e
solucéo nutritiva na 82 coleta de brotagfes. Méhgsidas por mesma letra mailscula para a mesma
solucéo nutritiva entre os clones e, médias segyida mesma letra mindscula para 0 mesmo clone
entre as solugdes nutritivas ndo diferem signifreatente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Dados apresentados comaantétesvio padréo

A qualidade das brotacdes coletadas (ou seja, em@pio de broto, nimero de folhas e
de nds, e intervalo de entrends) variou signifi@atiente ao longo das coletas de brotacfes
(Tabela 3).

De acordo com a analise de variancia houve efgjtofisativo da coleta de brotacées
em relagcdo ao comprimento de broto, independenseldgédo nutritiva e clone (Tabela 3), ou
seja, o tamanho de broto variou de acordo com pde@s maiores valores do comprimento
de broto foram mensurados na 52, 72 e 82 coletasratacbes, as quais nao diferiram
significativamente. A 32 e 42 coletas de brotac@igesentaram os menores valores do
comprimento de broto (Figura 4). Em termos ge@isymprimento de broto variou de 5,73 a
8,39 cm, sendo adequados para a confeccdo de tagass
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Figura 4 - Valores médios para o comprimento déob{f@B) de minicepaEucalyptus benthamém relacéo a
coleta de brotacdes. Médias seguidas por mesnzarléat diferem significativamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Bagwesentados como: média + desvio padréao

O numero de folhas por brotacdo (NF), bem como raemd de nds por broto (NN)
variaram significativamente em relacao a coletardéacoes e clone e, também, em relacdo a
coleta de brotagdes e solucao nutritiva (Tabela 3).

O clone BP118 apresentou o maior numero de folRagu@a 5) e de nds por broto
(Figura 6) em relacdo aos demais clones durante 42 & 52 coleta de brotacdes. Os clones
BP101 e BP120 apresentaram valores semelhantednderm de folhas e nimero de nés por
broto.

Com a reducéo dos valores da temperatura (maxirédiane minima) a partir da 62
coleta das brotacdes pode-se verificar reducaaideero de folhas por broto (Figura 5) e do
namero de nds por broto (Figura 6) para todos asesl. Esse efeito denota a influéncia da
variacdo da temperatura (variacdo da sazonalidpdejto a qualidade do broto emitido pelas
minicepas dé&ucalyptus benthaméo longo do ano.

Em termos gerais, o numero de folhas por broto pamone BP101 apresentou
variacao de 5,8 a 8,7, o clone BP118 variou dee®4} e o clone BP120 apresentou variagao
de 6,0 a 8,6 ao longo das coletas de brotacbesréF). Em relagdo ao numero de nds por
broto, o clone BP101 apresentou variacao de 2,9,a4lone BP118 apresentou variacao de
3,2 a 4,7 e o clone BP120 apresentou variacdoOda 8,3 ao longo das coletas de brotacbes

(Figura 6).
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Figura 5 - Valores médios do nimero de folhas potob(NF) de minicepas dEucalyptus benthamiem
relacdo ao clone e coleta de brotacdes. Médiasdssgpor mesma letra mailscula para o0 mesmo
clone entre as coletas de brotacdes e, médiasdssgpor mesma letra mindscula para a mesma
coleta de brotacdes entre os clones nao diferemfisativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade de erro. Dados apresentados coédia + desvio padrao
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Figura 6 - Valores médios do nimero de nés pomhifslN) de minicepas deucalyptus benthamém relacéo
ao clone e coleta de brotacdes. Médias seguidas@ama letra mailscula para o mesmo clone entre
as coletas de brotacbes e, médias seguidas poramesrm mindscula para a mesma coleta de
brotacdes entre os clones nao diferem significaterste pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Dados apresentados comaantétksvio padréo
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O numero de folhas por broto (Figura 7) e o nanterandés por broto (Figura 8) nao
variaram significativamente em relagdo a solucé&otiva ao considerar a mesma coleta de
brotacdes. Porém, essas caracteristicas de cresgiveriaram significativamente ao longo
das coletas de brotagfes (Figura 7 e Figura 8).

A partir da 62 coleta de brotagbes houve redugdiufsiativa dos valores do NF e NN
em relacdo as demais coletas efetuadas, sendoefesge associado com a reducdo da
temperatura (maxima, média e minima). Na 82 calethrotacfes foi registrado os menores

valores do numero de folhas por broto (Figura d® @iimero de nés por broto (Figura 8).

‘-SOLl [CSOL2 CJSOL3 B SOL4 B SOLS5 B SOL6 —0—TMAX —2—TMED —O—TMIN‘

NF (folha broto™)
Temperatura (°C)

1a 2a 32 42 52 62 72 ga

Coleta

Figura 7 - Valores médios do numero de folhas potob(NF) de minicepas dBucalyptus benthamiem
relacdo a coleta de brotacdes e solucdo nutritidalias seguidas por mesma letra mailscula para a
mesma solucdo nutritiva entre as coletas de bresagfmédias seguidas por mesma letra mindscula
para a mesma coleta de brotacfes entre as solng@@s/as ndo diferem significativamente pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidaderde BPados apresentados como: média * desvio
padréo
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‘-SOLl [CsSOL2 C1SOL3 B SOL4 B SOL5 EESOL6 —0—TMAX —4—TMED —O—TMIN‘

NN (n6s brota?)
Temperatura (°C)

Coleta

Figura 8 - Valores médios do nimero de nés porobfldiN) de minicepagucalyptus benthamém relacéo a
coleta de brotacBes e solucdo nutritiva. Médiasiidag por mesma letra mailscula para a mesma
solucao nutritiva entre as coletas de brotacéesédjas seguidas por mesma letra minUscula para a
mesma coleta de brotacSes entre as solucdes vadritao diferem significativamente pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Bagwesentados como: média + desvio padrao

O intervalo de entrends (IN) variou significativartee apenas em relacéo a coleta das
brotacdes e clone (Tabela 3).

De acordo com os dados mensurados pode-se obgaesapuve reducao do IN até a 42
coleta de brotacfes, independente do clone avaliddara 9). Contudo, a partir da 52 coleta
de brotacdes houve aumento do IN, o que denotardarde comprimento das brotacdes.

Em termos gerais, os clones BP101 (variacao dea 2,8 cm) e BP120 (variacéo de 1,4
a 2,8 cm) apresentaram os maiores valores do IK&ETa0 ao clone BP118 (variacéo de 1,3
a 2,6 cm) para a maioria das coletas de brotadéasadas durante o periodo experimental
(Figura 9).
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Figura 9 - Valores médios do intervalo de entrgndisbroto (IN) de minicepas deucalyptus benthamiém
relacdo ao clone e coleta de brotacdes. Médiasdsesgpor mesma letra mailscula para 0 mesmo
clone entre as coletas de brotagbes e, médiasdssgpbr mesma letra mindscula para a mesma
coleta de brotacdes entre os clones ndo diferemfisagivamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade de erro. Dados apresentados avéudia + desvio padrao

O numero de miniestacas por metro quadrado ao Ml Yariou significativamente
em relacdo a coleta de brotacdes e solucéo natgtitambém, em relacdo ao clone e solugéo
nutritiva (Tabela 3).

Ao considerar a variacdo da producdo de miniestacasnetro quadrado ao ano em
relacdo ao clone e solugéao nutritiva, verifica-se qs clones BP101, BP118 e BP120 nao
apresentaram diferenca significativa em relacacsascbes S3, S4, S5 e S6, as quais
corresponderam aos maiores valores meédios (FigliraCbntudo, ao considerar os clones
BP101 e BP118, pode-se observar que somente &esI81 e S2 (menores valores medios)
apresentaram diferenca significativa do NM em relag&olucdo S6 (maior valor médio). O
clone BP120 apresentou diferenca significativa dedycdo de miniestacas por metro
guadrado ao ano entre as solucfes nutritivas S2 @gngnor valor médio) em relacdo a
solucao S5 (maior valor médio) (Figura 10).

Em termos gerais, a producéo de miniestacas popmaadrado ao ano para o clone
BP101 variou de 7.936,83 (solucédo S1) a 10.05%@Hi¢ao S6), o clone BP118 variou de
7.579,98 (solucdo S2) a 10.243,16 (solucao S6¢lene BP120 variou de 7.276,48 (solucéo
S2) a 9.196,18 (solugéo S5) (Figura 10).
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Figura 10 -Valores médios do nimero de miniestgmas metro quadrado ao ano (NM) de minicepas de
Eucalyptus benthamiém relagdo ao clone e solucéo nutritiva na 8%a&ale brotacdes. Médias
seguidas por mesma letra mailscula para a mesmadeohutritiva entre os clones e, médias
seguidas por mesma letra mindscula para o mesme @otre as solu¢des nutritivas ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey ao niveb#ede probabilidade de erro. Dados apresentados
como: média + desvio padréao

A menor produgéo de miniestacas por metro quadxadmo foi registrada na 12 coleta
de brotacGes das minicepas, ndo sendo observagtendid significativa entre as solugdes
nutritivas. Na 52 coleta de brotacfes houve dif@eignificativa da producéo de miniestacas
por metro quadrado ao ano (NM) das minicepas quenfdertirrigadas com as solucbes
nutritivas S1 e S2 (ambas apresentando os menal@®y médios) em relacdo a solugdo S6
(maior valor médio) (Figura 11).

Efeito semelhante ocorreu durante a 72 coleta deadires, onde o NM apresentou
diferenca significativa das solugcdes S1 e S2 (mpramtucéo) em relacédo as solugcbes S3, S4,
S5 e S6 (maior producédo). Porém, na 82 coleta diadires ndo foi constatada diferenca
significativa do NM entre as solugdes nutritivasesgy de existir uma tendéncia dos maiores

valores médios de producéo corresponderem as sslugiritivas S5 e S6 (Figura 11).
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Figura 11 -Valores médios do ndmero de miniestgmas metro quadrado ao ano (NM) de minicepas de
Eucalyptus benthamiém relagdo a coleta de brotacdes e solugdo watriilédias seguidas por
mesma letra mailscula para a mesma solugcdo natrinire as coletas de brotagbes e, médias
seguidas por mesma letra mindscula para a mesrataabd brotacdes entre as solugdes nutritivas
nao diferem significativamente pelo teste de Tukeynivel de 5% de probabilidade de erro. Dados
apresentados como: média + desvio padréo

Pela anélise da Matriz de Correlacdo de Pearsodattxs amostrados pode-se verificar
gue existiu correlacdo significativa das tempeestuto ar (maximas, médias e minimas) para
o comprimento de broto (correlagdo negativa), ndomae folhas (correlacdo positiva),
numero de noés (correlacdo positiva) e interval@mteenos (correlacdo negativa) (Tabela 4).
A sobrevivéncia de minicepas e a producdo de natdas por metro quadrado ao ano nao
apresentaram correlagcdo significativa com os dathss temperaturas do ar da casa de
vegetacao que continha o minijardim clonal em \esBucalyptus bentham(irabela 4).

A sobrevivéncia de minicepas também nao apresaoelacdo significativa com as
demais variaveis biométricas mensuradas (numenoigiestacas por metro quadrado ao ano,
comprimento de broto, nimero de folhas, nimeroddeerintervalo de entrends). Além disso,
0 humero de miniestacas por metro quadrado ao @esentou correlacdo significativa com
o numero de folhas (correlacdo positiva) e nUmernds (correlacéo positiva) (Tabela 4).

Em termos gerais, pode-se observar que as medsagattres das temperaturas do ar
méaximas, meédias e minimas da casa de vegetacacerinofairam significativamente as
caracteristicas de crescimento do CB, NF, NN edihotando o forte efeito da variagdo da

temperatura (condicionada pela sazonalidade) datdr@asa de vegetacdo em relacdo a
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miniestaquia deEucalyptus benthamiia qual influenciou a produgdo de miniestacas,

principalmente em termos qualitativos ao longo mo @abela 4).

Tabela 4 - Matriz Correlacdo de Pearson para aavdal temperaturas do ar maximas (TMAX), tempeaatur
médias (TMED), temperaturas minimas (TMIN), sobrércia de minicepas (SOB), nimero de
miniestacas por metro quadrado ao ano (NM), congniode broto (CB), nimero de folhas por
broto (NF), numero de nos por broto (NN) e intesvadé entrends (IN) de minicepas Hecalyptus
benthamiiao longo de 316 dias de coletas sucessivas daechest

Varidvel TMAX  TMED  TMIN SOB NM CB NF NN IN
TMAX 1

TMED 0,99 1

TMIN 0,97" 0,99 1

SOB 0,17 0,18 0,19" 1

NM -0,12°  -0,12°  -0,17%  0,19" 1

CB -0,25 0,28 -0,30 0,07  017° 1

NF 0,36 0,37 0,36 0,14° 0,21 0,30 1

NN 0,36 0,37 0,37 0,14 0,21 0,30 0,99 1

IN -0,49" -0,54" -0,55 -0,18° 0,01 0,70 -0,42° -0,47 1

"SValor ndo significativo ao nivel de 5% de probigitle de erro pelo teste’Fe™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pele test

Em relacdo ao sintoma de deficiéncia nutricionalificou-se intensa clorose com a
presenca de nervuras salientes (Figura 12 A-D g Heformacao e redugcéo do tamanho das
folhas, mortalidade da ponteira seguido de suptnmento (Figura 12 C-D), necrose
localizada no centro da folha (Figura 12 E), esti@nto das brotacbes (Figura 12 F) e
engrossamento da base da brotacdo (Figura 12 G@sEsntomas foram verificados nas
minicepas submetidas as solugdes S1 (omissédo deB)re S2 (omisséo de B) (Figura 12 A-

J) a partir da 52 coleta de brotacdes.
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Figura 12 -Sintomas foliares de deficiéncia nidrial de B e/ou Zn em minicepas Becalyptusbenthamii
cultivadas em sistema de minijardim clonal em vassgendo areia. (A e B) clorose nas folhas mais
jovens e reducdo do tamanho das folhas, solucgorissdo de B e Zn); (C e D) clorose nas folhas
mais jovens com deformacdo e reducdo do tamanhdottzss, evidenciando superbrotamento,
solucdo S1 (omissdo de Zn e B) e S2 (omissdo ddBE)detalhe do sintoma foliar tipico da
deficiéncia de B, solucdo S1 (omissédo de Zn e B domissdo de B); (F) detalhe do estiolamento
das brotacdes, solucdo S1 (omissao de Zn e B)lé@)he do engrossamento da base da brotacao,
solucdo S1 (omisséo de Zn e B) e S2 (omissdo déHB)etalhe da clorose na solucdo S1 (omisséo
de Zn e B); (I e J) detalhe da clorose na solu@@&issao de B)

2.3.2 Teor foliar de nutrientes

De acordo com a analise de variancia houve interagdre a coleta de brotacbes e
solucdo nutritiva para os teores foliares de nénig (N), fésforo (P), potassio (K), célcio
(Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) em brotacbes decepas deEucalyptus benthamii

conduzidas em sistema de vaso com areia, ou stgay oliar de macronutrientes variou ao

longo das sucessivas coletas de brotagdes (Tapela 5
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Tabela 5 - Resumo da andlise de variancia pararddkar de nitrogénio (N), fésforo (P), potassi), calcio
(Ca), magnésio (Mg) e enxofre (S) em brotacdes itcepas deEucalyptus benthamém relagao
aos tratamentos avaliados ao longo de 316 diasldtas sucessivas de brotacdes

Quadrados Médios

f/a“.sasida GL N P K Ca Mg s
ariacao 4 3 4 9 " 9
(gkg”) (gkg") (gkg") (gkg") (gkg") (gkg")
Coleta (COL) 7 428,23 5,1991" 358,85 30,482 1,0741 5,5915
Residuo-COL 16 5,92 0,0615 1,11 0,235 0,0337 0,0500°
Parcela 23 - - - - - -
Solucéo (SOL) 5 4,06 0,0069° 0,53 0,270 0,0339 0,1616
COL*SOL 35 4,05 0,0734° 1,57 0,259 0,0158 0,0634
Residuo 80 1,64 0,0190 0,24 0,068 0,0055 0,0312
Subparcela 143 - - - - - -
Média - 26,10 2,50 12,39 5,03 1,97 2,12
CVexp(%) - 4,92 5,51 3,97 5,19 3,77 8,30

"SValor ndo significativo ao nivel de 5% de probigitle de erro pelo teste’Fe™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pele testGL = graus de liberdade, Y = coeficiente de variacdo
experimental

O teor foliar de N aumentou até a 62 e 72 coletadbrdtacbes, sendo que ocorreu
reducdo do teor foliar na 82 coleta. A Unica difeeesignificativa do teor foliar de N das
minicepas déucalyptus bentham@m relacdo a solucéo nutritiva ocorreu na 82 aptetndo
registrada diferenca significativa entre a solug20(27,8 g kd) e S6 (22,2 g Kg. O teor
foliar de N variou de 34,0 a 17,6 g'kgo longo das oito coletas de brotacées (Tabela 6).

Na 12, 22 42 e 82 coletas de brotagOes foi radistns menores valores do teor foliar de
P, independente da solucéo nutritiva. Os maiomesdoliares de P ocorreram na 32, 52, 62 e
72 coletas de brotacbes. A maior variacado do w@a@rfde P em relacdo a solugcédo nutritiva
ocorreu na 52 e 72 coletas de brotacdes. Em tegemnass, o teor foliar de P variou de 3,4 a 1,8
g kg* ao longo das oito coletas de brotacdes (Tabela 6).

O teor foliar de K aumentou até a 82 coleta dealfis. Os menores valores foram
registrados na 12, 223, 32 e 42 coletas de brotadiEes8? coleta, a solucdo nutritiva S1
apresentou o menor teor foliar em relagéo as setugdtritivas S3, S4, S5 e S6. O teor foliar
de K variou de 22,1 a 7,1 g ko longo das oito coletas de brotacées (Tabela 6).
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Tabela 6 - Valores médios dos teores foliares tlegé@nio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio jCanagnésio
(Mg) e enxofre (S) em brotacfes de minicepaBugalyptus benthamii

Coleta
= 1a 22 32 42 52 62 72 82
Solucao
N
(g kg")
S1 18,740,3 Ad 23,1#1,6 Ac 26,4+1,1 Abc 24,3+1,0 Ac 29,3+1,0 Aab 31,31,9 Aa 32,3106 Aa  4+2,26ABbc
S2 17,9+0,6 Ac 20,5£1,7 Ac 26,9:0,1 Ab 25,1%2,0 Ab 27,4+1,6 Ab 32,1£0,9 Aa 34,0£0,5 Aa T8¢ 1,
S3 18,640,2 Ad 21,8+1,5 Acd 25,6+1,4 Abc 25,540,9 Abc 28,9+1,7 Aab 32,7+1,4 Aa 32,5+1,4 Aa  5:0,35\Bbc
S4 17,610,4 Ae 21,1%2,8 Ade 24,8+0,2 Acd 23,6£1,6 Acd 30,6£3,3 Aab 30,2£2,9 Aab 32,0£0,2 Aa26,4+0,7 ABbc
S5 18,110,6 Ae 21,5+2,3 Ade 24,3+1,3 Acd 23,9:0,9 Acd 27,740,4 Abc 31,440,9 Aab 33,3%0,7 Aa25,50,6 ABcd
S6 17,6£0,7 Ac 23,2+4,1 Ab 24,2+0,8 Ab 24,2+1,7 Ab 29,7+0,6 Aa 33,2+1,8 Aa 30,5£2,0 Aa 22810,
= P
Solucao (g kgY)
S1 2,1+0,1 Ab 2,1+0,2 Ab 2,8+0,2 Aa 1,8+0,2 Ab 2,8+0,1 Ba 3,1+0,2 Aa 3,0t0,1ABa  0,2,Ab
S2 2,0£0,1 Ac 2,0£0,1 Ac 2,9+0,1 Aab 1,9+0,1 Ac 2,7+0,4 Bb 3,3t0,1 Aa 3,3t0,1Aa  9£0,1,Ac
S3 2,1+0,1 Ab 2,0£0,1 Ab 2,8+0,1 Aa 2,0£0,2 Ab 3,0:0,1 ABa 3,1:0,1 Aa 2,7+0,1 Ba 0,288
S4 2,1:0,1 Ac 2,0£0,2 Ac 2,7+0,1 Ab 1,8+0,1 Ac 3,3:0,2 Aa 3,1:0,2 Aab 2,7¢0,1Bb 0,2,A¢
S5 2,1+0,1 Ac 2,0£0,1 Ac 2,8+0,2 Aab 1,9+0,2 Ac 3,1:0,3 ABa 3,1+0,1 Aa 2,6¢0,1Bb 2,0£0,1 Ac
S6 2,1:0,1 Ac 1,9+0,2 Ac 2,6+0,1 Ab 1,9+0,1 Ac 3,2:0,1 ABa 3,4+0,1 Aa 3,0:0,bABa 1,8+0,1 Ac
= K
Solucao (g kgY)
S1 9,1+0,1 Ad 8,7+0,9 Ad 9,8+0,4 Ad 8,4:0,4 Ad 12,6+0,6 ABc 14,1+0,4 ABc 16,0£0,6 Ab 18,640,
S2 9,9+0,2 Ad 7,9+0,1 Af 9,8+0,4 Ade 8,2+0,3 Aef 11,610,5 Bc 14,8+0,7 ABb 16,4:0,8 Ab  7+(19,BCa
S3 8,9+0,1 Ae 8,1+0,4 Ae 9,7+0,5 Ae 8,8+0,4 Ae 11,9+0,7 Bd 14,0£0,6 Bc 16,0£0,6 Ab 0Z2LABa
sS4 9,5+0,3 Ad 7,3t0,2 Ae 9,4+0,2 Ad 8,3+0,5 Ade 12,40,3 ABC 14,0£0,8 Bc 16,2+1,5 Ab 122 A
S5 9,4+0,3 Ad 7,1+0,2 Ae 10,0£0,5 Ad 8,6+0,2 Ade 13,6£0,3 Ac 14,6£0,2 ABbc  15,9:0,4 Ab 121/8a
S6 8,6+0,4 Ade 7,1+0,2 Ae 9,7+0,2 Ad 8,3+0,5 Ade 13,8+1,1 Ac 15,7+0,4 Ab 16,0£1,3 Ab BOARA,
x Ca
Solugéo (g kgY)
S1 6,3+0,1 Aa 4,2+0,3 Ab 6,9:0,2 Aa 3,1+0,2 Ac 4,5:0,7 Ab 4,1:0,2 Ab 4,6£0,4 Ab 6,A#0,3
S2 6,4+0,2 Aa 3,9+0,1 Abc 6,5+0,6 ABa 3,1+0,2 Ac 4,310,2 Ab 3,7¢0,1 Abc 45:0,1Ab  740,8,Aa
S3 6,6+0,2 Aa 4,2+0,1 Ac 6,8£0,3 ABa 3,3:0,2 Ad 4,450,2 Ac 3,9£0,2 Acd 54+0,6 Ab  5:0,6,ABa
sS4 6,5+0,2 Aa 3,7+0,1 Acd 6,4+0,5 ABa 3,3t0,1 Ad 4,5£0,1 Abc 4,240,4 Ac 53t0,5Ab  740,6,Aa
S5 6,8+0,1 Aa 4,0£0,1 Ade 6,30,1 ABab 3,2+0,1 Ae 4,4+0,1 Ad 4,1:0,1 Ad 54:0,4 Ac  820,5Bbc
S6 6,1+0,2 Aa 3,6+0,2 Ade 6,0+0,3 Ba 3,0£0,1 Ae 4,8+0,3 Abc 4,310,2 Acd 5,3+0,2 Aab 5,8+0,2 Ba
Solugéo Mg-l
(9 kg’)
S1 2,2+0,1 Aa 2,2+0,2 Aa 2,2+0,1 Aa 1,7:0,1 Abc 1,8+0,1 Ab 1,5+0,1 Ac 1,70,1 BCbc2,110,1 Aa
S2 2,240,1 Aa 1,9+0,1 Abc 2,2+0,2 Aa 1,7+0,2 Acd 1,7+0,1 Acd 1,5:0,1 Ad 1,6+0,1 Cd 0,2Ra
S3 2,2+0,1 Aab 2,0£0,1 Abc 2,2+0,1 Aab 1,9:0,1 Acd 1,70,1 Ade 1,6:0,1 Ae 1,80 ABc 2,3£0,1 Aa
sS4 2,240,1 Aa 1,9+0,1 Ab 2,2:0,1 Aa 1,9+0,1 Ab 1,8+0,2 Abc 1,7+0,1 Abc 1,8+0,1 ABbc 3:0,2,Aa
S5 2,2+0,1 Aa 2,0£0,1 Aab 2,2¢0,1 Aa 1,8+0,1 Abc 1,720,1 Acd 1,6+0,1 Ad 1,80,1 ABb2,10,1 Aa
S6 2,2+0,1 Aa 2,0£0,1 Aab 2,2:0,1 Aa 1,8+0,1 Abc 1,8+0,1 Abc 1,7+0,1 Ac 2,0£0,2 Aab 2,240,1 Aa
= S
Solugéo (g kgY)
S1 2,9:0,1 Aab 3,2¢0,1 Aa 2,5$0,3 Abc 1,30,1 Ae 2,0£0,2 Acd 1,8+0,1 Ade 1,5:0,2 Ade 1,8+0,3 Ade
S2 2,6+0,1 ABab 3,0£0,2 Aa 2,7¢0,1 Aa 1,3+0,1 Ad 1,90,3 Acd 2,1+0,2 Abc 1,6+0,1 Acd 1,7£0,1 Acd
S3 2,8+0,1 ABa 2,9+0,2 Aa 2,6+0,2 Aab 1,4+0,1 Ad 2,1+0,3 Abc 1,8+0,1 Acd 1,5:0,1Ad 80,3 Acd
S4 2,6+0,1 ABab 2,8+0,1 Aa 2,5¢0,1 Aab 1,5:0,1 Ac 2,1+0,1 Abc 2,0£0,1 Abc 1,5¢0,1 Ac  2,020,3 Abc
S5 2,930,1 Aab 3,1:0,1 Aa 2,4%0,1 Abc 1,5+0,1 Ad 2,3%0,2 Ac 1,9+0,2 Acd 1,5+0,1 Ad 0,184
S6 2,3+0,2 Bab 2,7+0,1 Aa 2,3+0,1 Aab 1,3:0,1 Ad 1,90,1 Abc 1,9:0,3 Abc 1,5:0,1 Acd  6£0,2LAcd

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra miUlsc nas linhas, médias seguidas por mesmartetmascula néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey a@lnde 5% de probabilidade de erro. Dados apradestcomo: média +
desvio padréo

O teor foliar de Ca apresentou oscilacdes ao laagocoletas de brotacbes. Na 12, 32 e
82 coletas de brotacfes o teor foliar de Ca api@s@®s maiores valores em relacdo as demais
coletas efetuadas. Em termos gerais, o teor fidiaCa variou de 6,9 a 3,0 gkgo longo das
oito coletas de brotagOes (Tabela 6).

Quanto ao teor foliar de Mg foi observada poucaagéi® ao longo das oito coletas de

brotacdes das minicepas Hacalyptus benthamiEm termos gerais, os menores valores do



73

teor foliar ocorreram nas solucdes S1 e S2. Oftdiar de Mg variou de 2,3 a 1,5 gkgo
longo das oito coletas de brotagGes (Tabela 6).

O teor foliar de S foi maior na 12, 22 e 32 cotltdrotacdes, sendo registrada reducéo a
partir da 42 coleta de brotacdes. O teor foliaBdariou de 3,2 a 1,5 g kqao longo das oito
coletas de brotacdes (Tabela 6).

De acordo com dados levantados na literatura eat&elao teor foliar de macro e
micronutrientes de minicepas conduzidas em sistdmamicro e minijardim clonal de
Eucalyptus pode-se verificar a variagdo dos teores foliatessiderados como alto,

adequado, baixo e deficiente (Tabela 7).

Tabela 7 - Intervalo dos teores de macro e micramniés considerados alto, adequado, baixo e defiipara
brotac6es d&ucalyptuscom idade de 7 a 14 dias, em condicdo de micrmigandim clonal

Alto® Adequadé’ Baixo? Deficienté!
Nutriente Macronutriente
(gkg*)
N 0>40,0 28,0 ©<40,0 20,0c0<28,0 0<20,0
P 0>4,0 25<0<4,0 15<0<25 0<15
K 0>30,0 15,0 ©< 30,0 10,6c0<15,0 0<10,0
Ca 0>7,0 50<0<7,0 3,00<5,0 0<3,0
Mg 0>4,0 20<0<4,0 1,0<0<2,0 0<1,0
S 0>25 20<0<25 1,30<2,0 0<1,3
. Micronutriente
Nutriente 1
(mg kg™ )
B 0>70,0 35,09<70,0 20,6c0<35,0 0<20,0
Cu 0>15,0 8,0<9<15,0 500<8,0 0<5,0
Fe 0>220,0 100,0 €<220,0 75,60<100,0 0<75,0
Mn 0>700,0 250,0 ©<700,0 150,6<0<250,0 0<150,0
Zn 0>80,0 30,0 9<80,0 20,6c0<30,0 0<20,0

) Adaptado de Alfenas et al. (2004), Higashi; SilaerGoncalves (2005), Cunha et al. (2009b) e Cehhh (2009¢)é =
valor médio do nutriente considerado

Baseado na interpretacdo da Tabela 7 e na varsagaéificativa dos teores foliares dos
macronutrientes em minicepas Hacalyptus benthamem relacéo as solugbes nutritivas e
coleta de brotacées ao longo do tempo (Tabela #jcaese que apenas 12,5% dos teores
foliares de N foram considerados como deficientggerfas na 12 coleta de brotacbes) ao
longo das oito coletas de brotacdes (Tabela 8)estamte dos teores foliares de N foram
classificados como adequados e baixos para todsdwag®es nutritivas avaliadas (Tabela 8),
contudo sem comprometer o crescimento e desenvamordas minicepas (Tabela 1).

Quanto ao P, Ca e Mg, néo foi observado teoresdrmaslos altos e deficientes, sendo

que os teores foliares ficaram compreendidos eattequados e baixos, porém néao
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comprometendo o crescimento das minicepas. O Sm@sentou deficiéncia, sendo que os
valores ficaram compreendidos entre alto, adegedsioxo (Tabela 8).

Tabela 8 - Porcentagem de frequencia dos teoriesefelpara os macronutrientes considerados alemjuadio,
baixo e deficiente de minicepas &ecalyptus benthamiém relacdo a solucdo nutritiva em oito
coletas de brotactes

Alto Adequado Baixo Deficiente
Solucao N
(%)
S1 0,0 37,5 50,0 12,5
S2 0,0 25,0 62,5 12,5
S3 0,0 37,5 50,0 12,5
sS4 0,0 37,5 50,0 12,5
S5 0,0 25,0 62,5 12,5
S6 0,0 37,5 50,0 12,5
= P
Solugéo (%)
S1 0,0 50,0 50,0 0,0
S2 0,0 50,0 50,0 0,0
S3 0,0 50,0 50,0 0,0
S4 0,0 50,0 50,0 0,0
S5 0,0 50,0 50,0 0,0
S6 0,0 50,0 50,0 0,0
= K
Solucao (%)
S1 0,0 25,0 25,0 50,0
S2 0,0 25,0 25,0 50,0
S3 0,0 25,0 25,0 50,0
S4 0,0 25,0 25,0 50,0
S5 0,0 25,0 37,5 37,5
S6 0,0 37,5 12,5 50,0
< Ca
Solugéo (%)
S1 0,0 37,5 62,5 0,0
S2 0,0 37,5 62,5 0,0
S3 0,0 50,0 50,0 0,0
S4 0,0 50,0 50,0 0,0
S5 0,0 50,0 50,0 0,0
S6 0,0 50,0 50,0 0,0
x Mg
Solugéo (%)
S1 0,0 50,0 50,0 0,0
S2 0,0 37,5 62,5 0,0
S3 0,0 37,5 62,5 0,0
S4 0,0 37,5 62,5 0,0
S5 0,0 37,5 62,5 0,0
S6 0,0 37,5 62,5 0,0
< S
Solugéo (%)
S1 25,0 12,5 62,5 0,0
S2 37,5 12,5 50,0 0,0
S3 37,5 12,5 50,0 0,0
S4 25,0 25,0 50,0 0,0
S5 25,0 25,0 50,0 0,0
S6 12,5 25,0 62,5 0,0

Cerca de 50% dos teores foliares de K foram coregids como baixos da 12 até a 42
coleta de brotagGes, sendo um problema a ser evadmem termos de reposi¢ao via solucéo

nutritiva nas épocas mais quentes do ano. O restimst valores dos teores foliares, cerca de
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50%, ficou compreendido entre adequado e baixa @* coleta de brotacdes), variando de
acordo com a coleta de brota¢gGes ao longo do t€ghela 8).

De acordo com a analise de variancia houve interagdre a coleta de brotacdes e
solucéo nutritiva para os teores foliares de bB)p ¢obre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e
zinco (Zn) em brotacdes de minicepasHEiealyptus benthamiconduzidas em sistema de
vaso com areia, ou seja, o teor foliar de microentes variou ao longo das sucessivas coletas

de brotactes (Tabela 9).

Tabela 9 - Resumo da analise de variancia pararddkar de boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), mangs (Mn)
e zinco (Zn) em brotacBes de minicepas Elecalyptus benthamiem relacdo aos tratamentos
avaliados ao longo de 316 dias de coletas sucesevhrotactes

Quadrados Médios

Causas da

Variagio GL BW Cu Fe Mn Zf
(mg kg') (mg kg') (mg kg") (mg kg') (mg kg")
Coleta (COL) 7 1,2666 17,8984 81.925,61 3.068.380,9 0,4829
Residuo-COL 16 0,007 3,3563 243,86° 20.487,9 0,0231
Parcela 23 - - - - -
Solucéo (SOL) 5 13,4109 3,1654" 1.409,46 106.896,7 0,0272
COL*SOL 35 0,5966' 1,5334 630,27 17.298,7 0,0213
Residuo 80 0,0174 0,4493 231,11 3.909,6 0,0036
Subparcela 143 - - - - -
Média - 38,32 7,96 124,11 912,65 40,37
CVexp(%) - 8,85 8,41 12,24 6,85 6,36

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probiaaitle de erro pelo teste F.Valor significativo ao nivel de 1% de
probabilidade de erro pelo teste#Dados transformados por f#(0,5), onden = dado amostrado. GL = graus de liberdade,
CVeyp. = coeficiente de variacdo experimental

O teor foliar de B apresentou variacado ao longoodéetas de brotacdes, sendo que os
menores acumulos foram registrados nas solu¢cdesS2] as quais ndo continham B na sua
composicao (Tabela 10). O teor foliar de B aumertmon 0 aumento da concentracdo na
composicao da solucdo nutritiva, sendo que a sol&f apresentou o maior acumulo em
relacdo as demais solug¢des nutritivas para a ralas coletas de brotacoes. O teor foliar de
B variou de 108,0 a 3,0 mg kago longo das oito coletas de brotacées (Tabelaskdyo
constatados sintomas de deficiéncia nutricional.

O teor foliar de Cu das brotacdes de minicepa&wealyptusbenthamiiapresentou
variagcéo ao longo das coletas efetuadas. Os mevaiagss do teor foliar de Cu ocorreram na
42 e 52 coleta de brotacdes. O teor foliar de Giowale 10,3 a 5,2 mg Kgao longo das oito
coletas de brotacdes (Tabela 10).

O teor foliar de Fe apresentou aumento até a &tacaole brotacbes, sendo que os

maiores valores foram registrados na 72 e 82 sotitdrotacoes. O teor foliar de Fe variou de



76

296,0 a 54,7 mg kgao longo das oito coletas de brotacdes (Tabela®or foliar de Mn

apresentou reducdo até a 82 coleta de brotacd@saiO@es acumulos foram registrados na 12,

22 e 32 coleta de brotacdes. O teor foliar de Mipuate 1.783,3 a 462,3 mg kgo longo das

oito coletas de brotacOes (Tabela 10).

Tabela 10 - Valores médios do teor foliar de b@} ¢obre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zingo) (em
brota¢des de minicepas Hacalyptus benthamii

Coleta
= 1a 22 32 42 5a 62 72 82
Solugéo
B
(mg kg')
S1 31,6+2,3 BCa 26,0+1,7 Dab 23,0+1,0 Cab 16,9+0,8 Dbc 5,0+1,7 Dd 9,0+1,7 Ced  3,6+1,1 Cd 7,6%1,1 Ccd
S2 28,3+#1,1Ca 27,0+2,0 Da 25,3+2,8 Cab 14,2+2,0 Dbc 4,6+2,5 Dc 8,0+0,1 Cc 0+0,13Cc 7,6x1,1 Cc
s3 36,6+2,8 ABChc 43,6:2,8 BCab 45,6+1,5 Bab 41,6:3,4 BCab 34,3+1,1 Che 4BaKA0  476:23Ba 29,0+1,0 B
s4 36,03,6 ABCab 41,3:1,1Ca 42,6:3,0 Ba 37,5:2,0 BCab 33,6:2,3 Cab 40,6:23B  44,0£1,7Ba 27,3£2,0 Bb
S5 40,0+0,1 ABbc 55,0+£3,0 Ba 51,6+3,0 Ba 52,2+0,1 Ba 54,045,5 Ba 47,645,0 Bab 55,0+4,5 Ba 35,6+3,5 Bc
S6 47,0+5,5 Ad 72,3£2,0 Ac 67,05,1 Ac 68,35,9 Ac 68,0:0,1 Ac 90,618,2 Ab 108,08 61,3:2,0 Ac
Solugéo cu 1
(mg kg')
s1 8,5+0,2 Aabc 10,315 Aa 9,1+0,5 Aab 6,8:0,3 Ac 7,3+1,0 Abc 7,0:07Abc 10,016 Aa 9,2:0,6 Aab
s2 7,1:0,4 ABab 9,3:0,5 ABa 8,1:0,9 Aab 6,740,5 Ab 6,7:0,7 Ab 6,3:0,1 Ab 1208 8,5:0,3 Aab
S3 8,4+2,0 Aa 8,6+0,5 ABa 8,2+0,3 Aa 7,5+0,6 Aa 7,6+0,5 Aa 7,3+1,0 Aa 9,4+1,0 Aa 8,6+0,1 Aa
S4 7,1+2,3 ABb 7,6+1,1 Bab 8,2+0,4 Aab 6,7+0,7 Ab 7,2+0,9 Ab 7,4+1,7 Aab 8 Aab, 9,4+0,4 Aa
S5 5,6:0,2 Bc 7,6:0,5 Babc 8,740,7 Aab 7,0:0,7 Abc 6,5+0,3 Abc 7,8£1,0 Aabc  9,5¢1,3 Aa 9,7:0,7 Aa
S6 5,2+0,4 Bc 7,3+0,5 Babc 7,8+0,3 Aab 6,9+0,5 Abc 6,4+0,3 Abc 8,4+1,7 Aab 9,2+1,6 Aa 9,2+0,7 Aa
Solucao Fe 1
(mg kg')
S1 61,4+1,9 Ad 61,6+1,5 Ad 105,7+6,1 Acd 113,7+20,6 Ac 91,3+4,7 Acd 101,1+4,3 Ac  168,2+11,0 Bb 219,0+15,6 Ca
S2 61,3+4,8 Ac 61,3+3,2 Ac 100,345,8 Abc 106,5+12,4 Abc 94,8+3,4 Ac 98,6+7,0 Ac 5+1809 Bb 247,6+32,2 ABCa
s3 64,34,8 Ac 62,3t3,2 Ac 103,5£9,2 Abc 100,3+5,7 Abc 106,8£10,2 Abc  117,9+13,2 Ab 1B168a  236,3t13,9BCa
S4 56,9+2,8 Ac 65,6+4,9 Ac 93,443,0 Ac 101,8+7,0 Ac 102,648,7 Ac 107,546,0 Ac 308, ABb 296,0+62,0 Aa
S5 62,4+7,0 Ac 63,3+1,1 Ac 121,8+15,4 Ab 103,5+2,8 Abc 99,9+3,6 Abc 118,3+7,2 Ab 219, ##9, 267,2+33,9 ABCa
S6 54,72,0 Ae 60,6:3,5 Ade 104,4£11,4 Acde 97,63,0 Acde 110,048,6 Acd 121,@:4,4 A 224,862 Ab 281,1426,7 ABa
Solucao Mn 1
(mg kg')
s1 1675,0472,5 Aa 1783,3:123,9 Aa 1351,6+26,3 Ab 648,1t88,4 Acd  576,0+21,1 Ad 663,3:100,2 Acd  81DA116, 699,6+12,0 Acd
S2 1540,0+11,3 ABa 1608,3+45,3 ABa 1211,3+127,4 ABb 613,668,6 Acd 462,3+42,6 Ad 541,6+60,9 Ad788,3+128,0 Ac 753,0+11,7 Ac
S3 1471,6+11,7 ABa 1375,0+65,3 CDa 1053,6+91,3 BCb 644,0+96,5 Ac 590,6+132,2 Ac 624,6+108,8 Ac 708(3+72,5 632,0+19,1 Ac
s4 1461,6+56,0 Ba 1236,6+10,4 Db 941,3:68,4 Cc 511,0+20,4 Ad 524,6+36,7 Ad 567,328,1 Ad 698,0:29,3 707,6+16,1 Ad
S5 1522,3+99,6 ABa 1486,6+143,6 BCa 1152,6+226,3ABb  571,9+85,1Acd  506,6:62,0 Ad 616,6:43,6 AC780,3+75,5 Ac 658,0£6,0 Acd
S6 1577,6+171,9 ABa 1403,3+80,2 BCDa 1047,6+13,6 BCb 564,1+31,5 Ac 516,0+81,6 Ac 585,3+48,8 Ac700,0+78,7 Ac 639,6+10,1 Ac
Solugéo Zn 1
(mg kg')
S1 37,0+2,6 ABb 40,3+6,6 Ab 38,6+3,0 Ab 35,5+2,8 Ab 36,3+2,0 Ab 37,3+2,3 Ab 37,002,0C 53,3+3,7 Ba
s2 30,3+1,1 B 34,0£2,6 ABbc 35,3:2,5 Abc 37,4:3,3 Abc 37,6:1,5 Abc 38,0+1,7 Abc  39,0£2,6 Cb 58,33,0 ABa
s3 39,02,6 Abc 32,0+2,6 ABc 34,0£2,0 Abc 41,5:9,4 Ab 40,3+2,0 Abc 38,6:1,1Abc  0+I138,Chc 50,6+1,5 Ba
S4 36,6+2,0 ABbcd 31,3+4,5 Bd 34,6+1,5 Acd 37,6+6,0 Abcd 39,3+2,8 Abcd 43 Aivl,5 42,0+2,0 BChc 56,6+6,3 ABa
S5 35,0£2,0 ABc 34,0+2,0 ABc 38,6+1,5 Ac 41,3+3,1 Abc 38,3£0,5 Ac 42,3:25Abc  48,3+3,5 ABb 62,0:0,1 Aa
S6 30,645,0 ABe 31,3:3,2 Bde 39,0£2,6 Acde 37,415,9 Acde 39,3:2,0 Acd 43/22,0 52,33,7 Ab 62,6£6,4 Aa

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra milsc nas linhas, médias seguidas por mesmartetascula néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey a@Inde 5% de probabilidade de erro. Dados apradestcomo: média +
desvio padréo

O teor foliar de Zn apresentou a maior variacaoifogtiva entre as solu¢des nutritivas

na 72 e 82 coletas de brotagfes, sendo determinamdior acumulo para as solucdes S5 e S6.

O teor foliar de Zn variou de 62,6 a 30,3 mg'kap longo das oito coletas de brotacdes
(Tabela 10).

Considerando as solugdes S1 e S2 (ambas isentB3 derifica-se que 62,5% dos

teores foliares de B foram classificados como d=ftes (52 a 82 coleta de brotagdes) e 37,5%
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como baixos (12 a 42 coleta de brotacbes), o guetaldorte resposta das minicepas de
Eucalyptus benthamém relacdo aos tratamentos que apresentaram ondisd8 na solucéo
nutritiva (Tabela 11).

Tabela 11 - Porcentagem de frequencia dos teoliasefo para os micronutrientes considerados atteqaado,
baixo e deficiente de minicepas Hecalyptus benthamim relacdo a solugéo nutritiva em oito
coleta de brotacdes

Alto Adequado Baixo Deficiente
Solucéo B
(%)
S1 0,0 0,0 37,5 62,5
S2 0,0 0,0 37,5 62,5
S3 0,0 75,0 25,0 0,0
sS4 0,0 75,0 25,0 0,0
S5 0,0 100,0 0,0 0,0
S6 37,5 62,5 0,0 0,0
Solugéo cu
(%)
S1 0,0 62,5 37,5 0,0
S2 0,0 50,0 50,0 0,0
S3 0,0 62,5 37,5 0,0
S4 0,0 37,5 62,5 0,0
S5 0,0 37,5 62,5 0,0
S6 0,0 37,5 62,5 0,0
Solugéo Fe
(%)
S1 0,0 50,0 25,0 25,0
S2 12,5 25,0 37,5 25,0
S3 12,5 50,0 12,5 25,0
S4 12,5 50,0 12,5 25,0
S5 12,5 37,5 25,0 25,0
S6 25,0 25,0 25,0 25,0
Solucéo Mn
(%)
S1 50,0 50,0 0,0 0,0
S2 62,5 37,5 0,0 0,0
S3 50,0 50,0 0,0 0,0
sS4 50,0 50,0 0,0 0,0
S5 50,0 50,0 0,0 0,0
S6 50,0 50,0 0,0 0,0
Solugéo Zn
(%)
S1 0,0 100,0 0,0 0,0
S2 0,0 100,0 0,0 0,0
S3 0,0 100,0 0,0 0,0
S4 0,0 100,0 0,0 0,0
S5 0,0 100,0 0,0 0,0
S6 0,0 100,0 0,0 0,0

Os teores foliares de B das minicepas que recebesasulucdes S3 (0,5 mg e B) e
S4 (0,5 mg [* de Zn e B) ficaram compreendidos em adequadosxeshaariando ao longo
das coletas de brotacdes. As minicepas que recetmesolucdo S5 (1,0 mg'ide Zn e B)
apresentaram teores foliares considerados adegeadtidas as coletas de brotacdes. Porém,
as minicepas que receberam fertirrigacdo com ac&olS6 (2 mg T de Zn e B)
apresentaram teores foliares de B compreendidos atib e adequados, podendo causar

toxidez a longo prazo (Tabela 11).
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Os valores dos teores foliares de Cu ficaram coamglidos em adequados e baixos e,
para o Mn entre alto e adequado. O Zn foi o Unicoronutriente que apresentou 100% dos
teores foliares ao longo das coletas de brotag@esiderados como adequados (Tabela 11),
apesar das variacdes das concentracdes desse telemea as solucdes nutritivas avaliadas.

De todos os micronutrientes, o Fe foi 0 que aptesea maior variacdo dos teores
foliares ao longo das coletas de brotagOes, sendoog valores foram classificados como
alto, adequado, baixo e deficiente (Tabela 11)s®désrma, o Fe apresenta-se como um dos
nutrientes que necessita maior cuidado durantenejmaa solucéo nutritiva para minijardins
clonais deEucalyptus benthamiao considerar as sucessivas coletas de brotagdesgo do
ano, bem como, a variagéo da temperatura condagopela sazonalidade.

Pela analise da Matriz de Correlacdo de Pearsongmderificar elevada correlacao
das médias das temperaturas do ar maximas (TMAXJjasnéTMED) e minimas (TMIN)
com os teores foliares de N, P, K, Mg, S, Fe e Mrbé€la 12). Quanto maior foi a
temperatura registrada dentro da casa de vegetpgaaontinha o minijardim clonal de
Eucalyptus benthamhouve reducéo dos teores foliares de N, P, K @lregja, a correlacéo
foi negativa. Contudo, os teores foliares dos entes Mg, S e Mn aumentaram com 0
aumento da temperatura, sendo observada corrgagiiva (Tabela 12).

Existiu correlagdo positiva com valor superior @0para P*N, Mg*Ca, Fe*K e Mn*S,
denotando aumento dos teores foliares desses mafieContudo, ocorreu correlagao
negativa com valor inferior a -0,60 somente para Mrdu seja, o aumento do teor foliar de

um dos nutrientes (Mn ou N) foi seguido da redugéouwtro (Tabela 12).



1WIBRAS2Q3N|0S Sep sojuawelel] sop ogdisodwamiesapielen ap Sai01e) SOPRISPISUOD WSS & OPFEMN[OUI WRI0) 0BU g @ UZ SOIUSWS|801dIW SO ‘BION
4 @153 0jad sjusweAnoadsal ‘o11e ap apgpY0Id 8p %T @ %G 8p [9AIU Ok OANROLIUBIS JojeA 34 81se) ojad 0lie ap apeqo.d ap %G ap [SAIU 0. OANROLIUBIS OBU JOJeA ¢

T 8v'o- «50'0 8.0 £50 SE'0 25'0- 8c'0- L9'0- £L'0 1.0 89'0 UN
T pyr'o yS'0- JIT'0 620 980 100 or'o zL'0- .89'0- 190 o4
T «10'0 .20 0z'0 6€0 «20°0 Al 12'0- 0z'o- BT0- no
T £1'0 820 AV'0- 460'0- I5'0- .69'0 y9'o 29'0 S
T IL'0 «F0'0- or'o- 65'0- £¥'0 Av'o ¥s'0 BN
T 620 «20'0- zzo 00 «80'0 9T0 €D
T .62'0 25'0 /80 68'0- 8L'0- N
T Lo Sv'0- 9v'0- 8v'0- d
T 9.'0- AL 8L'0- N
T 66'0 160 NINL
T 66'0 a3anl
T XYL
UN a4 no S BN =) M d N NINL a3anl XVINL |angLRA

©EAQPP SLAISSIINS SBI9|0d ap Selp 9TE ap obuo| orwreyiuag sndAeong
ap sedadluiw ap sagdelolq ap (uw) ssuebuew a (e} ‘(ND) 21qod ‘(S) asoxusa ‘(BN) oissubew ‘(oo ‘(M) oisseiod ‘(d) olojsol ‘(N) olugbouu

apn? Joay ‘(NIWL) ewiujw einresadwal ‘(3N 1) elEgmeladwsl ‘(XYINL) ewixew Je op einjeiadwsl ewmead ap oedeallo) zuUjeN ep ownsay - ZT ejaqel

6.



80

2.3.3 Teor foliar de carboidratos solluveis ndo estruturais

De acordo com a analise de variancia houve interagdre a coleta de brotacdes e
solucéo nutritiva para o teor foliar de sacarosiepse e total de carboidratos contidos em
minicepas deEucalyptus benthamiiO teor foliar de frutose variou significativamergm

relacéo a solucédo nutritiva, independente da cdietarotacdes (Tabela 13).

Tabela 13 - Resumo da analise de variancia ptgardoliar de sacarose (SAC), glicose (GLI), fagqFRU) e
total de carboidratos sollveis ndo estruturais (AQTem brotacdes de minicepas Hecalyptus
benthamiiem relacdo a coleta de brotages e concentragtés € B

Quadrados Médios

(\:/aal;;e;ga GL SACY GLI@ FRUY TOTAL®
(mg g') (mg g') (mg g') (mg g')
Coleta (COL) 3 0,9361 0,1388° 0,3928° 0,1426°
Residuo-COL 8 0,079% 0,073%3 0,1052° 0,0861°
Parcela 11 - - - -
Solugao-SOL 5 0,2288 0,051%° 0,1661 0,0931°
COL*SOL 15 0,2288" 0,0607" 0,0877° 0,0885
Residuo 40 0,0465 0,0215 0,0620 0,0397
Subparcela 71 - - - -
Média - 0,12 3,57 5,51 9,21
CVexp (%) - 37,26 16,69 14,24 8,88

" Valor n&o significativo ao nivel de 5% de probidaitie de erro pelo teste'Fe™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pele st Dados transformados por logQ,5), onden = dado amostrado. GL

= graus de liberdade, G), = coeficiente de variacdo experimental, TOTAL esponde ao somatorio de sacarose, glicose e
frutose

O teor foliar de frutose diferiu significativamenentre as solucdes S1 e S6,
apresentando valores de 6,84 e 4,86 thgespectivamente. As minicepas que receberam o
tratamento com solucéo S1 (isento de Zn e B) aptasen cerca de 40% a mais de teor foliar
de frutose em relacdo as minicepas que recebesmugio S6 (maior concentracdo de Zn e
B). As solugbes S2, S3, S4 e S5 nao apresentafenerdia significativa do teor foliar de

frutose em relacédo as demais solucdes nutritivaisefa 14).

Tabela 14 - Teor foliar de frutose (FRU) em brdts; de minicepas deucalyptus benthamiém relagédo a
solucdo de Zne B

Solugéo FRU
(mg g*)
S1 6,84+1,74 A
S2 5,37+2,13 AB
S3 5,49+2,00 AB
S4 5,09+1,65 AB
S5 5,43+1,27 AB
S6 4,86+1,97 B

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra, iféfend significativamente pelo teste de Tukey aeehtle 5% de
probabilidade de erro. Dados apresentados comdamétesvio padrao

Ao analisar os teores foliares de sacarose vesficque os valores foram reduzidos em
relacéo a solugéo nutritiva e coleta de brotacbabdla 15). Apenas na 82 coleta de brotagbes
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foi detectada a presenca de teor foliar de saca@sérotacdes das minicepasHlealyptus
benthamij onde o maior acimulo ocorreu para as minicepas fqtam submetidas as
solucbes S5 (1,54 mg'pe S6 (1,02 mg Y, as quais ndo diferiram significativamente.
Considerando a 82 coleta de brotagdes, os menewmgsst foliares de sacarose foram
verificados para as solugbes S1, S2, S3 e S4, ais gao diferiram significativamente
(Tabela 15).

Tabela 15 - Teor foliar de sacarose (SAC), glicGkl) e total de carboidratos solUveis ndo estaitu
(TOTAL) em brotacdes de minicepas Hacalyptus benthamim relacdo a coleta de brotacdes e
solucdo de Zn e B

Solucéo
Coleta S1 S2 S3 S4 S5 S6
SAC
(mg g')
28 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Ba 0,00+0,00 Ba
42 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Ba 0,00+0,00 Ba
62 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00%0,00 Aa 0,00+0,00 Aa 0,00+0,00 Ba 0,00%£0,00 Ba
82 0,00+0,00 Ab 0,00+0,00 Ab 0,12+0,21 Ab 0,22+0,38 Ab 1,54+0,88 Aa 1,02+0,89 Aa
Coleta GLI_l
(mgg-)
22 3,27+0,60 Aa 4,28+1,19 ABa 3,29+1,03 Aa 2,59+0,62 B 2,80+0,56 Aa 3,05+0,35 Aa
4a 4,49+0,69 Aa 4,50+£0,94 Aa 3,47+1,24 Aa 4,71+£0,87 Aa 3,98%0,44 Aa 3,15+0,50 Aa
62 3,37+0,89 Aa 4,03+0,97 ABa 3,85+0,46 Aa 3,68+0, BrA  3,93+0,38 Aa 2,77+0,36 Aa
82 3,77+0,60 Aa 2,49+0,33 Ba 3,77+£0,43 Aa 3,45+0,64AB 3,82+0,84 Aa 3,14+0,58 Aa
Coleta TOTA{‘
(mgg-)
22 11,73+1,71 Aa 11,29+3,46 Aa 8,25+2,08 Bc 6,49+1)60 8,31+1,31 Cc 9,93+3,39 Ab
42 12,12+1,75 Aa 10,90+2,81 Ab 9,7615,24 Ac 12,10+0084 10,40+1,32 Ab 7,34+1,00 Bd
62 8,99+1,82 Bbc 8,92+2,17 Bbc 9,76+0,98 Aa 8,62+@B85 9,26+0,71 Bab 7,44+1,59 Bd
82 9,44+1,94 Bb 5,67+0,28 Cd 8,73+1,63 Bb 7,82+1,15 Cc9,86+1,48 ABa 7,86x2,14 Bc

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra méidse, nas linhas, médias seguidas por mesmanht@scula néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey a®inde 5% de probabilidade de erro. TOTAL corresfgoao somatorio
de sacarose, glicose e frutose. Dados apresertadms média + desvio padrao

Considerando cada coleta de brotacdes, o teorm fdeaglicose das minicepas de
Eucalyptus benthamindo variou significativamente em relacdo as sascdutritivas
avaliadas. Contudo, ao comparar as coletas decbestadentro de cada solucdo nutritiva,
pode-se verificar variagcdo significativa do tedrafiode glicose para as solucdes S2 e S4. A
solugdo S2 apresentou diferenca significativa eatré? e 82 coleta de brotacdes, sendo
determinado 4,50 e 2,49 mg' de glicose, respectivamente. Ao considerar a solS#
pode-se observar diferenca significativa entre @ 22 coleta de brotacfes, apresentando 4,71
e 2,59 mg g de glicose, respectivamente (Tabela 15).

O teor foliar total de carboidratos solUveis naoudgrais (somatorio dos teores foliares
de sacarose, frutose e glicose) apresentou difeaggificativa tanto ao considerar as coletas

de brotacfes dentro das soluc¢des nutritivas, quenmtmnsiderar as solu¢des nutritivas dentro
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das coletas de brotacdes (Tabela 15). Durantecal@® de brotagbes o maior valor do teor
total de carboidrato ocorreu para as solucées §¥3Img ) e S2 (11,29 mg, as quais
nao diferiram significativamente. Na 42 coleta detd;oes o maior valor do teor total de
carboidrato ocorreu para as solucdes S1 (12,12 g §4 (12,10 mg1), que nao diferiram
significativamente. Na 62 coleta de brotacOes icarde que o maior valor do teor total de
carboidrato ocorreu nas solucées S3 (9,76 MgeyS5 (9,26 mg Y, que ndo diferiram
significativamente. Na 82 coleta de brotacbes comaalor do teor total de carboidrato foi
registrado somente para a solucéo S5 (9,86 Mgagqual apresentou diferenca significativa
em relacdo as demais solugdes nutritivas.

Ao analisar a variag@o do teor total de carboidsalavel ndo estrutural em relagéo a
cada solucado nutritiva, verifica-se que as solu@k® S2 apresentaram 0s maiores valores
durante a 22 e 42 coletas de brotacdes, sendtraggiseducao do teor total de carboidrato até
a 82 coleta de brotacgbes. A solugéo S3 apresentoaiar valor do teor total de carboidrato
durante a 42 e 62 coletas de brotacgOes, as quadifaéram significativamente. Em relacao a
solucdo S4, o maior valor do teor total de carladadrocorreu somente na 42 coleta de
brotacdes. Em relacédo a solucdo S5 o maior valeeatototal de carboidrato ocorreu na 42 e
82 coletas de brotagdes. A solugdo S6 apresentoaiar valor do teor total de carboidrato
somente na 22 coleta de brotacbes (Tabela 15). dBmo$ gerais, com o0 aumento das
concentracbes de Zn e B na solucdo nutritiva ogorsglucdo dos teores foliares de

carboidratos soluveis ndo estruturais, sendo dugase foi a mais afetada.

2.4 Discussao

Em termos gerais, os valores da porcentagem des\seéncia das minicepas de
Eucalyptus benthamiaté a 72 coleta de brotacdes podem ser considergldgados e
adequados para a conducdo de minijardins clonaBudalyptus(ALFENAS et al., 2004,
ASSIS; MAFIA, 2007), denotando viabilidade das mépias como fonte fornecedora de
brotacdes durante o periodo experimental. Esséiadeiwcorrobora as observagdes de Cunha;
Wendling e Souza Junior (2005), que também relatal@vada sobrevivéncia de minicepas
deEucalyptus benthamém sistema de minijardim clonal (tubete e canaletdn areia).

Demais trabalhos reportam a ocorréncia de elevaol@entagens de sobrevivéncia de
minicepas em minijardins clonais @icalyptus sendo comuns valores superiores a 90%.

Brondani (2008) observou elevada porcentagem deewoBncia (>90%) de minicepas de
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Eucalyptus benthamix Eucalyptus dunniiconduzidas em sistema de minijardim clonal
durante 352 dias de sucessivas coletas de brot§2dexoletas de brotagbes), constatando
longevidade das minicepas como fonte fornecedorérdwmcdes. Resultados semelhantes
também foram reportados pdtacalyptusspp. (WENDLING, 1999) ducalyptus grandis
(TITON et al., 2003; WENDLING; XAVIER; PAIVA, 2003)eforcando as observacoes do
presente estudo.

Contudo, ao considerar o aspecto nutricional, hodiferenca significativa da
sobrevivéncia de minicepas entre 0s genotiposwg&olnutritiva na 82 coleta de brotagdes,
principalmente em relacdo a omissédo de B (S1 eG2Jone BP118 apresentou 0os maiores
indices de sobrevivéncia de minicepas em relacdelaoes BP101 e BP120, os quais foram
mais sensiveis a omissdo de B. Dessa forma, pouidese que o clone BP118 apresentou
maior adaptacao ao tipo de manejo adotado para@ducao do minijardim clonal em vaso
com areia, tanto em termos de manejo de poda dte;bes e variacao nutricional de Zn e B,
guanto em relagdo as condigcbes ambientais da easagétacdo. Essa diferenca de resposta
entre materiais genéticos em relacéo as técnicasop@gacao € enfatizada por Hartmann et
al. (2011), em que segundo o autor, € comum séa@daom manejo especifico no sistema de
producdo de miniestacas para cada clone de intef@d=ENAS et al., 2004; ASSIS;
MAFIA, 2007).

Embora em outras condicbes experimentais, a difarete comportamento entre
genotipos dé&ucalyptusquanto as concentracdes de Zn ou B em solucaitivautambém foi
relatada em diversos trabalhos (BARRETTO et aD/728GARBI et al., 1999; SILVEIRA et
al., 2000; SILVEIRA et al., 2002; SILVEIRA; GONCALES; KRUGNER, 1998;
SILVEIRA; MOREIRA; HIGASHI, 2004), levando em consit¢do a essencialidade desses
elementos para o metabolismo da planta (SAKYA; DEHUANG, 2002; MEDEIROS;
BELTRAO; MEDEIROS, 2003; EPSTEIN; BLOOM, 2004; DECNE NACHTIGALL,
2006; MALAVOLTA, 2006; CUNHA et al., 2009a; TAIZ;, 2BER, 2009), o que
compromete o crescimento e desenvolvimento do &kget condigdes de deficiéncia.

Em termos de miniestaquia, a deficiéncia de Zn @ode condicionar a adaptabilidade
do gendtipo ao sistema de producdo no minijardional refletindo na capacidade da
minicepa em produzir brotacbes aptas para seremetigdas ao enraizamento. Dessa forma,
as solucdes nutritivas devem ser ajustadas packbboss mais sensiveis a deficiéncia de um
determinado nutriente, a fim de manter a producéobdtos em niveis adequados.

Considerando esse aspecto, as solucdes S5 (I'rdg B e Zn) e S6 (2 mg'Lde B e Zn)
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foram as mais adequadas para a sobrevivéncia deepas deEucalyptus benthamii
submetidas a sucessivas coletas de brotagoes.

Ao considerar a qualidade do broto, a solucéotiuarinfluenciou o nimero de nos e o
numero de folhas emitidas pelas minicepagdealyptus benthamao longo das sucessivas
coletas de brotacdes, semelhante ao reportado Ppacalyptus grandisx Eucalyptus
urophylla (BARRETTO et al., 2007; SGARBI et al.,, 1999; SIL\HA et al., 2002),
Eucalyptus citriodora(SILVEIRA et al., 2000; SILVEIRA; GONCALVES; KRUGHER,
1998) e pard&ucalyptus saligna Eucalyptus grandigSILVEIRA; MOREIRA; HIGASHI,
2004), os quais foram sensiveis a omissdo de Bolugd® nutritiva. Sgarbi et al. (1999)
classificaram o B como um dos nutrientes que mmgou o crescimento d&ucalyptus
grandis x Eucalyptus urophyllareduzindo o crescimento em altura e a producamatéria
seca, além de comprometer a sobrevivéncia das mudas

O comprimento de broto e o intervalo de entren@® apresentaram variagdo em
relagdo a solugdo nutritiva, mas somente em relagédteta de brotagdes e entre os genotipos
de Eucalyptus benthamiverificando efeito da sazonalidade na qualidamérdto produzido
ao longo do ano. Esse efeito esta de acordo cata@ado na literatura, em que a qualidade
das brotacbes esta intimamente ligada aos fatongisieatais, como a luminosidade
(ALFENAS et al., 2004), temperatura do ar (HIGASHILVEIRA; GONCALVES, 2005) e
fotoperiodo (ASSIS; MAFIA, 2007), os quais séo coiuiados pela sazonalidade (CUNHA
et al., 2009a) e influenciam significativamenteadoicdo e a qualidade de brotacbes ao longo
do ano em diferentes condi¢cbes de manejo. Alénodisde-se verificar correlacdo dos
dados da temperatura do ar com o comprimento de,brdmero de folhas, nUmero de nds e
intervalo de entrends (Tabela 4), reforcando aserobgdes do presente estudo com
Eucalyptus benthamii Apesar da variacdo da qualidade, as brotacfes niagepas
apresentaram-se aptas para serem usadas paraecéonle miniestacas durante todo o ano,
nao ocorrendo perda de amostragem das unidadesmneeptis.

Outra caracteristica biomeétrica que apresentoag@oi em relacdo a solugéo nutritiva,
principalmente na omissdo de B (S1 e S2), foi dygéo de miniestacas por metro quadrado
ao ano das minicepas &eicalyptus benthamdonduzidas em sistema de vasos. Geralmente,
a producao de miniestacas por metro quadrado a@m@nsistema de minijardim clonal de
Eucalyptusoscila de acordo com as coletas ao longo do tesgmulo comum a ocorréncia de
picos de producédo seguidos de decréscimos, ou efejiy ciclico (CUNHA et al., 2008;
CUNHA; WENDLING; SOUZA JUNIOR, 2005; TITON et al2003). Esse efeito foi

observado ao longo das coletas de brotacdes destsioas d&ucalyptus benthamio qual
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nao parece seguir um comportamento constante degdo (elevada variancia dentro e entre
as coletas de brotactes), semelhante ao obsereadygndani (2008), Cunha et al. (2009a),
Cunha; Wendling e Souza Junior (2005), Wendlingawiet (2003) e Wendling; Xavier e
Paiva (2003). Essa caracteristica de comportamesi® associada ao manejo de poda
(ALFENAS et al., 2004; WENDLING; XAVIER; PAIVA, 208), variagOes da temperatura
(BRONDANI, 2008), fotoperiodo (CUNHA et al., 2009@alUNHA; WENDLING; SOUZA
JUNIOR, 2005), fatores genéticos (WENDLING; XAVIERQOQ3), intervalo entre coletas
(WENDLING; XAVIER; PAIVA, 2003), aspectos nutriciams (CUNHA et al., 2008;
HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2005; ROSA et al.,, RO9; TITON et al., 2003),
juvenilidade da minicepa (WENDLING; XAVIER, 2003; ENDLING; XAVIER; PAIVA,
2003), os quais afetam significativamente a produgminiestacas ao longo do tempo.

Ao considerar a miniestaca apical como propagulondo de minicepas manejadas em
minijardim clonal existe variagao de 7.488 a 41.48Qiestacas por metro quadrado ao ano,
sendo essa producdo muito dependente do genotipp ¢po de minijardim clonal
(ALFENAS et al., 2004). Dessa forma, pode-se infgue os valores médios do numero de
miniestacas por metro quadrado ao ano das minicp&sicalyptus benthamigue foram
fertirrigadas com as solucdes S3 (0,5 riigde B), S4 (0,5 mgtde Zn e B), S5 (1,0 mgL
de Zn e B) e S6 (2,0 mg'ide Zn e B) estéio adequados em relacdo aos padgistsados na
literatura par&ucalyptus Contudo, as solugées S1 (omisséo de Zn e B)(erBi2séo de B)
estdo proximas ao limite inferior de producédo deiestacas por metro quadrado ao ano,
podendo ser considerados reduzidos e podem comoroepadrdo da producdo de
brotacdes com o passar do tempo.

Apesar da nao constatacéo de diferenca signifecg@i@ra todas as coletas de brotacdes,
em termos médios, a omissao de B na solucéo matrigpresentou perdas de até 13,27% da
producdo de miniestacas por metro quadrado acdanotando a importancia desse nutriente
para o tipo de sistema empregado.

Ao considerar as condices experimentais, a omigsan na presenca de 0,5 mg L
de B na forma como foi aplicada na solucéo nu#i{®3), ndo influenciou significativamente
a producdo de miniestacas por metro quadrado ao dmndcucalyptus benthamii
assemelhando-se aos valores das solucées S4 (0,3 dezn e B), S5 (1,0 mg'Lde Zn e
B) e S6 (2,0 mg & de Zn e B). Sgarbi et al. (1999) também n&o \weniim influéncia
significativa das caracteristicas de cresciment@&analyptus grandig Eucalyptus urophylla
ao omitir Zn em solucao nutritiva. O Zn é classiflo como traco, sendo requerido em baixa

concentracdo pelas plantas (MALAVOLTA, 2006) e, papresentar intermediaria
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redistribuicdo entre os tecidos vegetais (TAIZ; GER, 2009), as minicepas podem nao ter
apresentado sintomas de deficiéncia dentro do gmeréxperimental. Outro aspecto a ser
considerado, refere-se ao teor de Zn existentgua @tilizada para a composi¢cao da solucéo
nutritiva, o qual foi de 0,01 mg L Provavelmente, as irrigacées diarias (variand6afea
1.000 mL por vaso de acordo com a época do ang)lavagens semanais para reduzir a
salinizacao no substrato podem ter suprido a dibpiolade de Zn para as minicepas, mesmo
gue esse elemento tenha apresentado baixa coméentr& agua, caracterizando efeito
contaminante no tratamento isento de Zn. Essesefafmdem ter influenciado para o ndo
surgimento de sintomas de deficiéncia nutricionaismcaracteristicos de Zn nas folhas
(DELL; MALAJCZUK; GROVE, 1995), bem como alteracdesignificativas nas
caracteristicas de crescimento das minicepag&utalyptus benthamiiNo caso de haver
novas pesquisas com o mesmo tipo de sistema dgaredwado no presente estudo, esses
fatores de variagéo deverdo ser considerados sotamids com maior rigor a fim de estudar o
efeito do Zn nas caracteristicas de crescimentoidieepas, sobretudo em relagédo ao tipo de
substrato e controle da pureza da agua de irrigag@irrigacao.

A temperatura apresenta papel fundamental paravigaate metabdlica do vegetal
(TAIZ; ZEIGER, 2009), influenciando inumeros fatsyeeomo a disponibilidade e absorgéo
de nutrientes (MALAVOLTA, 2006), velocidade de cresento (HARTMANN et al., 2011),
ativacdo e inativagdo de enzimas (EPSTEIN; BLOOMO42, os quais interfem no
crescimento e desenvolvimento do vegetal. O efddotemperatura na miniestaquia de
Eucalyptusfoi reportado por Cunha et al. (2009a) e esta onciindicionado a disposicao
geografica, altitude e varia¢cdes da sazonalidadmragp do ano (ALFENAS et al., 2004,
ASSIS; MAFIA, 2007; HARTMANN et al., 2011). A influ&ma da temperatura na técnica de
miniestaquia também foi confirmada no presentedesao verificar correlacao significativa
com as caracteristicas de crescimento (comprim@atoroto, nimero de folhas, nimero de
nos e intervalo de entrends) das minicepasdealyptus benthamifTabela 4), as quais
condicionaram em grande parte as respostas oletiasrmos de qualidade das brotagdes.

Em relacdo a omissdo de Zn e B na solucdo nutribgasintomas de deficiéncia
nutricional de B foram caracterizados como o maaguentes nas minicepas Bacalyptus
benthamij denotando a eficiéncia da metodologia aplicada pstudar o efeito do B. Porém
0 Zn nao foi afetado de acordo com as solugOestimas; sendo os teores foliares
classificados como adequados em todos os tratameseemelhando-se ao reportado por

Sgarbi et al. (1999) pataucalyptus grandig Eucalyptus urophylla
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De acordo com a literatura, os sintomas mais conmuesdeficiéncia de B em
Eucalyptus sdo caracterizados pelai) (morte dos meristemas apicais seguida de
superbrotamento das gemas laterais devido a pardardinancia apicalji] folhas novas de
tamanho reduzido, deformadas, encarquilhadas éceas, ii) clorose marginal eiy)
presenca de nervuras salientes nas folhas mediatessiediarias (SGARBI et al., 1999;
SILVEIRA et al., 2000; SILVEIRA et al., 2002; SILVEA; GONCALVES; KRUGNER,
1998). Esses sintomas foram registrados nas mascepbmetidas ao tratamento com as
solucbes S1 (omissédo de Zn e B) e S2 (omissédo de @rtir da 52 coleta de brotacdes
(Figura 12), ndo sendo verificados para as denodig®@es nutritivas. Esse fato indica que a
deficiéncia de B foi mais pronunciada e refletiu efteracdes morfofisioldgicas das
minicepas dé&ucalyptus benthamii

Um dos fatores determinantes para o sucesso deagagfo refere-se ao estado
nutricional da planta doadora de propagulos paaraizamento (HARTMANN et al., 2011;
CUNHA et al., 2009c). Quando se utilizam solugdesitivas balanceadas em sistemas de
minijardins clonais, garante-se o equilibrio nubm@al da minicepa. Contudo, os padrbes
ideais das concentracdes de nutrientes ndo edtimekesidos para minicepas Bacalyptus
(ALFENAS et al., 2004), sendo necessérios ajustegcordo com as condi¢cdes de manejo e
material genético de interesse.

Pelas andlises dos teores nutricionais das folbds-pe verificar que as concentracdes
de nitrogénio (N) foram classificadas como defitgenem 12,5% das observacdes (estacéo
mais quente), independente da solucao nutritivee Essultado indica que a concentragcéao de
N na solucdo nutritiva basica podera ser aumertadéorme a necessidade nutricional do
material genético e época do ano. O N é constitudetaminoacidos, aminas, amidas, bases
nitrogenadas, alcaloides, clorofilas e muitas cmeaz (EPSTEIN; BLOOM, 2004; TAIZ,
ZEIGER, 2009) e apresenta correlacdo com o enraim(CUNHA et al., 2009c). Sua
deficiéncia em folhas dBucalyptusé caracterizada por clorose gradual e generalidada
folhas mais velhas e estiolamento (DELL; MALAJCZUKROVE, 1995; EPSTEIN;
BLOOM, 2004; MALAVOLTA, 2006).

A influéncia do N no sistema de producdo de miaget pard&ucalyptusé reportado
em diversos trabalhos, sendo que o controle daseotiacbes desse macronutriente na
solucdo nutritiva requer muitos cuidados, tendovsta a especificidade de cada material
genético. Rosa et al. (2009) observaram que a adabaitrogenada influenciou
significativamente a produtividade de brotacoesm@nicepas dé-ucalyptus dunnjilevando

em consideracdo a essencialidade desse nutrierdeopadequado metabolismo da planta
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afim de garantir a produtividade de brota¢cOes eantigade e qualidade adequadas. Carvalho
Neto et al. (2011) verificaram efeito significatietas concentragcdes de N na solugcéo de
fertirrigacdo para a matéria seca de miniestacasudalyptus urophyllacom efeito linear
decrescente com o0 aumento das concentracbes deumhaCet al. (2008) observaram
correlacdo positiva do teor de nitrogénio com o emde miniestacas no minijardim clonal
em leito de areia para um hibrido Bacalyptus grandix Eucalyptus urophyllaindicando
gue para aumentar a produtividade de miniestacés rsecessario aumentar a concentracao
de nitrogénio para o referido material genéticontGdo, Higashi; Silveira e Gongalves
(2002) salientam que o aumento excessivo das coacéas de N na solugcédo nutritiva de
fertirrigagcdo em minijardins clonais @icalyptuspode provocar reducdes das concentracdes
de B, Cu, Fe, Mn e Zn, o0 que demonstra a importateise conhecer os niveis criticos para
cada material genético de interesse.

Outro macronutriente que apresentou elevados mdieedeficiéncia nutricional foi o
potassio (K), chegando a 50% das observacfes m stassificadas como deficientes para
todas as solugdes nutritivas, podendo ser necesadmientar a concentracdo desse nutriente
na solucdo nutritiva basica. O potassio atua wvagio de grande niumero de enzimas e esta
envolvido no controle estomatico e transporte dbadratos (EPSTEIN; BLOOM, 2004;
TAIZ; ZEIGER, 2009). Além de sua participacdo n@agtdo enzimatica, o potassio realiza
trés funcgbes inter-relacionadas) participagdo no transporte através da membrdna, (
neutralizacdo de anions @) manutencdo do potencial osmoético (MALAVOLTA, 2006;
XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009). A deficiéncia de passio caracteriza-se por
apresentar folhas verde-secura ou azul-esverdeamasnecrose marginal ou murcha da
folha, podendo ocasionar, sob condi¢Ges severasalidade das gemas laterais e terminais
(DELL; MALAJCZUK; GROVE, 1995; EPSTEIN; BLOOM, 200MALAVOLTA, 2006).

Cunha et al. (2008) verificaram correlacdo posities teores foliares de K para um
hibrido deEucalyptus grandigclone 57) e para um gendtipo Hecalyptus grandigclone
7074), destacando que os niveis de adequacédo epwsliteratura ndo se aplicaram a todos
0S materiais genéticos estudados, considerandogtenres ideais foram diferentes entre os
clones. Contudo, no mesmo estudo, os autores ozafn efeitos negativos das
concentracoes de K na solugé&o nutritiva para umectteEucalyptus grandix Eucalyptus
urophylla, recomendando redugé&o da concentracdo de K nedsotle fertirrigacdo. Esses
efeitos podem estar associados a elevada mobildiade (TAIZ; ZEIGER, 2009), o qual é
facilmente absorvido e translocado na planta (ERS;TBLOOM, 2004; MALAVOLTA,
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2006), o que também pode ter influenciado as réspospresentadas pekucalyptus
benthamii

Dos micronutrientes avaliados, somente o ferro épegsentou deficiéncia nutricional
para todas as soluc¢des nutritivas, chegando a 28%luservacdes serem classificadas como
deficiente, sendo necessario aumentar sua con¢@otre solucao nutritiva basica conforme
a necessidade do material genético e época doAapoincipal funcdo do Fe refere-se a
ativacdo de enzimas, atuando como grupo prosté®adicipa em reacOes de oxireducao,
tanto em homeoproteinas (citocromos, leguemogloliatalase, peroxidase e superoxido
dismutase) quanto em proteinas ndo-hémicas cogibgde F-S, tais como a ferredoxina e
enzimas redutase, nitrogenase e sulfato redutdém disso, o Fe catalisa a biossintese de
clorofila, tendo em vista a sua participacdo enineag responsaveis pela sintese de clorofila
(EPSTEIN; BLOOM, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009). A deféricia de Fe é caracterizada pela
incapacidade das folhas jovens em sintetizar dlar@fpresentando clorose internerval, onde
somente 0s vasos condutores permanecem com caoragie, presenca de zonas necroticas
nos bordos do limbo, seguido de queda precoce dassf reducdo do crescimento,
apresentando talos finos e curvados (DELL; MALAJCZUBROVE, 1995; EPSTEIN;
BLOOM, 2004; MALAVOLTA, 2006).

Cunha et al. (2008) reportaram correlagbes negattrdre os teores de Fe com a
produtividade de brotacbes das minicepas de cldedSucalyptus grandisx Eucalyptus
urophylla e paraEucalyptus grandisquando conduzidos em minijardim clonal em leiéo d
areia. Semelhante ao constatado no presente gswaaninicepas deucalyptus benthamii
Cunha et al. (2008) destacaram que houve grandecé&iar da frequencia de casos da
concentragcdo de Fe ter sido considerada como adiegbaixo e deficiente, indicando a
necessidade de outros estudos relacionados adwtg Fe para a inducdo de brotacoes.
Tal necessidade também é essencial para gerar ombecimento a respeito da qualidade
nutricional de brotacOes para serem utilizadas commestacas, tendo em vista a elevada
variacdo dos teores foliares de Fe contidos natag¢ites das minicepas d&icalyptus
benthamii

Outro efeito importante em relacdo aos aspectoscimnais referem-se as elevadas
correlagbes apresentadas entre os nutrientes Kej>®& (>0,78) e Fe (>0,61) com os valores
das temperaturas do ar maximas, médias e minimasstade vegetacdo que continha o
minijardim clonal (Tabela 12), onde todas as cag&és foram negativas. Essa observacao
indica que o aumento da temperatura do ar podedarido a deficiéncia desses nutrientes

nas minicepas deucalyptus benthamiiO efeito da temperatura em relagcdo a absorcéao de
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nutrientes é reportado por diversos autores (ER$TBLOOM, 2004; MALAVOLTA,
2006), inclusive em sistemas de minijardins clomg&ucalyptus(ALFENAS et al., 2004,
CUNHA et al., 2009a). A temperatura influencia abifidade de nutrientes na solugéo
nutritiva, sitios de absor¢cdo da membrana plasmatelocidade de absorcao, translocacao e
redistribuicdo nos tecidos (EPSTEIN; BLOOM, 2004; MMWIOLTA, 2006; TAIZ,
ZEIGER, 2009), bem como, interfere na atividaddreatica (TAIZ; ZEIGER, 2009), e dessa
forma, na funcionalidade do metabolismo da plafssas observacdes reforcam que a
temperatura do ar durante o sistema de produc&wdas deEucalyptushbenthamiideve ser
controla com maior rigor em busca da otimizacasidtema de producdo de mudas clonais,
sobretudo nas épocas mais quentes do ano.

De acordo com as determinacfes dos teores nutmisiatas folhas de minicepas de
Eucalyptus benthamirecomenda-se que as concentracdes de N, K e s@wa@o nutritiva
basica (Tabela 1) devem ser ajustadas com baseahzacdo de futuros experimentos que
apresentem maior rigor de controle em relacao adokigia adotada no presente estudo. Em
termos gerais a respeito da nutricdo das brotagédsucalyptus benthamiias solucdes
nutritivas S5 e S6 foram as que proporcionarameallanes resultados.

Os carboidratos sédo importantes fontes de energearbono estrutural para o
metabolismo vegetal, regulando reagfes bioquinpesa a manutencdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal (CORREA et al., 2005; PAVMDVA et al., 2002; STENVALL;
PIISILA; PULKKINEN, 2009; TAIZ; ZEIGER, 2009; VEYRE et al., 2008). Além disso,
existem evidéncias de uma forte interacdo do teocatboidratos com o nivel hormonal
enddgeno, sendo que esse efeito esta diretamédatdonado com o processo morfogénico
e/ou organogénico (CORUZZI; ZHOU, 2001; KOMATSU &t 2011). Adicionalmente, o
enraizamento em propagulos demanda consumo deia&nei@ manejo do minijardim clonal
visando adequar os teores de carboidratos na plaattéz se torna essencial para a obtencéo
de resultados satisfatérios durante a clonageneudétigos selecionados (AGULLO-ANTON
et al., 2011; RAGONEZI et al., 2010; XAVIER; WENDNG; SILVA, 2009).

A solucéao nutritiva isenta de Zn e B (S1) induziaion acimulo de frutose nos tecidos
foliares das minicepas deucalyptus benthamiiindicando uma correlagcdo da nutricao
mineral com o acumulo dessa forma de carboidrasotecidos foliares apicais. Resultado
semelhante foi reportado por Leite et al. (2008 garificaram aumento do teor foliar de
arabinose na auséncia de boro pkrecalyptus grandis Contudo, em outro estudo, a
suplementacdo de B na solucéo nutritiva induziueadondo acumulo dos teores foliares de

manitol e sorbitol pard&ucalyptus grandisx Eucalyptus urophyllae Eucalyptus grandis
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(LEITE; MARINO; BONINE, 2010), sendo que os autosegjerem estreita correlacédo do
elemento B com a sintese de carboidratos espex#iaosua mobilidade na planta.

Os teores reduzidos de sacarose eram esperadds, denvista as amostras foliares
serem oriundas da ponteira (meristema apical) daiaddes das minicepas &eicalyptus
benthamii Nessas regides meristematicas a atividade matabél mais elevada (regibes
fisiologicamente ativas), sendo comum ocorrer fara@carboidratos mais reduzidos que s&o
utilizados como fontes energéticas para as divaeages bioquimicas, como a frutose e
glicose (VEYRES et al., 2008). O carboidrato narfarde sacarose apresenta mobilidade na
planta, sendo facilmente translocado para outragibee de crescimento néo-
fotossintetizantes, como caule e raiz (MINDELLO NET2005) onde geralmente, apresenta-
se em maior concentracao (TAIZ; ZEIGER, 2009).

O teor de foliar de glicose nao variou em relagg@saucdes nutritivas, contudo a maior
diferenca ocorreu entre as épocas de amostragese. reésultado estd de acordo com o
relatado para diversas espécies de plantas, oadéroulo de carboidrato varia em relacdo
aos efeitos da sazonalidade ao longo do ano (KERSTHCCHESI; GUTIERREZ, 1993;
MINDELLO NETO, 2005). Além disso, o0 manejo de padia minijardim clonal também
pode ter contribuido para ocasionar alteracfes tdoses de carboidratos (BORBA,;
SCARPARE FILHO; KLUGE, 2005). Nesse sentido, Torf@903) observou que as
brotacdes mais aptas para o emprego da miniestagté® diretamente relacionadas ao
aumento dos niveis de carboidratos de acordo cé&moea do ano e do intervalo entre as
coletas de brotacfes. O autor salienta que o aonteniperiodicidade entre as coletas de
brotacfes resulta no aumento da area foliar esggecffermitindo assim, maior producdo de
fotoassimilados, incrementando os teores endogimoarboidratos.

Em termos gerais, os teores foliares dos carbosistltveis ndo estruturais (glicose,
frutose e sacarose) para as minicepaBuwmlyptus benthamforam afetados pelas solugbes
nutritivas e coletas de brotagcbes ao longo do tenep@s valores assemelham-se aos
reportados para estudiosvitro comEucalyptus grandiso qual apresentou variagao de 5,50 a
14,90 mg @ em diferentes meios de cultura (CORREIA, 2006)a arcalyptus urophylia
que apresentou variacdo de 6,9 a 11,7 them relacdo a diferentes concentracées de boro
(TREVISAM, 2001) e par&ucalyptus urophyllaue variou de 2,2 a 12,2 mg gm relacdo a
diferentes concentrac6es de boro e calcio (TREVIS2005).

Outros efeitos em relagédo ao acumulo de carbogltatobém podem estar relacionados
as variacoes da temperatura. Floriani; Steffenshav€s (2011) verificaram correlacao

negativa entre a elevada temperatura com a coacéotde carboidratos solUveis totais no
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tecido foliar deEucalyptus dunnjibem como, correlagdo com a tolerancia ao frio com
aumento do acumulo de carboidrato. Os autores isaigerque a determinacdo da
concentracéo foliar de carboidratos soluveis taaismudas d&ucalyptus dunnipode ser
caracteristica quantitativa a ser considerada texde de espécies tolerantes ao frio em
programas de melhoramento. Futuros estudos podkramnstrar a aplicabilidade desse
efeito para dcucalyptus benthamém termos de sua tolerancia a baixas temperatera$)

em vista que os efeitos em nivel fisiologico ngppgacao clonal de plantas com as interacdes
entre os teores de carboidratos, hormoénios, ntgseem como, fatores ambientais como
luz e temperatura, nédo estdo totalmente compreend{HARTMANN et al., 2011;
RAGONEZI et al., 2010).

2.5 Conclusbes

* A sobrevivéncia das minicepas variou significatiemte em relacdo ao clone e
solugéo nutritiva e, também de acordo com a caletdrotacdes. O clone BP118
apresentou a maior porcentagem de sobrevivéncmimieepas. As solucdes S5 (1,0
mg L* de zZn e B) e S6 (2,0 mg'Lde Zn e B) favoreceram a sobrevivéncia de

minicepas para todos os clones;

* A producédo de miniestacas variou significativameateforme a coleta de brotacdes e
solucdo nutritiva e, também clone e solucdo nuitAs solucdes S5 (1,0 mg'lde
Zn e B) e S6 (2,0 mgtde zn e B) favoreceram a producdo de miniestamamptro

guadrado ao ano para a maioria das coletas decbesta

* Os teores foliares de macro e micronutrientes rarissignificativamente em relagcao
a coleta de brotacées e solucdo nutritiva. As $elsiS5 (1,0 mgtde Zn e B) e S6
(2,0 mg L* de Zn e B) favoreceram o actmulo foliar de macmi@onutrientes das

minicepas;
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* O teor foliar de sacarose, glicose e total de d¢dratms solUveis ndo estruturais em
minicepas ddcucalyptus benthamiiariou em relacdo a coleta de brotacdes e solucéo
nutritiva. O teor foliar de frutose variou someeta relagao a solugéo nutritiva. Em
termos gerais, com 0 aumento das concentracdesnde B na solugao nutritiva
ocorreu reducdo dos teores foliares totais de whdios sollveis ndo estruturais,

sendo que a frutose foi a mais afetada.
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3 ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS DE  Eucalyptus benthamiiEFEITO DO
GENOTIPO, APLICACAO DE AIB, ZN, B E COLETAS DE BROTACOES

Resumo

O Eucalyptus benthamié uma espécie de grande interesse para a conmpaéca
plantios florestais homogéneos, contudo ainda m#&teeprotocolo eficiente para a inducéo
da rizogénese em propagulos. Devido a essa protib@angpoucos avancos foram
conquistados na area de propagacdo da espécmyltdiido sobremaneira a obtencdo de
mudas clonais visando atender a demanda comeDbgtivou-se avaliar o enraizamento de
miniestacas d&ucalyptus benthamém relacdo ao genotipo, concentracdes de Zn el&ac
de brotacdes e aplicacdo de AIB. As brotacbes pacanfeccdo das miniestacas foram
oriundas de minicepas (clones BP101, BP118 e BF&RfYyigadas com solugdes nutritivas
variando nas concentraces de Zn e B (S1 — isenfma B, S2 — 0,5 mg'Lde Zn, S3-0,5
mg L' de B, S4 — 0,5 mgtde zn e B, S5 — 1,0 mg'lde Zn e B, S6 — 2,0 mg'Lde Zn e
B), sendo realizadas oito coletas de brotagOes gandim clonal. Em cada coleta de
brotacdes, a regido basal da miniestaca foi indusante 10 segundos em solucao contendo
2.000 mg [ de AIB, sendo uma solucéo isenta de AIB utilizedmo controle. Ao longo do
experimento avaliaram-se a sobrevivéncia das nauas na saida da casa de vegetacéo, na
saida da casa de sombra e em area de pleno sakelande pleno sol foram avaliadas apenas
as miniestacas enraizadas, e destas, o comprirt@atalo sistema radicial. O experimento
foi conduzido no delineamento inteiramente casadbizem arranjo fatorial (3x8x6x2) com
parcelas subdivididas no tempo, contendo cincotigigs de 10 a 20 miniestacas por
repeticdo. O enraizamento em miniestacatdealyptus benthamidependeu do material
genético, da coleta de brotacdes, da aplicacdo IBeeAde concentracfes de Zn e B. A
porcentagem de enraizamento foi baixa, sendo queateriais genéticos foram considerados
de dificil propagacado pela miniestaquia. Em tergesis, as minicepas fertirrigadas com as
solucdes nutritivas S5 (1,0 mg'lde Zn e B) e S6 (2,0 mg'Lde Zn e B) associadas a
presenca de AIB na concentracdo de 2.000 mgapresentaram os maiores indices de
enraizamento.

Palavras-chave: Miniestaquia; Rizogénese; Clonag8uido indolbutirico; Minijardim
clonal

Abstract

Eucalyptus benthamis a species of interest to the composition of bgemeous forest
plantations, but there is no effective protocol faduction of adventitious rooting in
propagules. Due to this problem, few advances bhaes obtained in the clonal breeding of
this species, difficulting the clone productiomteet the commercial demand. The aim of this
study was to evaluate the induction of adventitioasting in Eucalyptusbenthamii mini-
cuttings regarding to genotype, Zn and B conceantrat shoot collections and IBA
application. Shoots for the preparation of minitoigls were collected from mini-stumps
(BP101, BP118 and BP120 clones) fertigated withrientt solutions containing different
concentrations of Zn and B (S1 — free of Zn an&B~ 0.5 mg ! Zn, S3- 0.5 mgtB, S4
—0.5mg [* Zn and B, S5 — 1.0 mg™L.Zn and B, S6 — 2.0 mg“'LZn and B). Eight shoot
collections of the clonal mini-garden were perfodn&he basal portion of the mini-cuttings
was immersed for 10 seconds in a solution contgiif00 mg [* IBA. A free IBA solution
was used as control. The mini-cuttings survivabieenhouse, shade-house and in full sun
area were evaluated. In full sun area, only the@eanini-cuttings were evaluated, and of
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these, the total length of the root system was areds The experiment was conducted in
completely randomized design in factorial arrangem@x8x6x2) with split-plot in time,
containing five replications of 10 at 20 mini-catgs per replication. The adventitious rooting
of Eucalyptus benthaminini-cuttings depended of the genotype, Zn andoBcentrations,
shoots collections and IBA application. In genethé adventitious rooting percentage was
low, and the genotypes were considered of diffiputtpagation by mini-cuttings technique.
The mini-stumps fertigated with nutrient solutic®s (1.0 mg [* Zn and B) and S6 (2.0 mg
L* Zn and B) associated with the presence of IBAhia toncentration of 2,000 mg'L
presented the greater adventitious rooting pergenta

Keywords: Mini-cutting technique; Rhizogenesis; iig; Indolbutiric acid; Clonal mini-
garden

3.1 Introducgéao

A clonagem em larga escala Hacalyptusniciou-se em 1975 na Republica Popular do
Congo (DELWAULLE; LAPLACE; QUILLET, 1983), sendo timduzida no Brasil no final
da década de 70 (CAMPINHOS; IKEMORI, 1983). O deskivento das técnicas de
multiplicacéo clonal permitiu a manutencao dasatarésticas genéticas da planta-mée, o que
proporcionou rapido crescimento e homogeneidadprdducdo (FERREIRA et al., 2004,
SCHWAMBACH et al., 2008). De modo geral, as vantagga clonagem estéo relacionadas
a uniformidade dos plantios, adaptacdes dos clespscificos para determinados sitios e
maximizacdo da producdo de madeira em quantidagieakdade adequadas para diversas
finalidades, em comparacdo aos plantios floresjais sdo formados a partir de mudas
produzidas por sementes (ALFENAS et al., 2004, HMARNN et al, 2011;
SCHWAMBACH et al., 2008; STAPE; GONCALVES; GONCALVE2001).

Em relacdo a rizogénese de propagulos, a técnicaimiestaquia € a mais utilizada
pelas grandes empresas florestais para a clonageyanbtipos selecionados Hacalyptus
possibilitando consideraveis ganhos de produtivedaecorrentes do aumento dos indices de
enraizamento e da reducdo do tempo na formacao wa (STAPE; GONCALVES;
GONCALVES, 2001; TITON; XAVIER; OTONI, 2002) em cgraracdo com a estaquia
(ALFENAS et al., 2004).

A miniestaquia pode ser dividida nas fases de p@uolde brotos em minijardim clonal,
inducdo do enraizamento adventicio em casa dezammanto sob nevoeiro intermitente e
temperatura elevada, aclimatacdo a sombra, cresiwnge rustificacdo (ALFENAS et al.,
2004). A fundamentacdo tedrica dessa técnica esaaldla na selecdo de clones de alta

produtividade, que s&o selecionados em avaliacéetestes clonais para, posteriormente,



103

proceder a propagacéo clonal em larga escala (XRYI®ENDLING; SILVA, 2009).
Contudo, existem espécies consideradas de diffchizamento, tal como &ucalyptus
benthamii (BRONDANI; GONCALVES; ALMEIDA, 2010; GRACA; SHIMIZU
TAVARES, 1999; SILVA, 2008; WIT ONDAS et al., 201QJue apesar de ser uma espécie
de grande interesse para a composi¢do de plami@sthis homogéneos em regides mais
frias (JOVANOVIC; BOOTH, 2002; MUJIU et al.,, 2003;ABUDZYSZYN FILHO;
SANTOS; FERREIRA, 2006), ainda n&o existe proto@loiente para a obtencdo em larga
escala de mudas clonadas em nivel comercial, digila avancos na area de melhoramento
florestal da espécie.

Em sistemas de minijardim clonal os nutrientesfe@ecidos, preferencialmente, por
gotejamento a cada minicepa, regulando a vazaoeeotracdo de nutrientes para garantir a
producdo de brotacbes com qualidade nutricionalquata (HIGASHI; SILVEIRA;
GONCALVES, 2002). Seguindo esse principio, Cunhanwing e Souza Junior (2005)
avaliaram a producéo e sobrevivéncia de minicepdsudalyptus benthamigonduzidas em
sistemas de minijardins clonais em hidroponia eteibOs autores concluiram que ambos os
tipos de manejo (tubete e hidroponia) foram tecnarate viaveis para a producdo de
brotacdes para a confeccdo de miniestacas duradte d ano. Contudo, o efeito da
composicao da solucao nutritiva em relacdo aosésdie enraizamento néo foi avaliado.

Segundo Higashi; Silveira e Gongalves (2002) nastexima solucao nutritiva padrao
gue possa ser aplicada para todas as espéciesdlsrem condicdes de cultivo intensivo. Os
nutrientes necessarios para o desenvolvimentos&wsmos, porém as quantidades exigidas
para cada espécie sdo diferenciadas. Nesse seotido,e B sdo micronutrientes que se
destacam em relacdo a rizogénese de propagulodp sssenciais para diversas rotas
metabolicas (CUNHA et al., 2009; LI et al., 20090QW%A; PEREIRA, 2007; TAIZ;
ZEIGER, 2009) e suas concentracfes na solucadivautttilizada para a fertirrigacdo de
minijardins clonais, se controladas adequadamgrdem influenciar a predisposi¢cao ao
enraizamento (ALFENAS et al.,, 2004, HIGASHI; SIL\HA; GONCALVES, 2002;
HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2005).

A inducdo da rizogénese em propagulos envolve irdsnmteracdes entre eventos
fisiol6gicos e ambientais, tais como a atividadeiratica (BASAK; DAS; DAS, 2000),
sazonalidade (FORD et al., 2002), temperaturastg@mpropagulos, substrato, luminosidade,
umidade, oxigénio, nutrientes minerais (HARTMANN &t, 2011), material genético,
presenca de inibidores, aspectos nutricionaispértodo (ALFENAS et al., 2004), assim
como, a expressdo de determinados genes (DAI; CHEBMRGENT, 2004; DEAN;
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CASSON; LINDSEY, 2004). Contudo, os fatores inflteena rizogénese dgicalyptusainda
nao estao totalmente compreendidos (ALFENAS e®8D4), principalmente em relagao as
espécies consideradas de dificil enraizamento, askocalyptussubtropicais.

De acordo com a literatura, aplicagcbes exogenagedaladores de crescimento
promovem efeitos positivos a rizogénese em espéddiesis de enraizar, sendo que o acido
indolbutirico (AIB) é o mais utilizado nos sistem@es producdo em larga escala de mudas
clonais, variando em suas formas de aplicacdo, cemioulado em talco e liquido
(ALMEIDA et al., 2007; BRONDANI, 2008; BRONDANI etla 2010a; BRONDANI;
GONCALVES; ALMEIDA, 2010; WENDLING et al., 2000; WHMDLING; XAVIER,
2005b) ou via gel (BRONDANI et al., 2008). A preafacia pelo uso do &cido indolbutirico
em termos operacionais esta relacionado a sua resiabilidade quimica em comparacao
com o &cido indolacético (AlA), mantendo sua atdd por maior intervalo de tempo
(GIANFAGNA, 1995).

As concentracfes de AIB para induzir a rizogénes@am muito entre as espécies de
Eucalyptus(ALMEIDA et al., 2007; BRONDANI et al., 2010a; BR@MNI et al., 2010b;
CORREA; FETT-NETO, 2004; FOGACA; FETT-NETTO, 200%jTON et al., 2003;
WENDLING et al., 2000), sendo necessério estabelemecentracdes ideais de acordo com
cada situacdo de manejo no viveiro e tipo de natgenético.

Com base no exposto, o presente trabalho apresestguintes hipoteses e objetivos:

3.1.1 Hipotese

* A inducéo do enraizamento em miniestacas variacdeda com o material genético,

concentragdes de Zn e B, coleta de brotacbeseeaft de AIB.

3.1.2 Objetivo

* Avaliar a inducédo do enraizamento em miniestacasedatdo ao material genético,

concentragdes de Zn e B, coleta de brotacbeseaaeaft de AIB.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Caracterizacéo geral

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorigidielogia das Arvores e Viveiro
Florestal, ambos pertencentes ao Departamento éeci@s Florestais da ESALQ/USP,
Piracicaba-SP.

3.2.2 Constituicdo do minijardim clonal

Mudas clonais identificadas como BP101, BP118 e BRIL3 gendtipos superiores de
Eucalyptus benthamiiMaiden & Cambage foram utilizadas para a instalacis
experimentos. As plantas matrizes foram provensedéeteste de progénies com dois anos e
seis meses de idade, o qual foi estabelecido regaspento 2,0 x 3,0 m em Concoérdia-SC. O
lote de sementes foi adquiro da populagéo basdigemni&Eucalyptus benthamda Embrapa
Florestas-CNPF, Colombo-PR.

As unidades experimentais foram compostas por mutlasais propagadas pelo
processo de miniestaquia com aplicacdo de 2.000_.Thge AIB e cultivadas em vasos
plasticos (18 x 16 x 45 cm) com duas aberturasongdp inferior (Figura 1 A). O substrato
foi composto por areia, fragédo fina (0,210 mm < difnm de particula < 0,25 mm), o qual foi
peneirado (peneira de malha 3 mm), lavado com &pianizada por cinco vezes e
autoclavado durante 20 minutos a 1212CL0 kgf cn¥), a fim de erradicar plantas daninhas
e patdgenos, como fungos e bactérias. Previamerngkatio das mudas nos vasos, procedeu-
se a lavagem do sistema radicial das mudas comdajomizada durante 10 minutos, com a
finalidade de lixiviar nutrientes e demais compdasraderidos.

Os vasos foram suspensos por grades metalicaian 8® solo, sendo plantadas seis
mudas por vaso no espacamento 10 x 8 cm, os quais fcompostos por duas mudas de
cada clone dispostas sequencialmente. Apds set@fdimiou-se a quebra do caule das mudas
a 10 cm acima da porgéo basal, com a finalidadediezir a dominéncia apical e favorecer o
crescimento de brotacOes axilares, as quais fonaitidas aos 21 dias apos a quebra do caule
(Figura 1 B).
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Figura 1 - Unidade experimental para a constitugi@aninijardim clonal d&ucalyptusbenthamii (A) detalhe
do vaso contendo areia fina; (B) detalhe da indulghbrotac6es axilares pela quebra do caule aos 21
dias; (C) disposicdo dos vasos contendo as mirscapa 50 dias; (D) minicepas emitindo brotacdes
aptas para a coleta aos 50 dias

Para a formacao das minicepas, foi realizada padzade aérea a 7 cm acima da base
da muda, aos 15 dias ap6s a quebra do caule, oenimetodologia descrita por Brondani

(2008), constituindo o minijardim clonal em sistedeavaso (Figura 1 C-D).

3.2.3 Manejo das minicepas

O minijardim clonal foi instalado em condi¢cbes desa de vegetacdo recoberta com
polietileno transparente e composta por dois sesede ventiladores, sendo que os dados da
temperatura do ar foram coletados diariamente (A#&x A cada sete dias adicionou-se 100
mL de solucdo nutritiva basica por minicepa (Taliglasendo realizada irrigacdo com agua
deionizada diariamente, visando suprir a perda sske® por evapotranspiracdo. A cada
semana foi realizada lavagem da areia com aguanideda para evitar o excesso de

salinizagéo.
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Tabela 1 - Composicao da solucdo nutritiva bapaea a fertirrigacdo do minijardim clonal dicalyptus

benthamii
Nutriente Soluc&o Nutritiva
(mg L)

N-NO7 60,00

N-NH," 30,00

P 12,00

Ca 40,00

K 80,00

S 10,00

Mg 12,00

Cu 0,10

Fe 2,00

Mo 0,02

Mn 1,60
Fonte de Macro e Micronutriente FQ /PM (mg)L
Nitrato de potéassio (Nucle%r KNO3 /101,10 206,85
Monoamaonio fostato (Mallinckro@) NH4H-,PO, / 115,03 44,57
Nitrato de amonio (Reag&x NH;NOs / 80,04 140,50
Cloreto de calcio (Synfh CaC}.2H,0 /147,02 111,13
Nitrato de célcio (Labsynfh Ca(NQ),.4H,0 / 236,15 57,18
Cloreto de magnésio (Syifth MgCl,.6H,0 / 203,30 50,46
Sulfato de magnésio (Mallinckrdtt MgSQO,.7H,O / 246,48 60,49
Sulfato de manganés (Ecifija MnSQ,.H,0O /169,01 4,9223
Sulfato de cobre (Mallinckro@} CuSQ.5H,0/ 249,68 0,3929
Sulfato de ferro (Synfh FeSQ.7H,0 / 278,02 9,9520
Sédio - EDTA (Nucledt) Na-EDTA.2H,O / 372,24 13,3110
Molibdato de sédio (Meré’% NaM00,.2H,0 / 241,95 0,0504

O pH foi ajustado para 6,2 a 25°C com acido ctared(HCI) ou hidréxido de sédio (NaOH), ambos a.1D = férmula

quimica, PM = peso molecular

3.2.4 Coleta das brotacdes e preparo das miniestacas

As brotagdes foram coletadas de modo seletivo,intervalos variados de acordo com
a padronizagdo da producao, preferencialmente pelwo matinal. As brotacdes que
apresentaram comprimento inferior a 3 cm e a daisgpde gemas foram mantidas para as
coletas posteriores. No instante da coleta, asagiies foram armazenadas em caixas de
isopor contendo agua deionizada, visando mantemrgegcéncia celular pela perda do
potencial hidrico ap6s a abscisdo. As miniestacesnT preparadas com um corte reto na
regido basal, mantendo-se o apice. Cada minietgaeaim comprimento médio de 7 cm (+ 2
cm) contendo a ponteira com dois pares de folhdiszrga a 50% da sua area total e dois

pares de gemas sem as folhas na porcao infergurécR A-B).



108

Figura 2 - Detalhe do preparo das miniestacaSualyptusbenthamii (A) brotacdo contendo quatro pares de
gemas e a ponteira; (B) miniestaca padronizadaaBat,5 cm

3.2.5 Tratamentos e delineamento experimental

3.2.5.1 Variacéo de Zn e B na solugao nutritiva

Como tratamentos foram aplicados diferentes coragies de zinco (Zn) e boro (B),
os quais foram fornecidos por meio de solucéo tiudri(Tabela 2). O experimento foi
conduzido com base na solugcdo nutritiva apresemtadd@abela 1, variando somente as

concentracdes dos elementos Zn e B de acordo coondsnacdes apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Combinac¢éo das concentracfes de ZnagesBapcomposi¢cao das solugbes nutritivas

Soluc&o Nutritiva Zn® B®@

(mg L") (mg L")
S1 0,00 0,00
S2 0,50 0,00
S3 0,00 0,50
S4 0,50 0,50
S5 1,00 1,00
S6 2,00 2,00

@ Fornecido na forma de sulfato de zinco (MallinckPd’ ZnSQ.7H,0 / 287,54)®@ Fornecido na forma de acido bérico
(Ecibrd® / H;BO; / 61,83)

3.2.5.2 Aplicacédo de AIB

No total foram realizadas oito coleta de brotagd@®s minicepas. Em cada coleta de
brotacdes, a regido basal da miniestaca (FiguraB) #i imersa durante 10 segundos em
solucao hidroalcodlica (1:1, agua:alcool, v/v) naacentracdes de O (isento de AIB) e 2.000
mg L™ de AIB. Ao longo do experimento avaliou-se a seiv@ncia das miniestacas na saida
da casa de vegetacdo (SCV), na saida da casa beag(@B€S) e em area de pleno sol (EPS).
Em éarea de pleno sol (EPS) foram avaliadas apenasiraestacas enraizadas, e destas, 0
comprimento total do sistema radicial a partir dftveare SIARCS (EMBRAPA, 1996). O
experimento foi conduzido no delineamento inteinat®ecasualizado em arranjo fatorial

(3x8x6x2) com parcelas subdivididas no tempo, sewdfatores constituidos por trés clones
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(BP101, BP118 e BP120), oito coletas de brotaggies,combinacdes de Zn e B (Tabela 2),
na auséncia e presenca de AIB (0 e 2.000 gdom cinco repeticdes contendo de 10 a 20

miniestacas por repeticao.

3.2.6 Condic¢Oes de enraizamento

As miniestacas foram inseridas a 2 cm de profumididam substrato composto pela
mistura de vermiculita média e Basaplant Flor&stebmposicéo: casca de pinus, fibra de
coco, turfa fibrosa, vermiculita, adubacé&o inicdam NPK e micronutrientes) (2:1, v/v). Nao
foi realizada adubacgé&o de incorporacdo. Como tipide cultivo utilizou-se tubete cénico
(55 cn?), que foi previamente desinfestado com solucddecnio hipoclorito de sédio
(NaOCl) a 0,25% de cloro ativo (v/v) por 48 horBswra 0 enraizamento, as miniestacas
permaneceram entre 35 a 42 dias em casa de vemedat@matizada com nebulizacédo
intermitente. Os dados da temperatura do ar rafe@rcasa de vegetacao utilizada para o
enraizamento dos propagulos foram coletados diangn(Anexo B). Apds, as miniestacas
foram transferidas para casa de sombra cobertasoarbrite de 50% para aclimatacdo, onde
permaneceram por 14 a 21 dias. O sistema de mpasE® funcionou com pressao de agua
da rede (2,0 kg ci) o qual foi controlado por timer em intervalos-pstabelecidos. Apés o
processo de aclimatacdo, as miniestacas foramfdrates para uma area de pleno sol,
visando a rustificacdo e crescimento por 30 diasigiema de asperséo teve as mesmas
caracteristicas do utilizado durante a fase denatdicdo. Da fase de aclimatizacao referente a
casa de sombra até a avaliacdo em area de pleramssoiniestacas receberam fertirrigacéo
semanal com a soluc&o nutritiva basica (Tabelactscida de 0,1 mg'ide Zne 0,1 mgt
de B.

3.2.7 Analise estatistica dos dados

Os dados mensurados de todos os experimentos falametidos ao teste de Hartley
(P<0,05) e Lilliefors P<0,05) e transformados quando necessario. Em sgdoidrealizada
analise de variancia (ANOVA<0,01 eP<0,05). De acordo com a significancia da ANOVA,
os dados dos fatores qualitativos foram comparpéttsteste de Tukey€0,05). Realizou-
se andlise de correlacdo de Peargs® 01 eP<0,05) dos dados ambientais com as variaveis
mensuradas. Utilizaram-se o0s pacotes SOC (EMBRAPS90)L e STATISTICAL
PROGRAM (MSTAT, 1994) para a andlise estatisticaddoios.
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3.3 Resultados

De acordo com a analise de variancia houve interagificativa entre a coleta de
brotacdes, clone, solucdo nutritiva e reguladocréscimento para a sobrevivéncia na saida
da casa de vegetacao (SCV), sobrevivéncia na daidasa de sombra (SCS), enraizamento
em area a pleno sol (EPS) e comprimento total steraia radicial (CTSR) de miniestacas de

Eucalyptus bentham(iTabela 3).

Tabela 3 - Resumo da analise de varidncia parabeeweéncia na saida da casa de vegetagcdo (SCV),
sobrevivéncia na saida da casa de sombra (SC3jizamento em area de pleno sol (EPS) e
comprimento total do sistema radicial (CTSR) deiestacas d&ucalyptus benthamém relacdo ao
tempo de coleta de brotacdes, clone, solucdoimatatregulador de crescimento

Quadrados Médios

Causas da Variagao GL scw scgy EpSY CTSK?
(%) (%) (%) ( cm miniestaca)

Coleta (COL) 7 5,5986' 15,2872 8,1885 12,2700
Residuo-COL 16 0,0565 0,0509 0,0406' 0,5563
Parcela-COL 23 — - - —
Clone (CLO) 2 1,5865 41141 5,6444 21,3048
Solugéo (SOL) 5 0,4882" 0,2727 0,1908 0,7919
Regulador (REG) 1 1,6997" 0,0761° 0,0372° 3,1720°
COL*CLO 14 0,3589" 0,4095 0,6164° 2,0498
COL*SOL 35 0,4121 0,2775 0,2870° 1,6129
COL*REG 7 0,2193 0,7945 0,7006 0,4614
CLO*SOL 10 0,0787 0,1433 0,0883 2,0008
CLO*REG 2 0,0766 0,0222° 0,0423° 0,5867
SOL*REG 5 0,1575 0,0608 0,0063° 0,2973°
COL*CLO*SOL 70 0,1509 0,1391 0,1305 1,0819
COL*CLO*REG 14 0,2257" 0,1438 0,1647 0,3749
COL*SOL*REG 35 0,1466 0,0778 0,0427 0,3623
CLO*SOL*REG 10 0,0322° 0,0518 0,0717 1,2927
COL*CLO*SOL*REG 70 0,1041 0,0765 0,0957 0,4479
Residuo 576 0,0251 0,0210 0,0195 0,1882
Subparcela 863 - - - -
Média - 90,82 64,27 43,56 125,05
CVexp(%) - 7,97 14,84 26,66 27,60

"SValor ndo significativo ao nivel de 5% de probiglitle de erro pelo teste’Fe ™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pele s Dados em porcentagem transformados por an]) e dados
transformados porn(10*®, onden = dado amostrado. GL = graus de liberdade .,C\+ coeficiente de variacdo
experimental
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A sobrevivéncia das miniestacas na saida da casaegktacdo (SCV) apresentou
variabilidade de resposta ao considerar cada @den&o das coletas de brotagdes, solucdes
nutritivas e aplicacdo de regulador de crescimegmi@ promover o enraizamento, 0 que
denota a forte influéncia desses fatores quantobaegivéncia das miniestacas durante a
permanéncia em casa de vegetacédo (Tabela 4).

O clone BP101 nao apresentou diferenca signifiagteara a SCV durante a 22, 32 e 62
coletas de brotacdes em relacdo as solucdes vasdrii aplicacdo de AIB. Porém, durante as
demais coletas de brotacfes, o clone BP101 apoesdiierenca significativa para a SCV de
acordo com a solugéo nutritiva e aplicacao de Alabgla 4).

O clone BP118 nao apresentou diferenca signifiagiara a SCV durante a 22, 328, 43, 52
e 62 coletas de brotacbes em relacdo as soluctiéw/as e aplicacdo de AIB. Porém, durante
as demais coletas de brotacGes o clone BP118 apoasdiferenca significativa para a SCV
de acordo com a solugao nutritiva e aplicacéo @ (Ahabela 4).

Para o clone BP120, nao foi constatada diferergrafisiativa da SCV durante a 22, 32,
52 e 62 coletas de brotacdes em relacdo as solngfi@svas e aplicacdo de AIB. Porém,
durante as demais coletas de brotacdes o cloneOB&it2sentou diferenca significativa para
a SCV de acordo com a solucgédo nutritiva e aplicagdAlB (Tabela 4).

Considerando as coletas de brotagbes onde ocafezanga significativa para a SCV
em relacdo a solucao nutritiva e aplicacdo de A8,solugbes S1 e S2 apresentaram as
maiores diferencas de resposta, independente de elaliado. Além disso, o clone BP118
apresentou os maiores indices de SCV em compargéodos clones BP101 e BP120,
denotando que a SCV também dependeu das caracterigtnéticas dos materiais avaliados.
Em termos gerais os valores da SCV foram adequadndp que a média geral foi de 90,8%,
e a aplicacéo de AIB na concentracéo de 2.000 frfgudoreceu a SCV (Tabela 4).
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A sobrevivéncia das miniestacas na saida da casaodibra (SCS) apresentou
variabilidade de resposta ao considerar cada @den&o das coletas de brotagdes, solucdes
nutritivas e aplicacdo de regulador de crescimpata promover o enraizamento (Tabela 5),
semelhante ao observado durante a SCV (Tabela 4).

O clone BP101 né&o apresentou diferenca signifiagiara a SCS durante a 32 coleta de
brotacbes em relacdo as solugcbes nutritivas eagglicde AIB. Porém, durante as demais
coletas de brotacdes, o clone BP101 apresentoig® significativa para a SCS de acordo
com a solucao nutritiva e aplicacéo de AIB (Tatgla

O clone BP118 nédo apresentou diferenca signifigapira a SCS durante a 22 e 32
coletas de brotagBes em relacdo as solucfes vagrii aplicacdo de AIB. Porém, durante as
demais coletas de brotaces o clone BP118 apresdifiémenca significativa para a SCS de
acordo com a solucéo nutritiva e aplicacao de Alabgla 5).

Semelhante ao observado para o clone BP118, o BlBh20 n&o apresentou diferenca
significativa da SCS durante a 22 e 32 coletagala¢gbes em relacédo as solugbes nutritivas e
aplicacdo de AIB. Porém, durante as demais cotidsrotacdes o clone BP120 apresentou
diferenca significativa para a SCS de acordo cosolacdo nutritiva e aplicacdo de AIB
(Tabela 5).

Em termos gerais, pode-se observar que os mamdee$ da SCS ocorreram até a 32
coleta de brotacBes, sendo que a partir da 42acdeetbrotagdes os indices diminuiram,
independente do tratamento. Além disso, os valdeesSCS foram reduzidos, denotando
elevada sensibilidade das miniestacasEdealyptus benthamias alteracées ambientais
(umidade relativa do ar, temperatura e irrigac@maicte a fase de aclimatacdo. A média geral
da SCS foi de 64,3%, e a aplicacéo de AIB na cdragio de 2.000 mgifavoreceu a SCS
(Tabela 5).
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O enraizamento das miniestacas em area de plendER@) também apresentou
variabilidade de resposta ao considerar cada @den&o das coletas de brotagdes, solucdes
nutritivas e aplicacdo de regulador de crescimpata promover o enraizamento (Tabela 6),
semelhante ao observado durante a SCV e SCS.

O clone BP101 ndo apresentou diferenca signifigapiara o EPS durante a 52 e 62
coletas de brotacBes em relacdo as solucfes vagrii aplicacdo de AIB. Porém, durante as
demais coletas de brotacdes, o clone BP101 apoesdiiérenca significativa para o EPS de
acordo com a solucéo nutritiva e aplicacao de Al&bgla 6).

O clone BP118 somente néo apresentou diferencHdicigina para o EPS durante a 22
coleta de brotacdes em relacdo as solucdes nasriéivaplicacdo de AIB. Porém, durante as
demais coletas de brotacdes, o clone BP118 apoesdiiérenca significativa para o EPS de
acordo com a solucéo nutritiva e aplicacao de Al&bgla 6).

O clone BP120 nao apresentou diferenca signifiagiara o EPS durante a 42, 52 e 62
coletas de brotagBes em relacdo as solucfes vagrii aplicacdo de AIB. Porém, durante as
demais coletas de brotacdes, o clone BP120 apoesdiiérenca significativa para o EPS de
acordo com a solucao nutritiva e aplicacdo de A&IB,que, semelhante ao efeito observado
para os clones BP101 e BP118, todas as solucOeseapsram grande variabilidade de
respostas (Tabela 6).

Em termos gerais, os maiores valores da porcentagemenraizamento foram
observados até a 32 coleta de brotacfes. Contyduotiada 42 até a 82 coleta de brotacdes 0s
indices do EPS foram reduzidos, denotando perdeagacidade rizogénica ao longo do
tempo. Além disso, os valores do EPS foram coraitber reduzidos (média geral de 43,5%),
denotando baixa porcentagem de enraizamento dasstaiceas d&ucalyptus benthamiiAs
solucbes S5 e S6 associadas a aplicacéo de AlBneamtracdo de 2.000 mg favoreceram

0s maiores valores de enraizamento (Tabela 6).
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O comprimento total do sistema radicial (CTSR) spnéou variabilidade de resposta
ao considerar cada clone dentro das coletas daches, solugbes nutritivas e aplicacéo de
regulador de crescimento para promover o enraizemf{éabela 7).

O clone BP101 né&o apresentou diferenca signifiagiewa o CTSR durante a 22, 32 e 82
coletas de brotagBes em relacdo as solucfes vagrii aplicacdo de AIB. Porém, durante as
demais coletas de brotacdes, o clone BP101 apoesdiferenca significativa para o CTSR
de acordo com a solucéo nutritiva e aplicacéo de(Ahbela 7).

O clone BP118 somente apresentou diferenca sigtifec para o CTSR em relacdo a
solucédo nutritiva e aplicacdo de AIB durante adéta de brotacdes, apresentando o menor
valor na solugcdo S6 quando na auséncia de AIB (@abe

Para o clone BP120 néo foi observada diferencafisigiva para o CTSR durante a 32
e 42 coletas de brotacbes em relacdo as soluctiéw/as e aplicacdo de AIB. Porém, durante
as demais coletas de brotagOes, o clone BP120eapoesdiferenca significativa para o
CTSR de acordo com a solug&o nutritiva e aplicagdAlB (Tabela 7).

Em termos gerais, o comprimento total do sisterdecied foi pouco influenciado pelas
coletas de brotacGes ao longo do tempo, apresentardcimento semelhante em todas as
épocas de avaliacdo. Provavelmente, esse efeite dstar relacionado ao volume do
recipiente de cultivo (tubete conico de 55°gno qual pode ter limitado o crescimento raiz
adventicia dos materiais genéticos. Apesar dessdtado, os valores do CTSR foram
elevados, sendo que a média geral foi de 125,0Asmsolucbes S5 e S6 associadas a

aplicacdo de AIB na concentracdo de 2.000 mdglvoreceram o CTSR (Tabela 7).
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De acordo com a Matriz de Correlagdo de Pearsondddes amostrados pode-se
verificar correlacdo significativa dos valores desperaturas maximas, médias e minimas
com a SCV, SCS e EPS. A correlagdo das temperanagsnas, médias e minimas com a
SCV foi negativa, o que denota reducdo do enraigomdas miniestacas em casa de
vegetacdo quando submetidas a elevadas temperd®@u@3SR ndo apresentou correlagao
com os dados de temperatura da casa de vegetag@bando pouca influencia em termos da

qualidade do sistema radicial emitido (Tabela 8).

Tabela 8 - Resumo da Matriz de Correlagdo de Beagara a temperatura do ar maxima (TMAX), tempeaat
média (TMED), temperatura minima (TMIN), sobrevig&ndurante saida da casa de vegetacao
(SCV), sobrevivéncia durante saida da casa de so(¥€S), enraizamento em area a pleno sol
(EPS) e comprimento total do sistema radicial (C)f@&Rminiestacas deucalyptus benthamii

Variavel  TMAX TMED TMIN scV SCS EPS CTSR
TMAX 1

TMED 0,97 1

TMIN 0,93" 0,99 1

scv 0,29 0,30 -0,30" 1

SCS 0,49 0,48 0,47 0,35 1

EPS 0,52 0,55 0,55 0,28 0,80 1

CTSR -0,0%° -0,08' 0,07 0,04 -0,01™ 0,04 1

" Valor n&o significativo ao nivel de 5% de probialsitie de erro pelo teste F.Valor significativo ao nivel de
1% de probabilidade de erro pelo teste F

3.4 Discussao

O pouco conhecimento a respeito dos fatores figiodé e ambientais que envolvem o
enraizamento adventicio em propagulos tem limitadproducdo de mudas clonais de
espécies florestais consideradas de dificil propimaALFENAS et al., 2004; ASSIS;
MAFIA, 2007), o que limita avancos na area de melhanto florestal.

Em termos operacionais, 0 enraizamento em propagldpende de inUmeros fatores,
variando de acordo com as condi¢cdes de manejensst de poda de brotacbes, aspectos
nutricionais, temperatura e umidade relativa d¢CGDRREA et al., 2005; CUNHA et al.,
2009; LI et al., 2009; SCHWAMBACH; FADANELLI; FETT-NTO, 2005), sendo que 0s
protocolos de clonagem devem ser ajustados de a@mh as condicbes de cultivo para
favorecer os indices de enraizamento de acordo a®maracteristicas de cada material
genético de interesse (ALFENAS et al., 2004; ASSIBFIA, 2007; HARTMANN et al.,
2011).
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Com base nos dados observados no presente estraldyEalyptus benthamiia
sobrevivéncia de miniestacas na saida da casageéagéo variou de acordo com a época do
ano, concentracao de AIB e material genético, aptaado indices elevados (superior a 85%
para a maioria das observacdes), os quais podentossiderados adequados para a
miniestaquia ddcucalyptus(ALFENAS et al., 2004). Segundo Wendling e Xay2005b)
geralmente os indices de sobrevivéncia de min&stam casa de vegetacdo sdo elevados
devido as condi¢cbes ambientais (como a luz, umidademperatura) serem controladas
adequadamente para garantir a sobrevivéncia dpggutos até a inducédo do enraizamento.
Valores elevados para a sobrevivéncia de miniestdeducalyptusna saida da casa de
vegetacao sdo reportados em varios trabalhos aggeite situam-se acima de 85%, como o
observado pargucalyptus grandis Eucalyptus globulys€ucalyptus urophyllx Eucalyptus
globulus (BORGES et al., 2011 Eucalyptus grandix Eucalyptus urophylld GOULART;
XAVIER, 2008; GOULART,; XAVIER, 2010; GOULART; XAVIR; CARDOSO, 2008;
GOULART; XAVIER; DIAS, 2010), Eucalyptus cloeziangd ALMEIDA et al., 2007),
Eucalyptus grandigTITON et al., 2003; WENDLING; XAVIER, 2005b) &ucalyptus
benthamii x Eucalyptus dunnii(BRONDANI et al., 2008; BRONDANI et al., 2010a;
BRONDANI et al., 2010b).

Contudo, apesar da elevada sobrevivéncia das f@oéssna saida da casa de vegetacao
0 seu enraizamento ndo € garantido, pois as nacestainda podem permanecer vivas
mesmo sem a presenca de raiz na por¢cao basakwdora mortalidade dessas durante a fase
de aclimatacdo. Geralmente, as maiores diferentas as espécies, variedades ou hibridos
de Eucalyptussdo mais evidenciadas durante a fase de aclinaégg&casa de sombra, onde
os indices de sobrevivéncia podem variar de 0 @&010ALFENAS et al., 2004). Ao
considerar as espécies de clima subtropical, asedifas de enraizamento sédo ainda maiores,
podendo ocorrer até a perda total do material empacacdo com as espécies destinadas ao
plantio em regides tropicais (ASSIS; MAFIA, 2007; BRDANI et al., 2010a; BRONDANI
et al., 2010b; CORREA; FETT-NETO, 2004). Esse fptule estar relacionado a maior
velocidade de enraizamento observado pelas espdeiema tropical em comparacdo as
espécies de clima subtropical (ASSIS; MAFIA, 2000RREA; FETT-NETO, 2004) e,
dessa forma, por apresentarem um sistema radieie desenvolvido, podem resistir e se
adaptar as condicbes ambientais com maior facéidholante a fase de aclimatagdo em casa
de sombra.

Os dados referentes a sobrevivéncia de miniestecagaida da casa de sombra denotam

elevada sensibilidade das miniestacasEdealyptus benthamiao variar as condi¢cdes de
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umidade, temperatura e luminosidade em relagédo xedemtes na casa de vegetacao,
chegando em determinadas épocas a ocorrer maisb¥e d@ mortalidade durante a
transferéncia para aclimatacdo em casa de sombgan8o Wendling e Xavier (2005b) as
mudancas ambientais em termos de oscilacdes tddteraperatura e luminosidade entre as
casas de vegetacdo e de sombra proporcionam ns&iesse as miniestacas, resultando em
aumento da mortalidade. Dessa forma, recomendav&stigacdes em relacdo a elevada
mortalidade das miniestacas &eicalyptus benthamidurante a aclimatacdo em casa de
sombra, buscando responder se é resultante das@esnde manejo ou aos baixos indices de
enraizamento durante a transferéncia para cas&gitacdo ou ainda, se esta associado a
ambos. De acordo com os resultados, devera sessgieo desenvolvimento de um novo
tipo de manejo para favorecer o enraizamento deestatas d&ucalyptus benthamitendo

em vista que o sistema de controle da temperatula @nidade relativa do ar da casa de
vegetacdo adotado no presente estudo estava ajyssal 0 enraizamento de espécies de
Eucalyptudropicais.

A porcentagem de enraizamento das miniestacasuvarnigito em relacdo ao clone,
regulador de crescimento, solucdo nutritiva e épieacoleta de brotacdes, apresentando
valores considerados reduzidos ao comparar comdaes apresentados para outras espécies
de Eucalyptuspropagadas pela técnica de miniestaquia, tais amiBocalyptus grandis
Eucalyptus urophylla(GOULART; XAVIER, 2010; GOULART; XAVIER; CARDOSO,
2008; GOULART,; XAVIER; DIAS, 2010) eEucalyptus grandigTITON et al., 2003;
WENDLING; XAVIER, 2005b), que geralmente apresentamores superiores a 85%. Em
termos médios, a porcentagem de enraizamento #8886, sendo considerada uma espécie
de dificil enraizamento, como o sugerido por Gr&famizu e Tavares (1999) ao trabalhar
com a estaquia deucalyptus benthamii

A mortalidade das miniestacas Hecalyptus benthamichegou a mais de 80% nas
estacdes mais quentes, o que pode ser confirméamlogeelacdo negativa entre 0 aumento da
temperatura na casa de vegetacdo com o enraizafieftela 8), semelhante ao observado
paraEucalyptus benthamik Eucalyptus dunnjique também apresentou valores reduzidos da
porcentagem de enraizamento com o aumento da tetaerdo ar (BRONDANI et al.,
2010b). A elevada temperatura pode desnaturar esziraduzir a absor¢géo de nutrientes e
alterar o metabolismo, efeito que prejudica o earaento (CORREA; FETT-NETO, 2004),
além de reduzir a capacidade morfogénica dos tecabmmo a capacidade de inducéo da raiz
(RASMUSSEN; SMITH; HUNT, 2009) e favorecer a inducde calo na regido basal
(HARTMANN et al., 2011; MATVEEVA; LUTOVA; NESTER, 200D. A temperatura 6tima



122

para 0 enraizamento varia entre as espécies, sdtadpara espécies tropicais e baixas para
subtropicais (CORREA; FETT-NETO, 2004; FETT-NETCakf 2001).

Além disso, a presenca de AIB na concentracdo@i®2ng L apresentou acréscimos
ao enraizamento das miniestacagdealyptus benthamisendo que o seu efeito indutivo foi
condicionado pelas concentragbes de Zn e B das@®dunutritivas. Esse resultado esta de
acordo com as observacdes de Schwambach; Fadartatlit-Neto (2005) que avaliaram o
enraizamento de microestadascalyptus globulugm relacédo a nutricdo mineral, inclusive
variacbes das concentracdes de boro e zinco. Asestanas deEucalyptus benthamii
submetidas as solugdes isentas de Zn e B (S1) andguertirrigadas com as solugcoes em
concentracbes baixas (S2, S3 e S4), apresentarditesnreduzidos de enraizamento.
Contudo, quando as concentracfes de Zn e B foramraadas nas solucdes nutritivas (S5 e
S6) ocorreu maior inducdo do enraizamento, denmaira importancia desses nutrientes
para o sucesso da multiplicacdo clonal dos gerstpaliados.

De acordo com as observacdes de Schwambach; Hadafekt-Neto (2005) o boro
nao influenciou significativamente a rizogénese mimroestacas d&ucalyptus globuluys
porém foi essencial para o crescimento e desemwehto das raizes adventicias apos a
inducdo. O zinco influenciou significativamente argentagem de enraizamento das
microestacas, sendo que a deficiéncia reduziulosegada porcentagem de enraizamento. Os
autores sugeriram que a deficiéncia de Zn podeetirzido a biossintese de triptofano, e
dessa forma, reduziu os teores endogenos das auxiigultando o enraizamento das
microestacas.

Essa hipdtese estd de acordo no que se refereaedacp do estado nutricional do
propagulo com o aumento dos indices de enraizamesi® aplicacdo de regulador de
crescimento (CUNHA et al., 2009; LI et al., 2009JDWIG-MULLER, 2000; MALTA et
al.,, 2002; SAN-FRANCISCO et al., 2005; SCHWAMBACHABANELLI; FETT-NETO,
2005; SOUZA; PEREIRA, 2007). Sabe-se que o0 Zn éaedo para sintese de triptofano
(DECHEN; NACHTIGALL, 2006; MALTA et al., 2002; POLLMNN; DUCHTING;
WEILER, 2009; SAN-FRANCISCO et al., 2005; SOUZA; RHRA, 2007; WOODWARD;
BARTEL, 2005) e as concentracbes adequadas desseelemento na miniestaca pode ter
favorecido a sintese de auxinas enddgenas pareopeora rizogénese nas miniestacas de
Eucalyptus benthamii Esses resultados sugerem que os efeitos do AIB néml
morfogenético também estdo associados aos aspegtosionais que as minicepas Sao
condicionadas em sistemas de minijardins clonaglando a inducédo da formacéo de calo

e/ou de raiz adventicia, semelhante ao reportadm Fazcalyptus globulugBALTIERRA;
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MONTENEGRO; GARCIA, 2004). Segundo Xavier; WendliagSilva (2009) o modo de
acao quimica das auxinas nas plantas influenciaraszimento e desenvolvimento a partir de
dois mecanismos:)( pela promogdo de transporte de ions depklas paredes celulares,
aumentando a extensibilidade &) (pela inducdo da transcricdo de RNAmM especifico
necessario para promover o crescimento. Em morésgéra aplicacdo de auxina influencia a
diferenciacéo celular, revertendo células em es@eladiferenciacdo e reabilitando-as a
diviséo celular.

O comprimento total do sistema radicial das miaiest enraizadas em EPS
apresentaram meédia geral de 125,0 cm, considerariitacdo do volume do tubete (no
caso de 55cf) para o crescimento radicial das mudas clonai§wmlyptus benthamiiA
qualidade da raiz formada esta diretamente asso@aoh a sobrevivéncia das mudas no
campo apos o plantio (ALFENAS et al.,, 2004; OLIVEIRet al., 2006), sendo que o
comprimento total do sistema radicial das mudasiyziolas por miniestaquia pode estar
relacionado ao grau de juvenilidade, além de sesiderado um indicativo de vigor da muda
(WENDLING; XAVIER, 2005a). Dessa forma, em termosrags, as raizes formadas
apresentaram boa qualidade, podendo suprir assié@ess nutricionais e hidricas exigidas
pela muda apés o plantio. Porém, a sobrevivén&gm bomo, o habito de crescimento a
campo das mudas clonais Eecalyptus benthamdeverao ser investigados para comprovar a
gualidade da muda produzida, pois de acordo cowei@i et al. (2006) os resultados de
campo também podem contribuir para a tomada deatesiobre o uso de uma determinada
técnica de producédo de mudas em detrimento de. outra

Em termos gerais, o enraizamento das miniestacBscdyptus benthamioi reduzido
e dependeu das concentracbes de Zn e B na solutdiva, bem como, das coletas de
brotacdes ao longo das épocas do ano, clone exgjtiade AIB. Ficou demonstrado que o
efeito do AIB como agente indutivo ao enraizametweenticio esta condicionado a nutricao
do propagulo coletado da minicepa, sendo que ess#tado pode condicionar o sucesso das
técnicas biotecnolégicas de clonagem aplicadagesindimadas espécies florestais, sobretudo

em relacdo adSucalyptussubtropicais.

3.5 Conclusbes

« O enraizamento de miniestacas Hecalyptus benthamidependeu do material

genético, da coleta de brotacdes, da aplicacadBle Aoncentracdes de Zn e B;
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» Os valores da porcentagem de enraizamentButalyptus benthamioram baixos,

sendo 0s materiais genéticos considerados del gifcpagacao pela miniestaquia;

* Em termos gerais, as miniestacas oriundas dasepssdertirrigadas com as solucdes
nutritivas S5 (1,0 mg . de Zn e B) e S6 (2,0 mg'lde Zn e B) associadas a presenca
de AIB na concentracdo de 2.000 mg lpresentaram os maiores indices de

enraizamento.
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4 DINAMICA DE ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS DE Eucalyptus benthamii
Resumo

O Eucalyptus benthamié uma espécie considerada de dificil enraizamgnémdo
propagada pelas técnicas de estaquia e miniestagumdo que a producdo de mudas clonais
apresenta inumeras dificuldades, principalmenteredlatdo aos aspectos operacionais e de
manejo durante o sistema de producdo em viveircedtal. Objetivou-se determinar a
porcentagem de enraizamento de gendtipos selecsmmiEucalyptushenthamiiem relacéo
a concentragcdo de AIB, o tempo 6timo de permané&teiainiestacas enraizadas em casa de
vegetacdo e a origem da conexdo vascular. Coletseaonotacoes de minicepas manejadas
em sistema semihidropbnico para a confeccdo deestétias. A regido basal da miniestaca
foi imersa em solucdes contendo diferentes coragids de AIB (0 — isento de AIB; 1.000;
2.000; 3.000 e 4.000 mg'). A cada sete dias (0 — instante do plantio, 721428, 35 e 42
dias) procedeu-se amostragem destrutiva de mingstpara avaliar a porcentagem de
enraizamento e o comprimento da maior raiz. Durangeriodo de 0 a 28 dias apés a
aplicacdo de AIB efetuou-se amostragem da porc@&al bda miniestaca para analisar
histologicamente o enraizamento. O experimentedaduzido no delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial (3x5x7) com pacslzbdivididas no tempo, contendo cinco
repeticdes de 50 miniestacas. A aplicacdo de AVBrceu a indugéo de raizes, sendo que a
concentracéo de 2.000 mg promoveu maior velocidade e porcentagem de enraiz&mO
intervalo de 35 a 42 dias é o mais indicado pgrarmanéncia das miniestacas enraizadas em
casa de vegetacdo, independente do material geratadiado. De acordo com as analises
histologicas da rizogénese foi verificado formag@&aentros meristematicos junto ao cambio
vascular, sendo que a raiz adventicia apresenttaxéo direta com o cambio vascular.

Palavras-chave: Rizogénese; Clonagem; Técnicamestaquia; Andlise histoldgica; Acido
indolbutirico

Abstract

Eucalyptus benthamis considered a species of rooting difficult wigepagated by
cutting and mini-cuttings techniques. The produttd clones presents numerous difficulties,
mainly with regard to operational and managemepeets during the production system in a
forest nursery. The aim of this study was to deteenthe adventitious rooting percentage of
selected genotypes Blucalyptusbenthamiiregarding the IBA concentration, optimal time of
permanence of rooted mini-cuttings in a greenhaumskethe origin of the vascular connection
of the adventitious root. Shoots from mini-stumpsnaged in semi-hydroponic system were
used for the preparation of mini-cuttings. The basgion of the mini-cuttings was immersed
in solutions containing different IBA concentrat®o(0 — free IBA; 1,000; 2,000; 3,000 and
4,000 mg Y. Every seven days (0 — moment of planting, 7,24, 28, 35 and 42 days)
destructive sampling of mini-cuttings to evaludie tooting percentage and length of larger
root were collected. During the period O at 28 dafysr the IBA application sampling of the
basal portion of mini-cuttings to analyze the rbadtology were collected. The experiment
was conducted in completely randomized design ¢tofaal arrangement (3x5x7) with split-
plot in time, containing five replications of 50 micuttings. The IBA application favored the
induction of adventitious roots, and the conceirabf 2,000 mg L resulted in the greater
speed and rooting percentage. The interval of 382talays was the most suitable for the
permanence of mini-cuttings rooted in a greenhousgardless of the evaluated genetic
material. According to the histological analysisrioizogenesis was verified the formation of
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meristematic centers in the vascular cambium, #medadventitious root presented direct
connection to the vascular cambium.

Keywords: Rhyzogenesis; Cloning; Mini-cuttings teicjue; Histological analysis;
Indolbutyric acid

4.1 Introducao

O Eucalyptushenthamiitem sua origem natural situada no litoral oried&aNew South
Wales, Australia, com latitude aproximada de 34°60e longitude de 150°30’ E, onde é
conhecido como “Camden White Gum”. A espécie lirsita principalmente, a sudoeste da
cidade de Sydney em planicies aluviais ao longRidoNepean e seus afluentes (BENSON,
1985; BENSON; MCDOUGALL, 1998). De acordo com as digbes adaptativas, o
Eucalyptus benthamipode tolerar temperaturas reduzidas e extremahjsive a geadas
(JOVANOVIC; BOOTH, 2002), chegando a sobreviver mperaturas minimas absolutas
entre -6°C a -10°C (MUJIU et al., 2003). A espéaieonfinada a uma reduzida populacdo
de 6.500 arvores no Vale Kedumba e a trés popldaggimanescentes ao longo do Rio
Nepean até a Bacia Bents, Wallacia e Camden, semtgiderada vulneravel ao processo de
extingdo na regido de ocorréncia natural (BUTCHERINNER; GARDINER, 2005).

Contudo, por ser uma espécie recente em planticssthis, existem limitagbes quanto
a producdo de sementes e, quando essas estdo ivképons precos sdo elevados. A
clonagem apresenta-se como alternativa para a phedtgdo, inclusive de matrizes
previamente selecionadas para cada regido. Poréaixo indice de enraizamento limita a
aplicacdo da técnica para a implantacao de plactiweerciais dé&ucalyptusbenthamij bem
como, em programas de melhoramento genético. Aarmbkn poucos avancos foram
conquistados na area de melhoramento genético piecies sendo que a miniestaquia
apresenta excelentes perspectivas para a prodeciwudas clonais de matrizes dificeis de
enraizar (BRONDANI et al., 2010a; BRONDANI et al2010b; BRONDANI;
GONCALVES; ALMEIDA, 2010), inclusive de hibridos seionados (ASSIS; MAFIA,
2007).

Aplicacbes exogenas de reguladores de crescimeuatenp potencializar a rizogénese
em propagulos coletados de gendtipos selecionadodp que o acido indolbutirico (AIB) é
o mais utilizado (ALMEIDA et al., 2007; SCHWAMBACH al., 2008; WENDLING et al.,
2000; WENDLING et al., 2010; WENDLING; XAVIER, 2005Contudo, as aplicacdes e
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concentragdes ainda ndo estao estabelecidas pamg@nese em miniestacas ecalyptus
benthamii

Apesar de todas as vantagens da propagacao (HARTM&NIN, 2011), a dificuldade
de enraizamento de estacas provenientes de aamudas e a variacdo entre clones quanto
ao enraizamento ainda constituem problemas a serwgmrados, bem como, a maior
sensibilidade das miniestacas as condi¢cdes amisicataecessidade de maior rapidez entre a
coleta e armazenamento a baixas temperaturas dp&gmos do minijardim clonal e a sua
estaquia em casa de vegetacdo e, a necessidade deowmograma de producdo melhor
sincronizado (ALFENAS et al., 2004).

Mesmo com todos o0s avangos proporcionados pelaagfbc da miniestaquia
(ALFENAS et al., 2004; XAVIER; WENDLING; SILVA, 208) sdo escassas as divulgacdes
cientificas quanto a eficiéncia da técnica em tergh® otimizacdo das instalacées do viveiro
durante a producdo de mudas clonais para espéeiéauchlyptusdificeis de enraizar.
Baseado nesse fato e, considerando as condi¢cGamaais a incidéncia de doencas na casa
de vegetacdo durante o processo de formacao des rgiistifica-se o desenvolvimento de
estudos relacionados a dinamica de enraizamentuiniestacas, bem como a sua origem
organogénica.

Com base no exposto, o0 presente trabalho apresmestguintes hipéteses e objetivos:

4.1.1 Hipoteses

» O enraizamento de miniestacas varia de acordo coraterial genético, concentracéo

de AIB e tempo de avaliacéo;

» O tempo 6timo de permanéncia das miniestacas edeszm casa de vegetacao varia
de acordo com o material genético, concentracdBle tempo de avaliacéo;

* Ainducéo da raiz adventicia varia de acordo caroracentracdo de AIB e tempo de

avaliacdo, sendo possivel identificar a origemategao vascular.
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4.1.2 Objetivos

» Determinar a melhor concentragéo de AIB para oizgmaento de miniestacas em
relacdo ao material genético e tempo de avaliacao;

» Determinar o tempo 6timo de permanéncia das matast enraizadas em casa de
vegetacdo em relacdo ao material genético, corméar de AIB e tempo de

avaliacao;

* Analisar histologicamente o enraizamento adventéciorelacdo a concentracdo de

AIB e tempo de avaliagao visando identificar a @emgda conex&o vascular.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Caracterizacao geral

Os experimentos foram conduzidos no Laboratérifigi®logia das Arvores e Viveiro
Florestal, ambos pertencentes ao Departamento éeci@s Florestais da ESALQ/USP,
Piracicaba-SP. A andlise histologica dos tecidagetaés foi realizada em Laboratério de
Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas peetgie ao Departamento de Ciéncias
Biologicas da ESALQ/USP.

4.2.2 Constituicdo do minijardim clonal e manejo das minicepas

Mudas clonais identificadas como BP101, BP118 e BRIL3 gendtipos superiores de
Eucalyptus benthamiiMaiden & Cambage foram utilizadas para a instalachs
experimentos. As plantas matrizes foram provensedéeteste de progénies com dois anos e
seis meses de idade, o qual foi estabelecido ragaspento 2,0 x 3,0 m em Concérdia-SC. O
lote de sementes foi adquiro da populagédo basdigeieEucalyptus benthamda Embrapa
Florestas-CNPF, Colombo-PR.

As unidades experimentais foram compostas por muttazais propagadas pelo
processo de miniestaquia com aplicacdo de 2.000hde AIB, as quais foram plantadas no
espacamento de 10 x 10 cm em minijardim clonal gpide em sistema semihidropbnico
sem protecao (Figura 1 A-B). A solucédo nutritivadomposta por macro e micronutrientes,

sendo distribuida manualmente (4 Pyduas vezes ao dia (Tabela 1).
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Figura 1 - Detalhe do estabelecimento do minijardimmal deEucalyptus bentham@&m condi¢cfes de pleno sol
em sistema semihidropdnico com areia. (A) instdotplantio das mudas; (B) brota¢gfes aptas para a
coleta, aos 90 dias ap6s a instalagdo

Tabela 1 - Composi¢do da solucao nutritiva paranaj® do minijardim clonal déucalyptusbenthamii

Nutriente Solug&o Nutritiva
(mg L")
N-NO3 90,11
N-NH," 61,06
P 29,62
Ca 128,99
K 209,76
S 107,15
Mg 36,99
B 0,481
Cu 0,061
Fe 5,000
Mo 0,020
Mn 1,463
Zn 0,065
Fonte de Macro e Micronutriente FQ/PM (mg)L
Nitrato de calcio (Labsynfh Ca(NQ),.4H,0 / 236,15 760,0
Sulfato de aménio (Merék (NH,),S0, / 132,14 225,0
Monoamonio fostato (Mallinckro@) NH,H,PO, / 115,03 110,0
Cloreto de potéassio (Ecititp KCl /74,56 400,0
Sulfato de magnésio (Mallinckrdtjt MgSQ,.7H,0 / 246,48 375,0
Sulfato de manganés (Ecifija MnSQ,.H,0 / 169,01 4,500
Acido bérico (Ecibr8) HsBO; / 61,83 2,750
Sulfato de zinco (Mallinckro8) ZnSQ.7H,0 / 287,54 0,285
Sulfato de cobre (MaIIinckroiB]) CuSQ.5H,0 / 249,68 0,240
Sulfato de ferro (Synfh) FeSQ.7H,0 / 278,02 24,89
Sédio - EDTA (Nucled) Na-EDTA.2H,O / 372,24 33,40
Molibdato de sédio (MeréR NaMo0,.2H,0 / 241,95 0,050

" O pH foi ajustado para 6,2 a 25°C com &cido clamtd(HCI) ou hidréxido de sédio (NaOH), ambos a.1™Q = férmula
guimica, PM = peso molecular
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4.2.3 Preparo das miniestacas

Coletaram-se brotacGes de minicepas do minijardémat correspondente & 4oleta
de brotacGes. As miniestacas apresentaram compdrdery cm (£ 2 cm), com dois pares de
folhas reduzidas a 50% da sua area total, mantemaoapice (ponteira). A porcao basal foi

composta por dois pares de gemas sem as folhasdFA-B).

Figura 2 - Detalhe do preparo das miniestacasutalyptusbenthamii (A) brotacdo contendo quatro pares de
gemas e a ponteira; (B) miniestaca padronizadaaBat,5 cm

4.2.4 Tratamentos e delineamento experimental

Apés coleta dos brotos e padronizacdo das mingstéd8P101, BP118 e BP120)
(Figura 2 A-B), a regido basal foi mergulhada dted® segundos em solucéo hidroalcodlica
(1:1, &gua:alcool, v/v) nas concentracdes de otosge AIB), 1.000, 2.000, 3.000 e 4.000 mg
L™ de AIB. As miniestacas foram acondicionadas ena cisvegetacdo para a inducédo da
rizogénese. Durante os periodos de 0 (instantdadaiq), 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias ap0s
aplicacao do AIB, foram coletadas 5 miniestacasatta repeticdo para a determinacédo da
porcentagem de enraizamento e do comprimento dar maiz. Das miniestacas coletadas,
efetuou-se amostragem da porcdo basal para anhkigtalogicamente o enraizamento nos
periodos de O (instante do plantio), 7, 14, 21 dia8 apds aplicacdo do AIB. O experimento
foi conduzido no delineamento inteiramente casadbzem arranjo fatorial (3x5x7) com
parcelas subdivididas no tempo, sendo os fatonestiawidos por trés clones (BP101, BP118
e BP120), cinco concentracdes de AIB (0, 1.00@®.8.000 e 4.000 mg1), sete tempos de
avaliacao (0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias), comeantco repeticdes de 50 miniestacas.

4.2.5 Analise histologica

As amostras foram fixadas em uma solucdo de foefaddd e glutaraldeido
(KARNOVSKY, 1965) e submetidas a trés séries deiwde 620 kgf cnt) por 15 minutos,
para remocédo do ar. Em seguida, as amostras foramiratadas por meio de série alcodlica-
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etilica em concentracbes crescentes (10, 20, 30,5@060, 70, 80, 90 e 100%, v/v),
permanecendo em cada solugéo por 10 minutos, sgendeguida, emblocadas em resina de
hidroxietil metacrilato (Leicd). Os blocos contendo as amostras foram seccionados
longitudinalmente ou transversalmente @ de espessura com o uso de micrétomo rotativo
manual acoplado com navalha do tipo C. Os cortéglash foram corados com azul de
toluidina (0,05%, v/v) em tampédo fosfato e &cidoicd (SAKAI, 1973) e montados em
laminas histoldgicas com resina sintética (Ent&)ams laminas histologicas foram
analisadas e fotomicrografadas com microscépicolude (Zeiss-Jeneme® em escala

micrométrica, sendo as imagens capturadas com adaensung (SDC-313).

4.2.6 Condicbes de enraizamento

As miniestacas foram inseridas a 2 cm de profunididam substrato composto pela
mistura de vermiculita média e Basaplant Florgtail1, v/v). Ndo foi realizada adubacéo de
incorporacdo. Como recipiente de cultivo utilizeu-sibete coénico (55 ciy que foi
previamente desinfestado com solucdo contendo Ibigtocde sodio (NaOCI) a 0,25% de
cloro ativo (v/v) por 48 horas. Para o enraizameasominiestacas permaneceram até os 42
dias em casa de vegetacdo automatizada com nejdizatermitente. Os dados da
temperatura do ar referente a casa de vegetacésponderam aos periodos de setembro a
outubro de 2010 (Anexo B).

4.2.7 Analise estatistica dos dados

Os dados mensurados de todos os experimentos falametidos ao teste de Hartley
(P<0,05) e Lilliefors P<0,05) e transformados quando necessario. Em sgdoidrealizada
analise de variancia (ANOVA<0,01 eP<0,05). De acordo com a significancia da ANOVA,
os dados dos fatores quantitativos foram submetidoglise de regressao logistiead@,01 e
P<0,05). Utilizaram-se os pacotes SOC (EMBRAPA, 199®TATISTICAL PROGRAM
(MSTAT, 1994) para a analise estatistica dos dados.
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4.3 Resultados

De acordo com a analise de variancia para a pagem de enraizamento houve
interacdo entre o tempo de avaliacao e concensa@®AIB P<0,01) (Tabela 2), ou seja, os
clones BP101, BP118 e BP120 apresentaram resmestedhantes para cada concentracéo

de AIB ao longo do tempo.

Tabela 2 - Resumo da andlise de variancia parareem@agem de enraizamento (EN) de miniestacas de
Eucalyptushenthamiiem relacao ao clone, tempo de avaliacédo e corgées de AlB

Quadrados Médios

Causas da Variagéo GL EN®
(%)
Tempo (TEM) 6 5,796
Residuo-TEM 22 0,404
Parcela-TEM 28 -
Clone (CLO) 2 2,491
Regulador (AIB) 4 0,170
CLO*AIB 8 0,058
CLO*TEM 12 0,079°
AIB*TEM 24 0,570°
CLO*AIB*TEM 48 0,055™
Residuo 308 0,056
Subparcela 434 -
Média - 23,7
CVexp(%) - 46,8

" Valor n&o significativo ao nivel de 5% de probidaitle de erro pelo teste’Fe™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pele st Dados transformados par{00Y*>, onden = dado amostrado. GL
= graus de liberdade, Gy, = coeficiente de variacéo experimental

O tratamento sem a presenca de AIB (Figura 3 Agsmmtou emissdo de raizes somente
aos 28 dias (22,2% de enraizamento), semelhantm@estracido de 1.000 mg'lde AIB
(33,3% de enraizamento) (Figura 3 B). Os tratansentorespondentes as concentragdes de
2.000 mg [* (Figura 3 C), 3.000 mgt (Figura 3 D) e 4.000 mgtde AIB (Figura 3 E)
apresentaram miniestacas enraizadas aos 21 dmak) gae aos 28 dias, a porcentagem de
enraizamento foi de 44,4%, 44,4% e 55,5%, respmotnte. Esse fato justifica a aplicacao
de AIB para obter maior velocidade e inducdo deesaadventicias em concentracdes iguais
ou superiores a 2.000 mg*l(Figura 3 C). Aos 45 dias, a porcentagem de enranéo
apresentou valores semelhantes em relacdo as t@udes de AIB (variacdo de 60,0% a

77,7% de enraizamento), independente do cloneaalali
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Figura 3 - Porcentagem de enraizamento (EN) déestatas d&ucalyptusbenthamiiem relacdo ao tempo de
avaliacdo e concentragéo de AIB. (A) sem aplicaliid\IB, (B) aplicacéo de 1.000 mg'lde AlB,
(C) aplicacéo de 2.000 mg'lde AIB, (D) aplicacédo de 3.000 mg de AIB e (E) aplicacdo de 4.000
mg L' de AIB

O comprimento da maior raiz variou significativarieerem relacdo ao tempo de
avaliacdo e concentracdes de AB<Q,01), ou seja, os clones apresentaram comportamen

semelhante quanto ao comprimento da maior raiaragoldo periodo considerado (Tabela 3).



140

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia parangprmento da maior raiz (CMR) de miniestacas de
Eucalyptushenthamiiem relacdo ao clone, tempo de avaliagéo e corpéats de AlB

Quadrados Médios

Causas da Variagdo GL CMR®Y
( cm miniestaca)

Tempo (TEM) 6 0,7346
Residuo-TEM 22 0,0034
Parcela-TEM 28 -
Clone (CLO) 2 0,0052
Regulador (AIB) 4 0,0012
CLO*AIB 8 0,0001°
CLO*TEM 12 0,0001°
AIB*TEM 24 0,0055
CLO*AIB*TEM 48 0,0004*
Residuo 263 0,0005
Subparcela 389 -
Média - 1,96
Cvexp.(%) - 31,9

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probidaitle de erro pelo teste F.Valor significativo ao nivel de 1% de
probabilidade de erro pelo teste#Dados transformados pav{00)f°, onden = dado amostrado. GL = graus de liberdade,
CVeyp. = coeficiente de variagdo experimental

Os tratamentos sem aplicacdo de AIB (Figura 4 A)080 mg [* de AIB (Figura 4 B)
apresentaram crescimento mais lento da raiz emca®laaos demais tratamentos,
correspondendo a raizes com 1,3 cm e 1,1 cm derooero, respectivamente aos 28 dias.
Os maiores valores do comprimento da maior raizesipiente de cultivo foram verificados
para os tratamentos com 2.000 my(Eigura 4 C), 3.000 mgt(Figura 4 D) e 4.000 mgt
de AIB (Figura 4 E), apresentando raizes com 1,6 Z81cm e 4,0 cm de comprimento,
respectivamente aos 28 dias.

Aos 35 dias a maioria dos tratamentos apresentouegamaiores que 5 cm, menos o
controle (sem AIB), o qual apresentou 2,7 cm. ABglias, o tratamento sem aplicacao de
AIB foi o que apresentou os menores resultados @mpdmento da maior raiz. O
comprimento da maior raiz para as concentracd@sof®® mg L' (Figura 4 B) e 2.000 mgt
de AIB (Figura 4 C) apresentou valores semelhaates}2 dias.

Em termos gerais, a presenca de AIB nas conceesaig2.000, 3.000 e 4.000 mg L
(Figura 4 C-E) promoveu resultados positivos pacarmprimento da maior raiz em todos 0s
materiais genéticos avaliados. A concentracdo 6602mg L' de AIB (Figura 4 C)
apresentou os melhores valores para a velocidadgardezamento e comprimento da maior
raiz. Os tratamentos de 3.000 mg e 4.000 mg ! de AIB (Figura 4 D-E) também

apresentaram efeitos promissores, porém ndo sécpsisar essas concentracdes para 0s
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materiais genéticos (BP101, BP118 e BP120), poigeapostas foram semelhantes a

concentracéo de 2.000 mg tle AIB (Figura 4 C).
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Figura 4 - Comprimento da maior raiz (CMR) de m#@tacas d&ucalyptusbenthamiiem relacdo ao tempo de
avaliacdo e concentracdo de AIB. (A) sem aplicatgfid\IB, (B) aplicacdo de 1.000 mg'lde AIB,
(C) aplicacéo de 2.000 mg'lde AIB, (D) aplicacéo de 3.000 mg de AIB e (E) aplicacéo de 4.000
mg L de AIB

Nas analises anatdmicas das miniestacas no ineiexperimento (0 dias), pode-se
observar disposicdo normal do cértex, cambio vascwuiasos condutores e a presenca de
ductos condutores subepidérmicos (Figura 5 A-E} gate dias de cultivo apés a entrada das
miniestacas na casa de vegetacdo para o0 enraizamegifica-se que nao ocorreu alteragao
da organizacao celular dos tecidos (Figura 5 Rd)ém aos 14 dias, percebe-se a formacao

de centros meristematicos junto ao cambio vasadartratamentos com 0, 1.000, 2.000 e
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3.000 mg [ de AIB. Os tratamentos com 3.000 e 4.000 migde AIB apresentaram
desestruturacdo tecidual com a formacao de catesnos (Figura 5 K-O). Aos 21 dias,
verificou-se a polarizacdo do apice radicial e gétude raiz adventicia nos tratamentos com
0, 1.000, 2.000, 3.000 e 4.000 mg, lcontudo observa-se a desestruturacdo dos tegilos
concentracéo de 4.000 md (Figura 5 P-T). Aos 28 dias, ocorreu inducéo deadventicia
apresentando conexao com o cambio vascular paratasientos com 0, 1.000, 2.000 e 3.000
mg L de AIB. Contudo ocorreu a inducéio de calos extemtotal desestruturacéo tecidual
no tratamento com 4.000 mg'L(Figura 5 U-W) com posterior enraizamento advémtic

indicando conexéao indireta com o cambio vascular.

0mg L ATB 1000 mg L' ATB 2000 mg L AIB 3000 mg L' AIB 4000 mg L' AIB

dias

dias | %

14

dias

21

dias| 3

28

dias

Figura 5 - Histologia do enraizamento em miniestada Eucalyptus benthamii(A-E) corte transversal da
regido do caule apés o tratamento com AIB, 0 df&as)) corte transversal da regiao do caule tratada
com AIB, 7 dias; (K-O) corte transversal da regi@ocaule tratada com AIB apresentando formacao
de centros meristematicos junto ao cambio vascllardias; (P-T) corte transversal da regido do
caule tratada com AIB apresentando indugéo daaxhienticia, 21 dias e (U-W) corte transversal da
regido do caule tratada com AIB apresentando mhiereticia, 28 dias. Barra: 100pum
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4.4 Discussao

Indmeros protocolos envolvendo estaquia e miniegatpram desenvolvidos para
espécies deucalyptugALFENAS et al., 2004), contudo, pard&acalyptushenthamij ainda
ndo existe protocolo adequado quanto a propagaged@edoétipos selecionados, sendo
necessarios ajustes para aumentar a qualidadengdgule das mudas clonais da espécie. Em
se tratando da miniestaquia, a técnica demonsiahilidade para a producédo de brotacbes
aptas a serem enraizadas em casa de vegetac&angrgana producao constante de mudas
durante todo o ano (CUNHA; WENDLING; SOUZA JUNIOR)05). Contudo, mesmo com
0S avancos biotecnoldgicos, pouco se conhece eit@sias caracteristicas organogénicas das
raizes adventicias, bem como, da velocidade d&d@uwddo enraizamento, os quais podem ser
usados como parametros para modelar matematicanceriéenpo de permanéncia dos
propagulos em casa de vegetacdo (FERREIRA et @04;2GOULART; XAVIER, 2008;
TITON; XAVIER; OTONI, 2002), otimizando a producde mudas no viveiro florestal.

A aplicacdo de auxinas na regido basal de estaoa@siestacas tém sido difundida e
empregada mundialmente para o enraizamento de ragraspécies lenhosas (HARTMANN
et al.,, 2011; SCHWAMBACH et al., 2008; WENDLING et.,a2010), influenciando,
também, a sobrevivéncia e enraizamento de mickEstale espécies consideradas
recalcitrantes ao enraizamento (BENNETT; MCDAVID; NOMB, 2003;
SCHWAMBACH; FADANELLI; FETT-NETO, 2005). Nesse seti, destaca-se a enorme
variacdo entre as concentracdes usadas, formulagdesmas de aplicacbes de auxinas
(ALMEIDA et al., 2007; BRONDANI, 2008; BRONDANI etl.a2010a; BRONDANI et al.,
2010b; FOGACA; FETT-NETO, 2005; SCHWAMBACH et alQdB; WENDLING et al.,
2000; WENDLING et al., 2010; WENDLING; XAVIER, 2005N&o obstante, sabe-se que o
AIB potencializa a inducdo de raizes em propagutass dependendo do manejo adotado e
do material genético, as concentracdes devem sstadps para obter melhores indices de
enraizamento (BENNETT; MCDAVID; MCCOMB, 2003; CORRERETT-NETO, 2004;
STAPE; GONCALVES; GONCALVES, 2001). No presenteudst o Eucalyptus benthamii
respondeu positivamente ao enraizamento a pasircdacentracdes iguais ou superiores a
2.000 mg L}, semelhante aos relatados pawalyptus cloezianfALMEIDA et al., 2007) e
Eucalyptus benthami Eucalyptus dunniifBRONDANI et al., 2010a; BRONDANI et al.,
2010b).

Como efeito indutivo do AIB, as raizes adventigmmsem surgir em uma grande

variedade de tecidos a partir de agregados deaséhiaduras que renovam sua atividade de
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divisdo celular, as quais se desenvolvem em mevéstpical da raiz de maneira analoga a
formacdo de raizes laterais (FOGACA; FETT-NETO, 5)0Gendo o enraizamento em
propagulos, especialmente controlado pelos teardégenos de auxinas (LI et al., 2009;
ZHU et al., 2010). Contudo, tem sido verificado gajicacdes exdgenas de auxinas
aumentam a porcentagem de enraizamento devido acidage de atuagcdo nos tecidos
vegetais localizados préximos a regido de contaim © regulador de crescimento
(FOGACA; FETT-NETO, 2005; HUSEN; PAL, 2007). A agdcao de AIB atua como agente
sinalizador para o aumento da concentracdo de aanendogenas, onde o acumulo da
concentracdo de AIB na regido basal da estaca @in®m agente metabolizante e de
sinalizacdo dos processos de inducdo do enraizaraduménticio (HUSEN, 2008). Durante o
contato externo com a célula, o AIB induz alteracd® metabolismo de enzimas,
carboidratos, RNA, DNA, proteinas, sendo que essatancas nas zonas de enraizamento
podem inibir ou promover a regeneracdo de raizescipalmente durante a divisdo e
diferenciacdo celular (BALTIERRA; MONTENEGRO; GARCIA004; DAI, CHENG;
SARGENT, 2004; HUSEN; PAL, 2007; KOMATSU et al., 20ZHU et al., 2010).

Por outro lado, a baixa temperatura pode inibirtigidade de auxinas endogenas
(CORREA; FETT-NETO, 2004; RASMUSSEN; SMITH; HUNT, (). Esse evento
fisiolégico pode ocorrer quando a coleta de bragagdrealizada distante do local do preparo
das estacas, onde os propagulos sao transportadésngos periodos em recipientes e sob
baixa temperatura. Estudos demonstraram que omdugdo do transporte basipeto de AIA
guando a temperatura é reduzida de 25°C para 4ARREDO et al., 2002), o que pode
influenciar a reducdo da inducdo de raizes nasesiatas durante as estacdes mais frias.
Rasmussen, Smith e Hunt (2009) verificaram fortiu@mcia da temperatura durante a
organogénese de raizes adventicias em estaédswdelliottii var. elliottii x Pinuscaribaea
var. hondurensisonde baixas temperaturas favoreceram a sobreva/élas estacas, porém
reduziu a porcentagem de enraizamento. Por outto, lalevadas temperaturas também
apresentam efeitos negativos a rizogénese, sobreimdrelacdo a absor¢cdo de nutrientes e
desnaturacdo de enzimas (CORREA; FETT-NETO, 20TTFNETO et al., 2001;
RASMUSSEN; SMITH; HUNT, 2009), sendo que a sensibdel aos efeitos deletérios em
condicbes de elevadas temperaturas também pode retd@ionada as caracteristicas
adaptativas de cada genoétipo (ALFENAS et al., 200ARTMANN et al., 2011). Apesar
desses relatos, pouco se conhece a respeito diws efe temperatura nos varios estadios de

desenvolvimento radicial a nivel celular, particalante de espécies lenhosas (CORREA;



145

FETT-NETO, 2004; RASMUSSEN; SMITH; HUNT, 2009) e sendecessarias pesquisas
para evidenciar tais interferentes e/ou alterafidiedogicas.

Outro problema observado em espécies dificeis d@zan envolve o elevado tempo de
permanéncia em condicbes de casa de vegetacadcadalevmidade relativa do ar e
temperatura do ar) para a inducéo da rizogénepae pode ocasionar mortalidade das mudas
e aparecimento de doencas (FERREIRA et al., 20@JIART; XAVIER, 2008; ZHU et
al., 2010). Quando os propagulos permanecem padionermpo em elevada temperatura e
umidade relativa do ar ocorre degradacdo de auxmaasregido basal do propagulo
(RASMUSSEN; SMITH; HUNT, 2009) efeito que pode prBgar a indugdo da raiz
adventicia e favorecer a formagdo de calo na rep&sal. Dessa forma, é importante
estabelecer um tempo 6timo de permanéncia em eagagetacdo para otimizar a producao
de mudas e minimizar as perdas. Em se tratandugalyptus benthamiinossos dados
sugerem que as miniestacas devem permanecer érdrd 3dias em casa de vegetagéo para
inducdo do enraizamento, podendo existir variagégglo ao material genético, condi¢des de
controle e época do ano. Porém, nesse caso, 0 téenpermanéncia em casa de vegetacao
ainda pode ser reduzido com o avanco do melhorama@atespécie e pela selecdo de
gendtipos que apresentam maiores indices de emeita, tendo em vista a sensibilidade ao
enraizamento das espécies Eecalyptusde clima subtropical em relacdo a variacdo da
temperatura (CORREA; FETT-NETO, 2004).

Em outras condi¢cbes de trabalho, Ferreira et BD4Pverificaram que o tempo 6timo
de enraizamento de miniestacas Hecalyptus spp. Eucalyptus grandisx Eucalyptus
urophylla e Eucalyptus grandix Eucalyptussaligng variou de 20 a 30 dias, sendo menor o
tempo de permanéncia em casa de vegetacdo destEaimaenéticos em relacdo ao
verificado no presente estudo pard&wcalyptus benthamiiConsiderando que os hibridos
eram compostos por espéciesklealyptusde clima tropical (FERREIRA et al., 2004), esse
fato esta de acordo com as observacbes de Alfanaks €004), Assis e Mafia (2007) e
Corréa e Fett-Netto (2004) em que as espéci&sidalyptusde clima subtropical necessitam
de maior tempo de permanéncia em casa de veggia@a inducdo da rizogénese. Esse fato
sugere que as instalacfes do viveiro deverdo sstadps com base na realizacdo de futuros
experimentos que visem adequar a sobrevivéncia raizamento de miniestacas de
Eucalyptus benthamisobretudo ao considerar as condicdes ambierdatash de vegetacao,

e dessa forma, buscar reduzir o tempo de produgéamuda clonal.
A conexdao vascular da raiz adventicia é outro pehtmve que deve ser levado em

consideragao quando se trata da qualidade da modazda. Geralmente, a presenca de calo
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ocupando uma regido de conexao vascular apresem@so problematico, pois a regido de
conexao € muito fragil, além de comprometer a famalidade total da raiz (LI et al., 2009). E
desejavel que a conexao vascular tenha origenmadicetambio vascular, o que influencia a
funcionalidade da raiz. A formacao de calo na e@iasal dos propagulos esta diretamente
associado a inducéo de raizes adventicias, sendsvemto importante para a diferenciagéo
celular (AMRI et al., 2010; BALTIERRA; MONTENEGRO; GZCIA, 2004; ZHU et al.,
2010). Porém, os dados do presente estudo sugerem inducdo da raiz adventicia a partir
do calo formou uma conexao muito fragil com o camimscular, sendo que a raiz pode
romper essa ligacdo com muita facilidade duramep@agem e plantio da muda a campo. As
raizes formadas sem a presenca de calo externseafaeam maior estabilidade da conexao
vascular, ndo ocorrendo o rompimento dos tecidowddos com facilidade, semelhante ao
relatado pareucalyptus globuluBALTIERRA; MONTENEGRO; GARCIA, 2004). As

raizes assim formadas apresentaram maior vigoeskengolvimento e crescimento.

4.5 Conclusodes

* A porcentagem de enraizamento entre os materiaistiges nao diferiu em relacdo a

aplicacao de AIB;

» Os tratamentos de AIB apresentaram resultados imssitao enraizamento,
considerando que a concentracdo de 2.000 thdakoreceu maior velocidade e

porcentagem de enraizamento, sendo que a indugadizdriciou-se aos 21 dias;

O tempo 6timo de permanéncia das miniestacas edeszem casa de vegetacao

variou de 35 a 42 dias, independente do materradtg® e concentracdes de AlB;

* As andlises histolégicas da rizogénese permitiranifiszar a formacédo de centros
meristematicos junto ao cambio vascular, sendo ajuaiz adventicia apresentou

conexao direta com o cambio vascular.
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5 MICROPROPAGACAO DE Eucalyptus benthamiMISANDO A FORMACAO DE
UM MICROJARDIM CLONAL

Resumo

O Eucalyptusbenthamii é uma espécie importante para a composicao deigslan
florestais em regides frias, porém existem difiadies para a obtencdo de mudas clonais,
principalmente devido aos baixos indices de enmmamdo, sendo que a micropropagacgao
pode proporcionar avancos na area de melhoraméorestil da espécie. Objetivou-se
desenvolver um método de clonagem de gendtiposicetsios deEucalyptusbenthamii
atraveés da técnica de micropropagacao visandangaf@o de um microjardim clonal. Para a
multiplicacdo de gemas axilares foram avaliados dmwnes (BP101 e BP118), trés meios de
cultura (WPM, JADS e MS) e combinacdes de BAP (05:0®50; 0,75 e 1,00 mgl) e
ANA (0; 0,025; 0,050; 0,075 e 0,100 mg)L O nimero de gemas emitidas por explante foi
avaliado aos 60 dias ap6s a inoculacdo. O expetmien conduzido no delineamento
inteiramente casualizado em arranjo fatorial (2x8Y5contendo cinco repeticbes com 10
explantes. Para o alongamento de brotacfes fostadtes combinacdes de 6@; 0,1; 0,2 e
0,3 mg ') e BAP (0; 0,05 e 0,10 mg™. O ndmero de brotacdes alongadas e o
comprimento médio da brotacdo por explante foraalialos aos 60 dias apds a inoculacéo.
O experimento foi conduzido no delineamento integate casualizado em arranjo fatorial
(2x3x4), contendo cinco repeticdes com cinco expRnComparou-se 0 enraizameio
vitro e ex vitro e aclimatizagdo das mudas clonais. O experimeotocdnduzido no
delineamento inteiramente casualizado em arranpridh (2x2), contendo seis repeticdes
com 10 brotacdes. Amostras da folha, caule, ragemas axilares foram coletadas para
analises histolégicas. A multiplicacédo vitro de gemas axilares deucalyptus benthamii
depende do material genético, meio de cultura eesdracdo de regulador de crescimento,
sendo que as melhores respostas foram obtidas @rdmeultura WPM suplementado com
0,5 mg * de BAP e 0,05 mgt.de ANA. O alongamento de brotacdes depende darialate
genético e regulador de crescimento, sendo queeatisores resultados foram obtidos em
meio de cultura isento de GA& BAP. A partir das analises histologicas veriiiksg que 0
enraizamentan vitro e ex vitro foram bem sucedidos, resultando em raizes adiastic
normais e apresentando conexdo direta com o camhbsacular. O protocolo de
micropropagacao foi eficiente para a producdo deraplantas deécucalyptus benthamie
pode ser usado para a formacédo de um microjardimaklinclusive podendo ser adotado
para a propagacao clonal de outras espécies.

Palavras-chave: Multiplicagdo; Alongamento; Ennameato in vitro e ex vitrg
Aclimatizacéo; Microcepa

Abstract

Eucalyptus benthamis an important component of forestry plantationsold regions,
but it is difficult to obtain clonal plants of th&pecies, especially by low adventitious rooting.
The micropropagation technique can provide advaincdse forest improvement this species.
The aim of this study was to develop a method flaning of selected genotypes of
Eucalyptus benthamiising a micropropagation technique for the fororatf a clonal micro-
garden. Foin vitro multiplication of axillary buds, two clones (BP1@hd BP118), three
culture medium (WPM, JADS and MS) and BAP (0; 0.25000.75 and 1.0 mg1) and
NAA (0; 0.025; 0.050; 0.075 and 0.100 md)Lcombinations were tested. The number of
axillary buds per explant was evaluated at 60 daer inoculation. The experiment was
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conducted in completely randomized design in faat@rrangement (2x3x5x5), containing
five replications with 10 explants. For the shagitngation, GA (0; 0.1; 0.2 and 0.3 mg™)
and BAP (0; 0.05 and 0.10 mg').combinations were tested. The number of elongstedts
and the average length of shoots per explant wexlei@ted at 60 days after inoculation. The
experiment was conducted in completely randomizsigeh in factorial arrangement (2x3x4),
containing five replications with five explants. &Hn vitro and ex vitro rooting, and
acclimatization of microplants were compared. Theeeiment was conducted in completely
randomized design in factorial arrangement (2x2)ntaining six replications with 10
explants. Samples of leaf, stem, root and axiltargs were collected for histological analysis.
The in vitro axillary buds multiplication ofEucalyptus benthamitdepends of the genetic
material, culture medium and concentration of pignatwth regulator, and the best responses
were obtained in WPM culture medium supplementeti @i mg [* BAP and 0.05 mg &
NAA. The elongation of shoots depends of the genetaterial and plant growth regulator,
and the best results were obtained in culture nmedree of GA and BAP. The histological
analysis showed that both vitro andex vitro rooting were successful, resulting in normal
adventitious roots showing direct connection witlhe t vascular cambium. The
micropropagation protocol was efficient for the mjgants production ofEucalyptus
benthamiiand can be used for the formation of a clonal oagarden, including can be
adopted for clonal propagation of other species.

Keywords: Multiplication; Elongationin vitro andex vitrorooting; Acclimatization; Micro-
stumps

5.1 Introducgéo

A micropropagacao envolve a producéo de plantasta de 6rgaos, tecidos ou células,
0s quais sao cultivadas vitro sob condigbes assépticas em meio de cultura adegueom
rigoroso controle das condicbes ambientais e nom@cs (GEORGE; HALL; De KLERK,
2008; MERKLE; NAIRN, 2005; THORPE, 2007). E uma téenque possibilita a obtencéo
de grande numero de plantas a partir de poucagzesgtem curto espaco de tempo e em area
reduzida (DAVEY; ANTHONY, 2010; HARTMANN et al., 2a] NEHRA et al., 2005),
apresentando aplicacbes comprovadas no setor tlbré&LFENAS et al.,, 2004;
WENDLING; DUTRA, 2010; XAVIER; OTONI; PENCHEL, 20Q7 XAVIER;
WENDLING; SILVA; 2009), especialmente pelo fato germitir menores variacdes
genéticas em relacdo ao explante original, o gsilteeem coOpia auténtica da planta-matriz
(NEHRA et al., 2005; NEUMANN; KUMAR; IMANI, 2009).

O Eucalyptusé o género florestal que mais possui estudosioekados a técnica de
micropropagacao (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009kssa técnica encontra-se
ligada aos programas de melhoramento que objetammaximizacdo ou manutencédo do
valor genético, permitindo acelerar os métodos ldeagem de propagulos oriundos de
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arvores adultas selecionadas (BUNN et al., 2009;. BENTE et al., 2001; JOSHI et al.,
2003; THORPE, 2007; WATT et al., 2003), como a @&t e miniestaquia, bem como,
servir de base para estudos relacionados a nutrigé&ral e anatomia.

Um dos objetivos da micropropagacéo é a necessiiaddonar espécies ou hibridos
gue apresentam elevadas taxas de cresciment@noiera baixas temperaturas e salinidade,
resisténcia a pragas e doencas e, principalmesta,oprejuvenescimento de plantas-matrizes
selecionadas de dificil enraizamento (BENNETT et &094; BENNETT; MCDAVID;
MCCOMB, 2003; DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009; GOMESANHOTO, 2003;
KLERK, 2002; NEHRA et al., 2005; NOURISSIER; MONTEU&) 2008), como no caso 0
Eucalyptus benthamiiContudo, devido dEucalyptusbenthamii ser recente em plantios
florestais existem limitacbes quanto a producdo sdenentes e, quando essas estdo
disponiveis, os precos sdo elevados. Dessa fornmicrpropagacdo apresenta-se como
alternativa para a multiplicacdo em larga escatelusive de matrizes previamente
selecionadas de. benthamiivisando a formacao de povoamentos florestais hémeags.

Em termos de controle morfogénico em condicdes vitro tem-se utilizado,
preferencialmente na fase de multiplicacdo de geosmbkormonios vegetais pertencentes ao
grupo das auxinas e citocininas (DAVEY; ANTHONY,120 LUDWIG-MULLER, 2000;
MATVEEVA; LUTOVA; NESTER, 2001). O grupo das giberas é utilizado para induzir o
alongamento de brotacbes (HARTMANN et al., 2011)ngiderando os reguladores de
crescimento mais utilizados para a obtencdo de gesmdares na micropropagacao de
Eucalyptus o BAP (benzilaminopurina) e ANA (acido naftaleaéico) merecem amplo
destaque, onde s&do suplementados ao meio de culagamais variadas relagbes e
concentracdes (ARYA et al, 2009; BISHT et al., $29BRONDANI et al., 2009;
BRONDANI et al.,, 2011; BRONDANI, 2008; DEL PONTE «l., 2001; DUTRA;
WENDLING; BRONDANI, 2009; HUNG; TRUEMAN, 2010; JOSHEt al., 2003;
SHARMA; RAMAMURTHY, 2000).

Os componentes do meio de cultura de naturezaidiefg@io: sais minerais (macro e
micronutrientes), vitaminas (biotina, acido folicoiacina, acido pantoténico, piridoxina,
tiamina e inositol), reguladores de crescimentdA(AAIB; ANA, BAP; GA3; 2,4-D e TDZ),
aminoacidos (asparagina, glicina e acido glutami&oldos organicos (acido citérico, acido
tartarico) e acUcares (sacarose e glicose) (GEORIBEL ; De KLERK, 2008).

Conforme a literatura, dentre os meios de culturaismutilizados para a
micropropagacao deucalyptusspp., destacam-se o0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
JADS (CORREIA et al., 1995) e WPM (LLOYD; MCCOWN, 198 contudo ndo existe
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protocolo definido para a micropropagacaoHiealyptusbenthamii Atualmente, existe a
necessidade de continuidade dos estudos com a&aédaimicropropagacao @icalyptus
principalmente no sentido de reducdo de custosjmieacio das etapas que compdem o
processo e estabelecimento de protocolos que pasaempregados para diversas espécies,
inclusive para o resgate de material adulto setecio (DUTRA; WENDLING;
BRONDANI, 2009; LUDWIG-MULLER, 2000).

Com base no exposto, o presente trabalho apresestguintes hipoteses e objetivos:

5.1.1 Hipoteses

* A multiplicacdo de gemas axilares varia de acomn o material genético, meio de

cultura e concentracdes de BAP e ANA;

» O alongamento de brotagfes varia de acordo comt@rialegenético e concentragdes
de BAP e GA;

* O enraizamentan vitro, ex vitro e aclimatizacado variam de acordo com o material

genético, sendo possivel produzir microcepas.

5.1.2 Objetivos

» Determinar a multiplicacdo de gemas axilares eacéa as concentragdes de BAP e

ANA, material genético e meio de cultura;

* Avaliar o alongamento de brotacdes em relacdo asectracoes de BAP e GA

material genético;

* Avaliar o enraizamentdn vitro, ex vitro e aclimatizacdo das mudas clonais até a

formacao de microcepas.
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5.2 Material e métodos

5.2.1 Caracterizacéo geral

Os experimentos foram conduzidos no Laboratérigidielogia das Arvores e Viveiro
Florestal, ambos pertencentes ao Departamento éeci@s Florestais da ESALQ/USP,
Piracicaba-SP. A andlise histologica dos tecidagetaés foi realizada em Laboratério de
Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas peetgie ao Departamento de Ciéncias
Biol6gicas da ESALQ/USP.

5.2.2 Coleta das brotagOes e preparo dos explantes

As minicepas dos clones deucalyptusbenthamiiMainden & Cambage (BP101 e
BP118) propagadas por miniestaquia e conduzidasistama semihidropdnico sem protecéo
foram pulverizadas com fungicida Kumulus D& 2 g ! de i.a. (p/v) (i.a.: enxofre, modo de
acao: protetor) sete dias antes da coleta das¢bestaFigura 1 A). Os propagulos foram
provenientes da segunda coleta de brotacdes, senddicionados em solucao a 1% de acido
ascorbico (p/v) (Figura 1 B). Em laboratério, fealizada remocédo das folhas e lavagem
superficial com agua deionizada, visando a elindinage particulas e poeira dos tecidos
vegetativos.

5.2.3 Estabelecimentan vitro da cultura

Segmentos nodais da porcdo mediana da brotacdendonum par de gemas axilares,
com remocéao das folhas e tamanho médio de 1,5 guré-1 C) foram imersos durante 15
minutos em solucéo fungica de Benlate58®,5 mg [* de i.a. (p/v) (i.a.benomyl Metil-
1-(butilcarbamoil)-2-benzimidazol carbanato, Dupanbdo de acédo: sistémico) acrescida de
Tween 20 (0,05%, v/v). Em seguida, foram lavadas éyua deionizada e autoclavada e,
imersos em solucdo hidroalcodlica a 70% (agua:8ladw) por 15 segundos, enxaguados
com agua deionizada e autoclavada e, submetidotugds de 1,5% (v/v) de cloro ativo
(NaOCl) acrescida de Tween 20 (0,05%, v/v) durdeminutos. Ao final do tratamento,
foram enxaguados com agua deionizada e autoclapadatrés vezes e inoculados
verticalmente em tubos de ensaio (2 x 10 cm), colael0 mL do meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). Apos a inoculagéo, os erpgs foram mantidos por sete
dias no escuro. Aos 28 dias ap0s a inoculacao forarsiderados estabelecidos os explantes

gue ndo apresentaram contaminacéao fungica, baweriau oxidacao.
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5.2.4 Tratamentos e delineamento experimental

5.2.4.1 Multiplicacéo

Brotacdes provenientes da fase de estabelecimemientlo de uma a trés gemas
axilares foram inoculadas em tubos de ensaio (P xm), contendo 10 mL dos meios de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), WPM (LLOYD; MCCOWNJ980) e JADS
(CORREIA et al., 1995) (Tabela 1), os quais forarplementados com 0; 0,25; 0,50; 0,75 e
1,0 mg L de benzilaminopurina (BAP) e 0; 0,025; 0,050; 8,@70,100 mg ©* de acido
naftalenoacético (ANA). Aos 30 dias foi realizadisultivo dos explantes para novo meio
de cultura mantendo-se os tratamentos. O nimegerhas axilares formadas por explante
foi avaliado aos 60 dias apo0s a inoculacdo. Aoslié® apds a inoculacdo foram coletadas
amostras da folha, caule, raiz e gemas axilares gradlises histologicas do desenvolvimento
morfogénico dos explantes. O experimento foi comituzno delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial (2x3x5x5), testaselalois clones (BP101 e BP118), trés
meios de cultura (MS, WPM e JADS), cinco concentragiie BAP combinadas com cinco

concentracdes de ANA, contendo cinco repeticdeskidexplantes.

5.2.4.2 Alongamento

Explantes contendo aproximadamente 50 gemas axi(al#idos a partir de 10 a 12
subcultivos em meio de multiplicacdo) foram inodos em frascos de vidro (6 x 7 cm) com
40 mL do meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980)goal foi suplementado com
0; 0,05 e 0,10 mgt.de BAP e 0; 0,1; 0,2 e 0,3 m@ lde &cido giberélico (G Em todos
os tratamentos foi adicionado 0,1 m@ lde Acido indolbutirico (AIB) para induzir o
enraizamento do tufo durante o alongamento dosdrétos 30 dias foi realizado subcultivo
dos explantes para novo meio de cultura mantenas-$seatamentos. O nimero de brotacao
alongada (> 1 cm) e o comprimento médio da brotpgéi@xplante (> 1 cm) foram avaliados
aos 60 dias apos a inoculagdo. O experimento fodwido no delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial (2x3x4), testareladsis clones (BP101 e BP118), trés
concentracbes de BAP combinadas com quatro coagées de G4 contendo cinco

repeticbes com cinco explantes.
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Tabela 1 - Composicédo basica dos meios de cultu8a \MPM e JADS utilizados para os experimentos de
micropropagacdo deucalyptus benthamii

Nutriente Ms® wWpM® JADS®
(mgl') (mgL') (mglL?)
N-NOs 551,71 135,89 308,03
N-NH," 288,61 69,97 55,97
P 38,69 38,69 92,85
Ca 119,95 120,54 200,44
K 783,86 493,11 430,10
S 55,50 237,67 106,45
Mg 36,49 36,49 72,94
B 1,08 1,08 0,54
Cu 0,006 0,064 0,318
Fe 5,58 5,58 11,17
Mo 0,10 0,10 0,06
Mn 5,49 5,49 5,49
Zn 1,96 1,96 0,98
Co 0,006 — 0,062
Fonte de Macro e Micronutriente FQ/PM (mgL (mgL!) (mglL?)
Nitrato de aménio (Reag@x NH;NO3/ 80,04 1.650,00 400,00 320,00
Nitrato de potassio (Nucle3r KNO3/ 101,10 1.900,00 - 809,00
Cloreto de célcio (Synﬁj CaCh.2H,0 / 147,02 440,00 96,00 -
Nitrato de célcio (Labsynfh Ca(NG,),.4H,0 / 236,15 - 556,00 1.181,00
Fosfato de potassio monobasico (Mallinck@c)dt KH,PQ, / 136,09 170,00 170,00 408,00
Sulfato de potassio (Syrfth K,SO, /174,26 - 990,00 -
Sulfato de magnésio (Mallinckrdgjt MgSQO,.7H,0O / 246,48 370,00 370,00 739,50
Sédio - EDTA (Nucledh) Na-EDTA.2H,0 / 372,24 37,300 37,300 74,500
Sulfato de ferro (Synfh FeSQ.7H,0 / 278,02 27,800 27,800 55,600
Sulfato de manganés (Ecifja MnSQ,.H,O /169,01 16,900 16,900 16,900
Sulfato de zinco (Mallinckro@) ZnSQ,.7H,0O / 287,54 8,600 8,600 4,320
Acido bérico (Ecibr8) H.BO;/ 61,83 6,200 6,200 3,100
lodeto de potéssio (Merk KI /166,01 0,830 - -
Sulfato de cobre (Mallinckroﬁ) CuSQ.5H,0 /249,68 0,025 0,250 1,250
Molibdato de sédio (Mer&® NaMo00O,.2H,0 / 241,95 0,250 0,250 0,150
Cloreto de cobalto (Meré) CoCb.6H,0 / 237,93 0,025 - 0,250
Fonte de Vitamina FQ/PM (mg) (mgl!) (mglL?)
Tiamina-HCI (Merc@) CyoH1gCpN4Os.xH,0 / 337,27 0,10 1,00 5,00
Piridoxina-HCI (MercR) CgH1,CINO, / 205,64 0,50 1,00 0,50
Acido nicotinico (Merc@) CeHsNO, / 123,11 0,50 1,00 0,50
Pantotenato C& (Merck®) CigH3,CaN0yg / 476,54 - 1,00 2,40
Biotina (Sigm&) CioH16N,03S / 244,30 - 0,01 -
Fonte de Aminoacido FQ/PM (mg') (mgLl!) (mglL?)
L-Cisteina (Sigm%) HCI.H,0 / 121,20 - - 5,00
Glicina (Mercl@) H,NCH,COOH / 75,07 2,00 1,00 —
Fonte de Carbono FQ/PM (mgl (mgL!) (mglL?h)
Mio-inositol (Sigm&) CeH1,06 / 180,20 100,00 100,00 100,00
Sacarose (Nucledy CioH25041 / 342,30 30.000,00  30.000,00 30.000,00

@ Adaptado segundo Murashige e Skoog (1962)Adaptado segundo Lloyd e McCown (1986).Adaptado segundo
Correia et al. (1995). FQ = férmula quimica, PMes@ molecular

5.2.4.3 Enraizamentdn vitro, ex vitro e aclimatizacao

Brotacdes alongadas vitro dos clones BP101 e BP118 com tamanho médio deni,5
foram transferidas para tubos de ensaio (2 x 10comendo 10 mL do meio de cultura WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980), o qual foi suplementado cor éng L* de ANA, 0,2 mg [* de
AIB, 20 g L* de glicose (Reag&n/ CsH1.0s / 180,16 g). Para cada tubo de ensaio foi
introduzido uma brotacdo. Apds o enraizamentoitro, as mudas foram repicadas para
recipientes plasticos (11 x 11 cm) contendo 206 @ensubstrato composto pela mistura de

vermiculita média e Basaplant Flore§té2:1, v/v), o qual foi previamente autoclavado. Em
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cada recipiente plastico foi introduzido de duamiatro brotagdes enraizadas e adicionado 80
mL de 4gua destilada. O enraizameerxovitro deu-se pela transferéncia direta das brotagdes
obtidas na fase de alongamento para bandeja deg@ontendo substrato composto pela
mistura de vermiculita média e Basaplant Flor8sfat1, v/iv). A bandeja de células foi
envolvida com polietileno para manter a umidadatned do ar elevada, formando um
miniestufim. Nao foi utilizado regulador de creseimo para a promog¢do da rizogénege
vitro. Tanto para 0 enraizamenito vitro quanto para @x vitrg as mudas obtidas foram
repicadas para tubetes conicos (55°)¢nsendo em seguida, transferidas para casa de
vegetacdo com sombrite de 50% para aclimatizac@ntiu21 dias. Apdés o processo de
aclimatizacdo, as mudas foram transferidas paraargsade pleno sol, visando a rustificagédo
e crescimento durante 30 dias. Durante o periodpergrental foram avaliadas a
porcentagem de enraizamento e aclimatizacdo daasn@l experimento foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado em arratgoidh (2x2) testando dois clones (BP101

e BP118) e duas origens de brotos \(itro e ex vitrg contendo seis repeticdes com 10

brotacdes.

5.2.5 Preparo do meio de cultura e condi¢co@s vitro

O meio de cultura foi preparado com agua deionizadionando-se 7 g'Lde agar
(Riolab®) e 30 g [* de sacarose (Nucléat C;oH»011 / 342,30 g). O valor do pH foi ajustado
para 5,8 com HCI (0,1M) e NaOH (0,1M) previamenteligd do agar ao meio de cultura, e
entdo autoclavado a temperatura de 12%°C,Q kgf cn¥) durante 20 minutos. Os explantes
foram cultivados em sala de incubacdo com temperatantida a 25°C (+ 2°C), fotoperiodo
de 12 horas e luminosidade de 40 umglsth O BAP (Acro$ / CioH1iNs / 225,25 g) e ANA
(Sigm& / C1oH100, / 186,2 g) e AIB (Merck / Ci,H13NO, / 203,24 g) foram adicionados ao
meio de cultura antes da autoclavagem. G (Agm& / CrgH»0g / 346,4 g) foi adicionado
ao meio de cultura, ainda em fase liquida, logosap6autoclavagem, sendo que o
procedimento foi executado em camara de fluxo lampor meio da utilizacdo de filtro

descartavel (Millex - GPcom membrana estéril de 0,22 pm).

5.2.6 Andlise histolégica

As amostras foram fixadas em uma solucdo de foefddd e glutaraldeido
(KARNOVSKY, 1965) e submetidas a trés séries deiwge 620 kgf cnf) por 15 minutos,
para remocéo do ar. Em seguida, as amostras fagaitiratadas por meio de série alcodlica-
etilica em concentragbes crescentes (10, 20, 305@060, 70, 80, 90 e 100%, v/v),
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permanecendo em cada solugéo por 10 minutos, sgend®guida, emblocadas em resina de
hidroxietil metacrilato (Leicd). Os blocos contendo as amostras foram seccionados
longitudinalmente ou transversalmente @ de espessura com o uso de micrétomo rotativo
manual acoplado com navalha do tipo C. Os cortéglasb foram corados com azul de
toluidina (0,05%, v/v) em tampédo fosfato e &cidoicd (SAKAI, 1973) e montados em
laminas histolégicas com resina sintética (Ent&)lanAs laminas histolégicas foram
analisadas e fotomicrografadas com microscopicolude (Zeiss-Jeneme® em escala

micromeétrica, sendo as imagens capturadas com adaensung (SDC-313).

5.2.7 Analise estatistica dos dados

Os dados mensurados de todos os experimentos Bulametidos ao teste de Hartley
(P<0,05) e Lilliefors P<0,05) e transformados quando necessario. Em sedoidrealizada
analise de variancia (ANOVA<0,01 eP<0,05). De acordo com a significancia da ANOVA,
os dados dos fatores qualitativos foram comparpdhlusteste de Tukey€0,05) e, os dados
dos fatores quantitativos foram submetidos a amalis regressao polinomiaP<0,01 e
P<0,05) com representacdo em superficie de respbiibzaram-se os pacotes SOC
(EMBRAPA, 1990) e STATISTICAL PROGRAM (MSTAT, 1994) rgaa andlise estatistica
dos dados.

5.3 Resultados

5.3.1 Estabelecimento e multiplicacao

As brotacdes coletadas a partir de minicepaBumlyptusbenthamii(clones BP101 e
BP118) conduzidas em minijardim clonal apresentagapelente aptiddo para o cultiio
vitro (Figura 1 A-C), além de garantir uma fonte de dgbdes em quantidade e qualidade
durante todo o ano.

A assepsia adotada para a fase de introdutaotro foi satisfatoria, apresentando
quantidade suficiente de explantes estabelecidasneemissdo normal de brotacdes axilares
para serem utilizadas nas fases subsequentesgHidD). A taxa média de estabelecimento
de segmentos nodais foi de 65%, independente dee,ckendo que as brotacdes emitidas
apresentaram comprimento entre 1 a 2 cm, aos 30aids a introducéim vitro. Para a
multiplicacdo de gemas axilares, a analise de m@garevelou interacdo entre os fatores

material genético, meio de cultura e concentragédBAP e ANA (Tabela 2).
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Tabela 2 - Resumo da analise de variancia do nimhergemas emitidas por explante (NG) Elecalyptus
benthamiicultivadoin vitro em relagéo ao clone, meio de cultura e concergsagd reguladores de
crescimento, aos 60 dias de avaliacdo

Quadrados Médios

Causas da Variacao GL NG
( explanté')

Clone (CLO) 1 5.518,63
Meio (MEI) 2 802,06
BAP 4 2.409,71
ANA 4 71,15
CLO x MEI 2 38,15°
CLO x BAP 4 480,05
CLO x ANA 4 8,46°
MEI x BAP 8 104,66
MEI x ANA 8 25,71
BAP x ANA 16 53,67
CLO x MEI x BAP 8 92,43
CLO x MEI x ANA 8 40,27
CLO x BAP x ANA 16 72,96
MEI x BAP x ANA 32 48,44
CLO x MEI x BAP x ANA 32 40,69
Residuo 525 12,67
Média - 9,34
CVexp(%) - 38,10

"SValor ndo significativo ao nivel de 5% de probiglitle de erro pelo teste e ™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pelce teéstGL = graus de liberdade, Gy = coeficiente de variagéo
experimental
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. — .6 - 0 -—=wO
Figura 1 - Detalhe das fases de micropropagacadcudmalyptus benthamii(A) minicepas cultivadas em
minijardim clonal com sistema semihidropdnico (detfdo com areia) para o fornecimento de
brotacbes; (B) material vegetal utilizado parateottucéoin vitro proveniente da segunda coleta de
brotacbes, barra: 2 cm; (C) segmento nodal contemid@ar de gemas axilares sem a ponteira e
folhas — setas indicam gemas axilares, barra:r;5[8) segmento nodal estabelecidwitro aos 30
dias apos a inoculacéo, barra: 1,5 cm; (E) explaotéendo multiplas gemas axilares em meio de
cultura WPM suplementado com 0,5 mg tle BAP e 0,05 mgt de ANA apés 60 dias apds a
inoculagdo, barra: 1,0 cm; (F) tufo apresentanddtipfis gemas axilares com iniciacdo de
alongamento de brotagdes em meio de cultura WPNemgmtado com 0,5 mg“Lde BAP e 0,05
mg L de ANA apés 10 a 12 subcultivos, barra: 2 cm;t(®) enraizado (microcepa) e apresentando
brotacées alongadas em meio de cultura WPM supkagierom 0,1 mg t.de AIB aos 60 dias apds
a inoculacao, barra: 2 cm; (H) brotacbes alongadaseio de cultura WPM suplementado comsGA
aos 60 dias ap6s a inoculacdo, barra: 1,0 cmJ)lbeotacBes enraizadasvitro em meio de cultura
WPM suplementado com 0,2 mg'lde ANA e 0,2 mg L* de AIB aos 21 dias ap6s a inoculac&o,
barra: 2 cm
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A andlise de regressao polinomial apresentou ettianadequada para os valores
médios reais. Os valores do coeficiente de detexgém ficaram compreendidos entre 0,69 e
0,85, sendo possivel modelar adequadamente o ctampnto da inducdo de gemas axilares

durante o tempo considerado para cada clone edeeaialtura (Tabela 3).

Tabela 3 - Resumo da analise de variancia com dexsigfio dos tratamentos em regressédo polinomial do
nimero de gemas axilares emitidas por explant&wlyptusbenthamiicultivado in vitro em
relagdo do clone, meio de cultura e concentrag@eseguladores de crescimento, aos 60 dias de

avaliacao
Soma de Quadrados
f/a“.sasida c] I ClONE BP0k e —oomememoeees Clone BP118-———-
ariacao
MS WPM JADS MS WPM JADS

BAP 4 3.621,2 5.569,3 1.588,8 8449 1.277,6 183,0°
ANA 4 3414 146,6° 106,5 87,9 157,6 8,1
BAP x ANA 16 1.300,6 905,6 1.239,1 240,3 1.134,8 82,6°
Residuo 99 1.792,5 3.335,5 266,0 259,2 845,6 153,5
Média - 13,05 13,78 9,22 7,08 7,33 4,65
CVexp(%) - 34,19 42,11 20,86 23,35 39,68 32,09
SQM - 3.609,8 5.604,1 2.054,1 848,0 1.773.5 193,6
SQT - 5.263,2 6.621,5 2.934,4 1.173,1 2.570,0 273,7
R? - 0,69 0,85 0,70 0,72 0,69 0,71

"SValor ndo significativo ao nivel de 5% de probiglitle de erro pelo teste e ™ Valor significativo ao nivel de 5% e 1%
de probabilidade de erro, respectivamente pelcee teéstGL = graus de liberdade, Gy = coeficiente de variagéo
experimental, SQM = soma de quadrados do modeld@, €@oma de quadrados dos tratamentds= Roeficiente de

determinacéo

O clone BP101 quando cultivado em meio de culturaa@i®sentou cerca de 21 gemas
por explante (Figura 2 A) e 18 gemas por explamereeio WPM (Figura 2 B). Porém em
meio JADS o valor foi de 14 gemas emitidas por &xj@ (Figura 2 C). O clone BP118
apresentou 9 gemas emitidas por explante quantieacld em meio de cultura MS (Figura 2
D) e cerca de 11 gemas por explante em meio WPMir@ 2 E). Em meio de cultura JADS,
o valor médio foi de 6 gemas emitidas por expléiatgura 2 F). O clone BP101 emitiu maior
numero de gemas que o clone BP118 ao considerasmomtempo (60 dias) de cultivo
vitro, demonstrando ser um material genético mais respgondurante a fase de
multiplicacdo. Independente do meio de culturaoael as combinagfes proximas a 0,50 mg
L™ de BAP e 0,05 mgt de ANA foram as que apresentaram os melhorestagss! quanto

a proliferacdo de gemas axilares (Figura 1 E).
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CLONE: BP101  MEIO DE CULTURA: MS CLONE: BP101  MEIO DE CULTURA: WPM

NG =1.1+118.2 BAP - 241.2 BAR 134.7 BAB + 101.6 ANA - 902.9 ANA - 34.8 BAP ANA (R = 0.69) NG =1.8 +122.7 BAP - 237.1 BAR 122.4 BAP - 93.8 ANA + 707.5 ANA + 14.3 BAP ANA (R = 0.85)
Ponto Critico de BAP = 0.34 mglL Ponto Critico de BAP = 0.36 mg'L
Ponto Critico de ANA =0.05 mgt. Ponto Critico de ANA =0.06 mgt.
Ponto Maximo de NG = 20.9 gemas expldnte Ponto Maximo de NG = 18.2 gemas expldnte
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NG = 1.7 +49.6 BAP - 73.7 BAR- 28.6 BAB + 86.3 ANA - 971.7 ANA + 30.5 BAP ANA (R = 0.70) NG =1.3 +37.0 BAP - 58.8 BAR- 29.3 BAB + 31.2 ANA - 212.2 ANA - 19.1 BAP ANA (R =0.72)
Ponto Critico de BAP = 0.48 mgiL Ponto Critico de BAP = 0.47 mgiL
Ponto Critico de ANA =0.05 mgt Ponto Critico de ANA =0.05 mgt
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CLONE: BP118 MEIO DE CULTURA: WPM CLONE: BP118 MEIO DE CULTURA: JADS
NG = 0.8 +37.1 BAP - 46.3 BAP- 14.5 BAP + 82.1 ANA - 772.6 ANA - 17.6 BAP ANA (R = 0.69) NG = 1.5 +27.0 BAP - 49.6 BAP- 25.7 BAB + 3.3 ANA + 132.6 ANA - 20.3 BAP ANA (R =0.71)
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Ponto Maximo de NG = 11.3 gemas expldnte Ponto Maximo de NG = 6.0 gemas explahte
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Figura 2 - Variacdo do numero de gemas (NGyitro de explantes d&ucalyptus benthamiém relagdo as
concentracdes de BAP e ANA em diferentes meiosulteire. (A) meio de cultura MS e clone
BP101; (B) meio de cultura WPM e clone BP101; (@iorde cultura JADS e clone BP101; (D)
meio de cultura MS e clone BP118; (E) meio de calM¥PM e clone BP118; (F) meio de cultura
JADS e clone BP118

Em termos de analise visual, ndo se observou eatas folhas dos explantes quando
cultivados nos meios de cultura WPM e JADS, os qeaisesponderam as melhores
caracteristicas morfologicas tanto em termos dedgéo de gemas axilares quanto ao padréao
de desenvolvimento de folhas. Além disso, paraonecBP101 foi observada a multiplicagéo
de gemas axilares e iniciacdo do alongamento dead@®s em meio de cultura WPM
suplementado com BAP e ANA apos 10 a 12 subcultfifagura 1 F). O meio MS resultou
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em clorose intensa das folhas dos explantes alépratkizir gemas axilares com aspecto
rosetado, ndo sendo aconselhado o seu uso parseadéamultiplicagdo dos materiais
genéticos avaliados.

Outra diferenca entre os meios de cultura refeziugslanto a manifestacédo de
organismos endofiticos. O meio MS (<10%) apresebtiya manifestacdo de organismos
endofiticos, 0o WPM (30 a 40%) correspondeu a grarrmediario, porém sem comprometer
0 crescimento e desenvolvimento dos explantes. NaSJ(>80%), ocorreu manifestagao
elevada de organismos endofiticos, porém sem cangtes o crescimento do explante. Por
essas caracteristicas e pela analise das equacSésdas, o meio de cultura WPM foi
adotado para as demais fases da micropropagadaacds/ptus benthamii

Os cortes histologicos das gemas multiplicadas eemo nde cultura WPM nas
combinacdes de 0,5 mg'lde BAP e 0,05 mgt de ANA, revelaram a emissédo de gemas
axilares normais oriundas de meristemas pré-exéstedos tecidos do meristema axilar
(Figuras 3 A, 3 C-D), bem como, revelou folhas (feg3 B) e caules (Figura 3 E) com
desenvolvimento normal. Durante essa fase, ndcdostatada organogénese indireta dos

tecidos (presenca de calo), o que denota a clonbgensucedida dos materiais genéticos.



165

Figura 3 - Cortes histolégicos de explante€dealyptus benthamgultivadosin vitro. (A) corte transversal a
mao-livre da brotacdo evidenciando gemas axilarésepistentes (gax) e gema apical (gap); (B)
corte transversal da folha evidenciando a epidgep® e presenca de aerénquima (ae); (C) corte
longitudinal de brotagdo evidenciando a gema apla-existente (gax); (D) corte longitudinal
evidenciando gema axilar (gax), setas indicam esgideristematicas; (E) corte transversal do caule
evidenciando a epiderme (ep), aerénquima (ae) eioarascular (cv); (F) corte transversal do caule
evidenciando alteragfes no padrdo de arranjo dhgasécambiais e formagdo de centros
meristematicos rizogénicos, seta indica célula stmmatica; (G) corte transversal do caule
evidenciando regido de conexdo vascular normahidaadventicia com o cambio vascular (cv); (H)
corte longitudinal da raiz adventicia evidenciaimttucéo de raiz secundaria normal. Barra: 100um
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5.3.2 Alongamento

A andlise de variancia dos dados amostrados reveli@ito significativo da
concentracdo de BAP suplementada ao meio de c@tareelacdo ao numero de brotacdes
alongadas por explante. Houve interacao entretosetaclone e concentracdes de BAP g GA

para o comprimento de brotacdes de explant&dalyptus bentham{irabela 4).

Tabela 4 - Resumo da analise de variancia paraneride brotacdes alongadas (NB > 1 cm) e comptomen
de brotacéo (CB > 1 cm) de explantesdealyptus benthamém relacdo ao clone, BAP e gAos
60 dias de avaliacdo

Quadrados Médios

Causas da Variacéo GL NB CB
( explanté') ( cm explanté)
Clone (CLO) 1 2,77 10,05
BAP 2 12,93 18,71
GA; 3 0,48° 0,66"°
CLO*BAP 2 2,18° 7,69
CLO*GA; 3 0,7%° 0,85°
BAP*GA, 6 0,46° 0,61
CLO*BAP*GA; 6 0,82° 1,73
Residuo 48 0,81 0,33
Média - 0,44 0,55
CVexp(%) - 55,67 33,94

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probigsifle de erro pelo teste F.Valor significativo ao nivel de 1% de
probabilidade de erro pelo teste F. GL = grausteedade, CV,, = coeficiente de variagéo experimental

O maior numero de brotacdes alongadas (> 1 cmkepplante ocorreu em meio de
cultura isento de BAP, sendo que a estimativa éoll @9 brotacGes alongadas por explante
(Tabela 5). Ao considerar o comprimento das br@sg@dongadas maiores que 1 cm, pode-se
verificar que a suplementacéo de 0,10 rifgde GA na auséncia de BAP resultou em maior
comprimento de brotacdes por explante para o dBPE01. Para o clone BP118, tanto a
auséncia de GAquanto a suplementacéo de 0,10 rigle GA; no meio de cultura isento de
BAP favoreceram o maior comprimento de brotacOesepplante (Tabela 6). Somente os
tufos que ndo foram expostos ao {3A1 ao BAP apresentaram raizes na porcao basih efe
provavelmente ocasionado pela adicdo do AIB ao kheicultura, o que pode ter favorecido a
emissado de brotacfes mais vigorosas e com mell@ndeamento do estado nutricional e
hormonal.

Em termos qualitativos pela andlise visual, as orel respostas para a inducdo de
brotacdes alongadas maiores que 1 cm de comprinfmatm obtidas na auséncia de BAP e
GAs, sendo que nessas condi¢cdes todas as brotacOeserstpram-se vigorosas e com

excelente formacdo (Figura 1 G). Todas as brotagdesgadas na presenca de sGA
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apresentaram-se finas, com aspecto estiolado e fofims reduzidas (Figura 1 H),
independente do clone avaliado. Além disso, asabdes que foram tratadas com G¥%o
apresentaram inducéo de raizes, o que sugere dedograu de inibicdo da rizogénese pela
presenca de GA(efeito residual). De acordo com essas caradtasse com a analise de
comparacao de médias, o meio de cultura mais adequera o alongamento de brotacdes
dos clones BP101 e BP118 foi o isento de BAP g.GA

Tabela 5 - Valores médios do nimero de brotac@egatas (NB > 1 cm) de explanteEgcalyptus benthamii
em relacdo as concentracdes de BAP aos 60 digendon0,1 mg ' de AIB

BAP NB
(mg L) ( explanté')
0,00 1,29+1,57 A
0,05 0,04+0,20 B
0,10 0,00+£0,00 B

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra fd@erdi significativamente pelo teste de Tukey acelnde 5% de
probabilidade de erro. Dados apresentados comdanétesvio padrao

Tabela 6 - Valores médios do comprimento de bra@ms¢GB > 1 cm) de explante &eicalyptus benthamém
relacéo ao clone e concentracdes dg EBAP, aos 60 dias, contendo 0,1 mde AIB

Clone BP101 Clone BP118
GA; BAP BAP
(MgL") e (mgLh) (mg L) mmmememmeeeeeeeeeee
0,00 0,05 0,10 0,00 0,05 0,10
0,00 1,53+1,78 Ba 1,20+1,32 Aa  0,00£0,00 Ab  1,7Z50ha 0,00+0,00 Ab  0,00+0,00 Ab
0,10 4,13+0,65 Aa  0,00+0,00 Bb  0,00+0,00 Ab 1,0Z&0da 0,00+0,00 Ab  0,00+0,00 Ab
0,20 2,57+0,66 Ba 0,00+0,00 Bb  0,00+0,00 Ab 0,008Bb 0,00+0,00 Ab  0,00+0,00 Ab
0,30 2,17#1,25Ba  0,00+0,00 Bb  0,00+0,00 Ab  0,008Bb 0,00+0,00 Ab  0,00+0,00 Ab

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra raklsc nas linhas, médias seguidas por mesmarntetnascula ndo
diferem significativamente pelo teste de Tukey aelnde 5% de probabilidade de erro. Dados apradestcomo: média +
desvio padrédo

5.3.3 Enraizamentain vitro, ex vitro e aclimatizacao

O enraizamenton vitro (porcentagem > 90%) dos clones BP101 e BP118dni b
sucedido aos 21 dias de cultivo em meio de cultPM suplementado com 0,2 md' lde
ANA, 0,2 mg L* de AIB e 20 g [* de glicose. As raizes emitidas nas microestacas
apresentaram formacdo normal e com emissdo des rgézandarias vigorosas (Figura 1 1-J),
o que foi fundamental para o excelente desenvohiione crescimento da parte aérea. Em
alguns cortes anatdbmicos do caule em regides pad&xianemissdo de raizes foi possivel
verificar ondulacdes dos tecidos cambiais (FiguFg,Xaracterizando arranjo das células do
cambio vascular (tecido meristematico) para a fgénale centros meristematicos e posterior
inducdo da raiz adventicia. A analise histoloégiaaalz emitida da brotac&o revelou conexao

com o cambio vascular caulinar, ndo sendo observagiEnogénese indireta (presenca de
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calo), o que caracteriza conexao vascular bem glec@igura 3 G). Além disso, foi possivel
evidenciar inducédo de raiz secundaria normal (RBigui).

Semelhante ao enraizamemovitro, o enraizamentex vitrodas brotacdes de ambos os
materiais genéticos no sistema de miniestufim aptes elevados indices (porcentagem >
90%) aos 21 dias, denotando a viabilidade paradugio de microplantas a partir do uso
desse sistema.

De acordo com a ANOVA houve interacdo entre o clenerigem da microplanta

enraizadaif vitro ouex vitrg para a porcentagem de aclimatizacdo aos 60 Tadela 7).

Tabela 7 - Resumo da analise de variancia para r@emagem de aclimatizagcdo (ACL) de mudas
micropropagadas deucalyptushenthamiiem relagéo ao clone e origem de enraizameémtatfo ou
ex vitro), aos 60 dias apds a repicagem para tuberes c@fiamd)

Quadrados Médios

Causas da Variacao GL ACL
(%)

Clone (CLO) 1 64,582
Origem (ORI) 1 19.621,603
CLO*ORI 1 2.737,294
Residuo 77 180,210
Média - 53,07
CVexp(%) - 25,29

" Valor ndo significativo ao nivel de 5% de probidaitle de erro pelo teste F.Valor significativo ao nivel de 1% de
probabilidade de erro pelo teste F. GL = graustsedade, CY,, = coeficiente de variacéo experimental

O clone BP101 apresentou cerca de 40% de mudasaticiadas e o clone BP118 cerca
de 32%, ambos com origem de enraizamdantovitro (Figura 4). Porém, a técnica de
enraizamentan vitro mostrou-se onerosa por ser necessaria a realidacama repicagem a
mais do material enraizado para o recipiente dévoutlurante a fase de aclimatizacao
(Figura 5 A-B).

Para as mudas que apresentaram origem de enraipaexexitro (Figura 5 C-D), a
porcentagem de aclimatizacdo foi superior as mugas apresentaram origem de
enraizamentan vitro. O clone BP101 apresentou cerca de 65% de actiagdi e o clone
BP118 cerca de 87% de microplantas aclimatizadgarg4).

A necessidade de apenas uma repicagem durant@ipagnentcex vitro para substrato
composto pela mistura de vermiculita média e Baseapflorestdl pode ter influenciado os
maiores valores de enraizamento, tendo em vist@iass ndo sofrerem danos excessivos
durante as transferéncias, além de ser evidenaigedominancia de habito de crescimento
ortotropico da parte aérea (Figura 5 E-F).
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O enraizament@x vitro no sistema de miniestufim foi menos oneroso e atooea
sobrevivéncia das microplantas enraizadas, sengsiy@b obter nUmero elevado de mudas
(Figura 5 G). As mudas obtidas dos clones BP10P 1B foram submetidas ao processo de
rustificacéo e crescimento para a obtencéo dassmgtaopropagadas.

As mudas assim obtidas foram utilizadas para atiteiggo de um microjardim clonal
de Eucalyptus benthamiconduzido em vasos (Figura 5 H), o qual serazatlb para a
realizacdo de futuros ensaios experimentais dezanmantoex vitro por meio da técnica de

microestaquia.
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Figura 4 - Porcentagem de aclimatizacdo de mud&sidalyptus bentham{clone BP101 e BP118) em relacéo
a origem do enraizamentm (vitro e ex vitro), aos 60 dias apés a repicagem para o tubetecplalst
55cnt. Médias seguidas por mesma letra mailscula paraesmo clone entre as origens de
enraizamento e, médias seguidas por mesma letizsauila para a mesma origem de enraizamento
entre os clones, nao diferem significativamente peste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Dados apresentados como: média * desgrd@a
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Figura 5 - Fases e procedimentos para o enraizangeatlimatizacdo das mudas micropropagadas. (A e B
microplantas enraizadas vitro e repicadas para recipiente plastico contendotratibscomposto
pela mistura de vermiculita média e Basaplant Btafé(2:1, v/v) aos 30 dias, barra: 1 cm; (C e D)
microplantas enraizadasx vitro em miniestufim contendo bandeja de células pradashcom
substrato composto pela mistura de vermiculita médBasaplant Floresta(2:1, v/v) aos 30 dias,
barra: 2 cm; (E) microplantas (enraizaétasitro e ex vitro) repicadas para tubetes conicos (55)cm
contendo substrato composto pela mistura de velitignédia e Basaplant FlorestdR:1, v/v) aos
30 dias, barra: 2 cm; (F e G) microplantas aclinsatds aos 120 dias, barra: 2,5 cm; (H) obtencéo da
microcepa para fornecimento de novas brotage24®dias, barra: 2 cm

5.4 Discussao

O Eucalyptus benthamapresenta elevado potencial silvicultural para@raposicdo de
plantios florestais em regies mais frias, prinicigante ao considerar a ocorréncia de geadas
severas e temperaturas negativas (HIGA; PEREIRA3200VANOVIC; BOOTH, 2002;

SILVA et al., 2004). Nessas condicbes, foram regikis adequado crescimento e
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adaptabilidade para fins comerciais de diferensdtipos e procedéncias dessa espécie
(MUJIU et al., 2003; PALUDZYSZYN FILHO; SANTOS; FERRRA, 2006). Porém, ainda
existem problemas em relacdo a obtencdo de sementdesmudas clonais de genotipos
selecionados ddtucalyptus benthamij levando em consideracdo os baixos indices de
enraizamento registrados pelas técnicas de est@gRIACA; SHIMIZU; TAVARES, 1999)

e miniestaquia (WIT ONDAS et al., 2009).

Dentre as técnicas de clonagem de espécies lendestmca-se a micropropagacao,
pois além de garantir a producdo de mudas em ksgala e em espaco reduzido (HUNG;
TRUEMAN, 2011; MANKESSI et al., 2009; NOURISSIER; MORUUIS, 2008; XIAO;
NIU; KOZAI, 2011), apresenta a vantagem de promaveejuvenescimento dos tecidos
vegetativos a partir de inumeros subcultivowitro (GEORGE; HALL; De KLERK, 2008;
HARTMANN et al., 2011; NEHRA et al.,, 2005), o quedeomelhorar os indices de
enraizamento e acelerar os programas de melhorarenécnolégicos de gendtipos dificeis
de enraizar (XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007; XAVIERVENDLING; SILVA, 2009).
Indmeros protocolos de micropropagacédo foram dededes para diferentes espécies de
Eucalyptus porém cada gendtipo apresenta um comportameirto ate acordo com as
condi¢cOes estabelecidas em cada fase da micromciadestabelecimento, multiplicacao,
alongamento, enraizamento e aclimatizacdo), seedessarios ajustes do protocolo para
otimizar o sistema de producéo de mudas.

Considerando o estabelecimento vitro de segmentos nodais & benthamij os
valores foram semelhantes aos reportados na Ulitara(BRONDANI et al.,, 2009;
BRONDANI et al., 2011; BRONDANI, 2008; XAVIER; OTON PENCHEL, 2007), os
quais podem ser considerados elevados e adequados pnicropropagacéo @eicalyptus
(DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). O minijardim cleal produziu brotacdes em
quantidade e qualidade adequadas em qualquer dpaaao, representando fonte adequada
para o fornecimento de brotagdes para a introdungéidro de segmentos nodais (explantes) e
inducdo de gemas axilares pré-existentes. De acmmioBrondani et al. (2009) os indices de
estabelecimentm vitro de explantes (no caso de segmentos nodais) geralis@o elevados
guando as brota¢cbes sao originadas de minicepagddbrnecedora de brotacdes) cultivadas
em minijardim clonal protegido, devido ao maior tole ambiental e nutricional, em
comparacdo aos explantes originados de arvoresaadttletados diretamente do campo.
Dessa forma, o estabelecimeirtaitro também esta ligado a nutricdo da planta doadera, b
como seu estado fitossanitario e condicdes de maRej observado que o tempo mais

adequado para efetuar a primeira troca de meiailtiera correspondeu aos 28 dias. Nessa
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época, as brotacbes axilares emitidas podem séadesr e transferidas para meio de
multiplicacdo para a obtengéo de novas gemas.

Durante o cultivoin vitro, o desenvolvimento e o crescimento dos explanfes s
influenciados diretamente pela composicao nutridameio de cultura, o qual € composto
por combinagbes de macro e micronutrientes, bem ogcowitaminas, aminoécidos,
carboidratos e reguladores de crescimento (NEUMAKNMAR; IMANI, 2009). O meio
de cultura tem por finalidade manter adequadamastearacteristicas de crescimento do
explante pelo suprimento constante de nutrientdeneais compostos em curto espaco de
tempo (DAVEY; ANTHONY, 2010). O meio de cultura WPMlbstrou ser o mais adequado
para ser usado na fase de multiplicagdo de gem&meaxem explantes dBucalyptus
benthamij em comparacdo ao MS e ao JADS. O meio de cultirM\Wambéem apresentou
resultados satisfatérios para o cultiwo vitro de Eucalyptuserythronemax Eucalyptus
stricklandii (GLOCKE et al., 2006)Eucalyptus globulugPINTO et al., 2008) &ucalyptus
camaldulensis(DIBAX et al., 2010), porém € pouco usado na npoopagacdo de
Eucalyptus O meio de cultura WPM — Wood Plant Medium — (LLOY®CCOWN, 1980)
foi especialmente desenvolvido para o cultivo dpéeies florestais lenhosas. Dentre as
principais caracteristicas em comparacdo aos demeiss de cultura avaliados (MS e
JADS), o meio de cultura WPM apresenta reduzidonoidé osmatico, fator esse que pode
ter favorecido o cultivan vitro, levando em consideragéo as exigéncias nutridataicada
genotipo. O meio de cultura JADS (CORREIA et 893) foi desenvolvido para o cultivio
vitro de Eucalyptusgrandis x Eucalyptusurophylla, porém, apresentou maior manifestacao
de organismos endofiticos. Provavelmente, esstogiede estar relacionado as diferentes
relagbes nutricionais dos meios de cultura avatia@wnsiderando esse aspecto, quando o
explante era muito pequeno (tufo com cerca de Henmgrio) houve maior manifestacdo de
organismo endofitico, contudo néo inviabilizou dtiga in vitro em meio de cultura JADS.
Diferente do WPM e do JADS, o meio de cultura MS (MWBRAGE; SKOOG, 1962) foi
desenvolvido para o cultivo de tabaco, e mostrauoseneio de cultura com a menor
manifestacdo de organismos endofiticos, porém api@s o menor desenvolvimento dos
tufos (brotacdes cloroticas e com necrose), alémdlezir gemas com aspecto rosetado, nao
sendo aconselhado o seu uso para a micropropadasaoateriais genéticos avaliados.

Em termos de controle morfogénico na fase de nlickigho de gemas (axilares ou
adventicias), os reguladores mais usados em variamabinacdes referem-se a auxinas e
citocininas (DAVEY; ANTHONY, 2010; GEORGE; HALL; D&LERK, 2008; HOSSAIN;
KIM; LEE, 2010; KOMATSU et al., 2011; PAPP; PLATHQ21). O presente experimento
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baseou-se em testar combinacdes de ANA e BAP,mmasentraces entre 0,5 mg de
BAP e 0,05 mg ! de ANA no meio de cultura WPM mostraram ser ashorek para a
obtencdo de gemas axilares em quantidade e qual@@delquadas. Essas combinacbes de
reguladores de crescimento mantiveram o controldog@nico deEucalyptusbenthamiiem
niveis semelhantes aos registrados na literatura pamicropropagacdo de diferentes
genotipos ddeucalyptus(ARYA et al., 2009; BISHT et al., 1999; BRONDANI at., 2011;
BRONDANI, 2008; JOSHI et al., 2003; SHARMA; RAMAMURTHY2000). O ajuste das
curvas de superficie de resposta também foi efeipara auxiliar na estimativa dos pontos
proximos ao 6timo das combinagfes dos reguladagesrescimento (platd), apresentando
coeficientes de determinacdo adequados para exmiceomportamento dos clones em
relacdo as combinacgdes de reguladores de cresoiment

O alongamento das brotacGasvitro depende de intensas variacdes das concentracoes
de reguladores de crescimento (GEORGE; HALL; De RKE 2008; WENDLING;
DUTRA, 2010), e durante esse estadio é desejavet blotos alongados em curto espaco de
tempo. Contudo, o uso de @pode promover o estiolamento excessivo do brofVy;
ANTHONY, 2010) e também pode inibir o enraizamefii@ UMANN; KUMAR; IMANI,
2009). O BAP em conjunto com o GAdo deve ser empregado para o alongamento de
brotacfes dos materiais genéticos avaliados, @msesulta em brotacbes adequadas para o
enraizamento (brotagcbes muito estioladas, com dothduzidas e frageis, Figura 1 H). As
melhores brotacdes alongadas foram obtidas emdeetaltura WPM suplementado com 0,1
mg L' de AIB, o qual promoveu o enraizamento do tufoosterior inducdo de brotacdes
(Figura 1 G). A qualidade nutricional do broto estésociada ao seu enraizamento
(BENNETT; MCDAVID; MCCOMB, 2003; GEORGE; HALL; De KLER, 2008; HUNG;
TRUEMAN, 2010; HUNG; TRUEMAN, 2011; SCHWAMBACH; FADANHE.I; FETT-
NETO, 2005), e a presenca da raiz no tufo provaselenpromoveu adequado metabolismo
da planta (DAVEY; ANTHONY, 2010; GEORGE; HALL; DelleRK, 2008; NEUMANN;
KUMAR; IMANI, 2009), resultando na producdo de brdeg mais vigorosas e aptas ao
enraizamento. Apos a coleta das brotacfes, os fofasn mantidos novamente no meio de
cultura WPM sem destrui-lo, a fim de produzir nolostos (que ocorreu entre 8 a 12 dias).
A partir dessa nova Otica de alongamento de bretagd vitro, os tufos enraizados
(microcepas, Figura 1 G) podem ser mantidos pogdsrperiodos em condi¢dés vitro,
produzindo brotagcdes com adequado balanceamentaohal e nutricional durante todo o

ano, favorecendo o posterior enraizamento e aciaG#o.
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O enraizamento de brotagbes € a fase de maionldéide para a obtencdo de
microplantas (ARYA et al.,, 2009; BENNETT; MCDAVID; MGOMB, 2003; HUNG,;
TRUEMAN, 2011), a qual pode limitar a viabilidade demprego da técnica de
micropropagacao para um determinado genétipo (HUNGJEMAN, 2010; MANKESSI et
al., 2009; NEHRA et al., 2005). Em termos de corapa@ap do enraizamentio vitro com oex
vitro, salienta-se a necessidade de uma repicagem alasarmmudas para um novo recipiente
de cultivo, aumentando a mao-de-obra e o risco a@fidar as raizes. Dessa forma,
recomenda-se 0 enraizamemtovitrg pois a microplanta € submetida a menor estresdse p
ndo necessidade de uma repicagem a mais, resuandwiores indices de aclimatizagao.

Outra vantagem a ser considerada nesse estudoe-sefea ndo necessidade de
aplicacao de regulador de crescimento (por exeropddB) para 0 enraizamentex vitra
Esse efeito pode ser atribuido as melhores corgligdiicionais e hormonais das brotacdes
alongadasn vitro (BENNETT; MCDAVID; MCCOMB, 2003; HUNG; TRUEMAN, 2010;
HUNG; TRUEMAN, 2011; NOURISSIER; MONTEUUIS, 2008; S@HMBACH,;
FADANELLI; FETT-NETO, 2005) proporcionadas pelo azamento do tufo.

Segundo Li et al. (2009) existem duas vias que poaléginar e/ou induzir a formacgéao
de raizes adventicias em brotacd@spbr organogénese direta, au) (por organogénese
indireta. A partir da andlise dos cortes histolégida raiz foi possivel verificar conexao
vascular direta com o cambio vascular, o que infliee adequada funcionalidade da raiz
(Figura 3 G). A qualidade da raiz emitida esta magsociada ao sucesso da aclimatizacao, o
gual envolve o crescimento e rustificacdo da miartp para promover adaptacdo as
condi¢gbes ambientais (DAVEY; ANTHONY, 2010; NEHRA&., 2005).

Dessa forma, foi possivel obter plantas normaig pefaizamentex vitrosem o uso do
regulador de crescimento, possibilitando a formatgimicrocepa em condi¢des vitro para
a composicao de um microjardim clonal (Figura 5Adjmicrocepa (muda usada no canaletao
e oriunda do processo de micropropagacdo) poderaseapgar melhores indices de
enraizamento, levando em consideracdo o maior deuejuvenescimento dos tecidos
promovido pelos sucessivos subcultiwes/itro (ASSIS; MAFIA, 2007). Contudo, os dados
deverdo ser analisados em futuros experimentos \maitcar e validar a viabilidade de
aplicacéo dessa técnica em escala comercial.

O protocolo desenvolvido para a micropropagacao gesoétipos deEucalyptus
benthamii foi eficiente e poderd ser utilizado para a clemagde espécies florestais
consideradas de dificil enraizamento, como as riefds ao plantio em regiées mais frias

(espécies dEucalyptussubtropicais).
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5.5 Conclusbes

A multiplicacdo in vitro de gemas axilares deucalyptus benthamidepende do
material genético, meio de cultura e concentragdeedulador de crescimento. As
melhores respostas foram obtidas em meio de cilii suplementado com 0,5 mg
L™ de BAP e 0,05 mgtde ANA;

O alongamento de brotacbes depende do materidigre&egulador de crescimento.

Os melhores resultados foram obtidos em meio deirauisento de GAe BAP,
porém, suplementado com 0,1 mgde AIB;

« O enraizamentm vitro e ex vitroforam bem sucedidos, resultando raizes adventicias

normais e de conexao direta com o cambio vasdre&nomenda-se 0 enraizameao

vitro devido aos maiores indices de sucesso na aclagatzlas mudas;

» O protocolo para a micropropagacado dos genotipoEumlyptus benthamifoi

eficiente, sendo possivel produzir mudas para fotmmamicrojardim clonal.
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ANEXO A - Valores médios das temperaturas do ar referemasa de vegetacdo que alocou o minijardim
clonal deEucalyptusbenthamiiem sistema de vasos

Temperatura (°C)

Temperatura (°C)

Semana Coleta TMAX TMED TMIN Coleta TMAX TMED TMIN
——————————————————— Novembro de 2009 -----------—-- --m-mmmmmmemeem-—-—--- Maio de 2010 -------—-----------
1 - - - 36,8+0,35 25,9+1,24 15,0+2,83
2 08/11/09’ 37,8+2,12 29,5+0,86 21,3+0,61 52 (192 dias) 3168kl 22,9+1,66 14,1+3,69
3 38,5+2,43 29,9+1,17 21,4+0,48 31,1+0,67 22340, 13,8+1,44
4 35,4+2,38 28,7+1,29 21,9+0,33 32,3+1,27 234831, 15,3+2,03
———————————————————— Dezembro de 2009 ----------------- -m--m-mmmmeemm-—--- Junho de 2010 --—--------------
1 35,1+4,08 28,2+2,63 21,2+1,35 32,0+0,82 22@#2, 12,743,38
2 36,4+1,63 28,6+1,32 20,8+1,11 30,1+1,53 20781, 11,3+1,91
3 33,6+3,40 27,0+1,79 20,4+1,03 62 (227 dias) 8R5H 21,5+0,94 11,2+1,35
4 1% (52 dias) 37,0+2,39 29,5+1,14 21,9+1,36 33,2+1,09 23,0+1,08 12,7+1,66
—————————————————————— Janeiro de 2010 --------—-------- -=m-mmmmmmeeeemm—--—-- Julho de 2010 —-----------------
1 38,3+1,46 30,1+0,94 21,9+0,63 32,2+2,25 21@#1, 10,3+0,42
2 34,7+3,04 28,4+1,54 22,1+0,38 30,2+4,96 22,731, 14,242,40
3 35,7+3,30 28,9+1,72 22,1+0,38 31,6+3,66 22881, 14,8+1,04
4 31,6+2,77 26,4+1,49 21,3+0,76 33,6+0,90 24880, 14,6+0,92
--------------------- Fevereiro de 2010 -------—-------- --mmmmmemeeeomom----- Agosto de 2010 —----------m--e--
1 2(88 dias) 40,5+2,10 30,9+1,21 21,4+0,48 72 (269)dia 32,6+1,72 23,0+1,34 13,5+1,80
2 37,8+3,83 29,8+1,89 21,8+0,45 32,4+0,61 22380, 12,2+1,65
3 36,5+4,80 29,1+2,48 21,7+0,45 32,3+0,95 20820, 9,5+0,96
4 35,3+4,30 28,1+2,55 21,0+1,15 33,8+2,52 238#1, 13,0+2,07
---------------------- Margo de 2010 -------------------- -----=--------——---- Setembro de 2010 —---------------
1 33,6+2,57 26,9+1,20 20,2+1,78 34,1+3,27 24@%1, 14,3+0,49
2 3F(125 dias) 38,5+2,53 29,1+1,19 19,8+1,15 34,2+1,70 24,1+0,89 14,0+0,58
3 36,4+1,14 28,3+0,69 20,2+0,76 33,8+1,26 253%0, 16,8+1,32
4 35,5+3,36 28,6+1,62 21,8+0,35 32,0+2,26 23832, 15,6+2,22
----------------------- Abril de 2010 ----------—--------- -----m--mm-m--—--—--- Outubro de 2010 —-----------------
1 33,1+1,95 26,7+1,43 20,3+2,48 #(816 dias) 33,3+2,33 25,6+1,10 17,940,74
2 42 (162 dias) 34,5+1,04 24,7+0,73 14,9+0,63 R S1CK1) 23,8+0,95 14,5+2,00
3 36,6+1,46 26,1+0,14 16,9+1,11 33,7+2,08 2680, 18,2+2,74
4 36,1+1,19 27,8+0,98 19,5+1,30 35,7+2,78 26@%1, 17,242,27

TMAX = média das temperaturas maximas, TMED = md&iha temperaturas médias, TMIN = média das
temperaturas minima8) Data do plantio das mudas no minijardim clonald@aapresentados como: média +
desvio padrao. Periodo considerado das estagéasad@rimavera (22 de setembro a 21 de dezembecdpv
(22 de dezembro a 21 de mar¢o), outono (22 de n@2dode junho) e inverno (22 de junho a 21 devdmis)
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ANEXO B - Valores médios das temperaturas do ar referecésa de vegetacdo que alocou as miniestacas de
Eucalyptusbenthamiipara a indugdo do enraizamento adventicio

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Semana Coleta TMAX TMED TMIN Coleta TMAX TMED TMIN

------------------- Novembro de 2009 -----------—-- -------me--mm-———--—-- Maio de 2010 -------—-----------

1 - - - 31,0+0,87 22,7+1,17 14,3+2,45

2 08/11/08” - - - 52 (192 dias) 28,3+1,35 21,3+1,44 14,3+1,90

3 - - - 29,0£2,17 21,7+1,02 14,4+3,76

4 - - - 26,0+1,90 20,4+1,88 14,8+2,55
-------------------- Dezembro de 2009 ----------------- -------=m-------—-—— Junho de 2010 --—--------------

1 - - - 28,0£1,95 21,1+1,99 14,2+2,22

2 - - - 30,1+1,00 21,2+2,44 12,4+3,65

3 - - - 62 (227 dias) 27,0£0,65 19,7+1,56 12,31,8

4 1% (52 dias) 33,1+2,01 28,3+1,12 23,4+1,38 29,2+0,67 21,4+1,34 13,5+1,45
---------------------- Janeiro de 2010 --------—--------- -------me--m--——---—-- Julho de 2010 —-----------------

1 34,4+2,12 28,9+0,73 23,4+0,85 28,5+1,93 19,0#1, 9,5+0,88

2 33,3+2,03 28,5+0,45 23,7+1,09 29,7+2,02 22920, 14,2+1,18

3 33,5+1,78 28,5+0,55 23,5+0,67 30,0+1,70 21880, 13,6%2,94

4 32,3+1,97 27,3+1,10 22,3+0,70 29,5+3,27 214531, 13,5+1,69
————————————————————— Fevereiro de 2010 -------——-------- -m--memmmmmeem--—-- Agosto de 2010 —----------------

1 2(88 dias) 33,743,17 28,1+1,08 22,5+0,54 72 (268)dia 27,3+1,93 20,9+2,98 14,5+2,18

2 32,8+2,10 28,0+0,90 23,2+0,46 27,2+1,90 20,341, 13,8+0,90

3 31,0+2,00 27,0+0,45 23,0+0,47 28,1+1,95 18231, 8,7+1,65

4 34,5+3,21 28,3+1,65 22,0+1,19 29,5+2,01 22,81, 14,4+1,55
—————————————————————— Marco de 2010 ------------=------- -=m-mm-m-mmom---—--- Setembro de 2010 —--------------

1 29,4+2,01 25,242,11 21,0+1,76 29,8+2,26 22,030, 14,1+0,45

2 3*(125 dias) 32,6+3,13 26,5+1,85 20,3+1,59 30,042,00 22,2+1,02 14,4+0,56

3 33,8+2,06 27,3+1,32 20,8+1,30 29,3+1,50 23030, 16,6+1,34

4 32,0+2,00 27,6+1,09 23,2+1,01 28,0+1,13 2131, 15,2+1,45
——————————————————————— Abril de 2010 ----------—--------- --mm-=m-mm--m----—--- Outubro de 2010 —-----------------

1 33,0+1,90 26,8+1,79 20,5+1,65 ?(816 dias) 29,1+2,80 23,6+1,56 18,0+1,34

2 42 (162 dias) 31,5+1,05 22,0£1,77 13,5+1,76 2885 21,5+2,01 14,0+2,87

3 31,0£3,07 23,9+0,90 16,8+2,15 29,5+1,70 249%1, 18,4+1,49

4 33,6+1,50 26,8+1,05 20,0£1,22 30,5+1,30 23831, 17,1x1,34

TMAX = média das temperaturas maximas, TMED = méiha temperaturas médias, TMIN = média das
temperaturas minima& Data do plantio das mudas no minijardim clonald@aapresentados como: média +
desvio padrao. Periodo considerado das estacdasad@rimavera (22 de setembro a 21 de dezemhecdpv
(22 de dezembro a 21 de marco), outono (22 de naaPdode junho) e inverno (22 de junho a 21 derdmies)





