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RESUMO

Considerando a necessidade de se aperfeigoar técnicas
apropriadas de propagacfio vegetativa para mult}plicacio clo-
natl, a pesquisa teve por objetivo, o desenvolvimento de uma
metodologia de micropropagagio, via segmentos nodais de
plantas Jovens de &£. ciériodora e £. tereficornis. As fases
contempladas  foram, desinfestacio dos explantes, indugaon,
multiplicag8o e elongacio das brotagies € ainda o enraiza-
mento. Foi utilizado o meio bdsido de MURASHIGE & SKOOG, su-
plementado com sacarose a 2 4 (p/v) e solidificado com agar
a @,8 % (p/vy. Para a desinfestagio dos explantes foram tes-
tadas diferentes concentragies de hipoclorito de sddio (NaD-
Cl1) em diferentes perindos de exposicfo. Na induglo e multi-
plicagdo wutilizaram-gse diferentes concentragies de BAP (Né-
benzilaminopurina) e AIA (Acido indol-3-acético) e, para a
maltiplicag@o de £. ftereéicornis incluiram-se diferentes
concentracoes de ANA (Scido naftalenoacético). Utilizaram-se
na elongacio das brotagdes diferentes concentragdes de GAg
(Acido giberédlico) & CA (Carvdo ativado?), no meioc hasico de
M&S, suplementado com BAP a 0,1 mgs/l e ANA a 0,1 mgs/l. No
enraizamento, foram dsadas concentragies de ANA e AIB (Acido
indolbutirico) gseparadamente. & menor porcentagem de conta-
minagion, foi obtida com o uso de @,5 % de NaDll por 1€ minu-
fos. Explantes de E. citriodora e £. ereffcornis apresenta-
Fam  ouma maior indugic £ desenvolvimento, com o uso de BaP a
2,25 mg/1 e ald a 2,1 mg/1l e BAP a 9,25 mg/1 e Al a 0,04
mg/1 respectivamente. &s maiores tamxas de multiplicaglio de
brotagides para £E. cifriodora Toram obtidas com BAP a 4,0
mg/1 e AIA a 0,1 mg/l e, @,35 mg/1 de BAP para £. fereficor-
nis. Para a elongacRo das brotagres de E£. farebicorais, a
redugio da concentracio de BAP para @,1 wmg/1 @ ANA a ¢,1
mg/1 foi a melhor combinagio. A elongagio nio foi necessario
para o £. oifrigdora.s O uso de AIB ¢ ANA a 9,5 mg/l resulta-
Fam  em um maior numero de brotaghes para £. cifriodora e £.
tereticornfs respectivamente. Neste estudo & micropropagagcio
de plantas Jjovens, resultou em uma taxa média de multiplica-
cao de 24,1 brotagfes/explante para £. cifrigdora ¢ de 5,0
brotagrhes/explante para £. tereficornis, com uma porcentagem
de enraizamento de 86,7 Z ¢ 10¢ 7 respectivamente.



ABSTRACT

An improved micropropagation procedure fTor massal clo-
nal propagation of furalypfus ciftriodora and Lucalypbus Le-
reticornis  was  obtained. Explants were surface sasterilized
with @.5 or 1.8 % (v/v? sodium hypochlarite for varinus pe-
riods of exposurs and aseptically transferred on MURASHIGE &
SKOOG  ba=al medium supplemented with 2 4 (p/v) sucrose, @.98
A (p/sv)y agar. In the growth induction and multiplication
stages, wvarious concentrations of BAP (hbenzylaminopurine:
and IAAa (indole-3-acetic acid) were used. For the multipli-
cation stage of £. fereficornis, different concentrations of
NAa (I-naphthalene acetic acid) were included. At elongation
stage, combinations of different concentrations of Gy (gib-
herellic acid) and CTA (activated charcoal) wesre added basal
medium containing @¢.1 ma/1 BAP and NAA. Elongated shoots we-
re trooted on media containing variouws concentrations of NAA
and IBA (indole-3-butyric acid). Highest multiplication ra-
tes Ffor L. cifriodora wers obtained with 1.9 mgs/l BaAP  and
P,1 mg/1 IAA whereas 0.5 mg/l was the best for £. tereficor-
nis. Shoots of £, ferebficornis elongated more on a media
containing 2.4 mgs1 of BaAP and NAA. The elongation stage was
not necessary for £, cifriodora. The grsatest number of roo-
ted shoots occurred in mediam containing .3 mg/1 IBA and
N&d  For E. cifriodora and £. fereficornis. In this work,
milftiplication rates of 24.1 and 5.0 shoots/explant and roo-
ting of 84.7 and 1¢@ % for £. cifriodora and £. Fppret (oo
nis, respectively were obtained.



i INTRODUGCAO

Entre as espécjes florestais de rapido crescimento, os
eucaliptos tem se destacado devido a multiplicidade de usos
que apresentam, podendo ser empregados para fins de prodﬁcﬁo
de matéria prima florestal, plantios de protegio, quebra-
ventos € ornamentagio. Proporcionam também madeiras de den~
sidaﬁe baixa, media e alfa, variando o seu uso desde a fa-
bricagao de caixas, miveis, carvao vegetal, papel até dor-
mentes de estrada de ferro (MANGIERI & DIMITRIZZ). Por todas
essas caracteristicas e além de se desenvolverem em uma va-
riedade de tipns de clima e solo, apresentam-se como uma das

BEpecies floresztais mais produtivas (BONDA & DURZANS Y |

!

ulyptus cibriodora, possui caraﬁter(sticas impor-
tantes tanto pela madeira como pelo conteildo de dleo na sua
folhagem. Sesgundo STURION et. al.aﬁ, de doze espeécizs de eun-
caliptos estudadas; E. citriodora, apresentous madeira de
mainor densidade, sendo a mais adequada para a producio de
eneréia e paré 1506 qUE requerem resisténcia mecaniﬁé dgé

pegas. Alem desses wsos, sua madeira @ tambeém Stima  para



(18]

zarraria, postes, cabos para ferramentas, portas, embarca-
¢res e também, pela sua Flexibilidéde, pode ser utilizada em
curvatiuras. Ainda, as suas folhas posﬁﬁém um Gleo essencial,
usado com fins medicinais, industriais e de perfumaria (MAN-
GIERI & DIMITRIZZ).

No Brasil, fucalyptus cftrfodora ¢ muito conhecido,
tendo sido plantado no norte de S350 Paulo @ Tridngulo Mingi-
ro. .Esta espécie esta entre as primeiras introduzidas no
Brasil por Navarro de Andrade e, por cruzar somente com £.
maculata e E.f torelliana, conservol sua  puresa  genética
(GUIMARZES et. al.18),

Uma outra espécie importante pelo seu uso e qué cComEga
a despontar como‘potencial para o Brasil, € o EhcaIZPfU5‘fg~.
reticornis.  Além de sua madéfra ser util para serraria, es-

) .

truturas, construgoes e postes, & também usada para compen-—
sados, conglbmerados. papel, lenha e carvido vegetal. Esta
especie  florestal, vem revelando ser resistente a pragas e
doengas e a deficiéncia hidrica (FERREIRAI®). ‘

“No  Brasil fucalypfus tereficorn{s ¢ bastante conheci-
do, embora sejam raros o5 plantios puros. Nos plantios rea-
lizados com sementes de origem de Rio Claro, € comum a pre-
senga  de  hibridos, principalmente com £. grandéis e £.
uroehylila. As pesquisas realizadas com esta especie indicam-
na como adequada  para & regido do cerrado e da  mata, em

areas com s0los arenosos, quentes € imidos no VGF&O, @ COom

seca de 4 a4 5 meses no inverno (GUIMARAES et. al.18)y,



A propagacio dos fucalypfus & realizada principalmente
por zementes (BONGA & DURZAM®). Porém a maioria das espécies
dos eucaliptos podem também ser propagadas vegetativamente
(HARTNEYZ1) ., Segundo a FADY, a propagacfo vegetat iva de in-
dividuos, ¢ promissora para a utilizagio direta e em grande
escala dos ganhos obtidos por meio de programas de melhora?
mento genetico. _ ‘

O0s principais métodos classicos de propagaglo vegeta-
tiva uwsados com sucaliptos s80: estaquia, enxertia = alpor~
quia. A estaquia, apresenté 0 pfoblema da dificuldade de en-
raizamento, principalmente a medida_qde aumenta a idade da
planta, devido aparentemente a presenga de substdncias ini-
bidoras (PATON et. al.32). Ainda segundo ANEJA & ATALZ,
tentativas de multiplicar plantas de fucalypfus ciériofora,

.
com alto conteudo de dlieo essencial, por meio da estaquia,
N30 tiveram SUCESEO0.

Por outro lado, a enxertia € a alporquia em ELuralye-
:us, 30 ODNErosas € 55 58 aplicam para fins especiais, tais
comn estabelecimento de pomares de semente; Jardim clonal e
outros (CRESSWELL & FOSSARDS). Adiciqnalmente, ao baixo
rendimento desses dois métodos de propagacio vegetativa, ‘a
enxertia apresenta o problema de incompatibilidade entre en-
“2rto e porta-enxerto (HARTNEY21) |

Uma outra técnica alternativa de propagagio vegetati-
YA, € a micropropagacio. Esta técnica € recomendada para a
propagacao de espécies que, quando propagadas pelos métodos
convencionais, apresentam umé dificil ou demorada multipli-

cagio ou para varieédades de grande valor comercial (CHEEZ).



‘Ainda, esta técnica oferece as vantagens de requerer pouco
gspaco, propagar individuos livees dé doengas € principal-
mente obter altas taxas de multiplicacio (HARTNEYZZ), A mi-
cropropagacan possibilitaria também, realizar programas de
N

nmelhoramento genetico am meEnor 23pago de tempo (McKEAND &
WEIRZ8) e a producgiao de plantas duranté o ano todo, indepen-~
dente do clima, tempo, € com peauenn espago fisico (CHEEZ).

Ate o presente momento, foram diversos os estudos rea-

0N

lizados oom micropropagacao para as diferentes

10}

species de
Eucalgptus., ‘Especi?icamentp para fucalyplus citriodora, to-
ram determinados meios para indugiao e-multiplicacio de bhro-
tagoes. Entretanto, n3o determinaram 0s meios para enraiza-
mento (SITA34; GREWALL et. al.i7). Por outro lado, GUPTA et.

al.iq, trabalhando com plantas adultas, conseguiram enraizar

L3
I

brotagoes =0 na quarta sub-cultura, & a porcentagem conse-—
guida foi baixa (35% a 40%).

Considerando a necessidade de se aperfeigoar técnicas
de propagagio wvegetativa para multiplicagio clonal, o pre-
sente trabalho teve por Finaiidade.‘a obtengio de uma meto-
dolngia de micropropagagan de plantas Jovens de Eucalypbus

CHErindora e Eucalypbus terebicornis.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Eucalzgpfus cifeiodora

Eucalypbus citriodora tem sua ditribuigfo natural na’
parte oriental do esztado de Guesnsland-dustralia, entre as
latitudes . 172 & 262 S. Existem duas areas principais de

ocorréncial  entre Mackay e Marygborough (22e a 242

i)

}, & na

regiﬁo praima a Atherton (L72 a 192 $). A primeira popula-
A0 se encontra a uma altitude de 7% a 300 metros, e a se-
gunda  de 48¢ a 80@ metros (HILLIS & BROWNZ4). Esta espécie,
ocorre também associada com populagies de Furalyptus fersti-
cornés, £l Erfantha, £. sidvecophloia, £. panfculafa, . oo
flagua, E. aacsul’ta e Arauvcaria cuaninghamii (MANGIERI & DI-
MITRIZZ ).

| Quanto as exigéncias edafoclimdticas, esta espécie
ouorre em rFegioes tropicais, com precipitacio pluviometrica
anal de 600 a 1008 mm. Os tipos de solo onde melhor se de-
senvolvem s30 argilo-arenosos, avermelhados, podzdlicos e

lateriticos, bem drenados e profundos, podendo também se



adaptar a0s solos pobres (MANGIERI & RIMITRIZZ ),
No Brasil ¢ uma das espécies de maior plééticidade. en-

contrando-se plantagoes desde o Estado do Rio Grande do Suil

até a regildo amazonica. Entretanto, devido a sua sensibili-
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sadas € sua elevada tolerﬁncia_é condigies de seca,
sﬁo.'recomendados para quase a totalidade da regido norte e
central do Brasil, incluaindo 55 Estaﬁoa do Piaui, Ceara,
quase a totalidade dos Estados do Rio Grande do Norte, Pa-
raiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe,'Bahia, a totalidade do
Estado de Minas'Geraisie parte do Espirito Santo (GOLFARI &

PINHEIRO NETOLS;

2.2 Eucalyptus fersticornils

Arvore conica de porte mnédio, sendo aue As veres pode-
se encontrar individuns de grande tamanho (MANGIERI & DIMI-
R I ’ . ' .
TRIZ7Y. Na Australia, a altura das plantas desta espéecie
[ g

chega a 45 m o mais, com tronco reto o copa bastante densa.

lisa, hranca ou pigmentada (FA0%). A sua distri-

.

& . casca
buigio natural ocorre entre as latitudes de &2 a 382 S, com-
preandendo 05 estados de Queensland, New Wale, Victoria,
chegandn até Papua-Nova quné (FERREIRALO)

Em relaglo as exigéncias edafoclimdticas, suporta uma
var isdade de tipo; de 3o0lo, de preferéncia snlos profundos,
bem drenados, aluv{ais, limo e argilo-arenosos. As condigies
Gtimas  de precipitagfo pluviomdtrica anual se situam entre

820 mm e 1309 mm, com regimes de chuva predominante no ve-



r3o, com umé esta;io seca moderada a  bastante rigorosa.
Apresenta-se mais tolerante & seca que Ehcafyptus IS,
mas ligeiramante menos tolerante que o £. camaldulensis
(Fao?s .

Esta espéecie € amplamente difundida no Brasil, sendo
que no Estado de S0 Paulo se sncontra extensamente cultiva-
da e, ainda, & também indicada como potencialmente apta, pa-
ra gquase a totalidade da regiZo norte o central do Brasil,
incluindo os Estados de Piaui, Ceard, gquase a totalidade dos
Fstados de Alagoas, Sergipe, Bahia, parte dos Estados de
Pernambuco, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro e

Parand (GOLFARI & PINHEIRD NETOIS),

2.3 SISTEMA DE GEMAS DOS fucalyetbus

Ds' encaliptos, por n3o possuirem gemas latentes, apre-
sentam um crescimento continuo, sendo que, o apice principal
produz continuamente parss de folhas a intesrvalos regulares,
constituindo um “broto de crescimento indefinido’. Ainda, na
axila de cadsa Folﬁa Zxiste uma gema pedunculada, que por nio
possuir protecdao de escamas € denominada de gema nua. As ge-
M35 NUAS Proaximas ao dapice, desenvolvem-se simultaneamente a
estas dando origem aos ramos de primeira ordem ou, caso o
apice principal é destruido, ssta assume a fungin do dpice

em questio de dias (FAQ7).



05 eucaliptos possuem também sob as gemas nuas, pontos
de tecido meristematico capaz de produzivr novas gemas axila-
res. 0 desenvolvimento desse tecido meristematico € inibido

¢

devido @& concentracfo hormonal produzida na gema nua oW . na

o]

brotagao supesrior, & quando uma oy outra & destruida essa
inibiciko € removida, possibilitando o surgimento das gemas

. SRR w )
acessorias (FADT)Y.

2.4 MELHORAMENTO GENETICO

As variagides intr(nsécas das espécies do género £Lu-
cvalypbus, podem sar tanto-élinais Como ecotfpicas. A varia-
¢80 clinal é encontrada nas espécies de eucaliptos mais am-
plamente distribufdas, expressa-se tanto em caracteres mor-
foldgicos como nos fisioldgicos. O estudo de tais modos de
variagan @ essencial para resolver muitos problemas de no-
menclatura e para determinar as melhores fontes de sementes
(PRYORZ3). As ecotipicas tem uma distribuicdo mais limitada,
caracter izado pela ocorréncia as vexes de Procedén;ias iéo»
ladas, adaptadas a condigides scoldgicas espec(fic35 (FﬁD9).

Segundo =& FGDQ, na atualidade os programas de melhora-
mento gendtico mais promissorine, iAo aqueles que utilizam
0S5 Progressos conseguidos com a pPropagagio vegétativa, para
a produgio massal de material geneticameﬁte melhorado. As
possiveis estratdgias para o melhoramento genéfféo de euca-

liptozs s80: selegio de ezpéciess £ de procedénciasi

P

elegio &

u
i

ordenagio dos pomares de sementesi sele¢lo individual; teste
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de progénie = clonal; estabelecimento de pomares de semen-
tesi cruzamento controlado; producio massal por propagagao

wvegetativa de material genceticamente melhorado.

2.9 PROPAGACAD VEGETATIVA

‘A propagaciao vegetativa, & de muita importancia quando

A compbsicﬁo genética (gendtipo) 2 amplamente heterozigota e
suas caracteristicas imporfantes se perdem ao ser propagadas
por "sementes (HARTHANN & KESTERZ®),

élém dos diferentes métodos cldssicos de propagaclo ve-
getativa dos ehcaliptos, tais como éstaquia, enxertia ¢ al-
porquia, existe outra técnica altern%tfva{ que € a micropro-

02

pagagio (HARTMEYZL),

)

5.4 Tecnicas de Cultura “in vitro®
A micropropagagin ou cultura “in vitro”, & uma técni-
ca pela qual pequengé partes &e técido o1 orgldo sio removi-
dos_ di= umalplanta doadora = cultivados assepticaments num
mein de cultura (BONGAY)Y. Ainda CHéE7, definin a micropropa-
gacio como um método rdpido de propagaglo vegetativa, basea-
do na multiplicagdo assexuada de uma plants cultivada "in
vitro'.
Referente aos custos, de modo geral todos os métodoé
de propagacio vegetativa s3o0 mais oneronsos do que a propaga-

¢io sexuada (CRESSWELL & FOSSARDB)Y. Pordm, a utilizacio de
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teonicas de micropropagacio em programas de melhoramento,
levaram ao consenso de que compensam 0s custos necessarios
C(BONGAY). Num estudo de produgio massal de eqcalibtos tole-
rantes a geadas, determinou-se que o custo € aproximadamente
o dobro do que pok seméntes, mas que € compensado pelo de-

Csempenhn consequente da planta (FRANMCLET & BoulLayi4y,

2.9.4.1 Tipos de Explante e Estagio Fisiol&g}co

Para as técnicas de cultura "in vitro®, diversas
partes' da planta podem ser usadas como fontes de exblante;,
tais como lignotuber, hipocditilo e cotiléddonse, estames, €9~
méntos nbdais ou gemas terminais e axiais, caule‘ e réiz
(ANEJA & ATAL2; BARKER et. al.3; BENNETT & McCOMB4, FOSSARD
& BOURNELZ; FOSSARD et. al.13; FRANCLET & BoOULAYY%, GREWAL
et. al.l7; BUPTA et. al.l%; HARTNEY & BARKER®Z; KITAHARA &
CALDASZS, LEE & FOSSARDRS, MEHRA-PALTAR?, OKA et. al.31; sI-
TAS4) ,

BENNETT ~& McCOMBY, usando diferentes explantes de
fucalsptus parginata, verificaram que segmentos nodais apre-
sentaram altas taxas de contamina¢io, em comparaglo com a
cultura de  filamentos de estames que nao se  contaminaram.
Por outro lado, FDSSARD & BOURNEL®, obﬁervafam que a conta-
mingcﬁo de explantes provenientes de segmentos nodais foi em
média 307%, enquanto que Ds'da gema apical foi em torno de
b%4.

Com relaglo ao estdgio fisioldgico, foi observado
quie inflqe na'regeneracﬁo de plantulas. Estudos experimen-

tais indicam que a wmicropropagaciao de plantas adultas € mais
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diffcil, Assim, BENNETT & ﬁcbOMB4, observaram que a porcen-
tagem de enraizamento de explantes de plantas adultas de Lu-
calyptus marginata era mais baixo do. que de flantas Jovens.

Da  mesma forma, CRESSWELL & FDSS#RGB,_usandQ seg-
mentos nédéis de plantas Jjovens de Eucalgptus graﬁdis. obtigv
VEAm enraizamento mais ?acilméntg d0 que . com plantas adui—
tas. Enéfétanto,Acpm zssa mesma espécie FOSSARD et. 31.13,
trabalhando com plantas qué tinhém mais do que 5@ entrends,_
'conseguiram> iniciacgo de éhraixamentb 2 desenvolvimento de-
‘pléntulas a partir de explantes céﬁsideraveimentefmais altos
do que o 152 entrend.

Ainda, GUPTA et. al.iq, wsando gemas terminais e
axiais de plantas com =20 anos dé idade de EQcalgptus ciErio-
Jdoea,  obtiveram de 20X a 494 de enraizamento das brotagies
na quarta submculfura, e 454 a 504 na quinta e subsequentg
sib-cultura.

Adicionalmente ao estdgio fisioldgico, outro pro-
blema encontrado'na micropropagacio de plantas adultas 2 a
‘contaminaglo. Trabalhando com quatro espécies de fucalyptus,
BARKER et. al.?, observaram que £. Ficifolia e £. pblgbrac~
= prpduziram hrotagoes miltiplas a partir de segmentos no-
dais de plantas aduitas. enquanto-que £. grandis e E._ rEge-

aans foram afetados pela contaminagio.



2.9.1.2 Meins de Cultﬁra

Os requérimentos dos constituintes dos meios para a
cdltura “in witro® variam com a espécie € com O tipo de ex-
plénte. Entretanto, existem diferehtes meios de cultura de
cpnstituicﬁo definid%, tais CDWQ~dQVM&S (MQRASHIBE & SKO-
9630), WHITES3? ¢ outros, os quais serviram como meios bésim
cos, - principalmente com rglacﬁo 203 3315 inorgdnicos e vita-
ﬁinaé, para muitas espécies de fucalgofus.

ssim, UM primeiro trabalﬁo bem sucedido foi  com
lignotuber de fucalypfus cifrigdora (ANEJA R ATGLQ). Entre-
tanéo, NESSE . trabélho nao foram descritos com detalhes o0s

meins usados. Em outro trabalho com &€3sa mesma especis I-

i
oy

3

TA34, conseguiu induzir organogénese no meio basico de M&S.

.
Entretanto, devido 4 alta contaminagio, apenas trés brota-
¢hes sobreviveram. 7

Por outro lado, a partir de explantes obtidos de
hipocotilos de furalypfus alba, no meio de WHITE, contesndo
Ala (dcido indol-3-acético) ou 2,4-d (dcido 2,4_di;loro?en05
wiacético) e dAgua de coco, KITAHARA & CALDAS®S obhtiveram a
formaglo de calo e subsequente enraizamento. As brotagies sd
DCOFIFErAm ApYs doia mEses, num meio contendo dgua de coco @
AIA.

Segundo FOUSSARDYY, a adi¢Bo de dgua de coco no meio
tem sido miito efetiva na inducﬁo am vgrias especins  €m
cultura de tecidos, mas devido é sua naturesza quimica indé~
finida e por sua origem bioldgica, introduz a possibilidade

de obter resultados dificeis de serem reproduzidos € por is—
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=p prefere-se substitui-la por subztincias guimicas defini-
das.

Em outro trabalho OKA et. al.Bi, A pértir de =eg-
mentos de hipocatilo de Eacalyptus globulus, obtiveram a re-
generagan de plantulas num meio com BAP (N6-bhenzilaminopuri-
na) e ANA (dcido naftalenoacético). Por outro lado, na ten-
tativa de induzir a regensracio de orgfos, # partir de calos
de tecido de caule e lignotuber de £. fHancroftii, LEE & FOS5-
SARDéé, utilizando varias concentragies de diferentes ami -
nas e citocininas, nao obtiveram sucesso.

GREWAL et. al.'?, usando brotacies apicais de &£u-
ca!ﬁptus cifriodora, observaram que o acido ascdrbico favo-
rece A inic{acﬁo das brota¢ies € seu desenvolvimento. De-
tectaram também gue, reduzindo as fontes de nitrogénio (KNO7

. M .

?5¢  mg/1 e NHy NOg 3825 mg/1) e aumentando a concentracio de
cdlecio (Ca Clp 880 mgs/1) do meio M&S, a taxa de multiplicé—
cﬁo_ era maior do que com as ﬁoncentracﬁes normais. A adigao
de dcido ascorbico controls a produgio de oxidagio e produz
eteitos agxiliares na iniciagido e multiplicagio de brota-
goes. Entretanto, 3 cauza da eficiénecia de baixos niveis de
nitrogénio e altos niveis de cdlcio nio foi determinada.

Com relag8o ao CA (Carvao Ativado), guando wsado
num meio de cultura de Eﬂcaigptus‘cffrfodara, favoreceun a
elongagio das brotagies e tamanho das Folhas..ﬁ altura wva-
vriow de O a 8 cwm e de 9,2 a 1;0 cm, com € Sem uso de CA res-
pect ivamente. Entretanto, o ndmerp de brotagdes reduziu sig;
nificativamente. ‘A exsudaglo fenalica na cultura de tecidos

€ possivelmente wuma das causas que inibe as brotagdes. A
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adicio de CA absorveria CEEES substﬁnciaslprovocando efeitos
satisfatdrios para o desenvolvimento de brotasghes (AHUJAi).
Por outro lado, FOSSARD & BOURNELZ detecfaram que
os meios com agar foram superiores aos meios ifquidos, tanto
para desenvolwvimento das brotagres com péra as ralzes, €
qué 0s meioﬁ sem citocinina eram melhores para o enraizamen-—

to.

2.5.1;3 Rendimento

Sob o ponto de vista derproducﬁo massal, a partir
de  uma gema simples de Ehta{yptus cifefodora, GUPTA et.
al.ié estimaram que cm média i@@.Q@@ pléntas/aﬁo poder iam
ser‘produzidas: A propagacﬁﬁ clonal "in witro® de plantas de
diferentes idades e populacgies de £. uropkylla, fToi em média
7,5 % 1013 plantas/ano (GUNcawEsi@). HARTNEY & BARKERSS,
obtiveram wuma taxa de multiplicacio de brotagies, de no mfw
nimo trés vezes em trés Semanas, répresentando uma taxa de
produgiao  tedrica aproximadamente de 1,3 x 128 brotagiss/ano

a partir de um Unico segmento nodal, para varias espécies de

Luralypbus.



3- MATERIAIS E M&TODOS

3.4 CONDICOES DE INCUBACAQD

Js experinentos foram conduzidos sob condigrhes contyo-

ladas de temperatura £ luz. A temperstura para todos os ex-

i8]

perimentos féi de 252 + 2e C.

Com relagfo & luminosidade, 05 experimentos de induéﬁo.
meltiplicagido e elongacio das brotagfes foram conduzidos sob
intensidade lTuminosa de 1000 g, obtfdas com lampadas +1luo-
rescentes Tsilvanial (luz tipo branca-frizal, no reéime toto-
periadico de 16 horas, sendo que, o experimento de inducio
de brotagdes foi incubado inicialmente por 7 dias sem luz.
Por outro lado, as condig¢oes de incubagBo do experimento de

enraizamsento, foi na escuridio total.
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3.2 DELINEAMENTO EXPERINENTAL E ANALISE ZSTﬁTfSTICA’
0 delineamento utilizado para todos os '-xperimentos.

toi completiaments casualizado.

Com relacfo & andlise dos resultados, foram utilizados

vériés' teét:s estat (sticos para os diferentes egperimentos.
Os resultados de explantes sadios, brota¢ies induzidas e
p%esencﬁ de rafzes, dos eﬁperimentos de desinfestagio, indu-
cao e enraizamento respectiyamente. po} se'ﬁiﬁtribuirem de
acordo a distribuicﬁb binomial, o desvin Padrﬁq para  cada
experimento foi calculado pela fdrmula da binomial e o teste
estatistico utiliﬁado toi do Qui-guadrado, com excegio dos
resultados de enraizamento de fucalypéus fereficornis, que
por  ter apresentado o caloculo da ?requéntia gsperada meEnor
‘

que 5, foi utilizado o teste exato de Fischer. 0 nivel de
probabilidade para o3 doié testes ¥5i de 5 Z.

-Por outro lado, os resultados da taxa de multfplicacﬁo.
incremento em altura & mimero de vraizes, ddé experimentos de
muitiplicagio, elongagio € enraizamento respectivamente, fo-
ram apresentados em graficos ilustrativos, que-poéaibilita—
ram  observar o comportamento € a tendéncia, dos diferentes
niveis de fegulidorea de crescimento. Ainda, nos graficos

foi. apresentado o intervalo de confianga para cada media, ao

nivel de probabilidade de SZ%.



3.3 ORIGEM DOS EXPLANTES E PRE-DESINFESTAGED

Foram utilizados, explantes oriundos de segmentos no-
dais de plantas jovens a partir de § ano até 2,5 anos de
idade, de Ebﬁalgptuﬁ.cffrfodora e Efucalyptus téreéicarnfs.
Aé pilantas Jjovens foram prodqzidaa a partir de Semenfes e
cultivadas em casa de vegetagdao do Centro Nacional de Pes-~
qlisas de Florestas.

Para a obteng¢io dos explantes foram rehovidgs~ ramos

cgpEcies, poster iormente

~

api;gis de varias plantas das duas
desfolhados e colocados num recipienée com dgua e transpor-
tados para o laboratdrio. No laboratdrio, foram removidos os
segmentos nodais dos ramos desfolhados e colocados numa so-
lugan do detergente comercial “odd” a 1,54 (v/v) pbr 3¢ mi-
o . ‘
nutos e posteriormente lavados com dgua corrente. Logo apas,
foram mergulhados numa solucio do fungicida comercial "hen-
late” (metil~im(bu£ilcarbamoil)~2~benzamidazol carbamato),

na concentracio de 5e3 mgsl por S5 minutos, =m seguida lava-

dos com agua bidestilada (ESQUEMA DA FIGURA 1).

,3=4 DESINFESTADKD DOS EXPLANTES

Os explantes apas receber os pré-~tratamentos com deter-—
gente comercial e fungicida, foram transportados para a ci-
mara asséptica, onde foram submetidos aos seguintes trata-

mEntos:
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FIGURA 1. ESQUEMA DA OBTENCAD DOS EXPLQNTES £ DOS PRE-TRATA~-
MENTOS DE DESINFESTACAOD.

_ desinfestac3o

_ﬁ;=;__,¢; =, . . i . € inoculagio
y i , ! i no meio de

9 4] Py ' 5’?’ . cultura

h - Ramo removido da planta

B - Transporte em agua p/ laboratorio, ramo desfolhado
€ - Remogio dos segmentos nodais

D - Pre~tratamento em detergente comercial

E - Lavagem em agua corrente

F - Pre-tratamento em fungicida

6 - Lavagen #m dgua bidestilada
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(1)

a7

ipoclorito de sddio (@,5 %) por 1@ mini
(2) hipoclorito de sadio (0,5 %) por 20 wmini

(E

hipoclorito de sddio (2,5 %) por 3@ mini

(4)

hipociorito de sadio (@,5 %) por 4% min;

53

&

ipoclorito de sddio (1,0 %) por @5 min;

(4) hipoclorito de sddio (1,8 %) por 1@ mini

(7) testemunha (sem hfpocioritp de sddio)

‘Todos og tratamentos com excecio da testémunha, inclui-
ram o.adsorvente TuEENmiﬁ.

Apas receber os trétamentos, os explantes foram lavados
por trés vezes em dgua bidestilada = esterilizada =, poste-
riormente inoculados verticalmente’ho meio de cultura.

A avaliagio foi realizada aos 24 dias e ;5 var iaveis
Foram, contaminagfo, oxidagldo e explantes sadios. Cada tra-

tamento foi repetido 4@ vezes.

3.5 MEIOS DE CULTURA

Z.89.14 Mein Basico
Foi utilizado o meio bdsico de MURASHIGE & SKO0334,
suplementado com sacarose a 2 4 (p/v) e soliditicado com

agar a @,8 % (ps/vi. O piH foi ajustado em 35,8 antes da este-

3

rilizagao.

Os meios de cultura foram distribuidos em dois tipos
de recipientes de vidro; para as fases de indugio das brot:a-~
coes e enraizamento, fdram utilizados recipientes de 3 cm de

diamstro por 2 cm de altura, com capacidade de 4@ ml e, 3,
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quant idade ﬁe meio distribuido por recipieﬁte foi de 7 ml e
i wml respectivanente. Para as fases . de muitiplica¢§o e
eiongadio das brotagdes, foram usadons recipientes de & cm de
didmetro por 46,8 cm de altura, com capacidade de 120 ml e a
quaqtidade de meio distribuido puf recipientes, em ambas fa-
ses, foi de 25 mi. Os recipientes foram fechados com papel
aluminio e iogn apos eaterilj?ados‘em antoclave a 1292 C.por

19 minutos.

3.5.2 Meio para Inducio das Brotagies

Paka a indusio das brotagides os tratamentos consti-
tuiram da combinacfo de diferentes concentragies de BAP (@,1
mg/1 e é,ES mg/1) & AIA (@,01 mg/1 & @,1 mg/1) além da tes-
temunha.

A awvaliaglo foi realizada aos 21 dias e as variaveis
foram, brotagdes induzidas ¢ desenvolvimento. Ds critdrios
adotados para a avaliaglo do desenvolvimento das brotagies
foram de acordo com O numero de_parea de folhas lan¢gadas.
Adotaram-se quatro classes de desenvolvimento para avalia-
los: F F (brotasoes com ?olhgs fechadas); §{ P F A (brotagies
com um par de folhas abertas); 2 P F A ( brotagres com dois
parss de folhas abertas); +3 P F A (brotagoes com trés ou

mais pares de folhas abertas).

3.5.3 Meio para Multiplicagio
Nesta tase, para as duas especies, foram utilizados a
comb inagio das diferentes concentragoes de BAP (@,5 wmg/l;

1,0 mgs1l € 2,9 mag/l) & AIA (B,04 mas/l € 0,4 mg/1) @ a teste~



o
[y

minha. Poreém, devido ao reduzido nuimero de repetigies res-
tantes da espécie EHcalypfgs terwt?cornfs, nao foi possivel
avalia-la, razio pela qual foi reglizado um outro exper imen-—
to incluindo uma concentracao menor de BAP (9,1 mgl/l) e au-
s2ncia  de AIA, reéultandq_na seguinte combinagio: BAP ,(O,i

mag/1; 2,% mgs/1i 1,0 mg/1l € 2,0 masl) e AIA (8; @,94 mg/1 e

3,

&,4 mg/l) 2 A testemunhé.

Por causa da baixa taxé de multiplicacio das"brota~
gies de EucrRlIyplus tereffcorﬁfsf'no experfmento anterior,
foi - realizado mais um experimento constituid$~de BaPp (0,5
mg/1; i,0 mg/l e 2,¢ mg/1) & ANA (¢; @,¢1 mg/1 e 0,£ mgsl) e

a testemunha (BAP a 2,5 mg/1 e AIA a @,1 mas1).

A avaliacglo dos experimentos foi realizada aos 39

m

4% dias e as varidveis Toram, a taxa de multiplicagio e a

.

altura das brotagies.

3.5.4 Mgio para Elongagio

Esta fase nio foi necessdria para o fucalyptus ci-
e femdora por apresenfar suas brotagoes multiplicadas uma al-
tura adequada ao enraizamento.

Para a elongagio das brotagies de Lfucalyptlus terebi-
cornfs, foi utilizado como meio basico b meio MAS, suplemen-
tado com BAP a @,1i mg/1 e ANA a @,1 mg/l. 0 experimento re-
sultou da combinagiEo das diferentes concentragdes de GAg
(Acido Giberdlico) (¢ @¢,1i mag/l e 1,9 mg/1) e cA (Q;-Q,S 4w

1,0 XY ¢ a testemunhax
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A avaliagHo foi realizada aos 30 dias e as varidveis
foram, incremento em altura e aspecto. Devido & impossibili~-
dade des 32 medir.o aspecto, optou-se por avaliar na  forma
desﬁritiva, considerando a coloragido, oxidaglo na base, ex-—
sudagio nas Polhaé (got iculas, tipé, calo, presente na su-
perficie das folhas, de constituigio desconheﬁida, que can-
sam A morte a partir do apice para base), morfologia, dete-
rjofacﬁo € morte.

3.5.5 Meio para Enraizamsnto

(&

Nesta fase foram testadas diferentes concentfécﬁes de
AIB  (Acido indolbutirico) (2,5 mg/l; 1,¢ mg/l e 2,¢ mg/1) e
ANA (0,5 mgs/l e 1,0 magrsl), separadamenie é a testemunha (sem
regulador de crescimentor. O ANA por ser uma auxina mais po-
tente, n3o foi utilizada a concentracdo de 2,9 mg/l, como
para AIB.

‘As avaliagfes foram realizadas aos 7, 14 e 21 dias de

cultura e as variaveis foram, presenga & numern de ralzes.



4 . RESULTADDOS E DISCUSSAD

4.1' DESINFESTALEO DOS EXPLANTES

4.1.4 Txplantes de fucalypfuas citﬁigdmr&

- L3
Como pode~se observar na TABELA 4, todos os tratamen-—

tos utilizados para a desinfestacio dos explantes, foram me-
lhores no controle da contaminagio em relagin a testemunha,
que apresentou 190 ¥ de contaminagio.

Embora os tratamentos 4, 9 & é nlo diferiram estatis-

ticaments, o tratamento i1 foi o gue apresentou maior porcen-
tagem de explantes sadios.

Com relaglo A oxidaglao, o tratamento 4 apresentou a
meEnor porcentagem de oxidacﬁo, segitido pelos tratamentos 5 e
6.

0 periodo de exposicio mostrou ser fundamental na
oxidagio dos. explantes. Quanto maior Foi_o tempo dé BEHPOSi-
cao dos explantes no hipoclorito de sidio, maior foi a por-

centagem de oxidagio. Como pode-se observar, embora os tra-



TABELA 1. EFEITO 00 HIPOCLORITO DE So5LI0 & PERIODO 3E EXPO-
SIGAD, NA DESINFESTACAQ DOS EXPLANTES DE £. i
friodora, AP0S 24 DIAS DE ISOLAMENTO.

TRATAMENTOS PER®.  EXPLANTES A

NaOC1 © EXPO. CONT. OXID. - SADIOS 5

(%) (min) AN 3] % :

‘. 0,5 10 {7 21,7 76,72 5,4

2. .5 20 1,7 56,7 41,7 ¢d 6,3

3. .5 30 1,7 66,7 31,7 d 6,0

4. 0,5 49 1,7 45,0 53,3 bc - 6,4

5. 1,0 5 3,8 35,0 61,7 ab 6,3

6. 1,0 10 1,7 35,0 43,7 ab - 6,2
7. testemunha 100, 0 o @ 2

Valares seguidos pela mesma letra n3o diferem pelo teste Qui-quadrado (P ) @,05).

Pere. Expo., - Periodo de Exposigao
Cont. = - Contaminagao

Oxid. - Oxidaglo

8 ' - Desvio-padrdo
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tamentos 5 e &, sejam constitﬁidos de § % de.hipoclorito de
sidio, devido ao periodo de exposiglo dos explantéé;A apre-
sentaram  menor porcentagem de oxidagio, gue 0% tratamentos
Acom 9,9 % de hirpoclorito de sadio por 20, 30 e 40 Aminutos.
Issn possivelmente & dewvido, a que 2xista uma maior penetra-
¢ao déAhipoclorito de sddio nos tecidos dos expléntes,'a me -
dida que aumsnta o tempo de exposicio, promo?endo uma maior
liberagdo de fenois pela injuria nos tecidos, que cauéamA a
oxidacg3o.

Pelos resultados obtidos, para a deéinfestacﬁo' dos
ekplantes desta éspecie, pode-se indicar uma baixa concen--
tragao de hipoclorito de sddio (0,5 %) por 1% minutos de ex-

posigin, como 3 mehor para a desinfestagio dos explantes.

4.4.2 Explantes de Eucadlyptus terebicorads

Lomd pode-se2 obssrvar na TABELA 2, todos os tratamen-
tos utilizados para a desinfestaglo dos explantes, foram
eficientes no controle da contaminagio em relagio a testemu-
nha, que apresentou 98,3 %X de contaminagzo.

Mas reaultadds de explantes sadios, todos os trata-
mentos com exceclao da testemunha nRAo apresentaram diferengas

stat (st icas

L

Com relaglo a oxidagdo, todos os tramentos com hipo-
clorito de sddio, apresentaram oxidagio acima de 3¢ % e, co-
mo acontecen com fucalypbus ciériodora, a oxidagio foi o fa-

tor gue influencion na diminuwicho dos explantes sadios. Com



- TABELA 2. EFEITO DO HIPOCLORITO DE SSDRI0 E PERCODO DE EXPO~
' SICAD NA DESINFESTACAD DOS EXPLANTES DE £. tersti-

o fs, APSS 21 DIAS DE ISOLAMENTO.

TRATAMENTOS PER=2.
NaOC1 EXPO.
i (min?}
o 0.5 te 50 3
2. @,5 29
3. 8,3 3e
4. 9,5 49
S i,@ @S
6. 1,0 10
7. testemunha

PERe. EXPO. - Periodo de Exposigao

CONT. - Contaminagdo
OXID. ~ Oxidag3o
5 - Desvio-padrio

ot it e St ot ot e 0 e 4% RS AR ot Ao St S90S e et o o e e o

EXPLANTES
SADIOS g

Valores seguidos pela mesma letra n3o diferem pelo teste Qui-quadrado (P )

a 6,3
a 6,2
a 6,4
a 6,2
a 6,3
a 6,2
b 1,7
8,05).
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=ste espdcie, ndo ocorreu A mesma tendéncia definida, do au-
mento da oxidagdo a medida que aumenta o tempo de exposiganm.
Embora, oz tratamentos com @,5% % de hipoclorito de s=ddio te-

nham apresentado um aumento na porcentagem de oxidagio,:

k3

quando 0 periodo de exposigio FoiAaﬁmentédD até 3¢ minutos,
mas aos 4@ minutos ad contrério de  continuar aumenténdo,
hbdvé umaAdimiﬁuicio da oxidacio.fPor”outro Tado, nos trata-
mentos constituidos de 1 % de hfpoclorfto de sddio, ocorreu
tambem uma'diminuicﬁo da oxidacio, guando éumentou Qiﬁerfodo

de exposiciao de w opara 1@ minutos.

4.2 INDUCAD DAS BROTALDES

4.2.8 Efucalyplus cibriodora
Todos os tratamentos, inclusive a testemunha, conse-

at isticamente

[ i)

o T,
i3

G

greiram induzir as brotagies & ndEo diferem
(TABELA 3}).

Com relagio ao desenvolvimento, os tratamentos 1 e 4
330 05 que apresentaram porcentagens acima de 5S¢ X de brota-
coes com dois a mais pares de folhas abertas.
i} estado de desenvolivimentn das brotﬁcﬁes & importan-
ke para poder prosseguir com a fase posterior, que € a mul-
tiplicacio das brotagies. Quando foram utilizadas brotagies
poiuco desenvolvidas, principalmente brotagies com um par de
folhas abeirtas ou bhrotagoes sem folhas abertas, para 3 fase
de multiplicaglo, essas brotagdes nido se adaptéram a0s meios

dessa  fase, Ji que nio conseguiram nem multiplicar-se e Fi-



caram Com baixo numero de repetigoes, na avaliacio aos 30
dias, que impossibilitou sua andlise estatistica. Isso devi-
‘do possivelmente, 3 necessidade de que as brotagfes induzi-~
das atinjam primeiramente um desenvélvimento adequado, nos
meins com Baixas concentragihes de BapP, aque permita a habi-
tuagao das brotaghiecs aos meios de multiplicagio (meios cons-
tituidos de concentragies maiores de BAP). Caso contrério,
as concentragdes mais altas de BAP possivelmente sejam fdxi-
cas para 2582 tipo de brotagdes pouco desenvolvidas.
Considerando a porcentagen de brotécﬁes indusidas,
conjuntamente com zeu desenvolvimento, para ssta espécie foi
mais rgcomendado o tratamento com BAP a @,25 mg’/l & AIA a

@,i-mg/l.



TABELA 3. EFEITOS DE NIVEIS DE BAP E AIA, NA INDUCAD DAS
BROTAGCBES DE £. cifriodora, APSS 21 DIAS DE CULTU-
RA. '
T TRATAMENTOS Ne DESEVOLVIMENIO
BAP AlA REP."  BROT.IND. FF i PFA 2 PFA +3 PFA
-mg/1- Ly (%) (L) (%) (%)
. e,i o,0i 52 76,1 a 35,4 13,5 29,7 21,6
2. 0,4 0,1 48 72,9 a 31,4 25,7 28,6 14,3
3. 0,25 0,01 56 74,0 a 37,8 45,9 8,1 8,1
4. 8,25 0,4 47 74,5 a 4,3 28,5 25,6  3i,4
5. testemunha 48 68,8 a 33,4 45,4 24,2 )

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste do Gui-quadrado (P ) ¢,83)

‘Ne REP. - Nimero de RepetiCes

"BROT.IND. - BrotagOes Induzidas

FF - - BrotagGes com Folhas Fechadas

i PFa4 - Brotagoes com um Par de Folhas Abertas

2 PFA - Brotagdes com dois Pares de Folhas Abertas

+3 PFA - Brotagdes com trés ou mais Pares de Folhas Abertas
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Eucalyptus ferebficorniés

0 tratamento 3, embora nao seja diferente estatisti-
camente dos tratamentos 1, 4 e %, & o tratamento que apre-
sentod maior porcentagem de brotagdes induzidas € o dnico

diferente estatisticamente do tratamento 2, que apresentou a

menor porcentagen de brotagies induzidas (TABELA 4).

1,
i
i

Com relacgio a0 desenvolvimento das brotagiess, a t
temunha foi a que apreaegtou o menor desenvolvimento das
brotagiez. Por outrb ladq,vos tratamentos 1, 2 ¢ 3 foram os
que consegudiram  as maiotes porcentagens de brotagcies com
dois o mais pares de folhas abertas.

Para 'Eﬁtg especie, € também importante o estado de
deeénvolvimento das brotacies, nesta fase do Processo. Guan-
do foram utilizadas, na fﬁée de multiplicacio, brotaghes com
110 par de ?o}haé abertas ou sem folhas abertas; essas brﬁta~
cﬁés nao se adgptaram aos meios dessa fase, ocorrendo uma
reducio do niméro de repeticies por morte das brotaghes, im-
possibilitando sua analise estaffstica.

A hipdtese levantada para o Luralypbus cifrfodora,Jdé

que as hrotag¢oes pouco desenvolvidas, gquando sub-cultivadas

;
/

ans meions de multiplicagio que contém maiores concentragies
de BAP, sejam tdxicos para essas brotacies, € também vdlida

para esta espécie.
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TABELA 4. EFEITOS DE NIVEIS DE BaP E Ala, NA  INDUCAD. DAS

BROTALOES DE £. ftereticornis, APOS 24 DIAS DE CUL-

TURA .

CTRATAMENTOS Ne T T OFSENVOLVIMENTD
BAP AlA REP. BROT.IND. FF i PFA 2 PFA  +3 PFA
~-mg/1- o (%) (%) %) (%) (%)
9,1 0,01 49 - 85,7 ab S 2,4 7,2 30,9 59,5
.14 0,4 57 78,9 b 2,2 6,7 17,7 73,2
©,25  @,0f . 53 92,4 a 2,6 8,4 32,6 57,1
0,25 0,4 59 88,4 ab _  i1,5 17,3 2i,5 50,0
testemunha . 59 84,7 ab 36,90 38,6 18,0 8,0

Valores seguidos pela mesma letra ndo diferem pelo teste do Qui-quadrado (P ) @,65).

Ne REP. - Miumero de Repetigies
BROT.IND. - Brotagdes Induzidas

FF
i PF4
2 PFA

- Brotagies com Folhas Fechadas
- Brotagdes com um Par de Folhas Abertas
- Brotagdes com dois Pares de Folhas Abertas

+3 PFA - Brotagdes com trés ou mais Pares de Folhas #bertas
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4.3 MULTIPI.ICACAD DAS BROTACDES

A.3.4 Fucalyplus citriodora

Como pode-se observar nos araticos das FIGURAS ag e
2h, ans 3¢ = 4% dias de cultura respéctivamente, exizte uma
tendéncia de melhor multiplicaglo nas concentragoes de BAP a
1,2 mg/1 2 AIA a @,1 mg/1. Por outro lado, guando foi aumen-—-
tadas a concentracio de BAP para 2,0 mgs/1l, nas diferentes
cbncentraaﬁes de AIA, houve uma diminuicio da taxa de multi-
plicagfio das brotacies. I[sso possivelmente devido a que o
BaAP nessa & em concentragoes mais altas seja tdxico para e£s-
ta especie, provocando uma baixa taxa de multiplicagio.

Com relagio a4 altura das brotagdes, todos ne  trata-

mentos, com excecao da testemunha, aos 30 dias de cultura,

¢

apresentaram 2m torno de 35 % a 4@ X das brotagies com altu-
ra superior a 4 cm (TABELA Sa). Aos 460 dias de cuitura, os
tratamentos  com 25 menores concentracoes de BAP (&,9 mg/l e
1,8 mgs1), apresentaram em torno de 37 % a 7®A% das brota-
cgoes com altura superior a 4 om (TABELA $b). Ainda na FIGURA
3, observa-se as brotagioes multiplicadas e a altura conse-
quida com 25523 brotagies. A altura foi adequada para sub-
cultivar as Dbrotagoes no meio de enraizamento, n3o sendo,
portanto necessiaria a fass de elongagio.

Em  comparagiao com 0s resultadés obtidos por outros
trabalhos, SITAZ4, obteve uma multiplicacfo de 100 brota-
cues/explante em 4 meses, enguanto gue neste trabalho pela
taxa de multiplicaclo obtida, € possivel obter 580,814 brota-

gres/explante nesse mesmo periodo de tempo. Por outro lado,



FIGURA

THAXA DE MULTIPLICACAOC

TAXA DE MULTIPLICACAO
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2
o

. EFEITDS‘ DE NIVEIS DE BAP E AIA, MA MULTIPLICAGCAD
DAS  BROTAGQOBES DE £. citeriodora, APSS 3@ DIAS DE
CULTURA  (GRAFICO a) £ 6@ DIAS DE CULTURA (GRAFICO
h).

(a)

38
Z23 4

203 &

16

A

(b)

28 -
259 4 T

29 o

15 4

16+

S«

k]

test. 8.81 ' 2.1
ALlA Cmogsl)

As linhas verticais representam o intervalo de confianga a S ¥ de
probabilidade
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TABELA 5. EFEITOS DE NMIVEIS DE BAP E ALG MNA ALTURA DAS BRO-
TACOES MULTIPLICADAS DE £. citriodora, APoS 30
DIAS  DE CULTURA (TABELA a) E 4¢ DRIAS DE CULTURA
(TABELA b).

(a)
e
BAP Aala REP . SALTURA DRAS _BROTACOES (%)

~mg/1- 1 2 3

AN
5]
]
fen]
-
[y
“d
s 8
&
W
[N
jan
&
&

(h?

TRATAMENTOS - Ne
Bap ATA REP. _ALTURA RAS BROTAGCOES (4 .

-m3./1 i 2 e

9 @,1 i@ 29,9

Ci
W

&, @1 iz : 97,2

)
L0 @, 4 15 ' 62,4
@
@

i
& (7
i

W W
&
Ui
W
[

9. 2, &, ¢4 i1 49,2 24,14 4,4
. 2, @,1 Q? 73,5 26,5 @

~
[
p]
i
(a2
£,
£
-
>
i
PR
~Ni
P
5
g
&
SN
&

Ne REP. - Numero de Repetigdes
Criterios:
4

$ = {4{cm
2 ='tem-2cm
3 = 2
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FIGURA 2. PROCESSO DE MULTIPLICAGAD DAS BROTACDES DE £. oi-
frfodora.
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GREWAL et. al.1” obtiveram 150 brotagies/explante, mas nio

reliataram o tempo de ocultivo.

4.3.2 Fucalyptus tereticorais

Para esta espécie, foram reaifzados (
tos, na tentativa de auménfar a taxa de multipl(cacgou‘dasA
brotacihes.

NoA primeiro experimento, apas 60 dias de cultura, a
maior téxa de multiplicacﬁo,Afoi em media 2,62 brotagihes/ex—
plante. Nesse experimento 0bser§ouwﬁe. que aos 3@ dias - de
cultura, nfo existia uma tendencia definida das melhores
concentracﬁés de reguladores ‘dé crescfmento (FIGURA 4a). Ja

meltiplicagio,

ans &¢ dias de cultura, as melhores taxkas d

foram obtidas nas concentragdes de BAP a @,9 mags/l nas dife-

L2

rentes combinagdes com AIA (FIGURA 4b).

Pelas TABELLAS éa e &b, observou-se que, tanto aos 3¢
ComD A0S 4@ diés de cultura respectivaments, todos os trata-
nentos apreéentaram uma alta porcentagem de brotagies com
altura inferior a £ cm. Devido ao pouco crescimento em altug-
ra das brdtacﬁes, nao ¢ recomendado a utilizaglio dessas bro-

tagoes, para @nraizameEnto, pelo que s2ria NeCceEssario, inoci-

lar as brotagdes primeiramente em um meio de cultura para
2longagino = posteriormente transferi~las para enraizamento.
Por outro lado, no segundo experimento, pelos grafi-
s das FIGURAS Sa e 5Sh, observou-ze que oCcorreul o masmQ que
no primeiro experimento, as maiores taxas de multiplicacio
foram obtidas nas concentragioes de BAP a @,5 ma/l, nas dife-

rentes combinagoes com ANA. Esse fato de BAP & @,5 mas/l, ser



o  fator mais importants que influi na obtengio das maiores
taxas de mulgiplicacﬁo, foi confirmado pela testemunha, qué
na  sun cémﬁgsicﬁa continha BAP a @,%5 mg/1, a éual taMbém,
capresentou u& tarxa de multiplicagfo entre as maiores obti-
das.

Comn testemunha do segundo expe

- imento, foi utiliza-
do, o tratamento que apresenton a maior taxka de multiplica~-
R0 no primeiro experimento. A média da taxa de multiplica-

c3p desse tratamento no primeiro experimento foi de 2,62

brotaghes/explante ¢, quando foi utilizado como testemunha
no segundo experimento, a mddia da taxa de multiplicagio au-

mentou para 5,0 brotagoes/explante. Esse aumento da tamxa de

meltiplicagio, da testemunha @ inexplicavel, Jja que as con-

digres de incubagio e os constituintes dos meios de cultura
foram o035 mesmos.

Pela andalise das TABELAS 7a e 7b, observou-se que
tanto aos 39 comd ans 4@ dias de cultura respectivamente, as
brotagies apresentarém.pouco crescimento em alttura. Ainda,
pelas  FIGURAS 3o 6,Aobaervuu~5e quue a3 altura daé hrotagies

. A‘e ’ .
multiplicadas de fucalyotus-fereficorais foi inferior ao do
furalyptus cifriodora, por essa razio, ¢ recomandavel que as
brotagoes multiplicadas de EHcafﬁptus terebicornis, primei-
N\

ramente sejam sub-cultivadas para um meio de elongagio, para

posteriormente induzir o enraizamento
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FIGURA 4. EFEITOS DE NIVEIS DE BAP E AIA, NA MULTIPLICACHED
DAS | RGTﬁ“"ES DE £. fersficornis, APOS 3@ DIAS DE
CULTURA  (GBRAFICO 2) E £2 DIAS DE CULTURA (GRAFICO
b,
B o, 1
BHP(HQ/I}
Ha.5
BﬁP(ng/l)
o (a)
U O 1.8
[ SR BaP(mg 1>
5.3.5-!- ,
E 2.8
3 3 - BRP.(mg 1D
5 2.54
{3,
- =2 o
pos |
£ ji.5-
g 1 -
C B.5-
X
¢ L
b 3
gia <(mo/1>
(b)
o
13+
r 3.5 =
g
*
(<]
=
s
| ]
b=t
-l
o |
z
|
=
T
x
Lo
b=

aAla (mgs 12

s linhas verticais representam o intervalo de confianga a 5 1 de
probabilidade
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TABALA 4. EFEITOS DE NIVEIS DE BAP. E AIA NA ALTURA DAS BRO-
TACOES MULTIPLICADAS DE £. terebicornis, APo0S 30
DIAT  DE CULTURA (TABELA a) E 40 DIAS DE  CULTURA
(TABELA b).

(a)
___MM_¥E;?EEE&?55.. mmmmﬁgmm_mmmmmm__mmmmummm_____mmm_______
BAP . AIA _RFP. CALTURADAS BROTAGOES ()
~mg/ 1 i : 2 _ 3

i @, 1 & 15 F@, 7 ?, 4 &

: @, 1 @,@4 16 83,3 16,7 @
2,1 2,1 14 52,6 13,¢@ 4,3
2,5 @ i8 75,7 24,3 0}
5 @,e1" 19 74,2 22,6 3,
3,5 2,1 15 77,3 22,7 @
i,e . @ 17 54,6 16,@ : @
i, o @,01 ié6 78,9 21,1 o
1,2 ¢, 1 L5 77,8 18,5 3,7

ie. 2,0 ? 15 85,7 14,3 Q
i1. 2,6 - @,ei 15 91,3 4,3 4,3
12. 2,9 2,1 14 88,9 39,6 9,6

-

¥ e
ivJ

0N O U Y

(b}
TRATAMENTDS Ne -
BAP ALA REP. SALTURA DRAS BROTACOES (X) .
~mg/ 1 i 2 3 '
. @1 @ i3 74, 4 @
2. @, @4 15 96,3 @
3. @,1 i1 85,7 ?
4. ? 14 68,8 @
5. @, &1 i5 45, 3 :
@,4 13 B2,
& i2 85,7
?,01 9 - 92,3
@,1 ? 77,3
@ i1 74,1
~@,e1 . 14 G2,
? @, 4 2 94,4

-

[RCS
O~ & 0PN L0 WP N O
<

S & & G
iR LY IR S I

-
GO N DN DG

o~
PRI eS8 S

e &
(

L O T L S R VO VR

N2 REP, - Numero de Repetigies
Creterios:

i ({cm

2 fcom-2cm

3 Y 2 cm



FIGURA

TaXA DPE MULTIPLICAGCAO

TAXA DE HLHLTI]PLI(:HQﬂsﬂ
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EFEITOS DE NIVEIS DE BAP £ ANA, NA MULTIPLLICAGAD
DAS  BROTAGOES DE £. fereficornfs, APES 30 DIAS DE
CULTURA  (BRAFICO a) E 49 DIAS -DE CULTURA (GRAFICO
b).

B 2.5
BAPC(mg 1>

. M 1.0
BAPCmg/1)

] 0Oz.0
BAP Cmg /1)

@.a1 8.1
Al C(mgs 1)

e.01 2.1 test.

ANA (mg/1)

As linhas verticais representam o intervalo de confianga a 5 X de
probabilidade
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TABELA 7.

(a)
T IRATAMENTOS  Ne
BAP - ANA REP
—-mg/ 1~

{0 @,5
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FIGURA 6.

PROCESS0O DE
reficornis.

MULTIPLLICACRD DAS BROTACBES DE




4.4 ELONGACZAD DAS BROTACDES

Este experimento foi realizado com brotagdes de ESu-

calyptus  fersficgenis, provenientes da fase de multiplica-

A combinaclo das maiores concentracies de GAgz e CA, re-
suultaram nos  Menores fncrementos no crescimento em  altuwra
das brotaghes. Por outro lado, quando foram testados Ghz e
CAa individualmente, o inﬁremento em altura foi maior do gque
quando combinados, e ainda, entre os tratamentds em que fTo-
ram testados GAg = CA individualmente, o Bd3 a @,1 mg/1,
apresentou 6‘mai0r incrementé 2m altura (FIGURA 7).

Por outro lado, nas FIGURAS 8, e 2, pode-se observar o

aspecto  das brotagides, que foram avaliados em forma descri-

¢
tiva:

(1 A testemunha, que‘nﬁo cont inha na sua cémposicﬁo
nem GAg nem CA, apresentou suas brotaghes com bom aspecto;
com coloragao verde aAverdé claro, hévendo a presenga de eM-

sudagio nas Folhas em $50 % das repstigoes,

i

(2) Nos tratamentos que foram testados CA a 9,5 % e 1,0

-

%, observou-s2  em 75 % das repetigoes, uma deterioragio e

morte em algumas das vérias brotag¢des inoculadas por cada
repetigio. Foi também observado, =m 3% % ar45 L das repeti-
cﬁesf a presencga de exsudagdon nas folhas.

(33 Os tratamentos com BAg, apresentaram suas brotagoes
2longadas, mas com aspecto de estioladés = com coloraglo

verde bastante claro. Foi também observado, principio ¢ mor-

te total das brotagies em todas as repetighes, acentuando-se
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mais, na concentragao de 1,0 mg/1l do GAdg. Ainda, observou-se
widag8o na base das brotagdes 2 exsudacio nas folhas.

(4) Quando maior foram as concentragoes da combinagio
db GAz 2 CA, maior foi a porcentagem dg repetigoes Com bro-
tagoes deterioradas e mortas. Nas conténtracﬁes do BAz a 9,1
mg/l = CA a @,5 %, foi ohservado em 86 % das repeticies,
brotages deterioradas e mortas € quando as concentragoaes do
GAdz e CA foram aumentadas para §£,0 mg/1 e 1,8 % respectiva-
mente,  observou-se em 190 % das répeticﬁes. brotagihes dete-
rioradas € mortas. Por outro lado, também Foi'ébservadd a
presenca  de oxidagao na base das brotagoes e exsuda¢gfo nas
folhas.

g baixo incremento em altura & o aumento da deteriora-

Ao e morte das brotagdes, quando foram inoculadas nos meios

L4

‘constituidos, da combinacio das maiores concentragies de GAj
e LA utilisadas, foi devido possivelmentes é quE 2Esas subs-
tantias NEssas concentragcoes € em ﬁaia altas sejam towxicas
para as brotaghes.

A altura e vigor das brotaghes & importante para poder
sub-cultivar es5323% bhrotaglies para um meio de  enraizamento.
Embora as brotagoes de fucalypbus tereficorafs, tenham con-
seguido  elongar, quando inoculadas em m2io com GAg va 2,1
mag/ 1, nio € recomendavel o uso dessa. substancia, devido ao
aspecto qﬂe apresentaram as brotagoces.

Por outo lado, considerando principalmente o azspecto
das brotagvies, a testemunha apesar de nfo ter apresentado o
me lhor incremento em altwra, foi a que apresenton suas bro-

tagrmes com melhor aspecto em relagio aos outros, consideran-
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do~z=e o meio mais adequado para =longagin.
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FIGURA 7. EFEITOS DE  NIVEIS DO ACIDGD GIBERELICO E  CARVAD
ATIVADO, NA ELONGACAD DAS BROTACDOES DE E£. fgrefi-
U T

m o
TCRACmog 1D

B 3
' CACmMmg 12

2.5 ]
. O i@
' CRACmg 12

INCREMENTO C(cm),

E

g.1 -
GA3 (Mmool

As linhas verticais representam o intervalo de confianga a 5 X de
probabilidade
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FIGURA 8. ASPECTO DAS BROTACSES ELLONGADAS DE £. fersficor-
afs, NA AUSENCIA DO CARVAD ATIVADO E ACIDO GIBERE-
LICO E NA PRESENCA DO CARVAD ATIVADRD.

Ty - Ausencia de CA e GA3
TE-CA Q.SZ
T9-CAL,0 X
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FIGURA $. EFEITODS DE NIVEIS DE CARVAD ATIVADRO E ACIDD GIBE-
RELICO, NO ASPECTO DAS BROTACOES DE E. feref fcor-
114 -

T4 - GAz 9,1 mo/l
Tg - GA3 9,1 ng/1 e CA 0,5 X
Tg - GA3 0,4 mg/1 e CA £,0 X
T7 = BAS 1,0 mg/]
Tg - GA3 1,0 mg/1 e CA 0,5 X
To - GA3 1,0 mg/1 e CA 1,0 X



4.5 ENRAIZAMENTD

4.5.1 Efucalyptus citriodora

Pelos resultados da TABELA 8, observou-se na terceira
avaliagio due_; embora o3 tratamentos com AIB a @,% mg/l e
1,9 mg/1 e ANA a 9,5 mg/1, nR3o diferem estat{sticamente, 6
tratamento da ﬁiﬁ a @,5 mg/1 foi que apresentou A MAiDr por-
centagem de enraizamento. ' L T

Com relagl0 ao niuimero de raizes, o trétamento com 0,5
mg/1 de AIB foi também que apresenton o maior numero de rai-
zes (FIGURAS 10 e 11).

Pelos résultados observados, esta espécie, nio enrai-
IH MY AUsSeEncia de reguladores de crescimsnto. |

.

0 enraizamento desta espécie ocorreu com uma baixa
concentracio de auxinas(é¢,5 ma/s/l de AIB),.que aos 7 dias de
cultura apresentou 76 X de enraizamento, ocorrendo um aumen—
to consideraveliaos 14 dias de cultura para 86,7 7 de brota-
¢oes enraizadas e nAo ocorrendo nenhum. aumento na porcenta-

gem de enraitzamento 303 241 dias de cultura.

4.5.2 Eucalyrtbus fereticornis

A concentra¢lo de 0,5 mg/l de ANA foi a que apresen-
touw  1@9. % Be enraizamento, seguido pelo tratamento de ANA a
1,9 mg/1, com 23,3 % de enraizamento, sem gue houvesse dife-

renca estatistica entre esses dois tratamentos (TABELA 9{.“
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Com relagao ao nﬁmero_de ralzes, o tratamento com i,
mg/1 dé:hIB foi que apresentou o maior numero de raizes (Fi;
GijRa i2).

Esta esPécje, conseguiy enraizar na auséncia de regu-
ladoresz de trescjmgnto. Porgm, al#ém de apresentar a -menor
média de raizes por brotécﬁes;~as raizes foram em geral mui-
to - peguenas & fTinas eﬁvrelacﬁo AOQE outroé tratamentos’(FIGU~_
RA 13). Similarmente ao EHEaIypfus.cftrfodbra, pﬁra esta es-
pécie, uma baixa concentragio de éu%knaa (¢,5 mg/1 de ANA),
foi su%iciente para- 0 enraizamento, qde a partir da segunda
avaliagio (14 dias de cultura), ¥0i,poaé{ve1 ohservar a pre-
senga de raizes em 83,3 % das brotagies, atingindo 10¢ X de

<

enraizamento aos 21 dias de cultura.



TABELA 5. EFEITOS DE NIiVEIS DE AIB E ANA, NO ENRAIZAMENTO &
. oitriodora, APoS 7, 14 E 24 DIAS DE CULTURA.

2000 S~ o~ St S0 T S ok T o . T S P S S 0t T T s S P S S = e e S48 G40 R PO0S TS e St S4%s Mn o St Sere Sove St Sain ke P e e Sy S o Sty S B P Some e S e e it oo oy SRt

(mg/1) ) 5 . s g
1. a8 0.5 70,06 a 8,4 86,7 a 6,2 86,7 a 6,2
2. a3 i,0 4,7 ab 9,4 73,3 ab 8,1 80,0 ab 7,3
3. AIB 2,0 26,7 ¢ 8,1 50,¢ c 9,4 50,0 c 9,4
4. ANA 0,5 70,08 8,4  767a 7,7  82,0a 7,3
5.0 aNA- 1,0 3,7 bc 8,8 53,3 bc 9,4 56,7 bc 9,0
4. testemunha @ 9 @ (] 0 @

__—_...._______._......_.....____.__._——_._.._.__-.._...____-.-—...._.....__._._._.__..._....._._._..—--__._...._..._..._._

Valores segquidos. pela mesma letra nao diferem pelo teste do Qun -quuadrado (P } 9,05)

5 - Desvio-padria
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FIGURA {@. EFEITOS DE NIVEIS DE AIB E ANA, ND NUMERO DE RAI-
ZES DE £. cifriogora. : :

DE RAIZES

@ B N W K OO 0@

M.

1

1. 2.8

’ﬁﬂklﬂés Cemgr” 1>

-As linhas verticais representam o.intervalo de confian:a a DX de
probabilidade : '



FIGURA 14.

PROCESSO

DE ENRAIZAMENTO DE £. ciferioddra.

cr



TABELA 9. EFEITOS DE NIWEIS DE AIB E ANA, ND ENRAIZAMENTO DE
' £. feregbicornis, APOS 7, 14 E 21 DIAS DE CULTURA.

s o 1o o 2004 o o o o st o o i i S et e o o e S04 e S S PO i ey o ke M08 S04 e A (ot o e e i i S SOt p Se4e S Sy e M Ak Skt T P i e v e A S0 00 R s P it o e ot

TRATAMENTOS ~ ie AVALTACAD 2 TACAD .. 32 AVALIACEQ
(mg/1) (¥23 S (%) 5 (%Zy 8§

i. ALB 2,5 ) ) 54,7 ¢ 9,0 86,0 bc 7,3
2. AIB 1,0 ? Q 46,7 ¢ . 9,4 83,3 bc 4,8
3. AIB 2,0 ) @ 50,0 ¢ _ 9,1 73,3 ¢ 8,1
4, ANA 9,5 0 0 83,3 ab 4,8 i00,0 a 0
5. ANA 1,0 3,3 3,3 86,7 a 6,2 93,3 ab 4,6
6. testemunha ) ) 63,3 bc 8,8 66,7 ¢ 8,4

Valores seguidos pela mesma letra nad diferem pelo teste exato de Fisher (P ) 0,03)

§ - Desvio-padrio
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FIGURA 12. EFEITOS DE MIVEIS DE AIR E ANA, NO NOMERD DE Rarf-

Wl

ZES DE £. tereficornis.

B aip

B aNa
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T test. @.5 1.0
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As linhaslverticais representam o intervalo de

confianga a 5 1 de
probabilidade



FIGURA 12, PROCESIO DE ENRATIZAMENTO DE £ fersficornes.

A ~ Neio com Auxinas
T - Testemunha (meio sem auxinas)



4 CONCLUSSES

i. Foi conseguida a propaga¢fo "in vitro'de plantas jo-
vens de £. cffriodora e £, fereficorais, por meio de sagmen-
tos nodais, com uma taxa média de multiplicagfo de 24f1'br0~
tacﬁes/exblanteA:é‘S,Q brotagies/explante aos 4@ dias, e com
uma porcentagem de enraizamento de 86,7 4 e 100 X respecti-

vamente.

2. 0 melhor ftratamento para a desinfestacﬁo dos explan-

tes de £. cifricdora © £. fereficornis, foi o hipoclorito de

sddio a 2,5 % por 19 minutos.

3. A3z concentragoes de BAP a @,25 mg/1 = AIA a @,1 mg/1,
foram as melhores na induclo ¢ desenvolvimento das brotagies
de . Céifriodora. Para £. fegreficornais, o neio mais indicado
para a indugiao e desenvolvimento das brotagies, foi com BaAP

a 2,25 mg/sl e AIA a @,¢1 mg/l.

4. Na mnultiplicac3o de £. ciériodora, BAP a 1,0 mgs/l e
AIA 3 @,1 masl, Foram as melhores concentracoes. Para £. f2-

rebticornis, o BAP a @,5 mg/1, foi o regulador de crescimento

mais importante, na maltiplicacgio das brotagies.



5. A passageEm das hrotagoes de £. fereficornés, do meio
de multiplicag8o0 para um meio de concentracio reduzida de
BaP (@,1 mg/1) = ANA (@,1 mg/l), foi a técniﬁa mais indicada
para a elongaclo dessas brotagies; apresentando um melhor
aspectn  =m relagio aos tratamentos constituidos de carvao

“ativado e dcido giberélico.

b. 0 £E. citriodora, ndo precisou da tase de elonga¢io,

i

porqus  suas hrotagdes apresentaram uma altura adequada 20

enraizamento, quando multiplicadas.

7. A concgntraﬁ§o de 2,5 mg/l de AIB, foi o melhor no

v

enraizamnento de £. ciériodora. Para £. fereficornis, o maior

¢

niimero  de pilintulas foi obtido com AMA na concentragio de

@,5 mg/l.
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