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RESUMO

O Eucalyptus benthamii € uma das opgdes para formagédo de plantios florestais no Brasil,
principalmente em regides de clima frio e com ocorréncias de geadas, em decorréncia de sua
origem a oeste de Sydney, NSW na Austrdlia. Mas para tal € necessario a propagacgdo vegetativa
de genoétipos superiores que muitas vezes precisa ser realizada em arvores adultas e requer
material fisiologicamente juvenil ou rejuvenescido para obter bons indices de enraizamento.

Técnicas especiais sdo necessarias para reverter arvores adultas a juvenilidade e
resgatar condigGes favoraveis para promover o enraizamento e crescimento. No caso dos
eucaliptos para obtencdo de brotagdes, o método de resgate mais utilizado é o corte da arvore,
técnica que proporciona alta taxa de enraizamento de estacas, devido a eficiente reversdo a
juvenilidade. Porém, quando existe a necessidade de preservagdo do individuo, justifica-se o0 uso
de técnicas nao destrutivas, evitando dessa forma a morte da arvore matriz.

Considerando a dificuldade de enraizamento dessa espécie pelas técnicas tradicionais, o
presente trabalho objetivou avaliar diferentes métodos ndo destrutivos de propagagao vegetativa e
diferentes tipos de brotos, visando o resgate, a conservacdo e clonagem de 20 matrizes de E.
benthamii de um plantio seminal com 13 anos de idade. Para tanto, avaliou-se estacas de galhos
da copa, brotagBes epicormicas dos primeiros galhos da copa, brotagdes provenientes do
anelamento e brotacdes da poda dos galhos. Estes materiais foram submetidos as técnicas de
estaquia e micropropagacao.

Como principais resultados destacam-se o elevado indice de enraizamento e
desenvolvimento ex vitro de microestacas provenientes do cultivo in vitro das brotacGes
epicérmicas (megaestacas) e a estaquia dos brotos provenientes do anelamento, que
apresentaram enraizamento e desenvolvimento satisfatério. Entretanto, ndo houve sobrevivéncia e
nem enraizamento de nenhum dos brotos tanto diretamente da copa, como estimulados pela poda
dos galhos.
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SUMMARY

The E. benthamii presents a great aptitude for cultivation in Brazil, especially in cold
climates and with frequent frosts, this is due to its origin from western Sydney, NSW Australia.
Taking into account their optimal silvicultural performance, selected genotypes will certainly
represent an excellent alternative for future plantings. The cloning of superior genotypes is
accomplished by vegetative propagation of mature trees, and requires physiologically juvenile or
rejuvenated material.

Special techniques are necessary to reverse the juvenile and adult trees recover
favorable conditions to promote rooting and growth. In the specific case of Eucalypts to obtain
propagules, the most rescue method used for the forestry companies are clearcutting, technique
that provide a high rate of rooting, due to efficient reversion to juvenility. However, when it needs to
protect the individual, justifies the use of non-destructive techniques, thus avoiding the death of the
tree array.

The present study aimed to spot after the selection of phenotypes with superior
silvicultural characteristics, rescue (through non-destructive techniques) to retain and multiply
matrices adult of E. benthamii, evaluating which technique that present the best result for the
cloning of the same. So we used to shoot the first cup of twigs, shoots, epicormic shoots that
emerged from girdling and shoots arising from the pruning of the branches of the crown, which were
submitted to the techniques of cutting, grafting and micropropagation for each type of bud.

The main results stand out the high rate of ex vitro rooting and development of
microcuttings from in vitro cultivation of epicormic shoots and cuttings of sprouts from girdling, which
showed satisfactory growth and rooting. However, there was neither survival nor any of rooting
shoots both directly cup, as stimulated by pruning the branches.

Keywords: Cloning; Micropropagation; Cuttings; Grafting; Rescue and Multiplication of Superior
Genotypes; Epicormic Shoots
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INTRODUCAO

O Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage, é encontrado em éareas limitadas, ao oeste da
cidade de Sydney em planicies ao longo do rio Nepean e seus tributarios (Pryor, 1981), regido com
centenas de geadas por ano, registrando temperaturas que variam de 4 a 26°C, condi¢des
semelhantes a regido sul e sudeste do Brasil, com o maior p6lo de plantio florestal. Em sua regido
de origem em Camden (Australia) pode atingir 36 m de altura e 50 cm de diametros (Nisgoski et al.,
1998).

O E. benthamii além de ser uma excelente alternativa de plantio pela resisténcia a geadas,
apresenta rapido crescimento e apresenta vantagens em relacdo ao E. dunnii e E. viminalis,
principalmente para programas de melhoramento, devido as 6timas qualidades silviculturais (Higa e
Pereira, 2003).

A clonagem do Eucalyptus visando maior homogeneidade e qualidade de florestas é de
fundamental importancia para o aumento do rendimento e qualidade da madeira, podendo ainda
obter-se um maior planejamento da colheita pelas empresas florestais, que em sua maioria utilizam
a técnica da decepa da arvore, para tentar reverter a juvenilidade, aumentando assim o percentual
de enraizamento das estacas. No entanto, esse método ndo pode ser aplicado em espécies com
dificuldade de rebrota e, ou protegidas do corte raso. Dentre as técnicas de propagagdo
vegetativas ndo destrutivas, as mais conhecidas e aplicadas sdo: anelamento, enxertia, estaquia,
brotagdes epicérmicas de galhos destacados (megaestaca), miniestaquia, e microestaquia.

Neste sentido, presente trabalho selecionou in loco de fenétipos com caracteristicas
silviculturais superiores de E. benthamii, visando resgatar (através de técnicas ndo destrutivas),
conservar e clonar matrizes adultas, avaliando-se qual (is) técnica(s) apresenta(m) melhor(es)
resultado(s) para o E. benthamii.

MATERIAL E METODOS
Origem e Selecdo do Material

Vinte arvores de E. benthamii com as melhores qualidades silviculturais, como altura,
diametro a altura do peito (DAP), retiddo do caule (menor fator de forma) e sanidade em um plantio
seminal comercial com 13 anos de idade da empresa Valor Florestal, localizado no municipio de
Sengés - PR.

Duas coletas foram realizadas, sendo a primeira entre o final do verdo e inicio do outono de
2011, coletando-se brotag6es do topo das arvores, e de galhos (megaestaca). No inverno do
mesmo ano realizou-se nova coleta, daquelas brotagdes provenientes do anelamento realizado na
primeira coleta, e também das brotagdes que surgiram no local da retirada dos galhos (brotagdes
do ano).

-Brotagdes dos Primeiros Galhos da Copa

Foram coletados brotagdes dos primeiros galhos da copa de todas as matrizes
selecionadas, coletou-se 100 ramos com aproximadamente trés estacas.

Os ramos foram armazenados em sacos plasticos de 60 L contendo jornal umedecido com
agua, a fim de se reduzir o estresse hidrico provocado pela evapotranspiracdo e manter a
turgescéncia dos tecidos, durante o transporte até o laboratério de Fisiologia de Arvores - LAFISA,
USP/ESALQ em Piracicaba-SP (Figuras 1A e 1B).
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-Brotos do Anelamento

Um anel de casca a 20 cm do nivel do solo e com 20 cm de largura foi realizado em todas
as matrizes, e apés 90 dias as brotagdes foram coletadas e conduzidas em caixas de polietileno
contendo jornal umedecido com agua para o transporte até LAFISA, USP/ESALQ em Piracicaba-
SP (Figuras N° 1C e N° 1D).

-Brotacdes Epicormicas

A coleta da megaestaca foi realizada através da poda dos galhos mais baixos da copa das
arvores, no intuito de minimizar os efeitos da idade ontogénica e em Piracicaba-SP foram
imediatamente acondicionados em casa de vegetacao com temperatura variando entre 22 a 28°C e
umidade relativa do ar acima de 80% controlada por nebulizagdo intermitente. Os ramos foram
serrados em segmentos (megaestacas) de 50 cm de comprimento (diametro variando de 12 a 18,5
cm), e dispostos verticalmente em vasos com areia (Figura N° 1E). Semanalmente aplicou-se
fungicida a base de tiofanato metilico (1.000 mg L™), para maior controle fitossanitario das
brotagdes. Apbs 60 dias observou-se a emisséo das primeiras brotagdes epicormicas (Figura N°
1F).

[F)

Dos Primeiros Galhos da Copa, Destacados (A); Saco Plasticos de 60 L Contendo
Jornal Umedecido com Agua, Foi Utilizado para Transporte do Material Coletado (B);
Detalhe do Anelamento Realizado, 20 cm de Largura (C); Brotagcdes Emitidas Apds o
Anelamento das Arvores (D); Disposicéo das Megaestacas em Vasos com Areia e Sob
Aspersao (E); Inicio da Emissao de Brotos da Megaestaca (F); Brotagcdes Emitidas No
Local se Coletou as Megaestacas (G).

FiguraN° 1
BROTACOES DE E. benthamii
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Brotos Oriundos da Poda dos Galhos da Copa

BrotacGes emitidas na regido do corte da coleta de megaestacas foram selecionadas e
transportadas ao local de preparo, no LAFISA — USP/ESALQ (Figura N° 1G).

-Estaquia

Cinco tipos de brotos (brotagdes dos primeiros galhos da copa, do anelamento,
epicormicos, brotos oriundos da poda da copa e brotagdes alongadas in vitro), e dois ambientes de
enraizamento (miniestufa e casa de vegetagdo tradicional) foram utilizados visando avaliar o
melhor ambiente de enraizamento para cada tipo de broto.

Estacas provenientes das brotagdes dos primeiros galhos da copa, do anelamento e dos
brotos oriundos da poda dos galhos da copa com 12 + 2 cm de comprimento foram selecionados.
As folhas foram reduzidas para 50% da area total com a realizagdo de um corte em bisel na regido
basal, descartando-se as ponteiras. As estacas foram lavadas em &gua corrente, mergulhadas em
hipoclorito de sédio comercial (20% em agua) e Tween 20 (0,05% v/v) durante 5 minutos e
novamente lavadas em agua. As estacas foram submetidas ao tratamento com fungicida (Benomyl
500 mg L™) por 15 minutos, em seguida a regido basal fPi imersa por 10 segundos, em solugdo
hidroalcodlica (agua: alcool, 1:1, v/v) contendo 8.000 mg L™ de AIB (Brondani et al., 2012).

Brotos provenientes das megaestacas com 4 + 2 cm de comprimento foram coletados com
um corte em bisel na porgdo inferior, com a regido basal imersa por 10 segundos em solugéo
hidroalcodlica (agua: alcool, 1:1, v/v) contendo 2.000 mg L™ de AIB.

Brotacbes alongadas in vitro de cada clone, com tamanho de aproximadamente 1 cm,
foram coletadas em camera de fluxo laminar com auxilio de tesoura e transferidas para placas de
Petri contendo agua autoclavada. Posteriormente, realizou-se a estaquia no substrato de cultivo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com parcelas
subdivididas no tempo. Para as brota¢des dos primeiros galhos da copa e brotos oriundos da poda
dos galhos da copa testaram-se vinte clones, com dez repeticdes e vinte estacas para a
composicdo de cada repeticdo, para os brotos do anelamento, brotagdes epicérmicas e brotos
alongados in vitro testaram-se vinte clones, com dez repeti¢cdes e trés estacas para a composig&o
de cada repeticéo.

-Condicdes de Enraizamento

As estacas de todos os tipos de brotos foram dispostas para o enraizamento em dois
ambientes distintos. O primeiro em casa de vegetac&o (com umidade relativa do ar maior que 80%
a partir de nebulizag&o intermitente, e temperatura do ar de 33 + 5°C), utilizou-se tubetes plasticos
de forma cénica de 55 cm®, contendo substrato comercial a base de casca de pinus e vermiculita
média (2:1). Ap6s 45 dias, as estacas foram transferidas para casa de vegetagdo com sombrite
50% para aclimatagdo (casa de sombra), onde permaneceram por 15 dias, com irrigacdo por
microaspersao.

O segundo constituido por uma bandeja (com 11 x 5 cm) com o mesmo tipo de substrato,
sobre uma base (prato de vaso), uma armagdo de arame e um saco plastico transparente fechado
(mantendo-se a umidade préxima a 100%). A mini-estufa foi acondicionada em local com sombra, e
protegido com sombrite 80%, evitando-se elevadas temperaturas. Semanalmente, aplicou-se
fungicida a base de Tiofanato Metilico (1.000 mg L‘l), a fim de evitar-se a contaminagao fungica.
Ap6s 30 dias, iniciou-se o onduci de aclimatizag@o, com a abertura do saco pléstico, aos 45 dias
as estacas enraizadas foram retiradas do sistema de mini-estufa e repicadas para tubetes, foram
entéo transferidas para casa de vegetacdo com sombrite 50% para aclimatagcéo (casa de sombra).
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A porcentagem de enraizamento e onducido cia foi avaliada aos 45 dias apoés
estaqueamento. O experimento foi onducido em delineamento inteiramente casualizado com
parcelas subdivididas no tempo, testando-se vinte clones, cinco tipos de estacas, e dois locais de
enraizamento.

Micropropagacao
-Meio de Cultura e Condic6es In Vitro

Os meios de culturas utilizados foram MS (Murashige e Skoog, 1962) para o
estabelecimento da cultura e WPM para subcultivos posteriores, com adigdo das auxinas ANA e
AIB e a citocinina BAP, sacarose 20 e 30 g L™ (dependendo do estagio de desenvolvimento). O
valor do pH foi ajustando para 5,8 com HCI (0,1M) ou KOH (0,1M) previamente a adigdo do agar
(6g L), e posteriormente autoclavado a temperatura de 121°C (=1,0 kgf cm™) durante 20 minutos.
Os explantes foram cultivados em sala de crescimento com temperatura de 25°C + 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e luminosidade de 40 pmol m™ s™, fornecidas por duas lampadas
fluorescentes, branca fria, com 110 Watts cada.

-Introducé&o In Vitro

A introducdo in vitro dos segmentos nodais foi realizada por meio de quatro tipos diferentes
de explantes: (i) a partir de brotagdes dos primeiros galhos da copa, (ii) brotag6es oriundas da poda
dos galho (megaestaca), (iii) das brotagdes basais provenientes do anelamento das matrizes e (iv)
brotagdes epicormicas das megaestacas. Em todos os casos 0s explantes consistiram de
segmentos nodais da por¢gdo mediana das brotagdes com as folhas removidas, contendo um par
de gemas axilares, e tamanho médio de 1,5 cm.

A assepsia dos explantes se deu primeiramente por imerséo em solugdo de alcool a 70%
(v/v) por 10 segundos, sendo enxaguados com agua deionizada e autoclavada. Em seguida foram
submetidos a solugdo com fungicida Tiofanato Metilico (1.000 mg L'l) por 15 minutos, enxaguados
com &gua deionizada e autoclavada e finalmente imersos em solugdo com de 1,0% (v/v) de cloro
ativo (NaOCI) acrescida de duas gotas de Tween 20 (0,05% v/v) durante 5 minutos. Ao final do
tratamento, foram enxaguados por trés vezes com agua deionizada e autoclavada no interior da
camera de fluxo laminar e inoculados verticalmente em tubos de vidro com 7 x 3 cm, com 7 mL do
meio de cultura MS. Especificamente para os explantes provenientes das brotagdes epicérmicas
das megaestacas, a assepsia foi mais branda, reduzindo-se para 5 minutos o tempo de exposi¢céo
ao fungicida Tiofanato Metilico, devido ao tecido ser mais tenro e as condi¢des de cultivo permitir
um maior controle fitossanitario dos brotos. Aos 30 dias ap6s a inoculagéo avaliou-se porcentagem
de contaminagdo por fungos, bactérias e algas além da porcentagem de oxidagdo, consideraram-
se estabelecidos os explantes sem estas caracteristicas e com gemas axilares desenvolvidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Estaquia

As brotacdes provenientes dos primeiros galhos da copa e brotos oriundos da poda dos
galhos da copa n&do sobreviveram (Figura N° 2). Entretanto, os brotos de procedéncia de
megaestaca e os alongados in vitro evidenciaram boa competéncia ao enraizamento no ambiente
de mini-estufa, apesar de apresentarem-se com tecidos muito tenros, sem praticamente nenhuma
lignificag&o, sendo mais susceptiveis ao ataque de patégenos.

Paul e Clark (1989) salientam que no solo ou no substrato existe normalmente um grande
ndmero de microrganismo, e que durante a produgdo de mudas por estaquia, € comum a
ocorréncia de desequilibrios bidticos e abidticos que podem interferir negativamente no
crescimento e desenvolvimento das mudas. Entre estes, destaca-se a incidéncia de fungos
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decompositores como um dos fatores mais negativos ao percentual de enraizamento (Ferreira,
1989).

Em escala comercial, o enraizamento de estacas tem sido praticado dentro de casas de
vegetagdo, nas quais sdo mantidas a altas temperaturas (geralmente de 25 a 35°C) e alta umidade
(geralmente acima de 80%) por nebulizagé@o intermitente (Ferreira, 1989). Essas condi¢des se
tornam mais criticas ao ataque de fitopatégenos, visto que &, aparentemente, um material
fisiologicamente pouco ativo, muito vulneravel a acdo de agentes microbianos (Alfenas et al.,
1988).

A mini-estufa pelo seu reduzido tamanho permitiu maior controle fitossanitario, e também
pela individualizagdo dos materiais reduzindo a disseminagcdo de fitopatdgenos associado a
aplicacdo semanal de fungicidas, sem lavagem pela aspersdo, obtendo-se maior absor¢cdo pela
estaca favorecendo seu desenvolvimento sadio. Permitindo inferir que associado a competéncia
rizogénica, os mecanismos de resisténcia inicial ao ataque de patégenos fundamental para o
sucesso do processo de formacao de mudas.

80 1

60 1
[ ] 3 0,

40 + Casa Vegetagdo (%)
B Mini Estufa (%)

20 1 .

0 + =_—= : v

BC BPC BAn BMe BIn

BC — Brotagdes dos primeiros galhos da copa, BPC — Brotos oriundos
da poda dos galhos da copa, BAn —brotos do anelamento, BMe — brotos
da megaestaca, Bln — brotos alongados in vitro) e ambiente de enraizamento.

Figura N° 2
VALORES MEDIOS DA PORCENTAGEM DE SOBREVIVENCIA DE PROPAGULOS
DE Eucalyptus benthamii EM RELACAO A ORIGEM DE BROTO

Os brotos advindos do anelamento apresentaram indices semelhantes de sobrevivéncia
(Figura N° 2) e enraizamento (Figura N° 3) em ambos os ambientes avaliados. Segundo Hackett
(1987b) algumas caracteristicas, que estdo associadas com a juvenilidade, sdo mantidas nas
por¢cdes basais de plantas maduras de muitas espécies. Hartmann et al. (1997) observaram que a
maior juvenilidade da regido basal das plantas se deve ao fato dos meristemas mais préximos da
base formarem-se em épocas mais préximas a germinagéo do que os das regiGes terminais. Pode-
se, portanto supor, que além dessas caracteristicas observadas por Hackett (1987a) e Hartmann et
al. (1997) as estacas apresentaram boa resisténcia inicial ao ataque de patdégenos, ndo tendo
assim, interferéncia do ambiente no enraizamento e sobrevivéncia.

Os brotos alongados in vitro, foram o0s que apresentaram o0 maior percentual de
sobrevivéncia e enraizamento (Figuras N° 2 e N° 3), devido ao maior grau de reversdo a
juvenilidade proporcionado pela cultura de tecidos (George et al., 2008). A composi¢ao do meio de
cultura pode induzir a células a estadios menos diferenciados (multipotentes, pluripotentes e
totipotentes), com menor determinacdo e aquisicdo de competéncias para novas rotas
morfogénicas especificas, que acarretam na redugéo do grau de metilagdo do DNA, na perda da
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memoria e na reprogramacédo celular (Valledor et al., 2007), e consequentemente, viabilizam o
rejuvenescimento dos tecidos para que ocorra a regeneragéo de plantas e clonagem.

B Casa Vegetagdo (%)

B Mini Estufa
(%)

BC BPC BAn BMe Bin

BC — Brotagdes dos primeiros galhos da copa, BPC — Brotos oriundos
da poda dos galhos da copa, BAn —brotos do anelamento, BMe — brotos
da megaestaca, BIn — brotos alongados in vitro) e ambiente de enraizamento.

Figura N° 3
VALORES MEDIOS DA PORCENTAGEM DE ENRAIZAMENTO DE PROPAGULOS
DE Eucalyptus benthamii EM RELACAO A ORIGEM DE BROTO

O sucesso na reversdo da juvenilidade esta diretamente associado ao numero de
subcultivos durante a fase de multiplicagdo. Os maiores indices de enraizamento dos brotos
alongados in vitro ocorreram com as microcepas que foram subcultivadas por 14 meses, ou seja,
15 subcultivos (1 a cada 28 dias de cultivo), para somente entdo serem transferidas ao meio de
alongamento onde se obteve brotagdes aptas para o enraizamento, corroborando com Xavier et al.
(2009) que recomendam, no minimo, a realizagdo de 12 subcultivos na fase de multiplicagédo para
se atingir o rejuvenescimento de arvores adulta de Eucalyptus.

Em relagdo aos brotos dos primeiros galhos da copa e da poda dos galhos da copa, a
porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento (Figuras N° 2 e N° 3) foi de 0 % (zero) nos dois
ambientes, principalmente devido ao elevado grau de maturagdo dessas estacas. Segundo
Hartmann et al. (1997) o ciclo de vida de muitas plantas se relacionam as fases juvenil e adulta,
nas quais as caracteristicas anatdmicas, fisiolégicas, bioquimicas e morfoldgicas s&o distintas,
afetando sensivelmente a propagacdo vegetativa das plantas. Em plantas lenhosas, hd um
gradiente de juvenilidade em diregdo a base da éarvore (Eldridge et al., 1994), o que promove
aumento da maturacdo em fungdo da maior proximidade com o meristema apical (Greenwood e
Hutchison, 1993). Quando se compara o percentual de enraizamento de estacas dos primeiros
galhos da copa e da poda dos galhos da copa, com os das estacas advindas do anelamento,
evidencia-se a importancia da juvenilidade.

Outro fator importante no enraizamento fica evidente quando se compara a sobrevivéncia e
enraizamento (Figuras N° 2 e N° 3) das estacas oriundas da megaestaca com estacas formadas
no local da coleta de megaestaca (ou seja, os brotos oriundos da poda dos galhos da copa), em
que se pode observar superior capacidade de enraizamento das estacas do brotamento de
megaestacas em relagédo as da poda dos galhos da copa. Segundo Alfenas et al. (2004) o principio
fisiolégico para inducdo de brotagdes epicdrmicas estd baseado na alteracéo do equilibrio entre os
reguladores de crescimento (auxina/citocinina), favorecendo assim a emissdo de brotos. Essas
alteracbes alem de influenciar a emiss@o de brotos, provavelmente também favoreceram seu
rejuvenescimento, diferentemente das brotagbes na base da retirada dos galhos, os quais
praticamente néo alteraram seu balango hormonal.
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Na literatura existem diversos relatos a respeito das diferengcas entre o enraizamento
adventicio de material juvenil e adulto (Wendling et al., 2006), os quais apresentam dependéncia
da condigéo fisioldgica da planta-mée (doadora de propagulos) e da idade cronoldgica (Haapala,
2004). Ainda em relagdo as espécies de Eucalyptus determinou-se que a concentracdo dos
inibidores ao enraizamento aumenta com a idade das folhas, e esse aumento esté correlacionado
com o decréscimo da capacidade de enraizamento (Hackett, 1988). Esses mesmos inibidores
poderiam estar presentes nas brotagdes do ano, enquanto que nas brotagfes da megaestaca néo,
pois as folhas dos brotos oriundos da poda dos galhos apresentavam morfologia de folhas adultas,
enquanto as folhas das megaestacas caracteristicas de folhas jovens.

Uma das mais importantes consequéncias do envelhecimento ontogenético para a
clonagem é a reducéo, ou até mesmo, a perda da capacidade de enraizamento que se verifica em
plantas lenhosas adultas, este fato tem elevada importancia. Segundo Assis (1997) a selecdo
normalmente é realizada na fase adulta, onde a propagacdo vegetativa encontra limitagdes,
principalmente, no que se refere a variagao de genotipos entre e dentro das espécies florestais, e
da reducao gradual da capacidade de enraizamento de estacas, que esta associada ao
envelhecimento ontogénico. Com base nessas informagdes e como ndo houve sobrevivéncia e
enraizamento dos brotos dos primeiros galhos da copa, e nem dos brotos oriundos da poda dos
galhos da copa para nenhum material genético (clone), esta técnica ndo é recomendada para o
resgate de arvores adultas de E. benthamii com idade superior ou igual a 13 anos.

Em espécies de dificil enraizamento, como por exemplo o E. benthamii, é fundamental
garantir a juvenilidade dos propagulos. Assim, quanto mais juvenil for o material vegetativo, maior
serd 0 sucesso do enraizamento, quer expresso em percentagem, na rapidez de formagédo de
raizes, quer na qualidade do sistema radicular e na capacidade de crescimento da nova planta
(Gomes, 1987).

Todos os clones emitiram brotos basais decorrentes do aumenta da concentragdo de
citocininas associado a reducdo da concentragdo de auxina, imediatamente apés o anel da casca
retirado, que interrompeu o transporte via floema (Zimmermann e Brown, 1974).

In vitro

A maior porcentagem de oxidac&o foi verificada nos brotos dos primeiros galhos da copa
(18,1%), seguido dos brotos do anelamento (11,2 %), brotos oriundos da poda dos galhos (7,3%) e
da megaestaca, o qual ndo apresentou oxidagéo (Figura N° 4). Particularmente espécies tropicais,
frequentemente apresentam elevadas concentragdes de substancias fendlicas que séo oxidadas
guando as células sdo feridas ou senescentes, sendo que o tecido isolado torna-se marrom ou
preto e ndo cresce (George et al.,, 2008). Além disso, varias enzimas cobre-dependentes estdo
envolvidas na oxidagdo e hidroxilagdo de compostos fenolicos (Lerch, 1981). A hidroxilagdo de
monofendis por enzimas que contém cobre, induzem a construgdo de importantes componentes
polimeros nas plantas, tais como a lignina. Essas mesmas enzimas podem levar ao escurecimento
de explantes recém isolados (George et al., 2008). Atribui-se a elevada porcentagem de oxidagao
dos segmentos nodais advindos de broto dos primeiros galhos da copa, a maiores deposicéo de
ligninas presentes destes tecidos quando comparado aos brotos de anelamento, brotos oriundos
da poda dos galhos da copa e de megaestaca (0% de oxidac&o).

Dessa forma a oxidagéo foi um dos fatores que influenciou para o néo estabelecimento
de explantes in vitro (Figura N° 5). Segundo Benson (2000), a oxidacdo leva ao aumento na
formacdo de radicais livres que s&o responsaveis por danos irreparaveis ao DNA, proteinas e
enzimas, causando disfungao celular, levando a morte do explante.

O estabelecimento in vitro dos explantes de segmentos nodais advindos de brotos dos
primeiros galhos da copa, brotos oriundos da poda dos galhos da copa e de anelamento néo foi
possivel em razdo da contaminagéo fungica e bacteriana (Figuras N° 6 e N° 7). Observa-se que 0s
percentuais de contaminacdo fungica e bacteriana desses trés tipos de broto foram elevados,
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principalmente devido a sua origem direta do campo, em que estdo expostos a todos os tipos de
patégenos. Diferentemente dos segmentos nodais advindos da megaestaca, que permaneceram
em casa de vegetacao até o surgimento das brotagdes, assegurando maior controle fitossanitéario,
corroborando com as afirmacgfes de Grattapaglia e Machado (1998), onde destacam que o estado
fisiolégico da planta matriz de onde s&o coletados os explantes, apresenta grande influéncia no
posterior comportamento das culturas in vitro.

Oxidagdo (%)
=
[w]

0 1 1 1 1 1
BC BPC BMe BANn

BC- Brotos dos primeiros galhos da copa, BPC — Brotos oriundos
da poda dos galhos da copa, Bme — broto da megaestaca,
Ban —broto do anelamento

i 5 Figura N° 4
MEDIAS DA OXIDAGAO DE EXPLANTES DE Eucalyptus benthamii
EM RELAGAO A ORIGEM DO BROTO

60 A

20 A

Estabelecimento in vitro
B
=]

Ban (%)

BC (%) | BPC (%) | Bme (%)

Origem do broto

BC- Brotos dos primeiros galhos da copa, BPC — Brotos oriundos
da poda dos galhos da copa, Bme — broto da megaestaca, Ban —broto
do anelamento

FiguraN° 5
MEDIAS DO ESTABELECIMENTO (EST) DE EXPLANTES DE Eucalyptus benthamii
EM RELACAO A ORIGEM DO BROTO
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BC- Brotos dos primeiros galhos da copa, BPC — Brotos oriundos da poda
dos galhos da copa, BMe — broto da megaestaca, BAn — broto do anelamento

FiguraN° 6
MEDIAS DA CONTAMINAGAO FUNGI(}A (FUN) DE EXPLANTES DE Eucalyptus benthamii
EM RELACAO A ORIGEM DO BROTO
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Contamina¢do bacteriana

BC (%) | BPC (%) | Bme (%) | Ban (%)

Origem do broto

BC- Brotos dos primeiros galhos da copa, BPC — Brotos oriundos da
poda dos galhos da copa, BMe — brotos da megaestaca, BAn — brotos
do anelamento

Figura N° 7
MEDIAS DA CONTAMINAGAO BACTERIANA (BAC) DE EXPLANTES DE Eucalyptus benthamii
EM RELACAO A ORIGEM DO BROTO

Mesmo com o estabelecimento de um protocolo de assepsia menos rigoroso na pré
introducéo dos brotos de origem do anelamento, em relacdo ao protocolo estabelecido aos brotos
dos primeiros galhos da copa, brotos oriundos da poda dos galhos da copa e de anelamento, estes
apresentaram indices de contaminagdo maiores. Esse efeito demonstra a importancia do controle
fitossanitario do material vegetal fornecedor de explantes, desde seu aparecimento ate 0 momento
da introdugé@o e ndo somente momentos antes da introduc&o. Esses resultados estdo de acordo
com Grattapaglia e Machado (1998) que citam que quando se utiliza material vegetativo
diretamente do campo, os tratamentos para assepsia devem ser mais criteriosos, em virtude dos
explantes apresentarem maiores niveis de contaminagao, e geralmente as concentragdes e tempos
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de exposicbes aos agentes desinfetantes sdo maiores, em comparagdo com o0s explantes
provenientes de ambientes protegidos.

De acordo com Brondani et al. (2009) os indices de estabelecimento in vitro de explantes
(no caso de segmentos nodais) geralmente sao elevados quando as brotagdes sé@o originadas de
minicepas (planta fornecedora de brotagdes) cultivadas em minijardim clonal protegido, devido ao
maior controle ambiental e nutricional, em comparacao aos explantes originados de arvores adultas
coletados diretamente no campo, condi¢ges essas semelhantes as com brotagGes da megaestaca.

Apesar de os segmentos nodais advindo de brotos da megaestaca apresentarem
menores indices de contaminagdo por bactérias e fungos, foram os Unicos que apresentaram
contaminacdo com algas (3,2%). A alga néo interferiu no desenvolvimento inicial dos explantes, no
entanto, apos trés subcultivos verificou-se competicdo com o explante. Para diminuir a competicao
entre os explantes e a alga, estes foram lavados dentro do fluxo laminar com &gua destilada e
autoclavada, e para o controle total das mesmas adicionou-se uma gota de algicida ao meio de
cultura ap6s a autoclavagem e solidificagdo, o protocolo mostrou-se eficiente no controle da
manifestagéo da alga.

O melhor explante para a introdugéo in vitro foi caracterizado pelo uso dos segmentos
nodais advindos da megaestaca, onde se obteve o estabelecimento in vitro para todos os clones.
Porém, devido a variabilidade genética presente nas matrizes, houve variagdo no percentual de
estabelecimento in vitro dos clones de 62% a 90%. Apesar de ter ocorrido variagdo da
porcentagem entre os clones, a megaestaca mostrou ser a melhor alternativa para o
estabelecimento in vitro de plantas adultas de E. benthamii, sendo recomendada sua utilizagdo
para o resgate de material genético adulto, estabelecido em condiges de campo.

CONCLUSAO

Os resultados permitem concluir que a utilizacdo da megaestaca como doadora de
explantes para o cultivo in vitro, mostrou ser o método mais eficiente para o resgate de matrizes
adultas de E. benthamii, uma vez que as microestacas apresentaram elevado indice de
enraizamento.

O uso de brotos do anelamento para estaquia embora em menor porcentagem mostrou-
se satisfatério para o enraizamento.

Jé os brotos dos primeiros galhos da copa e os oriundos da poda dos galhos da copa,
ndo sédo recomendados para o resgate de matrizes de E. benthamii, para nenhum dos tipos de
materiais vegetais avaliados.
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