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CAPITULO I - INTRODUGAO GERAL

Um dos principais motivos para o assoreamento de rios e
represas & a auséncia de cobertura vegetal em suas éareas
marginais. Em represas, a regido denominada &rea de deplegdo,
correspondente a diferenga anual entre as cotas minima e méaxima
dos reservatdrios, geralmente se apresenta sem cobertura vegetal.
As acoes erosivas, nessas Aareas, sdo responsiaveis por
deslizamentos marginais que contribuem para o assoreamento. Em
reservatérios destinados & geragdo de energia elétrica, o
assoreamento diminui a energia potencial, e as particulas sdlidas
em suspensdo aumentam o efeito abrasivo com um desgaste prematuro
das turbinas.

Nas margens de rios e riachos, a &rea de deplegéao
corresponde & regido com periodos de .inundagdo temporéria, em
fungdo da ocorréncia de precipitagdes sazonais nas ~ &reas
pertencentes as bacias hidrogrdficas. Nessas &dreas, localizam-se
as espécies que compdem a mata de galeria. O assoreamento, devido
4 falta dessas espécies, eleva o nivel normal dos rios, o que se
agrava no periodo de chuvas, causando enchentes.

0 reflorestamento da mata ciliar corresponde a uma das
pridticas conservacionistas, que pode ser empregada. Portanto,

apés a identificagdo de espécies com, toler&ncia a diferentes
|
\
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graus ou periodos de inundagdo, é necegs&rio que se proceda a . .
producdo de mudas e repovoarﬁento dessas é.feas. |
N O género Sebastiania pertence & familia Euforbiaceae,
uma das maiores das dicotileddneas, com cerca de 290 géneros e
7.500 espécies, incluindo muitas plantas Gteis ao homem. Segundo
SMITH et alii (1988), o género Sebastiania & composto por cerca
de noventa espécies, com &reas de dispersfo, principalmente, no
leste do Brasil, América do Norte, Africa, Sudeste da Asia e
ilhas vizinhas. Os mesmos autores destacam as espécies S.
corniculata (Vahl) MUELL. ARG., S. hispida (Martins) Pak, S.
schottiana MUELL. ARG., S. argutidens Pax & K. Hoffmann, S.
commersoniana (Baillon) L. B. Smith & R.J. Downs e
S. brasiliensis Sprengel, como as principais do género.

O Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG.) é uma
espécie florestal de mata de galeria, formada pelas variedades
Schottiana e Angustifolia, a primeira com dispersdo nos estados
de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo e, a segundav, de S&ao
Paulo até o Rio Grande do Sul, e ainda Uruguai, Argentina e
Paraguai (Figura 1).

A descrigdo bota&nica caracteriza o Sarandi como um
arbusto de 2 a 3,5 m de altura com ramos eretos, espinhosos,
rijos e flexiveis e ramos secundarfios curtos, retos e
pontiagudos. As folhas sdo sub—coriéceas; com nervuras laterais
evidentes, responséveis pela diferenc;a‘ morfolégica entre as
variedades dessa espécie. As espigas pc;dem ser bissexuadas ou
conter apenas a parte masculina ou a feminina benm desenvorlvid‘a;
quando novas sdo aproximadamente do tamapho das folhas (CORREA,

1969). As flores contém, geralmente, tr%s estames, raras vezes

|
i
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FIGURA 1. Localizagdo do Rio Grande (Perddes - MG), A&area de

dispersdo do Sarandi
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ARG., var. Schottiana). ESAL, Lavras - MG, 1993.
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dois ou quatro, com ~anteras longitudinalmente deiscentes. O
ovirio, em regra, & trilocular com um Gnico évulo em cada ldéculo,
e os frutos formam uma c&psula trilobulada ou subglobosa
(Figuras 2 e 3). As sementes possuem alblmen carnoso e testa lisa
e os cotilédones sé&o largos. e planos. O sistema radicular é
bastante desenvolvido e profundo (Figura 4).

Em S. schottiana MUELL. ARG. va}. Schottiana, as folhas
apresentam-se com 10 - 40mm de comprimento e 3,5 - 8mm de
largura, enquanto gque em S. schottiana MUELL. ARG. var.
Angustifolia, as folhas possuem 40 - 50mm de comprimento e
5 - émm de largura.

Assim como outras espécies do género, o Sarandi,
conforme SMITH et alii (1988), & ainda uma espécie adaptada para
resistir as correntezas durante o periodo de enchentes. No estado
de S3o Paulo, GIBBS & LEITAO FILHO (1978) verificaram a presenga
de outra espécie do género (Sebastiania commersoniana), com
frequéncia de 69% as margens do rio Mogi Guagu. BERTONI et alii
(1982), estudando a composigdo = floristica e estrutura
fitossociolégicé de florestas da Reserva de Porto Ferreira (SP),
verificaram nitidas diferencas entre as formagdes vegetais de
terra firme e mata ciliar, destacando-se, dentre outras, a
espécie S.commersoniana, adaptada &as conqigées climaticas da mata
ciliar.

Outros pesquisadores (JOLY & CRAWFORD, 1982) estudaram
os mecanismos fisioldégicos na toleranciaide S. commersoniana, em
relagdo & inundagdo. Verificaram que a satura¢do hidrica do solo
induz a uma aceleragdo da fermentacio a%coélica, com um elevado

|
acGmulo de etanol nos tecidos e uma fort% inducao da atividade da

|
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|
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FIGURA 2. Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana), localizada as margens do Rio Grande.
ESAL, Lavras - MG, 1993.



FIGURA 3. Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana.
Aspecto geral da planta com detalhes do ramo (a),
fruto (B), semente (C) e inflorescéncia (D). ESAL,
Lavras - MG, 1993. |
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enzima desidrogenase alcodlica. A parte aérea contudo, apresentou
crescimento similar em plantas controle e submetidas ao estresse,
o mesmo ocorrendo com a morfologia da base do caule.

O Sarandi, ainda segundo SMITH et alii (1988) é& uma
espécie helidfita, seletiva Higréfita, até xerdéfita, adaptada as
condigdes extremas de umidade ou seca. Essas caracteristicas
oferecem seguran¢a no seu emprego ao controle a erosdao de margens
de rios bem como na reconstituigdo de ecossistemas em &reas de
inundagdao de represas. A propagagao dessa espécie porém,
apresenta problemas quanto & viabilidade das sementes produzidas
em fungdo dos diferentes estadios de maturagdo verificados em
cada planta, em condigdbes de campo. Além disso, estudos
preliminares, realizados com sementes selecionadas gquanto ao
aspecto fitossanitario, forneceram baixos percentuais de
germinagdo, caracterizando algum tipo de dorméncia, o que
dificulta ainda mais a produgdo de mudas a partir de sementes
(ALVARENGA, 1991)*.

O objetivo geral desse trabalho portanto, foi tentar
viabilizar a propagagdo dessa espécie, por meio de enraizamento
de estacas e microestacas, e através do enraizamento e
multiplicagdo "in vitro", buscando uma metodologia rapida, eficaz
e econdmica para produgdo de mudas, vVvisando-se o plantio

posterior em areas de deplegao e margens de rios.

* Comunicagdo pessoal.



CAPITULO II - INFLUENCIA DO TEMPO DE IMERSAO, DO AcIDO
INDOLBUTIRICO E DO SUBSTRATO NO ENRAIZAMENTO DE
ESTACAS DE SBARANDI (Sebastiania schottiana MUELL.

ARG., var. Schottiana)

RESUMO

As estacas foram coletadas deiplantas localizadas as
margens do Rio Grande, municipio de Perddes, MG. O comprimento e
0 di&metro foram padronizados em 250 x 8mm, retirando-se todos os
ramos laterais. Em seguida, essas estabas tiveram. suas bases
imersas em solugdo de &cido indolbutirico (IBA) de diferentes
concentragdes (0; 1,2; 2,5; 4,9 e 9,8mM) por seis, doze e vinte e
quatro horas. Além destes fatores, dois substratos (areia e
- plantimax) foram testados.

Os resultados obtidos apés 60 dias do plantio mostraram
que a areia proporcionou maiores peso de 1;natéria fresca e seca de
raizes, raio médio de raizes e porcentagem de estacas enraizadas,
assim como peso de matéria seca da parte aérea, namero de
ramos/estaca e relagdo raiz/parte aériea. Raizes com maior
comprimento e peso de matéria fresca e Cseca foram obtidas com
imers&o em 4,9mM de IBA. O periodo de 12 e 24 horas de imersdo

afetou o comprimento de raizes, quando pl!antimax foi o substrato

|
|
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utilizado. A porcentagem de estacas enraizadas, o namero de
ramos/estaca, peso de matéria fresca e seca da parte aérea
diminuiram também com 12 e 24 horas‘dejimerséo. A analise dos
nutrientes minerais das estacas enraizadas mostrou correlacgao
negativa dos elementos P, Ca, Mg, S, B e}Zn no enraizamento das
estacas, ou seja, menores teores foram observados nos melhores
tratamentos. O Fe apresentou correlagdac positiva com o

enrajizamento.
2.1. REFERENCIAL TEORICO E OBJETIVO

A propagac¢ao vegetativa através do uso de estacas & uma
técnica agronémica antiga sendo muito empregada devido a
facilidade e rapidez na execugdo. No entanto, a capacidade de

P

enraizamento em algumas espécies & inferior devido a componentes
biogquimicos da prépria planta, como também &s condigdes
ambientais em que estdo submetidas.

As diferengas genéticas da capacidade de enraizamento,
segundo HAISSIG (1986), podem estar relacionadas com a atividade
de enzimas especificas. O nimero de genes e vias metabdlicas ndo
sdo conhecidos, apenas sabe-se que ndo necessariamente os mesmos
genes sdo responsaveis pelo processo de rizogénese (HAISSIG &
RIEMENSCHNEIDER, 1988). MILLER et alii_(}gaz), avaliando fatores
no enraizamento de Abies fraseri (Pursh) Poir, verificaram
pronunciada variag¢do genotipica em relagdo ao nimero de estacas
enraizadas, nGmero e comprimento de raiz?s. A diferenga genética

|
do enraizamento entre cultivares de abacateiro foi relatada por

REUVENI & RAVIV (1981), que as classificou em grupos de féacil e
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'xdificil enraizamento. CARTER (1984), estudando o enraizamento de
diferentes clones de Larix laricina (DU ROI) K. Koch., observou
grande difereng¢a na porcentagem de enraizamento, variando de 23
até 93%.

DEOL et alii (1983) mostraram a influéncia do tamanho
da estaca no enraizamento de Populus ciliata Walh, em que foram
testados diferentes diametros (10, 14 je 18mm) e comprimentos
(150, 225 e 300mm). Os maiores nGmeros e comprimentos de raizes
foram obtidos em estacas de 18 x 300mm, porém sem diferenca
significativa para dimensdes de 14 x 225mm que sdo recomendadas
pelos autores. MILLER et alii (1982) verificaram gque o
comprimento (100 - 260mm) de estacas de Abies fraseri ndo afetou
o percentual de enraizamento , mas propbrcionou maior ndGmero de
raizes em estacas maiores. |

A influéncia da idade da planta matriz foi estudada por
CARTER (1984), entre &rvores de Larix 1a#icina (DU ROI) K. Koch.,
com idade entre 19 e 41 anos. A capacidade de enraizamento nessa
espécie ndo apresentou correlacdo com a idade da planta matriz. O
enraizamento de Eucaliptus gunnii Hook{ de acordo com CURIR et
alii (1990), apenas ocorre em tecidos jovens devido &s alteracgdes
fisiolégicas em tecidos com maior idade, tal como o acGmulo de-
substéncias fenélicas (flavondides), re;acionadas com a perda do
potencial de enraizamento. |

KLING et alii (1983) estudaram o efeito de compostos
fendlicos na iniciag¢do do enraizamento ?e Phaseolus aureus, Acer

saccharinum e Acer griseum. Os compostos testados foram catecol,

pirogalol, acido salicilico e taninico, sendo que a combinac¢do de

|
|
|
1
|
|
|
|
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catecol com IAA proporcionou nas trés espécies maior nGmero de
raizes. - -

GASPAR & HOFINGER (1988) citam a especificidade das
auxinas na promogdo do enraizamento. Conforme esses autores,
ocorre uma variagdo endégeﬁa de auxinas 1livres e conjugadas
durante a rizogénese incluindo anakolismo, catabolismo e
conjugagdo. |

O tratamento de espécies de dificil enraizamento
através da aplicagdo de auxinas apresenta vantagens como o
aumento da porcentagem de enraizamento, antecipag¢do da indugdo e
aumento do nimero, gualidade e uniformidade das raizes.

O Aacido indolilacético (IAA) & a auxina natural mais
encontrada nas plantas, tanto na forma livre como conjugada. A
partir de sua descoberta, testes com os andlogos tais como &cido
indolbutirico (IBA) e &cido naftalenacético (NAA) comprovaram o
grande efeito na promo¢do do enraizamento, sendo denominados de
auxinas sintéticas. Mais tarde outros compostos como o 2,4-D e
2,4,5-T foram também incluidos neste grupo.

As diferengas na eficidcia das auxinas tem sido
verificadas em muitas espécies. KUMAR (1989) comparou o efeito de
IAA, IBA e NAA de forma isolada ou em cdmbinagéo (aos pares), nas
concentragces de 50 e 100mg.L"l em estacas de Butea monosperma.
Constatou que o melhor tratamento partiu da combinacdo de NAA e
IBA em 100mg.L-l. Outro teste comparativo envolvendo IAA, NAA,
IBA e 2,4-D foi realizado por GUPTA et alii (1989) em Melia
azedarach L. Os autores concluiram que esta espécie enraizou
melhor nos tratamentos onde IAA e§ IBA foram utilizados.

HOSTALACIO et alii (1977) testaram a éficécia do NAA e IBA no
~ |
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enraizamento de mimo de vénus (Hibiscus rosa sinensis) e trés
marias (Boungainvillea spectabilis). A primeira espécie citada
enraizou apds imersdo em solugdo contendo 0,98mM de IBA enquanto
a segunda foi induzida apés tratamento com 0,54mM de NAA.

0 acido indolbutiricé (IBA) & citado com frequéncia em
trabalhos de propagagdo vegetativa por estaquia, devido
principalmente a sua estabilidade, maior espectro de acgdo em
diferentes espécies e menor fitotoxidez em plantas lenhosas
(PROEBSTING, 1984). ABEDINI & MORLATS ( 1988) enraizaram estacas
de diferentes gendétipos de Eucaliptus camaldulensis Dehn. -apés
tratamento com 9,8mM de IBA. Em urucum (Bixa orellana), segundo
SAO JOSE et alii (1992), o enraizamento de estacas foi obtido
quando tratadas com 0,49 a 0,98mM dessa auxina. HAISSIG (1979)
demonstrou qgue P-IBA e P-IBT (arilésteres) e NP-IBA (anilamida)
foram mais efetivos no enraizamento de Pinus banksiana Lamb.
devido & menor toxidez desses compostos.

As bases fisiolégicas dessas diferengas, como no caso
da reduzida indugcdo pelo IAA comparado ao NAA e IBA séo
atribuidas, segundo LEOPOLD & KRIEDEMANN (1975), aos diversos
mecanismos metabdlicos que a planta possue para reduzir ou anular
os efeitos do IAA, através de conjugagdo e/ou destruigdo. Além
disso, o IAA apresenta problemas na sua estabilidade com o efeito
da luz. |

Diferentes técnicas tem sido empregadas na aplicagdo de
auxinas; a partir de misturas de talco e auxina, imersd3o em
solugdo diluida e em solugdo concentrada.

As misturas de talco e auxina séo de facil aplicagdo e

baixa disponibilidade de formulag¢des sdo disponiveis no mercado,
|

1

!
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engfétanto, o custo & elevado. E necessario umedecer a base das
estacas para que a mistura fique aderida.

Em solug¢des diluidas, as bases das estacas permanecem
em imersdo por diferentes periodos sendo lavadas antes do
plantio. Apresenta a desvantagém de ser um método mais demorado,
onde o ambiente pode alterar a absorgdo durante a imerséao.

0 método mais comum no entantof é a rapida imersdo em
solucdes concentradas de auxinas. Como vantagem & citada a
rapidez e uniformidade dos resultados (BLAZICH, 1988).

BONAMINIO (1984) comparou diferentes métodos: de
aplicacgao em ITlex crenata cv. Convexa demonstrando a
superioridade na utilizagdo de solugdes concentradas, em relagéo
& mistura de talco e auxina. Também em Pinus strobus, STRUVE &
BLAZICH (1982) compararam o enraizamento em estacas a partir de
vérios métodos de aplicagdo de auxinas. Concluiram que, para essa
espécie, ndo h& um método superior pois a resposta foi dependente
de cada clone em estudo.

A fitotoxidez das auxinas foi observada por SAO JOSE et
alii (1992) em estacas de urucum apds imersdao em solugdo contendo
1,97mM de IBA, durante um periodo de doze horas. Esse & apenas um
exemplo em gue se observa uma relagdo inadequada entre a
concentragdo da solugdo e tempo de imersiao. IGBOANUGO (1987)
procurou determinar uma relaqép adequada desses fatores na
propagagdo por estaquia em trés espécies de Eucaliptus (E.
cloeziana, E. tereticornis e E. grandis). Os periodos de imersdo
testados foram trés, seis, doze e vinte e quatro hoxas em
solugdes contendo 0,12; 0,25; 0,37 e 0,495mM de IBA. Of autor

verificou que em todas as espécies, a iconcentragdo de 0,12mM
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proporcionou bom enraizamento, sendo que apbés seis ou doze horas,
houve um decréscimo, ndo ocorrendo em trétamentos com vinte e
quatro horas de imersao.

Os substratos como meio de enraizamento também
influenciam a propagagdo por estacas, determinando a arquitetura
do sistema radicular e o estado nutricional das plantas (SPURR &
BARNES, 1973). S&o0 caracteristicas desejaveis, a firmeza, o
volume razoavelmente constante quando seco ou tGmido, a capacidade
de retencdo de umidade, a porosidade para facilitar drenagem e
aerag@o, o baixo nivel de salinidade e a disponibilidade de
nutrientes (HARTMANN & KESTER, 1975).

O substrato comercial denominado Plantimax, composto de
vermiculita e casca de Pinus moida, compostada e enriquecida,
proporcionou melhores caracteristicas de fertilidade e teores de
nutrientes no peso da matéria seca total em limoeiro ‘'Cravo’
(Citrus sinensis Osbeck cv. Cravo) conforme LIRA (1990). Quando o
mesmo composto foi utilizado na formagdo de mudas de Citrus
sinensis (L.) Osbeck cv. Pera Rio, em diferentes formulacdes com
solo, areia, bagago de cana, vermiculita e himus de minhoca, ndo
verificou-se diferengas significativas (TOLEDO, 1992).

As condicdes de ambiente em casa de vegetagdo que
afetam o enraizamento de estacas como temperatura do ar e do
substrato, umidade e radiagdo, sao discutidos minuciosamente em
virias espécies por LOACH (1988).

A participagdao de macro e micronuFrientes no processo
de rizogénese pode ser analisada em duas &ases distintas, ou
seja, na indugdo dos primérdios radiculares e em seus

desenvolvimentos (BLAZICH, 1988).
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O nitrogénio, foésforo e potéassio foram avaliados pof
Haun & Cornell (1951), citado por BLAZICH (1988),na indugdo ao \
enraizamento de geranio em substratos com baixo, médio a altos
teores, em combina¢do, desses nutrientes. A maior porcentagem de
enraizamento foi a partir de substratos com baixo e médio teor de
nitrogénio. Esse nutriente mostrou ter maior influéncia que P e K
na resposta ao enraizamento, embora o P e o K tenham demonstrado
resposta positiva em algumas combinagdes. A mobilizagdao de P em
estacas de crisantemo foi verificada na fase de iniciag¢ao por
Good & Tukey citados por BLAZICH (1988).

BLAZICH et alii (1983) estudaram a influéncia da
aplicagao do acido indolbutirico (IBA) na mobilizagdo de minerais
durante a propagag¢do de Ilex crenata Thunb. Os nutrientes N, P,
K, Ca e Mg nao apresentaram difereng¢as nos teores na fase de
iniciagdo dos primérdios. Apbés este periodo, esses nutrientes
foram redistribuidos para as folhas e regido de enraizamento,
sendo que N, P e K foram mais mobilizados em tecidos tratados com
TIBA.

Estacas de 10 diferentes cultivares de abacateiros
(Persea americana Mill.) apresentaram, segundo REUVENI & RAVIV
(1981), correlag¢dao negativa entre manganés (Mn) e o enraizamento,
j& que estacas de cultivares consideradas de dificil enraizamento
apresentaram altos teores de manganés e vice-versa. Os autores
sugeriram gque esse nutriente atua no sistema IAA-oxidase,
diminuindo os niveis endégenos de auxina e consequentemente o
enraizamento. Em videira, a fertilizagdo com 2Zn aumentou a

porcentagem de estacas enraizadas, o que ocorreu também associado
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ao aumento dos niveis de triptofano (Sanish & Spiegel, 1958
citados por BLAZICH, 1988).

No periodo de crescimento do sistema radicular em
gerédnio, a variagdo dos teores de P e K na base das estacas, néao
foi significativa (Haun & Co?nell, 1951 citados por BLAZICH,
1988). O criséntemo, nessa mesma fase, apresentou mobilizagdo de
P para a regido de enraizamento (Good & Tukey, 1967 citados por
BLAZICH, 1988).

A influéncia do Ca, apesar de sua baixa mobilidade e
presenca em pequenos teores no floema, estd relacionada. a
regulacdo do crescimento. HASENSTEIN & EVANS (1988) afirmam que o
Ca & um importante componente do modo de agdo das auxinas na
inibi¢do do crescimento das raizes, de forma que o aumento de sua
concentragdo citoplasmdtica causa inibigdo enquanto que a
diminuicdo do Ca disponiﬁel leva ao crescimento propriamente
dito. LEONARD & HEPLER (1990) associam esse nutriente com a
formacdo de pontes unindo estruturas proteicas, originando
complexos denominados camoldulina (CaM) que possuem fungéo
regulatéria.

O B & um nutriente frequentemente mencionado em
trabalhos com enraizamento. JARVIS et alii (1984) estudando a
interagdo entre B e auxinas em Phaseolus aureos Roxb., observaram
que estacas tratadas com altas concentraéées de B, o nmero de
raizes foi menor quando os tecidos foram imediatamente apés,
tratados com auxina. O autor sugere gque esse nutriente controla a
atividade do sistema IAA oxidase determinando a concentragdo de
auxina em primérdios radiculares. Todavia, em estacas de Camélia

(Camellia japonica L.), ONO et alii (1992) verificaram que
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tratamentos com IBA e B estimularam melhor desenvolvimento das
raizes. O efeito benéfico do B no enraizamento & mencionado por
LEWIS (1980), devido ao controle da permeabilidade de membranas,
transporte de aglicares e de enzimas envolvidas no metabolismo de
carboidratos, fenéis, ligninas,. auxinas e &cidos nucleicos.

CLARKSON & HANSON (1980) citam a participagdo do Fe com
reagdes redox como agentes redutores (ferredoxinas), oxidases
(citocromo oxidase), peroxidases (catalase e peroxidase) e em
reagdes de transferéncia de elétrons (citocromo b e ¢).

O Sarandi, espécie estudada neste trabalho, tem ' uma
importéncia fundamental no repovoamento de margens de rios e
represas, portanto & de interesse a sua propagagdo. No entanto, a
producdo de mudas a partir de sementes & dificultada pela baixa
germinagdo e, através da propagagdo vegetativa n@o foram, até o
momento, realizados trabalhos com esta espécie.

Em funcdo do exposto, e com base em estudos de
enraizamento de estacas em diferentes espécies, procurou-se
viabilizar a propagagdo vegetativa do Sarandi através da escolha
de substrato adequado e tempo de imersdo em solugdo contendo
diferentes niveis de IBA como pré-tratamento das estacas, bem
como avaliar a participagdo de macro e micronutrientes no

processo de rizogénese.
2.2. MATERIAL E METODOS
As estacas foram coletadas ;de plantas matrizes

distribuidas &s margens do Rio Grande, no municipio de Perddes

(MG) , em novembro de 1991.
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A poda dos ramos "de ano" paréiu de aproximadamente
500mm do &pice mantendo-se as ramifica¢des. Apds a coleta,
realizou-se a toilete das estacas, eliminando-se todos os ramos
laterais. Simultaneamente efetuou-se a padronizagdo em
comprimento (250mm % 20mm) e ‘diametro (0,8mm % O0,2mm). Nessa
etapa, retirou-se pequenos "toletes" (20mm) da parte basal e
apical para andlise mineral anterior aos tgatamentos.

0 experimento foi instalado em casa de vegetacdo no
Departamento de Agricultura da ESAL. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, sendo, cada tratamento,
constituido por quatro parcelas de quatro estacas cada. O esquema
fatorial 2 X3 x5 envolveu respectivamente, os fatores
substrato, tempo de imersdo e concentra¢ido de IBA.

Os substratos utilizados foram areia fina e o produto
comercial Plantimax. Antes do plantio, porém, mantiveram-se as
estacas em sala com temperatura ambiente e luminosidade natural
com a parte basal em imersdo por periodos de seis, doze e vinte e
quatro horas em solugdo de acido indolbutirico (1,2; 2,5; 4,9 e
9,8mM) e testemunha (sem IBA).

‘0 pléntio das estacas foi em profundidade de 100mm nos
substratos de enraizamento, acondicionados em sacos de
polietileno com volume de O0,6L, protegidgs com sombrite 50% e
mantidas em ambiente com temperatura e umidade controlados.

Apbés 60 dias , avaliou-se o peso de matéria fresca das
raizes e parte aérea, bem como o nimero de ramos por estaca e
porcentagem de enraizamento. A parte aérea apdés a pesagem, foi
lgvada a4 estufa a 70° até peso constaﬁte. As raizes foram

acondicionadas em sacos plasticos contendo}soluqéo de etanol 50%
i
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e armazenadas a 0°C, conforme BOHM (1979). Com uma amostra de
0,5 g, determinou-se o comprimento e raio médio de raizes a

partir do método descrito por TENNANT (1975) com base na seguinte

equagdo:
C = N.f, em que:
C = comprimento radicular;
N = nGmero de intersec¢des;
f. = fator de corregdo (varidvel conforme &area dos quadrantes da

grade utilizada. Nesse caso, 1 cm? foi a &rea com f_. de 0,7857).

0 raio médio de raizes foi determinado segundo SHENK &

BARBER (1979), pela equagéao:

r = ,/mf/c. n
r = (mf/c.n)05

onde r é& raio médio, mf o peso da matéria fresca e c o
comprimento radicular.

Posteriormente a essas determinagdes, as raizes foram
levadas a estufa a 70°C até atingirem peso constante. A relagéo
raiz/parte aérea foi calculada a partir do peso de matéria seca.

De estacas enraizadas e nao enraizadas foram tomadas
amostras de segmentos basais e apicais (20mm), antes e apds o
plantio, os quais foram secos em estufa a 70°C até atingirem peso
constante, e em seguida, moidos. Apdés a homogenizagdo das

!

amostras, retiraram-se sub-amostras para énélise mineral (N, P,
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K, Ca, Mg, B, Cu, 2Zn, Fe e Mn) realizada no Laboratério de
Ciéncia do Solo da ESAL.

As médias das caracteristicas avaliadas foram

comparadas pelo teste de Tukey (5%) para o fator substrato, sendo

~._que para o tempo de imersdo e concentragdo de IBA, as médias

foram analisadas através de regressdo polinomial.
2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1. Porcentagem de enraizamento

O fator substrato e a interagdo dos fatores tempo de
imersdo e cohcentraqéo ‘de IEA influenciaram a porcentagem de
enraizamento. Conforme Figura 05, 53% em média das estacas
enraize'lram em areia e 32% em plantimax. Essa diferencga sugere que
a temperatura do substrato tenha sido importante no enraizamento.
0 substrato plantimax, com temperaturas mais elevadas, induziu o
desenvolvimento de brotagoes precoces, antecedendo ao
enraizamento. Conforme LOACH (1988), teinperaturas fora da faixa
ideal para o enraizamento, levam a retomada de crescimento das
gemas e consequentemente das brotagdes, competindo com a regido
basal das estacas, dificultando ou impedindo a formagdo de
raizes. Quando o enraizamento nio ocorreu, essas brotagdes logo
secavam levando A morte. A maior porcentagem de enraizamento
(69,77%) foi no entanto, obtida quando as estacas permaneceram
por seis horas em solugdo contendo 4,9mM de IBA, mostrando que a
concentrag¢do enddégena do fitchorménio aléanqou nivel 6timp para o

processo de rizogénese apds esse tratamet?to exégeno. Prolongando-
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FIGURA 5. Efeito do substrato sobre a porcentagem de estacas
enraizadas e raio médio de raizes em Sarandi
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana).
ESAL, Lavras - MG, 1993.

se o periodo de imersao para 12 horas, mantendo-se a mesma
concentragao, verificou-se um efeito toéxico devido & maior
absorgdo do regulador de crescimento, sendo a melhor porcentagem
de enraizamento alcangada na metade da concentracdo (2,5mM). Os
resultados mostram ainda que o IBA nao deve ser usado nas
concentragdes adotadas se as estacas permanecerem 24 horas em
imerséo. Neste caso, quanto mais concentrada for a solug¢do, menor
serd a porcentagem de enraizamento (Figura 6). SAO JOSE et alii
(1992) também verificaram que a toxidez do IBA em estacas de
Urucum ocorreu apds doze horas de imersdo. IGBOANUGO (1987), da

mesma forma verificou em trés espécies de Eucaliptus um
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decréscimo apdés 12 horas de imersdo, ndo ocorrendo em 24 horas.
Quando as estacas permaneceram por 24 horas em dgua destilada,
apresentaram em média 48% de enraizamento e portanto, superior em
relagdo a 6 e 12 horas sem IBA, as quais alcangaram apenas 39 e
28%, respectivamente. Esses reéultados sugerem que a regido basal
da estaca ndo foi afetada pelo aumento do periodo anéxico
(imersdo em &gua), pelo contrario, pode ter contribuido para
maior hidratagdo dos tecidos e/ou exsudagdo de compostos
fenélicos que atuariam na oxidagdo de IAA endégeno, conforme LEE

et alii (1980).

Yl: 0,945683 + 0,0599565X - 0,00607713%2 R2 = 0,9239
Y2: 0,888887 + 0,1511716X - 0,00277650%2 R2 = 0,9439
Y3: 0,990892 - 0,0194243X R2 = 0,8138
— 6 HORAS (Y1) - 12 HORAS (Y2) --- 24 HORAS (Y3)
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FIGURA 6. Efeito do tempo de imersdo em diferentes concentracgdes
de &cido indolbutirico (IBA) sobre a porcentagem de
estacas enraizadas de Sarandi (Sebastlam.a schottiana
MUELL. ARG. var. Schottiana). ESAL, Lavras - MG,
1993. :
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2.3.2. Comprimento de raiges

Os resultados do comprimento de raizes ocorreram em
fungdo da interagdo entre substrato e tempo de imersdo e do
efeito isolado do A&cido indoibutirico (IBA). De acordo com a
Figura 7, observa-se que, quando a areia foi utilizada como
substrato ndo houve diferenga significativa entre as médias de
comprimento apbés seis, 12 e 24 horas de imersdo. Em plantimax, o
comprimento da raiz foi reduzido significativamente apés o pré-

)

tratamento de 12 e 24 horas de imersdo em qualquer uma- das
solugdes. GILL & MILLER (1956) verificaram que o alongamento das
raizes de milho cessou quando a concentragdo de oxigénio em um
meio artificial foi meﬁor gue 1%. Neste trabalho, observamos gque
o comprimento de raiz demoﬁstrou uma redugdo em plantimax,
provavelmente como resultado de uma ihteragéo entre a
disponibilidade de oxigénio na solug¢do de indug¢do ao enraizamento
e em seguida, no substrato. Presume-se que‘apés 12 ou 24 horas de
imersdo, as estacas necessitaﬁ de um suprimento adequado de .
oxigénio para formarem raizes com 0 mesmo comprimento que em seis
horas de imersdo, o que ocorreu no substrato areia.

Além da disponibilidade de oxigénio, a maior
temperatura em plantimax pode também ter contribuido para a
redugao dessa carateristica.

Assim como para as caracteristicas anteriores, a
Figura 8 mostra que o comprimento das raizes nas estacas foi

superior quando tratadas com 4,9mM de IBA.
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FIGURA 7. Efeito do tempo de imersdo em solugdo de acido
indolbutirico (IBA) sobre o comprimento médio de
raizes em estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana
MUELL. ARG., var. Schottiana). ESAL, Lavras - MG,
1993.
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horas de imersao. ESAL, Lavras - MG, 1993.
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2.3.3. Peso da matéria fresca e seca de raizes

Conforme Figuras 9 e 10, o peso de matéria fresca e
seca de raizes foram influenciados pelo tipo de substrato e
concentragao de acido indolbutirico (IBA). Apds os periodos de 6,
12 e 24 horas de imersdo, o peso de matéria fresca e seca de
raizes foram os mesmos. Portanto, verificou-se anteriormente que
houve uma redugao no comprimento de raizes desenvolvidas em
plantimax apdés 12 e 24 horas o que representa uma tendéncia de

aumento no raio médio das raizes sob esses tratamentos.

“1PESO DE MATERIA FRESCA DE RAIZES
| #28 PESO DE MATERIA SECA DE RAIZES J
' CIPESO DE MATERIA SECA DA PARTE AEREA |

|

09 - —
0.8 a

PESO (g)

PLANTIMAX

SUBSTRATOS
FIGURA 9. Efeito dos substratos sobre os pesos de matéria fresca
e seca de raizes e peso de matéria seca da parte aérea
em estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG., var. Schottiana). ESAL, Lavras - MG, 1993.
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FIGURA 10. Efeito de diferentes concentragdes de acido
indolbutirico (IBA) nos pesos de matérias fresca e
seca de raizes em estacas de Sarandi (Sebastiania
schottiana MUELL. ARG., var Schottiana). ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Além da disponibilidade de oxigénio, a maior
temperatura em plantimax pode também ter contribuido para a
redugdao dessa carateristica.

O enraizamento em substrato areia comparado ao
plantimax, proporcionou em média, maior peso da matéria fresca
(80,31%) e seca (137,42%) de raizes. A matéria seca de raizes
produzidos em areia representou 9,91% mL relagdao ao peso total da
matéria fresca enquanto que em plantimax foi de apenas 7,53%.
Apesar da provavel superioridade da fertilidade do plantimax,
outros fatores além deste parecem ter u..wumwcmzowmao negativamente
as médias de peso (fitotoxidez, vowomwmmam. pH) , resultando num

melhor desenvolvimento de raizes em areia.
!
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0 pré-tratamento com IBA na concentragao de 4,9mM foi
responsivel pelo maior peso de matéria fresca (0,82g) e seca
(0,07g) de raizes. Na Figura 10, verifica-se porém que a
diferenga entre o peso das raizes obtido a 4,9mM e 2,5mM, foi de
0,82 para 0,71g na matéria fresca e de 0,07 para 0,064g na
matéria seca. A fitotoxidez do regulador de crescimento em
relacdo ao peso das raizes foi verificada pela redugao do peso
praticamente & metade guando se utilizoq concentracdo de 9,8mM,
sendo até inferior ao peso de estacas que‘apenas foram imersas em

adgua destilada sem regulador.
2.3.4. Raio médio e relagdo raiz/parte aérea

O substrato foi o fGnico fator responsavel por
diferencas significativas no raio médio de raiz e relagdo
raliz/parte aérea.

A Figura 5 mostra que o maior raio médio foi obtido em
raizes que se desenvolveram em areia. Caracteristicas como maior
tamanho dos poros, umidade e temperatura podem ter favorecido o
crescimento nessa condigdo. Conforme TAYLOR (1974), o impedimento
mecénico normalmente causa um aumento no didmetro de raizes o que
pode ter acontecido neste trabalho, tendd em vista que, apesar da
maior porosidade do substrato areia, esse apresenta maior
densidade levando ao aumento da pressdo de crescimento axial e
radial das raizes e consequente aumento do raio médio. A
porosidade por sua vez, contribui para maior aeracgao e drenagem

(HARTMANN & KESTER, 1975), que séo condiqbes desejaveis ao melhor
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desenvolvimento do sistema radicular com aumento do raio médio,
conforme observado em areia.

As médias da relacdo raiz/parte aérea sdo mostradas na
Figura 11. Em areia foram obtidas as maiores médias da relacdo
raiz/parte aérea, devido principalmente ao melhor desenvolvimento
do sistema radicular. A parte aérea apresentou,
proporcionalmente, menor diferenga no peso da matéria fresca e
seca, em ambos os substratos. Isso talvez se Jjustifique pela
maior fertilidade do plantimax onde, um sistema radicular menos
desenvolvido, foi responsdvel por maior demanda de macro e

micronutrientes & parte aérea.
2.3,5. Namero de ramos por estaca

As estacas enraizadas em substrato areia produziram em
média 2,72 ramos, enquanto esse valor no substrato plantimax foi
de apenas 1,58 (Figura 11). Tendo em vista a correlag¢do altamente
significativa do substrato nas caracteristicas analisados, o
maior nuimero de ramos por estaca em areia, também pode ser
explicado pelo que foi abordado anteriormente (porosidade,
temperatura, disponibilidade de oxigénio). Além disso, essa
caracteristica foi influenciada pelo pré-tratamento em fungdao do
tempo de imersdo e concentragdao da solucdo (Figura 8). A maior
média resultou da imersdo por seis horas em solucdo contendo
4,9mM de IBA. Quando as bases das estacas foram mantidas por 12 e
24 horas em imersdo, o IBA apresentou fitotoxidez em todas
concentragdes utilizadas, tendo em vista que a maior média de

namero de ramos ocorreu sem IBA (Figura 13). Esses resultados
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FIGURA 11. Efeito dos substratos sobre o nimero médio de ramos e
relacgao ralz/parte aérea em estacas de Sarandi
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana).
ESAL, Lavras - MG, 1993.

talvez estejam relacionados com a porcentagem de enraizamento
aonde a imersdo por 12 e 24 horas em solugdao contendo IBA
proporcionou resultados inferiores, devido a toxidez do regulador
de crescimento. Como a porcentagem de enraizamento é uma
caracteristica resultante da fase de iniciacdo, podemos talvez
relacionar o desenvolvimento do nimero de ramos por estaca com
essa fase do processo de rizogénese. Observou-se um comportamento
interessante das estacas quando da auséncia do IBA, pois os
tratamentos de 12 e 24 horas proporcionaram médias de 2,52 e 2,37
ramos/estaca, enquanto em seis horas, obteve-se apenas 1,86.
Portanto, maiores médias de nimero de ramos podem ser alcangadas

utilizando-se o substrato areia. Se o IBA for empregado, as

estacas devem permanecer apenas por seis horas em imersao; caso a
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imersdo seja realizada apenas em &gua destilada, periodos maiores
(12 e 24 horas) favorecem maior nGmeros de ramos por estaca. Isto
pode dar-se em decorréncia da maior hidratagdo dos tecidos na

base das estacas e/ou exsudacdao de substdncias téxicas ao

enraizamento.
2.3.6. Peso de matéria fresca e seca da parte aérea

O peso da matéria fresca da parte aérea foi
influenciado pela interagdo entre concent;aqées de IBA e tempo de
imersdo das estacas nessas solugdes (Figdra 12) . No tempo de seis
horas de imersdo o peso das brotagdes foi 50% superior, comparado
a brotagdes de estacas mantidas em imersdo por 24 horas.

A concentragdo de 4,9mM de IBA foi a que proporcionou
melhor ganho de matéria fresca na parte aérea das estacas, sendo
responsivel por um acréscimo de 0,81g da testemunha para 2,579
quando tratadas. Apesar da fitotoxidez sob 9,8mM, o peso da parte
aérea, nessa concentra¢do, ainda foi superior & testemunha.

O peso de matéria seca da parte aérea, de acordo com a
Figura 9, além da interagdo entre concentragdo de IBA e tempo de
imersdo, foi influenciado pelo tipo de substraﬁo. A mnmesma
tendéncia quanto ao peso de matéria fresca foi constatado para o
peso de matéria seca no tratamento com IﬁA.

0 melhor tempo de imersdo das estacas foi seis horas,
observando-se uma queda nas médias de peso da matéria seca sob
periodos de 12 e 24 horas (Figura 13). A mesma concentrag¢do de

IBA (4,9mM) para melhores médias de peso da matéria fresca foi
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FIGURA 12. Efeito de diferentes concentracgdes de acido
indolbutirico (IBA) nos pesos de matérias fresca e
seca da parte aérea em estacas de Sarandi (Sebastiania
schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana) apés seis
horas de imersao. ESAL, Lavras - MG, 1993.

também verificada para médias superiores de peso seco da parte
aérea.

Diferengas significativas de resposta entre os dois
substratos testados foram obtidas entre peso da matéria seca da
parte aérea, sendo superiores aquelas de estacas plantadas em
areia, conforme Figura 9. Nas Figuras 14, 15 e 16 podemos
verificar visualmente o desenvolvimento do sistema radicular das

estacas nos diferentes tratamentos.
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Yl: 2,819260 - 0,1700581X + 0,00457054)(2 R2 = 1,0000
Y2: 1,186805 - 0,0138002X R2 = 0,8538
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FIGURA 13. Efeito de diferentes tempos de imersdo em solugdes
4,9mM de &cido indolbutirico (IBA) nos pesos de
matérias fresca e seca da parte aérea e nGmero de
ramos por estaca em Sarandi (Sebastiania schottiana
MUELL. ARG., var. Schottiana). ESAL, Lavras - MG,
1993. :
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FIGURA 14. Estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG., var. Schottiana) apdés 60 dias do plantio em
areia e plantimax com pré-tratamento em imersio
durante seis horas em solugdes contendo &acido
indolbutirico (IBA) nas concentracdes de ;2 [(T2); 255

(T3); 4,9 (T4); 9,8 (T5)mM e testemunha (T1). ESAL,
Lavras - MG, 1993.



FIGURA 15.

ab
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Estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG., var. Schottiana) ap6és 60 dias do plantio em
areia e plantimax com pré-tratamento em imersido
durante 12 horas em solugdes contendo A&cido
indolbutirico (IBA) nas concentragdes de 1,2 (T7) = 255
(T8); 4,9 (T9); 9,8 (T10)mM e testemunha (T6). ESAL,
Lavras - MG, 1993.
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A

FIGURA 16. Estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG.,var. Schottiana) apdés 60 dias do plantio em areia
e plantimax com pré-tratamento em imersdao durante 24
horas em solugdes contendo &cido indolbutirico (IBA)
nas concentrac¢des de 1,2 (T12); 2,5 (T13); 4,9 (T1l4) e
9,8 (T15)mM e testemunha (T1). ESAL, Lavras - MG,
1993.
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2.3.7. Nutrientes minerais

A partir da andlise de nutrientes minerais das estacas
estudou-se a correlagdo dos macro (N, P, K, Ca, Mg e S) e
micronutrientes (B, Cu, 2n, Fe e Mn) com todas as caracteristicas
de raiz e parte aérea avaliadas. Verificou-se, a nivel de 1% de
significancia que o contelido dos macronutrientes Ca, Mg e S e do
micronutriente B apresentaram correlagdo negativa para as
caracteristicas analisadas, com excegdo do raio médio das raizes
gque ndo apresentou gualquer relagdc com os nutrientes minerais.
Além desses elementos, P e 2Zn 'também-‘apresentaram correlagédo
negativa com a porcentagem de enraizamento, peso de matéria seca
de raizes, relagdo raiz/parte aérea e nimero de ramos por estaca.
Portanto, esses elementos apresentaram-se em menores teores em
estacas enraizadas. As Figuras 17 e 18 mostram a comparagdo do
conteido desses nutrientes entre estacas enraizadas e n@o
enraizadas épés imersdo durante seis horas em solug¢do contendo
4,9mM de IBA, com posterior plantio em areia e plantimax.

O plantio em areia proporcionou médias superiores nas
caracteristicas de raizes e parte aérea, sendo que nessas estacas
verificaram-se menores teores de P, Ca, Mg, S, B e Zn, talvez em
fungdo da demanda do metabolismo desses nutrientes no processo de
rizogénese, o que também foi constatado, quando comparado aos
teores destes elementos em estacas enraizadas e ndao enraizadas de
cada tratamento.

A participagdo do P no enraizémento de estacas esta de

acordo com o citado por BLAZICH et alii (1988), que verificaram
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FIGURA 18. Teores médios de B, Zn e Fe em estacas de Sarandi

(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana)
enraizadas e ndo enraizadas em areia e plantimax apés
tratamento com acido indolbutirico (IBA) a 4,9mM em
imersaoc durante seis horas. ESAL, Lavras - MG, 1993.
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maior mobilizagdo desse nutriente em tecidos de Ilex crenata
tratadas com IBA. Entretanto, os autores}citam que os nutrientes
Ca e Mg n@o influenciaram no enraizamento dessa espécie. A
participagdo do Ca na regulagido do crescimento de raizes &
inibitéria quando em concentragdes citoplasm&ticas elevadas
(HASENSTEIN & EVANS, 1988). Os resultados dos teores de Ca estédo
de acordo com o observado por BONGA & DURZAN (1987) que
relacionaram esse nutriente com a atividade de peroxidases antes
da fase de iniciagdo. Os menores teores de B em estacas
enraizadas podem estar associados aos diversos processos
metabblicos citados por LEWIS (1980), ou ainda indiretamente
através do controle da concentragio dej auxina nos primérdios
radiculares pelo controle do sistema IAA oxidase (JARVIS et alii,
1984).

Os niveis de 2Zn apresentaram Ecorrelaqﬁo negativa no
enraizamento de estacas de Sarandi conforme verificado na
fertilizagdo de estacas de videira em que o nutriente estava
associado ao aumento dos niveis de triptéfano (Sariesh & Spigel,
1958 citados por BLAZICH, 1988).

O Fe foi o Gnico nutriente que apresentou correlagido
positiva, ou seja, a concentracdo desse nﬁtriente foi superior em
estacas com melhor enraizamento, conforme as caracteristicas
analisadas. Os resultados obtidos sugere# que os maiores teores
de Fe nas estacas sdo devidos ao ma&or envolvimento desse
nutriente nas reagdes redox, conforme CLARKSON & HANSON (1980),
durante o desenvolvimento das raizes ie da parte aérea. Na
Figura 18 encontram-se valores médios rélativos desse nutriente

|
em estacas enraizadas e ndo enraizadas apds. imersdo durante seis,
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horas em solugdo contendo 4,9mM de IBA, com posterior plantio em

areia e plantimax.
2.4. CONCLUSOES

O melhor substrato pa?a o enraizamento de estacas de
Sarandi foi a gr_eﬁiaﬁ, proporcionando melhor desenvolvimento de
raizes e parte aérea, 1levando-se em consideragdo todas as
caracteristicas analisadas.

A maior porcentagem de enraizamento e wmelhor
desenvolvimento da parte aérea foram observados quando as estacas
permaneceram em imersdo por apenas seis horas em solug&o contendo
4,9mM de IBA.

O comprimento de raizes foi influenciado pela interacgdo
entre substrato e tempo de imerséo.

Com relagdo & participagdo dos nutrientes minerais,

verificou-se que a mobilizagdo de nutrientes nas estacas

influenciou o processo de rizogénese, tendo em vista a diferenca .

dos teores encontrados em estacas enraizadas e ndo enraizadas. Os
elementos P, Ca, Mg, S, B e Zn foram oé que apresentaram efeito
no enraizamento de estacas, enquanto essa correlagdo ocorreu em
sentido contririo com o elemento Fe, em que os maiores teores

!
foram verificados em estacas onde o enraizamento foi superior.



CAPITULO III - ENRAIZAMENTO DE MICR?EBTACAB DE SARANDI
(Sebastiania schottiana  MUELL. ARG., var.

Schottiana) DIRETAMENTE EM SUBSTRATO

RESUMO

Brotagdes com até 100mm de coﬁprimento foram divididas
em duas microestacas de 40mm e testadas com relagdo a posigao
apical e basal, parte aérea (auséncia ou presenca de folhas pela
metade) e imersfo em &gua (sem imersdo e com imersdo por 15 e 30
minutos). Brotag¢des com 200mm de comprigento foram divididas em
quatro microestacas (apical, mediana superior, mediana inferior e
basal) e levadas & imersdo por 15 minutbs em solugdes com &cido
indolbutirico 0,02; 0,1; 0,6 e 3,1mM. Apbs o periodo de 45 dias,
avaliaram-se a porcentagem de m;croestacas enraizadas,
comprimento e nGmero de raizes. Nas %brotaqées com 100mm de
comprimento foi verificado que n&o houve interagdo entre os
fatores posigdo, presenca de folhas e imersdo em A&gua, no
entanto, a imersdo em agua por 15 minutés e a presenga de folhas
proporcionaram os melhores resultadog. Por outro lado, em
brotagSes de 200mm, maior nGmero de| raizes foi obtido em
microestacas basais sob concentraqaof de 3,1mM de IBA. A

porcentagem de microestacas enraizadas e o comprimento de raizes

E
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foi superior a partir da base das brotagdes, com aumento linear
até a concentracdao de 3,1mM de IBA, embora sem interagdo com o

fator posicdo.

3.1. REFERENCIAL TEORICO E OBJETIVO

Atualmente, varias pesquisas tem sido desenvolvidas
para a indugdo da rizogénese "in vitro". Este sistema, além de
viabilizar a propagagdo de microestacas em vVvarias espécies,
permite o estudo de fatores relacionados com o processo, como a
influéncia de nutrientes nminerais e do ambiente (luz e
temperatura, por exemplo).

No entanto, o enraizamento de microestacas diretamente
em substrato "in vivo" é uma técnica alternativa para algumas
espécies que apresenta vantagens. Destaca-se, dentre elas, o
custo final da produgdao de. mudas. Na rizogénese "in vivo", a
etapa de enraizamento ocorre simultaneamente a aclimatacgdo, nao
representando custo adicional, enquanto que o enraizamento "in
vitro" pode, segundo Mc COWN et alii (1987), representar até 50%
do custo total da muda.

Conforme a espécie, a sobrevivéncia na aclimatagdo de
microestacas enraizadas "in vitro" pode ser muito reduzida. Além
do menor custo, o enraizamento "in vivo" aumenta a eficiéncia do
sistema de micropropagacac (PREECE & SUTER, 1991).

Mc CLELLAND et alii (1990) compararam os dois sistemas
de producao de raizes em trés espécies lenhosas, nas etapas de
iniciagdo e aclimatagdao. O comprimento das microestacas variou de

20 a 35mm, conforme a espécie e o enraizamento foi induzido com
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adigdo de IBA ao meio de cultura ("in vitro"), ou com iwmersio
ridpida em solugdo contendo essa auxina ("in vivo"). A rizogénese
"in vitro" e "in vivo" foi iniciada no periodo de quatro a seis
dias e 10 dias, respectivamente, porém houve crescimento
simultdneo da parte aérea "ik vitro", o que ndo ocorreu na
condigdo "in vivo". 0Os autores relataram\ainda gue a mencr taxa
de sobrevivéncia (50%) do material "in vitro" na aclimatacg¢do foi
devida principalmente & formagdo de calos e consequentemente,
dificuldade de transporte de 4gua a parte aérea. O material
sobrevivente demonstrou, anatomicamente, boa capacidade‘ de
reorganizagdo dos tecidos com surgimento de novas raizes "in
vivo". Apesar da superioridade do sistema radicular sob condigdes
"in vivo", as condig¢des de ambiente devem ser bem controladas.

O tipo de sistema radicular depende de caracteristicas
ambientais, da espécie e da qualidade do explante. Particular
atengdo deve ser dada & umidade, 1luz é temperatura (PREECE &
SUTTER, 1991).

A qualidade do explante, sequndo Mc COWN et alii
(1987), tem maior influéncia no enraiz;mento "in wvivo". Além
disso, o tamanho do explante e manutencio de sua &rea foliar sio
aspectos importantes.

Na propagagdo de Acacia senegal, o enraizamento de
microestacas com oito gemas (120-140mm de comprimento) ocorreu
apenas quando foram mantidas as folhas (QADJI et alii, 1991). Na
mesma espécie, DANTHU et alii (1992) compararam o enraizamento de
microestacas com comprimentos de 70, 150 e 230mm, obtendo os

melhores resultados em microestacas de co?primento de 150mm.
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A influéncia da area foliar na rizogénese em Terminalia
spinosa Engl., a partir de microestacas com 50mm de comprimento,
foi avaliada por NEWTON et alii (1992). Nesse trabalho, os
tratamentos envolveram a remogdo das folhas e manutengcio das
mesmas com &reas equivalentés a 750? 1500 e 3000mm2. As
microestacas que tiveram suas folhas retiradas ndo enraizaram;
entretanto nas que foram mantidas as &reas foliares acima
descritas, o enraizamento obtido foi de 80%, apb6s trés semanas.
Os autores verificaram ainda uma tendéncia de aumento da
porcentagem de enraizamento e comprimento de rajzes
proporcionalmeﬁte ao aumento da &area foliar.

O pré-tratamento com auxinas é necessério ao
enraizamento em algumas espécies, sendo empregade também para
aumentar a rapidez e uniformidade do enraizamento, bem como o
nimero de raizes adventicias formadas (Mc COWN et alii, 1987).

O pré-tratamento de microestacas de espécies florestais
com auxinas & citado em varios trabalhps, em gque se procura
estabelecer uma relagio entre concentragdo da solugdo e tempo de
imersdo nas mesmas. RODRIGUES et alii (1988) regeneraram
microestacas de Corylus avellana L. apéds imersao em 4,9mM de IBA
durante dez segundos. Em Sequoia sempervirens, microestacas de 40
a 60mm de comprimento produziram maior nGmero de raizes, gquando
mantidas por seis horas em solug¢do de IBA 6,49mM (QUE, 1983).

A partir dos trabalhos citados, percebe-se a
importédncia deste sistema de enraizamento de microestacas e a
tendéncia em desenvolver esta técnica de&ido principalmente, &
praticidade e economicidade. Nesse sentid}o, esse trabalho teve

como objetivo principal viabilizar o enraizamento de microestacas

|
|
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de Sarandi, diretamente em substrato, avaliando-se a influéncia
de diferentes tempos de imersdo em &gua e solugdes de IBA, bem
como posicdo da microestacas em brotagdes com diferentes

comprimentos.
3.2. MATERIAL E METODOS

Estacas coletadas &s margens do Rio Grande, municipio
de Perddes (MG) foram enraizadas apds imersdo da parte basal por
um periodo de seis horas em solugdo de acido indolbutirico (IBA)
a 4,9mM. O plantio foi em profundidade de 100mm em areia fina
acondicionada em sacos de polietileno com volume de O0,6L. As
estacas foram entdo mantidas em casa de vegetag¢do com controle de
umidade e temperatura, sob sombrite 50%.

A partir do surgimento das brotag¢des, foram realizadas
pulverizagdes semanais com o fungicida Benlate (1,5g.L~1) até a
retirada de microestacas com comprimento e didmetro homogéneos
para a instalac¢do dos experimentos.

O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes composto por trés microestacas
cada, em ambos os experimentos. No primeiro, utilizaram-se
brotagdées de 100mm que foram subdividigas em microestacas de
40mm, denominadas basais e apicais. Estas por sua vez foram
submetidas ao plantio diretamente (sem imersdo) ou entdo com
imersdo em &gua destilada (15 e 30 minutos). Além dos fatores
posicdo e imersdo em agua, a influéncia da permanéncia de folhas

pela metade também foi testada.
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No experimento seguinte, utilizando-se brotag¢des com
comprimento madximo de 200mm, mantiveram-se as folhas pela metade
em todos os tratamentos. 0 fator posiq:&o‘ foi testado nas regides
apical, mediana superior, mediana inferior e basal, apés imersdo
da base das microestacas em agu.a destilada e em solugdes de &acido
indolbutirico (0,02; 0,1; 0,6 e 3,1mM) sob luminosidade natural,
por quinze minutos.

Em ambos os experimentos, utilizou-se substrato areia
em sacos de polietileno com volume de 0,6L, para o enraizamento
de microestacas.

Apds o periodo de 45 dias, avaliaram-se a porcentagem
de nicroestacas enraizadas, comprimento e nGmero de raizes. Para
essas caracteristicas, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey (5%) dquanto aos fatores presen¢a de folhas e posigdo. A
regressdo polinomial foi empregada quando o tempo de imersdo e

concentragdo de IBA foram os fatores testados.
3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Enraizamento "in vivo" de microestacas provenientes de

brotagdes com 100mm

A posigdo do explante em brotagdes de até 100mm nédo
influenciou significativamente o nimero médio de microestacas
enraizadas e niGmero e comprimento de raizes. Aparentemente, as
brotagdées com 100mm de comprimento apresentavam um aspecto
uniforme quanto a coloragdo entre microe%tacas apicais e basais.

|
Isso talvez caracterize certa homogeneidade entre os compostos
|



48

metabélicos gue atuam promovendo ou inibindo o enraizamento e
também semelhangas guanto ao estddio de desenvolvimento do
sistema vascular.

A imersdo em agua, bem como a presenga de folhas pela
metade, tiveram efeito signifiEativo, embora sem interagdo, nas
caracteristicas avaliadas.

De acordo com a Figura 19, na imersdo durante quinze
minutos em &gua foram obtidos em médié 37,74% de explantes
enraizados, cujo nGmero e comprimento de raizes foi 0,88 e 8,6mm
respectivamente. Apés 30 minutos de imersdo, a porcentagem de
enraizamento foi reduzida para 28,70%, o nGmero de raizes para
0,6 e o comprimento para apenas 5,1lmm. As menores médias
entretanto ocorreram quando ndo se realizou imersdo em &gua e as
microestacas foram imediatamente plantadas apés a divisd3o das
brotagdes. A porcentagem de enraizamento caiu para 14,00%, com as
microestacas apresentando, em média, nﬁmero de raizes igual a
0,27 e comprimento 3,1mm. Conforme esses resultados, verificamos
que hé& necessidade de um periodo de imersao das microestacas .
possivelmente para adequada hidratagéo e/ou exsudagdo de
inibidores dos tecidos proporcionando melhor enraizamento.

A presenga de folhas pela metade nas microestacas
também apresentou efeito significativo nessas caracteristicas,
confirmando dados obtidos por BADJI et alii (1991) e NEWTON et
alii (1992). Os resultados apresentados na Figura 20, mostram que
em média 44% das microestacas enraizaramiquando se mantiveram as
folhas pela metade. O nimero médio de raizes por microestaca foi
1,05 com comprimento de 9,4mn. Portanto, a necessidade em manter-

|

se a microestaca com folhas pode eétar relacionada com a
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FIGURA 19. Efeito do tempo de imersio em &gua destilada sobre o
nimero wmédio de raizes, microestacas enraizados e
comprimento médio de raizes em Sarandi (Sebastiania
schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana). ESAL,
Lavras - MG, 1993. ‘

fonte continua da produgdo de fotoassimilados, porquanto as
reservas e as taxas fotossintéticas dos segmentos de brotagdes
sem folhas sdo insuficientes para o processo de rizogénese. A
concentragcdao enddégena de auxinas nas folhas também parece ter
influenciado, e, além disso, na biossintese de auxinas hé
necessidade de poder redutor produzidbs na fotossintese e
respiragdo. A porcentagem de enraizamento obtida foi de apenas

44%, e outros estudos portanto, tornam—segnecessérios, tais como,



50

avaliagbes com diferentes tamanhos de microestacas, &area foliar,

etc., visando otimizar a rizogénese.
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FIGURA 20. Efeito das folhas em relagao ao nimero de raizes e de
microestacas enraizadas e comprimento médio de raizes
de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana). ESAL, Lavras - MG, 1993.

3.3.2. Enraizamento "in vivo" de microestacas provenientes de

brotagoes com 200mm

Os resultados obtidos no enraizamento de brotagdes com
até 200mm de comprimento, mostram que, a 1% de significancia os
fatores posigdo e concentragdao de IBA tiveram efeito positivo
sobre a porcentagem de enraizamento e comprimento de raizes.

As maiores médias foram obtidas a partir da base das
brotagdes, sendo menor na regido apical. A Figura 21 mostra que

82,87% das microestacas enraizaram na regiao basal, apresentando
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FIGURA 21. Efeito da posicd@o sobre a porcentagem de microestacas
enraizadas e comprimento médio de raizes em Sarandi
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana).
ESAL, Lavras - MG, 1993.

comprimento médio de raizes 16,4mm, enquanto, na regido apical, a
porcentagem de enraizamento foi 34,28% com comprimento de apenas
5,3mm. A diferenga no enraizamento de microestacas retiradas de
quatro posigdes pode ter sido devida as diferengas nas
concentragdes enddégenas de auxinas ou indiretamente, através da
regulagd@o do sistema IAA oxidase ou pelo transporte de protetores
(inibem a oxidagdo do IAA) de auxinas. MATO & VIEITEZ (1986)
verificaram em Castanea sativa, que apds o pré-tratamento de
explantes basais e apicais com IAA, houve uma diminuig¢do na
atividade do IAA oxidase e aumento na atividade dos protetores de
auxinas na regido basal proporcionando melhor enraizamento.

Conforme TORREY (1976) , lo] transporte de auxinas ocorre
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predominantemente no tecido vascular ou entre células do cilindro
central. As diferengas observadas no ¢nraizamento quanto as
posigdes das microestacas, provavelmente sejam devidas aos
diferentes estidios de desenvolvimento do tecido vascular, o que
levaria a mudangas nas concentréqées de IAA.

Nos tratamentos com IBA houve também uma resposta
linear em fungdo das concentragdes utilizadas, sendo que as
maiores médias na porcentagem de enraizamento e comprimento de
raizes corresponderam as maiores concentragdes de IBA

(Figura 22).

0,7015
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FIGURA 22. Efeito da concentragdo de &cido indolbutirico (IBA) na
porcentagem de enraizamento é comprimento médio de
raizes em Sarandi (Sebastlanlalschottlana MUELL. ARG.,
var. Schottiana), apés imersdo por 15 minutos. ESAL,
Lavras - MG, 1993.
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A imersdo de explantes em solugdo contendo 3,1mM de IBA
proporcionou o enraizamento de 79,83% das microestacas, enquanto
que no tratamento testemunha (imersdo em &gua destilada) apenas
45,80% das microestacas enraizaram. Da mesma forma, o comprimento
das raizes aumentou de 13,7ﬁm do tratamento testemunha para
16,3mm em solugdo 3,1mM de IBA. O efeitp do pré-tratamento com
imersdo em IBA também proporcionoué' bons resultados no
enraizamento de microestacas, conforme trabalhos de QUE (1983) e
RODRIGUES et alii (1988).

O nimero médio de raizes nas microestacas ° foi
influenciado pela interagdo entre os fatores posicdo e
concentracdao de IBA. Com excegdo das microestacas apicais, as de
posig¢do mediana superior e inferior e basais apresentaram
resposta linear em relagdo ao aumento da concentragdo de IBA
(Figura 23). Nessas posigdes, o nlimero médio de raizes en
microestacas,ap6s a imersdo em solucgdo 3;1mM de IBA foi 5,78 em
medianas superiores, 4,28 em medianas inferiores e 7,52 emn
microestacas basais, contra 1,55, 0,83 e 2,80, nas respectivas
posigdes das testemunhas. Em microestacas apicais, a resposta foi
diferenciada e a maior média do nGmero de raizes (4,16) foi
verificado apés imersdo em solugdo contendo 0,02mM de IBA, porém
verificou-se menor percentual de sobrevivéncia das microestacas.

O aumento linear da porcentagem, nimero e comprimento
de raizes, apds imersdo durante 15 minutos em solugdo de IBA a
3,1mM, sugere que outros estudos envolvendo maiores concentragdes
de IBA e/ou tempo de imersdo devam ser realizados para maximizar

0 enraizamento das microestacas.
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FIGURA 23. Efeito da concentragdo de &cido indolbutirico (IBA)
sobre o nimero médio de raizes em microestacas apical,
mediana superior, mediana inferior e basal de Sarandi
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana),
apb6s imersdo por 15 minutos. ESAL, Lavras - MG, 1993.

3.4. CONCLUSOES

Na propagacdo de Sarandi a partir do enraizamento de
microestacas "in vivo", maiores porcentagens de enraizamento,
comprimento e nlGmero de raizes foram alcangadas gquando se
mantiveram as folhas pela metade.

A imersdo da base das microestgcas em agua destilada,
durante quinze minutos, foi respon%avel por 37,74% de

microestacas enraizadas. Utilizando-se brotagdes de 100mm, nédo
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houve diferencas na posicdo das microestacas (apicais e basais).
Por outro lado, a posigdo de microestacas obtidas a partir de
brotagdes com 200mm de comprimento, influenciou a porcentagem de
enraizamento, bem como o nGmero e comprimento médio de raizes,
sendo as microestacas basais as que proporcionaram maior
porcentagem de enraizamento. | )
O enraizamento de nmicroestacas através do pré;‘
tratamento com IBA a 3,1mM mostrou-se efetivo, no tempo de

imers&o de 15 minutos.



CAPITULO IV - CONTROLE DE OXIDAQKO E CONTM(INAGI'\O PARA O
ESTABELECIMENTO "IN VITRO' DE BROTAQ(-)BB DE SARANDI
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.

Schottiana)

RESUMO

Nas tentativas do estabelecimento "in vitro" de
Sarandi, utilizaram-se explantes de plantas adultas (condigdes de
campo) e de estacas mantidas em casa de vegetagdo. Os explarntes
de plantas adultas, inicialmente, foram mantidos por 12 horaé em
dgua-corrente e, apés a inoculagdo em meios Murashige & Skoog
(MS) e Wood Plant Medium (WPM), permaneceram por oito dias no
escuro. Também avaliou-se o estabelecimento quando os explantes
foram submetidos aos fatores tempo de imersdo em &gua corrente
(duas, 12, 18 e 24 horas), luminosidade (claro/escuro - seis
dias) apés inoculagdo em meios de cultura (MS e WPM). Com
explantes de mudas mantidas em casa de vegetagdo, inicialmente,
testaram-se diferentes periodos de tempo de imersdo em A&qua
corrente (20 minutos, duas horas, 12 horas e testemunha) e o
efeito de antioxidantes (PVP, 4&cido ascérbico + cisteina e
testemunha) em meio WPM. O tipo de explan#e também foi avaliado

quanto & sua posigdo na brotagdo (apical e basal) e a manutengéo
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ou ndo de folhas pela metade. Os resultados mostraram que
explantes coletados de estacas mantidas em casa de vegetagdo
apresentaram maior porcentagem de estabelecimento "in vitro", com
redugdo das porcentagens de contaminagio e oxida¢do fendlica. O
melhor tipo de explante foi d; regido basal, que além do melhor

estabelecimento, apresentou maior emissdo de folhas.
4.1. REFERENCIAL TEORICO E OBJETIVO

Os explantes utilizados na micropropagag¢do "in vitro®
podem ser obtidos de plantas matrizes, mantidas em casa de
vegetagdo ou no campo. No entanto, segundo PIERIK (1987), maior é
a chance de contaminagdo quando o material vegetal & proveniente
do campo.

Explantes de Prunus serotina EHRH. coletados no campo
foram tratados com o principio ativo benom&l com imersdo, por dez
minutos, em solugdo contendo 1,5 g.L"! (TRICOLI et alii, 1985),
diminuindo a contaminacgao.

CARVALHO et alii (1990), procﬁrando estabelecer uma
metodologia para controle da contaminagdo fingica em brotagdes de
Bucaliptus grandis HILL ex MAIDEN creséid;s no campo, utilizaram
o principio ativo benomyl suplementado ém meio de cultura na
concentragdo de 0,05 g.L"l. Essa pratica mostrou-se eficiente na
redugdo, em até 30%, da contaminacgdo.

O tratamento com fungicidas foi &ispensado em brotacgdes
de Veronica spicata L. espécie ornamengal perene, quanqo as

1

plantas matrizes foram mantidas em casa de‘vegetagao (STAP?ER et

alii, 1985).
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Em casos extremos, PIERIK (1987) sugere gque sejam
mantidas plantas matrizes em casa de veéetagéo com os seguintes
cuidados:

- prevencdo de infestagdo por insetos, evitando a transmissdo de
doengas;

- prevengdo ao ataque de fungos e bactérias, utilizando-se
fungicidas sistémicos e bactericidas;

- controle da umidade, para evitar a reprédugéo e disseminacgdo de
microorganismos.

Outros autores (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990) sugerem
ainda outras medidas na manutengdo de plantas matrizes em casa de
vegetagdo, tais como utilizagdo de substrato esterilizado, de
preferéncia sobre bancadas e com irrigagdo apenas no substrato
sem molhar as folhas.

o} estado fisiolégico também influencia o
estabelecimento da espécie "in vitro". GEORGE & SHERRINGTON
(1984) afirmam que os melhores explantes?sao obtidos de plantas
matrizes em crescimento ativo e sem estresse. Em casa de
vegetagdo, & possivel homogeneizar os explantes, quanto ao
estddio de desenvolvimento e, além disso, éonforme GRATTAPAGLIA &
MACHADO (1990), novas brotacdes podenm ser estimuladas
continuamente, com o controle de fotoperiodo, intensidade
luminosa e temperatura, independentemente éa época do ano.

Outro problema no estabelecimento "in vitro" de
espécies lenhosas estd relacionado com  a oxidagdo fenélica.
Segundo GEORGE & SHERINGTON (1984), a bxidaqéo de compostos
fendlicos ocorre em tecidos lesionados devido & agdo de epzimas

oxidases. As extremidades dos tecidos escuﬁecem rapidamente e sdo
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liberados para o meio de cultura produtos téxicos da oxidagdo.
Esse problema & particularmente agravado no isolamento de
explantes de espécies lenhosas, devido & maior sintese de lignina
nos tecidos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

Varias medidas sé&o ;::itadas por GEORGE & SHERRINGTON
(1984) na preveng¢do a oxidagdo fendlica.

A remogdo de compostos fendlicos produzidos pode
ocorrer através de Agua corrente como pré;tratamento de explantes
'e utilizagdo de carvdo ativado ou antioxidantes no meio de
cultura.

O periodo de manutengdo dos explantes em &gua é
varidvel conforme a espécie. Assim, em Riccia frostii AUST., os
explantes permaneceram por um periodo de trés a quatro horas
(VASHISTHA & CHORPA, 1987) enquanto que em Prunus serotina EHRH.
o tratamento por uma hora em &gua corrente foi suficiente
(TRICOLI et alii, 1985).

0 antioxidante polivinilpirro;idona (PVP) tem sido
bastante empregado. CARVALHO et alii E(1990) controlaram a
oxidagdo em explantes de Eucaliptus ¢grandis em até 90%
suplementando com PVP 250mM em meio sélido. Na micropropagag¢do de
hibridos da mesma espécie, WARRAG et alii (1990) mantiveram as
culturas iniciais no escuro em meio isento de reguladores obtendo
bons resultados. Em Eucaliptus teretico:nis, SUBBAIAH et alii
(1990) preveniram a oxidagdo fendélica utilizando PVP a 12,5mM,
cerca de 20 vezes menor a concentracgdo utilizada por CARVALHO et
alii (1990).

O carvdo ativado tem sido empreg?do com éxito em varias

espécies. No entanto, apesar da adsor¢do de compostos fenélicos



60

téxicos e de impurezas do agar, t:ambém1 adsorve componentes do
meio como vitaminas, citocininas, e auxihas.

DRUART & WULF (1993) verificaram que a hidrélise da
sacarose na autoclavagem aumentou de 10 para' 95% na presenca de
carvdo ativado 1%. NISSEN & SUTTER (1990) por sua vez, avaliaram
a estabilidade das auxinas IAA e IBA na presenga do carvio
ativado, constatando adsor¢do de 97% desses reguladores de
crescimento quando adicionado ao meio na 1concervt:rao;::?lo de 5%.

Além da remogdo dos compostos fenblicos, GEORGE &
SHERRINGTON (1984) citam a modificagdo do potencial redox- com
antioxidantes (4&cido citrico, acido‘ ascérbico, cisteina,
mercaptoetanol, etc.) no meio de cultura ou em pré-tratamento de
imersdo dos explantes.

Para a inativagdo das enzimas oxidases sdo recomendados
agentes quelantes como dietilditiocarbamato, EDTA, etc., e para a
redugdo de suas atividades, diminuig¢do de pH, meio de cultura,
isento de reguladores, baixa concentragio de sacarose e
manutencdao da cultura em ambiente escuro nos estadios iniciais.
PIERIK (1987) cita ainda como medida de controle & oxidagédo
fendlica, a adigdo de aminodcidos glutamato, arginina e
asparagina ao meio de cultura, uso de meio liquido que dilui
facilmente os produtos téxicos, bem. como a redugdo da
concentragdo de sais desse meio. Na fase 3de iniciacdo da cultura
"in vitro" de coqueiro, SIQUEIRA & INOUE (1991) utilizaram &cido
ascérbico e &cido citrico, além de P\ZIP, alcangcando 50% de

explantes sadios. Essa taxa de estabelécimento foi aumentada,

quando a fase inicial se desenvolveu em meio liquido.
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A influéncia dos antioxidantes PVP e &cido citrico no
enraizamento de Malus domestica BORKH. & demonstrada por
STANDARDI & ROMANI, (1990).

Conforme DEBERGH & READ (1991),alguns micronutrientes
como Mn e Cu podem estimular .a oxidagdo de fendis e portanto
meios com baixa concentracdo desses nutrientes sio recomendados.

Em fungdo das varias técnicas disponiveis na
literatura, procurou-se, com este trabalho definir uma
metodologia adequada para o estabelecimento "in vitro" de
Sarandi, da procedéncia dos explantes até condicgdes - de

crescimento "in vitro".

4.2. MATERIAL E METODOS

No estabelecimento "in vitro", utilizaram-se brotagdes
de plantas adultas (condi¢do de campo) e de estacas mantidas enm
casa de vegetagao.

Durante e apdés a coleta no campo, as brotagdes foram
mantidas em sacos plasticos com papel umedecido, evitando a
desidratagdo dos tecidos no periodo que antecedeu o experimento.
Todas as coletas foram realizadas no periodo da manhd enm
brotagdes com até 100mm de comprimento. As brotagdes provenientes
de estacas em casa de vegetagido foram imediatamente utilizadas
apds a coleta, nao necessitando, portanto, desse
acondicionamento. Procedeu-se a toilete homogeinizando-se o
comprimento do explante em 30 + 2mm.

Os experimentos seguiram delineamento inteiramente

casualizado em esquema fatorial, envolvendo diferentes fatores,
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sendo cada tratamento constiuido de quatro repetigdes, com cinco
tubos de ensaio (150 x 20mm), por repetigdo.

Os explantes de plantas adultas, inicialmente, foram
mantidos por 12 (doze) horas em &gua corrente, seguidos de um
periodo de oito dias no escuro.apés inoculagdo em meio MS e WPM.
Também avaliou-se o estabelecimento dos explantes quando
submetidos aos efeitos isolados ou em interagdo dos fatores tempo
de imersdo em 4&gua corrente (duas, | 12, 18 e 24 |horas),
luminosidade (claro/escuro - seis dias) apés inoculacdo e meios
de cultura (MS e WPM). Com brotagdes coletadas em estacas
mantidas em casa de vegetagdo realizaram-se dois experimentos. No

primeiro, testou-se a influéncia do pré-tratamento do explante em

dgua corrente (periodos de 20 minutos, duas e 12 horas e

testemunha), o efeito da utilizagdo de antioxidantes
polivinilpirrolidona (PVP 40 - 25mM); &cido ascérbico (1,8mM) +
cisteina (3,5mM) e testemunha - no meio de cultura WPM, e a
interagdo desses fatores. Em outro experimento, o tipo de
explante foi avaliado quanto ao estabelecimento, a partir da sua
posicdo na brotagdo (apical e basal) e a manutengdo ou ndo de

folhas pela metade.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

0 estabelecimento "in vitro" de explantes provenientes
de plantas adultas, apés imersdo por 12 horas em &gua corrente
seguidos de oito dias no escuro apés a inoculagdo, & apresentado
na Figura 24. No meio WPM, que apresent;a menor concentragdo de

sais, a porcentagem de oxidacao foi préxj.ma a4 obtida em meio MS,
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porém maior porcentagem de necrose apical foi observada nos
explantes. A Figura 24 mostra que a maior perda no
estabelecimento foi devida a problemas de contaminagdo. No
experimento envolvendo diferentes tempos de imersdo, luminosidade
e meios de cultura, verificou-ée gue essas praticas, isoladas ou
em combinagdo, ndo foram suficientes ao estabelecimento "in
vitro" (Figura 25). Para esse tipo de explante em que ndo havia
um controle da idade, o meio WPM, embora com menor concentrac¢io
de sais, conforme recomendagdoc de PIERIK (1987), apresentou
porcentagens de oxidagdo préximas daquelas obtida em meio- MS.
Outras medidas citadas por WARRAG et alii (1990), como manutenc¢do
das culturas iniciais no escuro em meio isento de reguladores,
também ndo foram suficientes ao controle da oxidacdo. Da mesma
forma, a imersdo dos explantes em &gua corrente sugerida por
GEORGE & SHERRINGTON (1984) ndo mostrou efeito.

Apesar do insucesso dessas tentativas, poderdo ser
desenvolvidos estudos para viabilizar 'o estabelecimento "in
vitro", a partir de explantes provenientes do campo, tais como
diminuigdo da concentragdo de micronuﬁrientes nos meios de
cultura, como Mn e Cu que, segundo DEBERGH & READ (1991),
estimulam a oxidagdo de fendis. Nesse sentido, CALDAS & TAKETONI
(1993), apds retirar a fonte de Fe em diferentes meios de
cultura, eliminaram a oxidag¢do de explantes de jabuticabeira e
goiabeira, independentemente do meio utilizado. Esses mesmos
autores também comentam gque a melhor deéinfestagéo ocorreu com
adicdo de benomyl no meio e com tratamento térmico (40°C por
30 minutos), o que pode vir a ser testado no controle a

contaminagdo nessa espécie.
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FIGURA 24. NGmero médio e porcentagem de explantes com oxidacao,
necrose apical, contaminagdo e estabelecidos em meio
MS e WPM de plantas adultas de Sarandi (Sebastiania
schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana), apds imersao
por 12 horas em agua corrente e manutencdo por oito
dias no escuro apds inoculagdao. ESAL, Lavras - MG,
1993 .



65

| TJOXIDAGAO # NECROSE APICAL
TICONTAMINAGAO E:ESTABELECIMENTO
120 '-
100 -
w
L
=
g 80 -
[a
"
w 60
=y
&
| 40
=
S
i
20
100 ] N iiienini
S
w
w
'—
=
H
o
)

WPM

TIPO DE MEIO
FIGURA 25. Numero médio e porcentagem de explantes com oxidacio,
necrose apical, contaminacao e estabelecimento em meio
MS e WPM de plantas adultas de Sarandi (Sebastiania

schottiana  MUELL. ARG., var. Schottiana), apos
manutencao por diferentes periodos em &dgua corrente e
luminosidade apdés a inoculagdo (claro/escuro - seis

dias). ESAL, Lavras - MG, 1993.
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O estabelecimento de explantes provenientes de estacas
wmantidas em casa de vegetagdo ndo foi influenciado pelos fatores
tempo de imersdo em Agua corrrente e antioxidantes, muito embora
vérios trabalhos (CARVALHO et alii, 1990; SUBBAIAH et alii, 1990;
SIQUEIRA & INOUE, 1991) demons£rem o efeito dos antioxidantes no
controle a oxidagdo. Os explantes, como pertenciam & brotacdes
novas (aproximadamente 20 dias), aparentemente n3o estavam en
processo de lignificagdo ou sintese de pigmentos e outras
substancias fendlicas, e portanto, a oxidagdo desses compostos
ocorreu em menor intensidade dispensando praticas de controle,
tais como diferentes periodos de imersio é antioxidantes. A média
geral de contaminagdo de explantes diminuiu para 28,14% e os
sintomas de necrose apical e oxidagdo fendlica desapareceram, o
que esta de acordo com PIERIK (1987), que atribui maior
contaminagcdo em explantes provenientes do campo. Em fungdo desses
resultados, a porcentagem de explantes estabelecidos aumentou
para 70,25%. A Figura 26 compara esses resultados com os obtidos
em explantes provenientes de plantas adultas. Apesar do aumento
da porcentagem de estabelecimento, a porcentagem de contaminagdo
poderia diminuir com praticas adicionais tais como as citadas por
CALDAS & TAKETONI (1993), tendo em vista que o tratamento com
fungicidas foi realizado apenas em casa de vegetagdo e ndo no
cultivo "in vitro".

Na determinagdo do tipo adequado do explante,
constatou-se que o fator posigdo influgnciou a ocorréncia de
necrose apical e o estabelecimento dos éxplantes. Os explantes
basais apresentaram maior porcentagem de estabelecimento

(89,67%), com menor porcentagem de explantes com necrose apical

1
|
1
i
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FIGURA 26. Porcentagem de explantes oxidados, com necrose apical,
contaminados e estabelecidos de plantas adultas e de
estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG., var. Schottiana) mantidas em casa de vegetacido.
ESAL, Lavras - MG, 1993.

(1,59%). Além dessas médias, a Figura 27 mostra ainda a alta
ocorréncia de necrose em explantes apicais (74,86%) e, em
consequéncia, menor a porcentagem de estabelecimento (22,55%). A
atuagao dos protetores de auxinas demonstrada por MATO & VIEITEZ
(1986) nos explantes da regido basal de brotagdes de Castanea
sativa pode ter contribuido para o maior estabelecimento através
da inibigdo da oxidagdo do IAA e provavelmente outras oxidacdes
na diferenciagdo. Outro fator parece ter sido determinante, pois
na regido apical, os tecidos eram mais frédgeis e talvez a
assepsia adotada tenha influenciado na porcentagem de necrose

apical.
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FIGURA 27. Porcentagem de explantes com necrose apical e
estabelecimento de explantes apicais e basais de
estacas de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG., var. Schottiana). ESAL, Lavras - MG, 1993.

Nao houve influéncia da parte aérea nessas
caracteristicas avaliadas. 1Isso se deve possivelmente, ao
suprimento de nutrientes organicos e minerais pelos meios de
cultura.

Quanto & emissdo de folhas, apenas em explantes basais
issc foi observado. Os explantes em que ndo foram mantidas as
folhas no momento da inoculagdo apresentaram, em média, maior
nimero de folhas emitidas (Figura 28). Os explantes basais,
dentre outras caracteristicas que favorecem o estabelecimento,
talvez apresenten, a nivel de sistema vascular, melhor
diferenciagdo contribuindo portanto, & emissdo de folhas. O maior

nimero de folhas emitidas em explantes sem folhas pode estar
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relacionado & necessidade de desenvolvimento da parte aérea apods
a retomada dos processos metabdlicos. Nos explantes (Qque
mantiveram as folhas, houve, em parte, sua manutengdao e em outros
casos, substituicdo, tendo em vista que o cultivo "in vitro"
apresenta uma condigdo ambiental de crescimento (temperatura,
luminosidade, nutrientes, etc.) diferente daquela verificada em

casa de vegetagdo. Outros experimentos com condigdes contrcladas

talvez expliquem a morfogénese.
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FIGURA 28. Nimero médio de folhas emitidas em explantes apicais e
basais, com e sem folhas, proveniente de mudas de
Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana) ,mantidas em <casa de vegetacdo. ESAL,
Lavras - MG, 1993.
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4.4. CONCLUSOES

Os explantes provenientes de plantas adultas
apresentaram um estabelecimento muito inferior aos explantes
coletados de estacas mantidas ém casa de vegetagdo. Além disso, a
porcentagem de contaminacdo foi reduzida de 47,20 para 28,14%. A
oxidacdo fendlica ndo representou problemas ao estabelecimento
dos explantes obtidos de estacas. Diante desses resultados
genéricos, pode-se concluir que a padroniza¢do do tamanho das
brotagdes e o controle fitossanitdrio nas estacas s&do aspectos
importantes que devem ser considerados no sentido de proporcionar

taior porcentagem de explantes estabelecidos "in vitro".



CAPITULO V - ENRAIZAMENTO "IN VITRO" DE MICROESTACAS )
KICROFROPAGAQﬂO DE GEMAS AXILARES DE SARANDI
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.

Schottiana)

RESBUMO

Objetivando definir uma metodologig para multiplicagédo
e enraizamento "in vitro" realizaram-se quafro experimentos. Na
multiplicagdo, estudou-se o efeito de benzilaminopurina (BAP) nas
concentragdées de 0; 2,2; 4,4 e 8,9uM em meios de cultura Ms e
WPM, utilizando um explante com uma gema p&r tubo de ensaio. O
mesmo tipo de explante foi inoculado em nGmero de 10 por frasco _
de 200mL com meio MS, suplementado com BAP (0; 0,04; 0,4 e 4,4uM)
e &cido naftalenacético (NAA) nas concentragdes 0; 0,1; 0,5 e
5uM. O Gltimo experimento envolveu o regulador BAP (0; 1,1 e
2,2uM) e o horménio A&cido giberélico (615.3)1 a 0; 0,7 e 1,4uM,
juntamente com carvdo ativado (1%). Utilizoﬁ-se um explante de
40mm de comprimento, por tubo de ensaio. A indugdo da rizogénese
"in vitro", por sua vez, foi testada em meio de cultura MS e WPM,
liquido e sb6lido (0,6% &gar), suplementados éom 0; 0,5; 2,5; 4,9
e 9,8uM de &cido indolbutirico (IBA). Os meihores resultados na

multiplicacgédo de gemas axilares ocorreram no terceiro
|

I
'
i
i
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experimento, em que o GA3; apresentou efeito linear até 1,4uM no
nimero de explantes alongados, comprimento da parte aérea e(
nGmero de gemas. O BAP influenciou essas céracteristicas apenas
quando o carvdo ativado estava ausente no méio, neste caso 1,1uM
foi a melhor concentragéo. desse regulador. Quanto ao
enraizamento, as maiores porcentagens de eﬁplantes enraizados e
nimero de raizes foram obtidas em meio W15M, suplementado com

4,9uM de IBA, independentemente da presenga de &gar.
5.1. REFERENCIAL TEORICO E OBJETIVO

A capacidade de regeneragdo de técidos "in wvitro" é
varidvel de acordo com o genétipo, condi¢des ambientais e estadio
de desenvolvimento das plantas matrizes. Segundo PIERIK (1987),
as espécies lenhosas sdo mais dificeis de cionar "in vitro" que
espécies herbaceas, devido & maior variabilidade genética, menor
capacidade regenerativa dos tecidos, dificyldade ds vezes, de
rejuvenescimento, menor taxa de multiplicégéo, dorméncia das
gemas, maior concentracdo de fendis e dificuldade de se manter
plantas matrizes em casa de vegetacado.

A micropropagagdo "in vitro" de iespécies florestais
pode ser obtida através da multiplicagdo de gemas axilares,
produgdo de gemas adventicias, ou ainda, a partir da embriogénese
somdtica. A micropropagac¢do via organogénese, que corresponde aos
dois primeiros métodos anteriormente citados, &€ a mais empregada
na regeneragdao de espécies lenhosas "in vitro" (THORPE et alii,
1991). Diferentes estddios correspondem éé micropropagag¢do . na

organogénese, ou seja, estabelecimento e/ou indugdo, proliferacdo
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da parte aérea (multiplicagdo), alongamento enraizamento, e
aclimatacao.

O tipo, idade e tamanho dos explantes, época em que
foram coletados e qualidade da planta matriz, sdo fatores que
influenciam esses diferentes estadios da micropropagacao.

IAPICHINO et alii (1991) estudaram em hibrido do género
Rhododendron, o tipo de explante (apical, segmento caulinar e
secgdo foliar) e sua procedéncia (plantas matrizes em casa de
vegetagdo ou de culturas "in vitro"). Apenas culturas "in vitro"
regeneraram novas plantas nos diferentes tipos de explantes,
sendo que secgdes foliares mostraram-se superiores (77%). Enm
Acacia auriculiformis, o tipo de explante foi determinante na
multiplicagdo de gemas axilares. Nesse trabalho, MITTAL et alii
(1989) regeneraram novas plantas apenas a partir de gemas
axilares, nao obtendo resultados satisfatdérios quando folhas de
plantulas, cotilédones e segmentos de hipocétilo foram utilizados
como explantes.

Os efeitos da época do ano e da posigdo do explante na
planta matriz foram avaliados por LIN et alii (1991) para
multiplicagdo de Pinus ponderosa Dougl ex Laws. Os explantes
coletados em outubro formaram gemas axilares enquanto que a
coleta realizada em fevereiro resultou em grande produgaoc de
calos. Os autores concluiram ainda que explantes da parte
superior das A&rvores proporcionaram maior namero de gemas
axilares na multiplicacd@o "in vitro" que aqueles localizados na
regido basal das matrizes.

A influéncia do tamanho do explante foi estudado por

LAUZER et alii (1992) na propagagdao "in vitro" de inhames
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selvagens (Dioscorea abyssinica Hoch. e D. mangenotiana Miége),
i
em que verificaram que segmentos menores que 5mm foram menos

apropriados a micropropagacao.

Na fase de multiplicacdo propriamente dita, os
componentes de meio de cuitura, condiéées de ambiente e
manipulagido dos explantes na repicagem das culturas podem ser
otimizados para que se obtenha melhores resultados.

ZHANG & STOLTZ (1989) verificar}am gque © aumento da
concentracido de sacarose (131,5mM) favoreceu a multiplicagdo "in
vitro" de FEuphorbia fulgens Karw ex Klostqh, contrariamente, o
mio-inositol reduziu a multiplicagdo em ccé:ncentrac;éo maior que
1,1mM, e ndo teve efeito quando presente em 0,6mM.

0 aumento na concentragdo de §acarose no meio de
multiplicagdo também foi comparado em éseudotsuga menziesii
(Mirb.) Franco. Neste trabalho, 72,9mM foi suficiente para dobrar
a multiplicagdo obtida em 58,3mM e torné-la quatorze vezes
superior & concentrag¢do normalmente utiliﬁada que é de 87,5mM
(DUNSTAN et alii, 1992). Além da sacarose, a adigdo de nitrato de
aménia aumentou em 2,5 vezes a multipligaq:éo dos explantes.
Normalmente, o nitrato de aménio estda ausente no meio de
multiplicagdo, devido principalmente & problemas de vitrificacgédo.
SELBY et alii (1990) relatam que o NH, ;foi responsdvel pela
necrose dos tecidos e inibigao da indugéd% das gemas de Picea
sitchensis. Nesse sentido, LININGTON (1991) empregou meio WPM sem
nitrato de aménio, na propagagdo "in vitro" 1de espécies do género
Dipterocarpus. Com relagdoc ao pH, os autor%es afirmam que em pH
5,3 houve maior proliferagdo, enquanto que valores inferiores de
pH estimularam o crescimento da parte aérea. O efeito do pH

i
|

i
{
i
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inicial (anterior & autoclavagem) ajustado entre 2,6 e 5,7 foi
observado por LEIFERT et alii (1992) em diversas espécies
cultivadas "in vitro", constatando-se difereﬁtes requerimentos de
pH na obtengdo de melhores taxas de crescimento.

As citocininas cofrespondem aos regquladores de
crescimento mais empregados na quebra da &ominancia apical em
gemas axilares. Diferentes tipos e concentra¢des de citocininas
tem sido utilizadas na proliferagédo de partes aéreas. Apesar de a
é-benzilaminopurina ser a citocinina maks empregada, bons
resultados tém sido obtidos com outros compostos como tidiazuron
(TDZ), cinetina e zeatina. ELLIS et alii (1991) compararam o
efeito da BAP, zeatina e TDZ na formagao de;gemas adventicias em
Picea glauca. A maior sobrevivéncia e desenvolvimento da parte
aérea ocorreu quando se utilizaram a combinagdo de zeatina (50uM)
e TDZ (0,01uM). O TDZ foi mais eficiente na embriogénese somética
de Acer saccharinum do que a BAP, cinetina e 2-isopenteniladenina
(PREECE et alii, 1991). A cinetina por sua vez, proporcionou a
formacdo de gemas axilares em Populus deltoides (COLEMAN & ERNST,
1990).

A influéncia da BAP tem sido discutida em diversos
trabalhos. HAMMATT & RIDOUT (1992) multiplicaram Fraxinus
excelsior a partir de gemas axilares em meio suplementado com
BAP. No entanto, o excesso de citocinina pode ser téxico ao
desenvolvimento das culturas. Esta toxidez & verificada através
de sintomas como encurtamento de entrendés, diminuigdo do tamanho
das folhas, entumescimento e vitrificacao. JQHNSON et alii (1991)
verificaram que o aumento da concentragao %da BAP (3 a 6,6uM)

levou a formagdo de maior niGmero de brotagdes em Quercus lobata,
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porém, os entrendés eram mais curtos e com maior nGmero de folhas.
Quando uma menor concentragdo (1,3uM) foi adicionada ao meio, os
entrenés aumentaram no comprimento, permanecendo com apenas duas
ou trés folhas. Em Pinus caribaea Morelet, altas concentracdes de
BAP e tempo de exposigdo elevado foram responsiveis pela menor
taxa de sobrevivéncia da espécie ao cultivo "in vitro" (SATURNINA
& NANCY, 1993).

As auxinas s8o também empregadas ao meio de
multiplicagdo em adigdo as citocininas com objetivo de estimular
o desenvolvimento da parte aérea e/ou anular o efeito inibitério
das citocininas. Geralmente, as auxinas sdo adicionadas em baixas
concentra¢des, sendo o NAA mais empregada (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1990). Combinagdes de BAP e NAA s&o citadas, por
exemplo, na multiplicagdo de espécies florestais como Populus
tremula (WANN et alii, 1988), Pinus ponderosa (LIN et alii, 1991)
e Pinus virginiana Mill. (CHANG et alii, 1991).

Embora com menor frequéncia, as giberelinas sao
utilizadas na fase de nmultiplicagdo devido ao efeito no
alongamento de partes aéreas. OFFORD et alii (1992) suplementaram
0 meio de cultura com BAP (1,25uM) e GA3(1,0uM) na multiplicagédo
de Telopea speciosissima R. Br.

Alguns trabalhos relatam o wuso de <citocininas,
giberelinas e auxinas, nessa etapa da midropropagagéo. Assin,
NADEL et alii (1991) obtiveram, a partir da combinagdo BAP, IAA e
GA3, explantes mais alongados e com maior expans@o foliar em
Fagus sylvatica L.

Além dos reguladores de crescimento, o meio de

multiplicagdo poderd conter carvdo ativado,. conforme mencionado
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- para Pinus canariensis (PULIDO et alii, 1991), Pinus strobus

(KAUL, 1990), Dipterocarpus alatus e D. intricatus (LININGTON,
1991) e Quercus robur (VOLKAERT et alii, 1990).

Outro estadio da micropropagagdo via organogénese diz
respeito ao enraizamento "in vitro" em que as caracteristicas dos
explantes, condigSes de ambiente e meio de cultura apresentanm
grande influéncia. Um tamanho minimo & necessdrio para manter a
uniformidade e altas taxas de enraizamento devido principalmente
& maior sobrevivéncia. Com relagdo a idade e estadio de
desenvolvimento da planta matriz, na maioria dos casos, a indugéo
& rizogénese & maior em plantas jovens com crescimento vegetativo
(PIERIK, 1987). Dentro de espécies e cultivares, diferentes
respostas & indugdo ao enraizamento sdo verificadas e, além
disso, na prépria planta, a idade dos tecidos em diferentes
regides determina diferengas na capacidade de regeneracgio dos
tecidos.

Os efeitos da 1luz no enraizamento "in vitro" foram
estudados dentre varias espécies, em macieira, ameixeira e
pessegueiro em relagdo aos efeitos benéficos do ambiente escuro
por determinados periodos, apdés a inoculagdo. FUERNKRANZ et alii
(1990) avaliaram o enraizamento de Prunus serotina Ehrh., apés
tratamentos com diferentes qualidades de luz. A 1luz bhranca
apresentou efeito negativo nas caracteristicas avaliadas
(porcentagem de enraizamento, nlGmero de raizes por explante e
peso de matéria seca das raizes e parte ajérea) . Entre 15 e
22umolm-2s-1 a 1luz azul retardou a formaqi;io de raizes, sob
36pmolm=2s-! inibiu completamente. Os explantés tratados com 1luz
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amarela apresentaram, por sua vez, os melhores resultados nas
caracteristicas citadas.

A participagdo de compostos fenq;icos no enraizamento
de Vitis vinifera L. cv. Albarifio é relatado por MATO et alii
(1988) . Alguns compostos fenéiicos atuaram como protetores de
auxinas em razdo do aumento de peroxidases com atividades
oxidativas do &cido indolilacético (IAA). LEE (1980), trabalhando
com peroxidases, evidenciou que, em geral, monofendis e
n-difendis causaram estimulo & oxidag¢d3o do IAA, enquanto difenéis
e polifendis inibiram a mesma rea¢éo.

Os niveis endégenos e exdgenos de amino&cidos ﬁaodem
influenciar no enraizamento. Em Pinus pinaséer foram avaliados os
efeitos do glutamato como fonte de nitrogénio (FAYE et alii,
1989). Os melhores resultados foram obtidos quando o meio de
cultura continha nitrato, sendo que ib glutamato inibiu
completamente o enraizamento. ORLIKOWSKA (1992) afirma que entre
os Varios aminodcidos envolvidos no enraizamento, a arginina é
mais eficiente. O autor constatou que em porta-enxerto de
macieira, a influéncia desse aminodcido foi maior quando o IBA e
o0 nitrogénio estavam ausentes ou em baixas concentragdes no meio,
além disso, o nimero de raizes foi resultado da interagdo entre
arginina, floroglucinol e ambiente escuro.

THORPE et alii (1991) afirmam que meios de cultura como
Wood Plant Medium (WPM) e Cresshoff & Doy .(CD), que apresentam
baixa concentracao de sais, aumentam a porcentagem de
enraizamento. A alta concentragao éalina prejudica todas as fases

!
do enraizamento, especialmente a de crescimento de raizes. Além

|
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de diferentes meios, & comum a diluigdo de meio Murashige & Skoog
"‘em 50%. . o

Em espécies lenhosas, o meio 1iquéido tem sic},o empiregado
em detrimento do meio s6lido em fungdo da menor cépcentraq:ﬁo de
oxigénio e diluigdo de prfoduto.s da oxidaqzép fendlica. H& também
uma vantagem econémica jd que os custos ds meio (sem Aagar) séo
menores e o tempo necessirio para preparar o meio é& dinii_.nuido.
RATHORE et alii (1991) e LININGTON (1991) relatam emi; seus
trabalhos o enraizamento de explantes em meio isento de &agar.

A atuagdo das auxinas no enraizamento "in vit_r.'o"",: de
" acordo com o tipo e concentragdes no meio de cultura, corresponde
talvez ao fator de maior importéncia. As aﬁxinas mais uﬁiiizadas
sdo o IAA, IBA e NAA, sendo que o IBA e NAA tém preferéncia,

)

devido aos problemas de catabolismo do IAA.

A indugdo a rizogénesé "in vitro"' pode ser realizada
através de auxinas suplementadas ao meio (individualmeni:e ou em
combinagdo de duas ou mais auxinas) ou pré-tlratamento com imersdo
em solucdes concentradas. BANKO & STEFANI (1989) promoveram o
enraizamento de Oxydendron arboreum com meio WPM contendo IBA.
Espécies e' hibridos de eucaliptos foram enraizadas por ROUX &
STADEN (1991) utilizando a mesmé auxina mas em meio MS, com a
metade da éoncentraqéo de sais. Aé auxinas IBA e NAA foram
testadas com sucesso por UPADHYAYA et alii (1985) em
Chrysothamnus nauseosus (Pallas) Britt. No éntanto, o comprimento
e o nimero médio de raizes foi superior em meio contendo IBA.

0 bré—tratamento dos explantes emjsolugaes com IBA foi
realizado eni Quercus crispula Blume. (SﬁNGI, 1990) e Pinus

halepensis Mill. (LAMBARDI et alii, 1991), proporcionando bom

|
i
i
|
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enraizamento, o que nao aconteceu em Pinus strobus L. {(KAUL,
1990), em que o pré-tratamento com NAA e IBA nao teve efeito.

Outras espécies enraizam-se facilmente em meio de
cultura sem os reguladores de crescimento, conforme relatadc por
CACHO et alii (1992) e FiGUEIREDO & ESQUIBEL (1991) no
enraizamento "in vitro" de Digitalis thapsi L. e Datura insignis
Barb. Rodr., respectivamente.

Portanto, nesse trabalho procurou-se definir as
condicdes ideais para a micropropaga¢ao de Sarandi nas etapas de
multiplicacdo de gemas axilares e enraizamento de microestacas

tinlvitro".
5.2. MATERIAL E METODOS

Enraizamento de microestacas '"in vitro"

Os explantes utilizados no enraizamento "in vitro"
partiram de brotagdes obtidas do enraizamento de estacas,
conforme metodologia descrita no capitulo IT.

Apés a coleta, as Dbrotagbes com até 100mm de
comprimento permaneceram em agua corrente durante um periodo de
12 horas. Em seguida, retirou-se aproximadamente 20mm da reagiao
apical, padronizando-se o comprimento do explante em 30mnm,
mantendo-se as folhas pela metade.

0 delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em esquema fatorial 2 x 2 x 5 com quatro repeticoes
por tratamento (quatro tubos/repeticdo), correspondendo aos
seguintes fatores: meios de cultura (MS - Murashige & Skoog e WPM

- Wood Plant Medium), meios liquido e sélido (0,6% de agar) com
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0; 0,5; 2,5; 4,9 e 9,8uM de &cido indolbutirico, respectivamente.
Todos os tratamentos tiveram pH ajustado em 5,8. Os meios foram
entdo esterilizados em autoclave de vapor uGmido com 121°C de
temperatura e uma atmosfera de pressdo por 20 minutos.

A inoculacgao dos exﬁlantes ocorreu em fluxo laminar,
apds assepsia com imersdo em &alcool 70% por 20 segundos, &agua
sanitdria 20%, durante 10 minutos e, finalmente, em A&gqua
autoclavada por quatro vezes. Em meio ligquido, os explantes foram
mantidos em "pontes" de papel de filtro evitando a imersao
completa desses.

O experimento foi mantido por 30 dias em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 26 + 1°C
e irradidncia aproximada de 40umolcm™2s~l., Decorrido esse
periodo, avaliaram-se o numero de microestacas enraizadas e

nimero de raizes por microestacas.

Multiplicagdo "in vitro'" de gemas axilares

Os explantes utilizados na multiplicagdo "in vitro"
foram procedentes de estacas mantidas em casa de vegetagao. Nos
experimentos realizados, adotou-se a metodologia descrita no
capitulo III com relagdao ao periodo em &gua corrente, assepsia,
bem como tempo de permanéncia e condigdes na sala de crescimento.
O pH do meio foi ajustado em 5,8 em todos os tratamentos dos
experimentos, e posteriormente esterilizados em autoclave de
vapor Gmido por 121°C e uma atmosfera de pressdo por 20 minutos.

Experimento I: o efeito da benzilaminopurina (BAP) em
tubos de ensaio (150 x 20mm) foi avaliado, wutilizando-se

explantes com apenas uma gema lateral nos meios de cultura. As
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concentragdes de BAP nos meios MS e WPM foram 0; 2,22; 4,44 e
8,88uM, correspondendo a oito tratamentos com cinco rep=sticdes
(seis tubos/repeticdo), resultante do esquema fatorial 2 x 4 no
delineamento inteiramente casualizado.

Experimento II: estudou-se a influéncia da interacéao
entre as concentragdes do &acido naftalenacético (0; 0,1; 0,5 e
5,4uM) e da Dbelzilaminopurina (0; 0,04; 0,4 e 4,4uM) na
multiplicagdo em frascos (200mL) contendo meio MS. Foram
inoculados 10 explantes, também com uma gema lateral, por frasco,
sendo cada tratamento composto por quatro repeticodes (dez
explantes/repeticgao). 0 delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 4.

Experimento III: realizou-se experimento em esquema
fatorial 2 ~ 3 « 3, com quatro repetigdoes por tratamentn (cinco
tubos/repetigdo), correspondendo respectivamente, a presenga ou
ndo de carvao ativado (0,1%) no meio MS e & interagdo da
benzilaminopurina e &acido giberélico, ambos nas concentragdes de
0; 1,1 e 2,2uM e 0; 1,3 e 2,7uM, respectivamente. Os explantes,
dessa vez com trés a quatro gemas laterais e comprimento de 35 a

40mm, foram inoculados em tubos de ensaio (150 x 20mm) contendo

10mL de meio de cultura.
5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1. Enraizamento de microestacas "in vitro”

A interacdo entre concentragdes de acido indolbutirico

e meio de cultura afetou significativamente a porcentagem de
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explantes enraizados "in vitro", bem como o nimero de raizes
formadas.

A Figura 29 mostra que, no meio MS, ndo houve formagao
de raizes. Porém, quando o meio WPM, acrescido de 4,9uM de IBA,
foi utilizado, 37,8% do total de explantes enraizaram e 54,20%
sobreviveram. Esses resultados concordam com a recomendagdao de
THORPE et alii (1991), gquanto ao emprego, em espécies lenhosas,
de meio com baixas concentragdes de sais. Nessa condigdo também
obteve-se, em média, o maior nuamero de raizes por explante
(1,51). Portanto, os melhores resultados podem estar relacioriados
com a menor concentracdo de nitrato de aménio (NH4/NO;3) ou
sacarose no meio WPM ou ainda, a eliminagdo do suprimento de
nitrato através do potdssio (KNOj3), substituido pelo sulfato de
potassio (K;S04) .

Apesar de o enraizamento "in vitro" ter ocorrido,
sugere-se otimizar os tratamentos através de um melhor ajuste na
relagdo NH,;/NO; e concentragao de sacarose. Ooutra fonte
nitrogenada como o aminodcido glutamato pode vir a ser testada,
conforme FAYE et alii (1989), ja que em estudos preliminares, nao
houve efeito favoravel da arginina. Além desses estudos talvez
seja oportuno avaliar o efeito de diferentes auxinas submetidas a
diferentes qualidades de 1luz, tendo em vista os resultados
obtidos por FUERNKRANZ et alii (1990) com a utilizacdo de luz
amarela no enraizamento "in vitro" de Prunus serotina.

Em ambas as caracteristicas, a presenga do agar nao
mostrou efeito significativo, possivelmente, devido a nao

ocorréncia de oxidagdao na base dos explantes.
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FIGURA 29. Nimero médio de explantes de Sarandi (Sebastiania
schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana) enraizados em
meio WPM contendo diferentes concentragdes de IBA.
ESAL, Lavras - MG, 1993,

Em relagcdo a sobrevivéncia desses explantes, verificam-
se pelos resultados apresentados na Figura 30 que a auséncia de
4gar em meio MS proporcionou melhores médias. Entretanto, em meio
WPM, ndo houve efeito desse fator. Esses dados sugerem efeitos da
concentracdo de sais e de oxigénio no meio de cultura. A maior
disponibilidade de oxigénio no meio sélido possivelmente tenha
contribuido para maior absorgdo do nitrato, o que foi prejudicial
ao explante. A presenga de IBA no meio reduziu a sobrevivéncia

dos explantes de 93,33% (testemunha) para 69,75% (4,9uM 1IBA),
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5.3.2. Multiplicagdo "in vitro" de gemas axilares

5.3.2.1. Efeito de BAP nos meios M8 e WPM,

O desenvolvimento da barte aérea ocorreu principalmente
pela formagdo de folhas, de acordo com a Fnteragéo entre meio de
cultura e concentracdes de BAP. DUNSTAN (1992) afirma que a
adigcdo de BAP ao meio nem sempre proporciona adequado alongamento
e que nitrato de aménio e sacarose podem aumentar o potencial de
multiplicacgio. |

Em média, 45,61% dos explantes desenvolveram parte
aérea em meio MS contendo 4,4uM de BAP, enguanto que em meioc WPM,
maior percentual (45,71%) foi alcanga&o na auséncia desse
regulador de crescimento (Figura 32). Esses resultados esti3c de
acordo com os obtidos por HAMMAT & RIDOUT (1992) que verificaram
0 desenvolvimento de brotagdes maiores em WPM, com baixas
concentragdes de BAP, constatando portanto, um efeito téxico
dessa citocinina no desenvolvimento das brotagées em meio WPM. A
redugdo do alongamento dos explantes sob a concentracao de 8,9uM
de BAP foi registrada por SINHA & MALLICK (1993), que verificaram
além da inibigdo no alongamento, maior formagdo de calos sob essa
concentragdo. Quanto ao nGmero de folhas por explante, a
Figura 33 mostra que as médias em meio MS foram superiores (2,87)
sob 4,4uM de BAP. No meio WPM, a BAP foi rqsponsével pela reducdo
do nimero de folhas por explante. O comérimento das brotacgdes
obtidas nesse experimento foi reduzido e as folhas apresentavam

‘

aspectos de vitrificacdo em ambos os meio%, talvez em fungdo da

toxidez do BAP sob concentracdes elevadas, conforme verificado
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FIGURA 32. Porcentagem de explantes com gemas axilares alongadas
em Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana) a partir de meios contendo diferentes
concentragdes de BAP. ESAL, Lavras - MG, 1993.

por WYSOKINSKA (1993), onde a concentragdo de 4,4uM, apesar de
proporcionar o maior nimero de brotagées por explante, o
comprimento dessas foi inferior a 10mm, devido ao encurtamento

dos internédios.
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FIGURA 33. Nimero médio de folhas na parte aérea de explantes de
Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana) em meio contendo BAP. ESAL, Lavras - MG,
1993.

5.3.2.2. Efeito da interagdo NAA e BAP

Na multiplicagdo de gemas axilares em frascos
verificou~se que, para todas as caracteristicas analisadas,
apenas o &acido naftalenacético (NAA) apresentou efeito
significativo. Como mostra o Figura 34, a auséncia de NAA nc meio
de cultura proporcionou em média 62,30% de explantes com mais de
cinco folhas. Esse percentual diminuiu para 54% sob 0,1uM de NAA,
sendo que sob as concentragdes de 0,4 e 4,4uM ndo houve
regeneragao de folhas. Por outro lado, verificou-se que a maior

média de explantes com cinco folhas ou menos, ocorreu na presenga
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FIGURA 34. Porcentagem de explantes com mais de cinco e com cinco
ou menos folhas e de explantes com gemas alongadas em
Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana) em meio MS contendo NAA. ESAL, Lavras -
MG, 1993.

de 0,1uM de NAA (20,48%). Esses resultados sugerem que o NAA foi
responsavel pela diminuig@o do naGmero de folhas nos explantes.

No alongamento das gemas axilares o NAA demonstrou
toxidez nas concentragdes utilizadas e a maior média foi de
25,86% em meio isento dessa auxina. Sob as concentracdes de 0,4 e
4,4uM de NAA os explantes ndo apresentafam alongamento. Em Datura
insignis, FIGUEIREDO & ESQUIBEL (1991) relatam gue o
desenvolvimento de gemas axilares a pértir de segmentos nodais

foi observado em meios contendo baixas concentragdes de NAA.
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outros trabalhos citam o aumento do nGmero (RAHMAN, 1993) e
¢omprimento das brotagdes (WYSOKINSKA, 1993) a partir da
interagio entre citocininas e auxinas. Porém, de acordo com os
dados obtidos, a BAP ndo mostrou efeito no cultivo em frascces,
sendo que o NAA inibiu a forﬁacio de folhas e alongamento das
brotagdes. LIN (1991) e ISLAM et alii (1993) verificaram, em seus
trabalhos, que o NAA proporcionou um aumento da formagdo de calos
e menor formagdo de brotos. Além da influéncia do NAE, a
atmosfera interna dos frascos contendo explantes para a
multiplicagdao talvez tenha contribuido para o acimulo de gases

(CO,, etileno) prejudicando o desenvolvimento das gemas.
5.3.2.3, Efeito do carvdo ativado e da interagdo BAP e GA;

Os resultados da Figura 35 demonstram o efeito do &acido
giberélico sobre o nGmero médio de explantes com gemas alongadas,
comprimento médio das brotagdes bem cho nimero médio de gemas
por brotagdo. A melhor concentragdo de GA; no meio de cultura
para essas caracteristicas analisadas foi 2,7uM, em dgue se
obtiveram, em média, 43,49% dos explantes alongados. Essas
brotagdes, por sua vez, apresentaram médias de comprimento (em
mm) e nGmero de gemas iguais a 5,3 e 1,9, respectivamente. Para
multiplicagdo de Telopea speciosissima R. BR., as melhores taxas
de multiplicagdo foram obtidas com 1,0uM de GA3; em interagdo com
1,25uM de BAP (OFFORD et alii, 1992), o que nd@o ocorreu nesse
experimento. O GA;, apesar de mostrar u# efeito sem interagir com

. , | .
BAP, proporcionou uma resposta linear nas caracteristicas
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Y1l: 0,816038 + 0,0562296X RZ = 1,0000
Y2: 0,828314 + 0,0699442x R2 = 0,9936
Y3: 1,260160 + 0,1084218X% R2 = 0,9699
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FIGURA 35. NGmero médio de explantes alongados, comprimento no
alongamento de gemas axilares e nGmero de gemas nos
explantes de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG., var. Schottiana) em meio contendo GA,;. ESAL,
Lavras - MG, 1993. ‘

analisadas o que equivale dizer que outros estudos talvez
conduzam a melhores taxas de multiplicagédo.

Houve interacdo significativa entre as concentragdes de
BAP e o carvdo ativado adicionado ao meio de cultura. Na auséncia
de carvdo ativado, e presenga de 1,1uM da BAP, observou-se efeito
favoravel no alongamento dos explantes. Nessa condigdo, 53,29%
dos explantes apresentaram em média . brotagdes com 7,4mm de

(Figuras 36 e As menores médias

comprimento e 3,1 gemas ‘

37).
obtidas em meio contendo carvdo ativado podem ser devidas a

adsorcdo da BAP, conforme demonstraram EBERT et alii (1993). Os
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autores verificaram que 10 dias apés o preparo do meio, os niveis
de BAP disponivel (ndo adsorvido) foram aproximadamente 0,3 a
0,4% em meio 1liquido e 0,8 a 1,0% em meio s6lido (6g.L-1).
Portanto, apesar do efeito benéfico do carvdo ativado na remocao
de substéncias inibidoras produzidas pela autoclavagem do meio ou
pelo préprio tecido vegetal, ele também atua na adsorc¢ido de

citocininas e auxinas, reduzindo ou eliminando seus efeitos.

Yl: 0,809329 + 0,0614916X R? = 0,9999
¥2: 0,781219 + 0,3653715X - 0,13788861%2 R2 = 1,0000
— COM CARVAOQ ATIVADO (Y1) -~ SEM CARVAO ATIVADO (Y2)
0.6
8
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FIGURA 36. NGmero médio de explantes alongados em meio contendo
carvédo ativado (0,1%) e BAP na multiplicagdo "in
vitro" de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG.,
var. Schottiana). ESAL, Lavras - MG, 1993.
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Y1: 0,781219 + 0,3653715X - 0,13788861x2 R2 = 0,9999
Y2: 0,851286 + 0,4549861X - 0,19537696X2 - R2 = 1,0000
¥3: 1,221557 + 1,1231745X - 0,46982527X2 ~ R2 = 1,0000
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FIGURA 37. NGmero médio de explantes alongados, nmero de gemas e
comprimento no alongamento de gemas axilares de
explantes de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG., var. Schottiana) em meio contendo BAP sem carvio
ativado. ESAL, Lavras - MG, 1993.

A BAP em 2,2uM adicionada ao meio proporcionou médias -
inferiores nas caracteristicas analisadas, demonstrando toxidez
nessa concentragdo. Entretanto, quando o meio continha carvido
ativado e BAP, apenas a média de explantes alongados foi
influenciada pela interagdo desses fatores. O comprimento e
nGmero de gemas das brotagdes apresentaram conforme Figuras 38 e
39 tendéncias nesse sentido, embora siggificativas apenas a 18 e

9%, respectivamente.
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FIGURA 38. Comprimento médio de gemas axilares alongadas em meio
contendo diferentes concentragdes de BAP nos explantes
de Sarandi (Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana). ESAL, Lavras - MG, 1993.

Um aspecto importante nesse experimento foi a
influéncia do tamanho do explante, porquanto em exparimentos
anteriores utilizando-se explantes com apenas uma gema axilar, o
desenvolvimento das brotagdes foi inferior comparado a explantes
com trés a quatro gemas. O melhor desenvolvimento das brotacdes
em explantes contendo de trés a quatro gemas axilares pode ter
sido devido a um maior nivel de reservas. LAUZER et alii (1992)
verificaram que na propaga¢do "in vitro" de Dioscorea abyssinica
Hoch., um tamanho minimo dos explanﬁes € necessério para o
sucesso da micropropagagdo. Com relagdo ao tipo de explante,
diferentes posig¢des nas brotagdes pode# vir a ser testadas benm

como a idade do material utilizado.
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Y1: 1,221557 + 1,1234745X - 0,46982527x2 rR2 = 1,0000
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: -- SEM CARVAO ATIVADO (Y1)
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FIGURA 39. Namero médio de gemas em meio contendo ou ndo carvédo
ativado (0,1%) e BAP nos explantes <de Sarandi
(Sebastlania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana).
ESAL, Lavras - MG, 1993.

Outro estudo que talvez proporcione melhores
resultados, diz respeito ao ajuste do$ nutrientes no meio de
cultura, buscando niveis adequados de sacarose (ZHANG & STOLTZ,
1989 e DUSTAN et alii, 1992) e da relagdo nitrato/aménio (SELBY
et alii, 1990). Os reguladores tidiaiuron (TDZ), cinetina e
zeatina podem também vir a ser comparados quanto aos efeitos na
multiplicagdo do material em estudo.

Na Figura 40 pode-se observaréo aspecto dos explantes

alongados.
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FIGURA 40. Explantes de Sarandi

(Sebastiania schottiana MUELL.

ARG., var. Schottiana), com gema axilar alongada.
ESAL, Lavras - MG, 1993.
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S.4. CONCLUSOES

Enraizamento de microestacas "in vitro":

A menor concentracdoc de sais do meio WPM mostrou cfeito
benéfico no enraizamento "in vitro".

O emprego de &gar ao meio de cultura foi dispensédvel en
relagdo & porcentagem de enraizamento e nGmero médio de raizes.
Entretanto, as médias de sobrevivéncia de explantes em meio MS
liquido foi superior ao MS sélido, sendo que no meio WPM a
presenga de &gar também nao influenciou.

Embora a presenca de IBA no meio WPM tenha contribuido
favoravelmente ao enraizamento, essa pbr sua vez, diminuiu a

porcentagem de sobrevivéncia dos explantes.

Multiplicagdo "in vitro" de gemas axilares:

Na multiplicagdo "in vitro" ndo houve alongamento dos
explantes contendo apenas uma gema lateral.

O meio MS contendo BAP (4,4uM) estimulou a formacdo de
maior nimero de folhas por explante, o que ndo ocorreu em meio
WPM, em que o maior nGmero de folhas foi verificado no tratamento
testemunha (sem BAP).

O mesmo tipo de explante cultivado em frasco (200mL)
contendo meio MS suplementado com BAP e/ou NAA ndo apresentou
resposta interativa entre esses fatores. Apenas o NAA influenciou
negativamente os parimetros da parte aérea, de forma gue o meio
de cultura isento dessa auxina proporci?nou melhores porcentagens

.
i
v

de alongamento (25,86%).
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Com explantes contendo de trés a quatro gemas axilares
cultivados em tubos de ensaio o regulador de crescimento BAP e o
horménio GA; ndo apresentaram interag¢do. Entretanto, ambos

apresentaram efeitos isolados na indugdo ao alongamento das gemas

axilares, apesar de a BAP haver proporcionado alongamento em

53,29% dos explantes.



CAPEITULO VI - CONSIDERAGOES GERAIS

Com esse trabalho tornou-se possivel desenvolver uma
metodologia para a propagagdo "in vitro" e "in vivo" de Sarandi
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana) com o
"bjetivo de produzir mudas para o plantio as margens de rios e
rapresas. Como n&o havia nenhuma pesquisa de propagag¢do da
>spécie, comparou-se a propagagdo por cultura de tecido e por
-stacas devido & dificuldade de obterem-se sementes viaveis para
a propagacgdo.

O presente trabalho iniciou com a utilizagdo de
urotagdes provenientes do campo para a multiplicagdo "in vitrov.
No inicio, notou-se que havia um grande escurecimento do meio de

=~

cultura, devido & exsudagdo de fendis e consequentemente
oxidagdo. O estabelecimento também foi dificil devido & maior
contaminagdo e desuniformidade do material. Visando solucionar
esse problema, partiu-se para o cultivo de plantas em casa de
vegetagdo, como forma de fornecer brotagdes mais uniformes e com
melhor estado%josénitério para propagagdo "in vitro". E
interessante notar que o explante provgniente do campo apresenta
oxidagdo mais intensa e portanto, ha nepessidade de Agua corrente

por um periodo mais longo, isto &, mais de 12 horas, enguanto que

para explantes provenientes de casa de végetagao esse periodo
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Apode ser menor (15 a 20 minutos). Apesar de nao ter sido
realizada analise de substancias endégenas nos explantes, &
provdvel que a ocorréncia dessa oxidagdo seja devida as
diferentes concentragdes de fendis nos dois tipos de materiais.

Um outro ponto interessante & que a indugdo do explante
para a multiplicag¢do foi melhor quando se utilizou o meio MS,
sendo que, para o enraizamento, o meio WPM foi superior. Isto
talvez seja devido a4 maior concentragdo de nitrato no meio MS do
que no WPM. Portanto, estudos na relagdo NO;/NH, sdo necesséarios
para confirmar essa especulag¢do. Observou-se que a multiplicagdo
"in vitro" de Sarandi regenera brota¢des pequenas e pouco
desenvolvidas, ocorrendo até mesmo o processo de vitrificagdo. ©
processo chamado de tufo, ou seja, um explante originando varios
brotos adventicios parece néo sef o mais interessante para
multiplicagdo de Sarandi "in vitro". Notou-se ainda que a cultura
nodal, isto &, o alongamento da gema axilar e, posterior
repicagem dessa brotagdo alongada em diversos explantes
secundirios para originarem novas plantas, & mais promissora.

No estudo usando estacas e microestacas, encontrou-se
evidéncias para a propagagdo, em grande escala, de Sarandi. A
utilizagdo de estacas em diferentes substratos & muito importante
para obtengdo do enraizamento. O sybstrato areia foi muito
superior ao substrato plantimax, sendo também mais barato, de
facil manuseio e obtengdo. Acredita-se ndo ser necessario maiores
estudgs com diferentes substratos, devido as razdes expostas
acima. Entretanto, se for o caso, um gestudo com palha de arroz
carbonizada pode ser interessante.f Um ponto interessante

observado no processo de enraizamento de Sarandi foi a umidade
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relativa do ar, principalmente com microestacas. Verificou-se
também que o sucesso no enraizamento dg microestacas "in vivo"
depende da manutengdo de folhas com metade da &rea foliar e da
posicdo das microestacas, ou seja, microestacas sem folhas e
apicais apresentam uma maior Eorcentaggm de morte. Outro ponto
que merece atengdo é€ a utilizagdo do sombrite para o sucesso no
enraizamento, confirmado nesse trabalho, tanto para estacas como
microestacas, todavia, apés o enraizamento, a retirada do
sombrite & importante para um melhor desenvolvimento da parte
aérea da futura muda. A utilizagdo de estacas, em diferentes
épocas do ano, & possivel para obtengdo do enraizamento e
formagdo de mudas. Entretanto, sugere-se um estudo mais profundo
usando diferentes estacas durante o ano, apenas para determinar a
melhor época de enraizamento, ou seja, um estudo basico, tendo em
vista a necessidade de obtengdo de mudas independente da época do
ano. /

A experiéncia obtida nesse trabalho, indica que outras
linhas de pesquisa devam ser desenvolvidas, sobretudo em cultura
de tecidos, visando determinar a melhor relagdo NO3/NH; na
multiplicagdo "in vitro" de gemas adventicias; o estudo de um
novo regulador de crescimento (Tidiazuron) na micropropagacao,
além de diferentes meios de cultura, juntamente com reguladores
de crescimento e nitrogénio (nitrato).. Quanto a propagag¢do de
estacas e microestacas sugere-se estudos com boro e sacarose em
interagdo com regquladores de crescimento. Um outro ponto

importante & estudar alguns aspectos biéquimicos, quais sejam a

atividade de enzimas envolvidas no enraizamento (peroxidases, e
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polifenoloxidases) em relagdo 4&s estacas e microestacas
enraizadas, posigdes do material e idade.

Baseado emn informagdes ge#adas nesse trabalho,
acredita-se que a propagagédo vegetativa do Sarandi para o
repovoamento das margens de rios e represas & vidvel com certo
grau de facilidade. Nesse caso, a culturq de tecido vegetal ndo é
necessdria devido a facilidade no enraizamento de estacas e
microestacas. Além disso, a obtengdo de mudas a partir da cultura
de tecidos apresenta um custo muitas vezes superior aos métodos

de propagagdo vegetativa "in vivo" ndo justificando portanto o

uso dessa técnica para essa espécie.



RESUMO

PROPAGAGAO VEGETATIVA "IN VITRO" E "IN VIVO" DE SARANDI
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana): ESPECIE

FLORESTAL DE MATA CILIAR.

Na propagagdo vegetativa por estacas e microestacas
adotaram-se o pré-tratamento com imersao em solugdes contendo
IBA. Quando as estacas foram mantidas por seis horas em solugdo
contendo 4,9mM de IBA, 70% delas enraizaram. O melhor substrato
foi a areia.

0 comprimento, nimero de raizes e nGmero de
microestacas enraizadas foram superiores quando se mantiveram as
folhas pela metade, realizando como pré-;ratamento, a imersido das
microestacas por 15 minutos, em &gua déstilada. Houve ainda um
aumento das médias dessas caracteristicas, apbés imersdo, também
por 15 minutos, em solugdo contendo 3,1mM de IBA.

O estabelecimento "in vitro" ﬁoi possivel a partir de
explantes provenientes de mudas mantidas em casa de vegetacgdao,
com controle fitossanitdrio. O material vegetal coletado no campo
apresentou alta taxa de contaminacao? e oxidagdo fenélica,
inviabilizando o cultivo "in vitro". Na ﬁultiplicaqéo "in vitro"

constatou-se que o tamanho do explan;e teve influéncia nas
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caractristicas avaliadas, assim, melhores médias foram alcanc¢adas
em explantes contendo de trés a quatro gemas axilares, eﬁ:ﬁeios
suplementados com BAP (1,1uM) e GA, (1,4ﬁM), sem interacdo desses
fatores. O enraizamento de explantes "in vitro" ocorreu em meio
WPM contendo 4,9uM de IBA sem Aecessidade da utilizacdo da &gar.
Comparativamente, melhores resultados} foram alcangados no
enraizamento de estacas e microestacas sendo que a multiplicacgdo

"in vitro" pode ser incrementada a partir de novos estudos.



SUMMARY

"IN VITRO" AND "IN VIVO" VEGETATIVE PROPAGATION OF SARANDI
(Sebastiania schottiana MUELL. ARG., var. Schottiana): A GALLERY

FOREST SPECIES

Propagation of Sebastiania schottiana MUELL. ARG. by
stem cuttings and microcuttings was performed by pre-treatment of
the material by dipping in IBA solutions. When the cuttings were
treated for six hours in solutions containing 4,9mM IBA, the
rooting percentage was 70%. The best substrate was sand. The
greater mains of root lenght, root number and rooted
microcuttings were obtained when the leaves had a half area with
pre-treatment by dipping for 15 minutes 1 in destiled water. The
increase of these parameters mains aftér dipping for too 15
minutes was in solutions with 3,1mM IBA.

The "in vitro" stablishment was possible by explants
from younger plants maintained in greenhoﬁse with disease prevent
control. The vegetal material colected in the field showed
greater contamination and browning rate;s damaging "in vitro"
cultures. The "in vitro" multiplication iwas influenced by size
explant, so best mains were obtained when the explants had three

or four axillary buds, on MS medium wiﬁ.h BAP (1,1uM) and GA,
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(1,4sM), without interaction. The rooting of explants "in vitro"
was in WPM medium with 4,9uM IBA, and it was not necessary to use
agar.

Comparatively, greater mains were on rooting of stenm

cuttings and microcuttings and "in vitro" multiplication may be

increase through news researches.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

01.

02.

03.

04.

05.

06'

ABEDINI, W.I. & MORLATS, R.M. Vegetative propagation of

selected ecotypes of Eucalyptus camaldulensis DEHN. Acta
Horticulturae, La Plata, 227:284-6, 1988.

BADJI, S; DANTHU, P. & COLONNA, J.P. Vegetative propagation

studies of gum trees. 1. Propagatioh of Acacia senegal (L.)
WILD using lignified cuttings of small diameter with eight
nodes. Agroforestry Systems, Senegal, 14(3):183-91, 1991.

BANKO, T.J. & STEFANI, M.A. "In vitro" propagation of

Oxydendrum arboreum from mature trees. HortScience, Mont
Vernon, 24(4):683-5, 1989,

BERTONI, J.E. de A. Comparacgéio fitossociolégica das

principais espécies de florestas de terra firme e ciliar na
Reserva Estadual de Porto Ferreira (SP). 8ilvicultura em
880 Paulo, Sao Paulo, 16A(2):565-71, 1982.

BLAZICH, F.A. Chemicals and formulations used to promote

adventitious rooting. In: DAVIS, T.D. Advances in plant
sciences; Adventitious root formation in cuttings. Oregon,
Dioscorides Press, 1988. v.2, p.132-49,.

; WRIGHT, R.D. & SCHAFFER, H.E. Mineral nutrient
status of 'convexa' holly cuttings Quring intermittent mist
propagation as influenced by exogenous auxin aplication.
Journal os the American Society for Horticultural Science,
Alexandria, 108:425-9, 1983.



07.

08.

09.

10.

11.

12.

13,

14,

109

BOHM, W. Methods of studying root systems. Berlim, Springer
Verlag, 1979. 189p.

BONAMINIO, V.P. Comparison of IBA quick-dips with talc for
rooting cuttings. Combined Proceedings International Plant
Propagators 8ociety, cCarolina, 33:565-8, 1984.

BONGA, J.M. & DURZAN, D.J. Cell and tissue culture in
forestry - specific principles apd methods: growth and
developments. Forestry 8ciences, Washington, 2:202-15,
1987.

CACHO, M.; MORAN, M.; HERRERA, M.T.; TARRAGO, J.F. &
CORCHETE, M.P. Morphogenesis in leaf, hypocotyl and root
explants of Digitalis thapsi L. cultured "in vitro". Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, | The Hague, 25:117-23,
1992,

CALDAS, L.S. & TAKETOMI, C. Desinfestagdo e controle de
oxidagdo de explantes lenhosos de jabuticabeira e goiabeira
para cultura de tecidos. Revista Brasileira de Fisiologia
Vegetal, S&o Carlos, 5(1):107, jan/jun. 1993,

CARTER, K.K. Rooting of tamarack cuttings. Forest Science,
Washington, 30(02):392-4, 1984.

CARVALHO, D. de, PINTO, J.E.B.P. & PASQUAL, M. Uso de
fungicida e antioxidantes em cultura "in vitro" de
segmentos nodais de Eucalyptus grandis HILL ex MAIDEN.
ciéncia e Prdatica, Lavras, 14(1):97-106, 1990.

CHANG, S.; SEN, S.; MCKINLEY, C.R.;: AIMERS-HALLIDAY, J. &
NEWTON, R.J. Clonal propagation of Virginia pine (Pinus
virginiana MILL.) by organogenesis. Plant Cell Reports, New
York, 10(3):131-4, 1991. |



15.

ls.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

110

CLARKSON, D.T. & HANSON, J.B. The mineral nutrition of higher
plants. aAnnual Review of Plant Physiology, Palo Alto,
31:239-98, 1980.

COLEMAN, G.O. & ERNST, S.G. Axillary shoot proliferation and
growth of Populus deltoides shoot cultures. Plant Cell
Reports, New York, 9(3):165-7, 1990.

CORREA, M.P. Dicionirio das plantas fGteis do Brasil e das
exdticas cultivadas. Brasilia, Ministério da Agricultura/
IBDF. 1969. v.4, 197p. '

CURIR, P.; VAN SUMERE, C.F.; TERMINI,A.; BARTHE, P. ;
MARCHESINI, A. & DOLCI, M. Flavonoid accumulation is
correlated with adventitious roots formation in EBucalyptus
gunnii Hook micropropagated through axilary bud
stimulation. Plant Physiology, Washington, 92:1148-53,
1990.

DANTHU, P.; LEBLANC, J.M.; BADJI, S. & COLONNA, J.P.
Vegetative propagation studies of gum arabic trees 2. The
vegetative propagation of adult Acacia senegal.
Agroforestry 8ystems, Senegal, 19(15:15-25, 1992.

DEBERGH, P.C. & READ, P.E. Micropropagation. In: DEBERGH,
P.C. & ZIMMERMAN, R.H. Microprogagaticn: tecnology and
aplication. Dordrecht, Kluwer Academic Publishers, 1991.
p.1-13.

DEOL, G.S.; KHOSLA, P.K. Effect of size of stem cuttings on
juvenile growth of Populus ciliata WALL. Ex ROYLE. Indian
Journal of Forestry, Nauni, 6(3):205-7, 1983.

DRUART, Ph. & WULF, O0.Dc. Activated cCharcoal catalyses
{
sucrose hydrolysis during autoclaving. Plant Cell, Tissue
and Organ Culture, The Hague, 32:97-9, 1993.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

111

DUSTAN, D.I.; LASHTA, D.P., KIKCIO, S.I. & THORPE, T.A.
Factors affecting reccurrent shoot multiplicaticn "in
vitro" cultures of 17- to 20 - year-old douglas fir trees.
“In vitro" Cell Development Bio;ogy, Columbia, 28:33-8,
1992.

EBERT, A.; TAYLOR, F. & BLAKE, J. Changes of 6-
benzylaminopurina and 2,4-dichlorophenoxyacetic acid
concentrations in plant tissue culture media in the
presence of activated charcoal. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, The Hague, 33:157-62, 1993.

ELLIS, D.D.; BARCZYNSKA, H.; MC COWN, B.H. & NELSON N.A
comparison of BA, zeatin and thidiazuron for adventitious
bud formation from Picea glauca embryos and epicotyl
explants. Plant, Cell, Tissue and Oorgan Culture, The Hague,
27(3):281-7, 1991. |

FAYE, M., OURRY, A.; SAIDALI-SAVI, C.; DARGENT, R.; BOUCAUD,
J. & DAVID, A. Effects of glutamine and k-glutamate on
assimilation of [15N)-nitrate during auxin treatment for
root formation "in wvitro" (P.i.nusj pinaster). Physiologia
Plantarum, Copenhagen, 76:227-82, 1989.

FIGUEIREDO, S.F.L. & ESQUIBEL, M.A. Callogenesis,'

organogenesis and micropropagation of Datura insignis BARB.
RODR. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Brasilia,
3(2):63-8, 1991.

FUERNKRANZ, H.A.; NOWAK, C.A. & MAYNARD, L.A. Light effects
on "in vitro" adventitious root formation in axillary
shoots of mature Prunus serotina. Physiologia Plantarunm,
Copenhagen, 80:337-41, 1990. ‘



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

112

GASPAR, T. & HOFINGER, M. Auxin metabolism during
adventitious rooting. In: DAVIS, T.D. Advances in Plant
8ciences. Adventitious root formagion in cuttings. Oregon,
Dioscorides Press, 1988. v.2, p.117-31.

GEORGE, E.F. & SHERRINGTON; P.D. Plant propagation by tissue
culture. Eastern Press, England, 1984. 709p.

GIBBS, P.E. & LEITAO FILHO, H.F. Floristic composition of an
area of gallery forest near Mogi Guagu, State of Sdo Paulo,
S.E. Brazil. Revista Brasileira de Boté&nica, Sido Paulo,
1:151-6, 1978.

GILL, W.R. & MILLER, R.D. A method for study of the influence
of mechanical impedance and aeration on the growth of
seedling roots. 80il 8cience S8ociety os America
Proceedings, Madison, 20:154-7, 1956.

GRATTAPAGLIA, D. & MACHADO, M.A. Mic;opropagaqéo. In: TORRES,
A.C. & CALDAS, L.S. Técnicas e dplicaqées da cultura de
tecidos de plantas; Parte II Técnicas Basicas. Brasilia,
ABCTP/EMBRAPA - CNPH, 1990. p.99-170.

GUPTA, B.B.; ADARSH, K. & NEGI, D.S. Rooting response of
branch cuttings of Melia azedarach L. Indian Journal of
Porestry, India, 12(3):188-90, 1989.

HAISSIG, B.E. Influence of aryl esters of indole 3 acetic and
indole-3-butyric acids on adventitious root primordium
initiation and development. Physiologia Plantarum,
Copenhagen, 47:29-33, 1979.

. Metabolic process in adventitious rooting of
cuttings. In: JACKSON, M.B. New root formation in plants
and cuttings. Dordrecht, Martinus yijhoff Publishers, 1986.
p.141-190.



37.

38.

39.

40.

41.

42,

43,

44.

113

HAISSIG, B.E. & RIEMENSCHNEIDER, D.E. Genetic effects on
adventitious rooting. In: DAVIS,  T.D. Advances in plant
|

sciences; Adventitious root formation in cuttings. Oregan,
Dioscorides Press, 1988. v.2, p.47-60.

HAMMATT, N. & RIDOUT, M.S. Micropr’opagation of common ash
(Fraxinus excelsior). Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
The Hague, 13:67-74, 1992,

HARTMAN & KESTER, D.E. Plant propagation: principles and
practices. 3.ed. New Jersey, Prentice-Hall, 1975. 661p.

HASENSTEIN, K.H. & EVANS, M.L. The influence of calcium: and
PH on growth in primary roots of Zea mays. Physiologia
Plantarum, Copenhagen, 72:466-70, '1988.

HOSTALACIO, S.; SOARES, A; & COELHO, J. Enraizamento de
estacas de azaléa (Rhododendr?n spp) , trés marias
(Bougainvillea spectabilis) e mimo' de vénus (Hibiscus rosa
sinensis) sob influéncia de ANA e IBA. Ciéncia e Pratica,
Lavras, 1(1):30-5, 1977.

IAPICHINO, G.; CHEN, T.H.H. & FUCHIGAMI, L.H. Plant
regeneration from somatic tissue os Rhododendron laetum x
aurigenarum. Plant Cell, Tissue and Organ cCulture, The
Hague, 27:37-43, 1991. |

IGBOANUGO, A.B.I. Rooting of lignotubers of some Eucalyptus
with indole 3 butiric acid. Pakistan Journal of Forestry,
Nigeria, 37(3):121-4, 1987.

ISLAM, R.; ZAMAN, A.; JOARDER, 0.I. & BARMAN, A.C. "In vitro"
pPropagation as an aid for cloning of Morus laevigata WALL.
Plant Cell, Tissue and Organ Cultuqe, The Hague, 33:339-42,
1993, |



114

45. JARVIS, B.C.; YASMIN, S.; ALI, A.H.N. & HUNT, R. The
interaction between auxin and borbn in adventitious root
development. New Phytologist, Cambridge, 97:197-204, 1984.

46. JOHNSON, K.R. & WALKER, R.F. Micropr;opagation of valley oak
shoots from seedling explantes. New Forests, 4(4):271-79,
1991,

47. JOLY, C.A. & CRAWFORD, R.M.M. Var%ation in tolerance and
metabolic responses to flooding in some tropical trees.

Journal of Experimental Botany, London, 33(135):799-809,
1982,

48. KAUL, K. Factors influencing "in vitro" micropropagation of
Pinus strobus L. Biologia Plantarum, The Hague, 32(4):266-
72, 1990,

49. KLING, G.J.; MEYER, M.M.Jr. Effects of phenolic compounds and
indoleacetic acid on adventitious root initiation in
cuttings of Phaseolus aureus, Acer saccharinum, and Acer
griseum. HortS8cience, Mont Vernon, 18(3):352-4, 1983.

50. KUMAR, P. Vegetative propagation in palas (Butea monosperma)
through air layering. Indian Journal of Forestry, India,
12(3):188-90, 1989.

51. LAMBARDI, M.; SHARMA, K.K. & THORPE, T.A. "In vitro"
regeneration of shoot buds and plantlet formation from
mature embryos of Pinus halepensis MILIL. Acta
Horticulturae, La Plata, 289:123-4, 1991.

52. LAUZER, D.; LAUBLIN, G.; VINCENT, G. & CAPPADOCIA, M. "In
vitro" propagation and cytology of wild yams, Dioscorea
abyssinica HOCH. and D. mangenotiana MIEGE. Plant cCell,
Tissue and Organ Culture, The Hague, 2B:215-23, 1992.



53.

54.

55.

55,

57.

58.

59.

60.

115

LEE, T.T. Effects of phenolic substances on metabolism of
exogenous indole-3-acetic acid in maize stems. Physiologia
Plantarum, Copenhagen, 50:107-12, 1980.

LEIFERT, C.; PRYCE, S.; LUMSDEN, P.J. & WAITES, W.M. Effect
of medium acidity on growth and rooting of different plant
species growing "in vitro". Plant. Cell, Tissue and Organ
Culture, The Hague, 30:171-9, 1992,

LEONARD, R.T. & HEPLER, P.K. cCalcium in plant growth and
development. Current topics in plant physiolegy: an
American Society of Plant Physiology Series. University of
California, Riverside, USA, 1990. V.4, 205p.

LEOPOLD, A.C. & KRIEDEMANN, P.E. Plant growth and
development. 2.ed. New YorK, Mc Graw-Hill, 1975. 109-35.

LEWIS, D.H. Lignification and the origin of vascular plants -
a unified hypothesis. New -Phytologist, Cambridge, 84:209-
30, 1980.

LIN, Y.; WAGNER, M.R. & HEIDMANN, L.J. "In vitro" formation
of axillary buds by immature shoots of Ponderosa pine.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, The Hague, 26:161-6,
1991.

LININGTON, I.M. "In vitro" propagation of Dipterocarpus
alatus and Dipterocarpus intricatus. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, The Hague, 27:81~8, 1991.

LIRA, L.M. Efeito de substratos e do%superfosfato simples no
limoeiro (Citrus limonia Osbeck cv.?cravo) até a repicagemn.
Lavras, ESAL, 1990. 86p. (Tese MS).



116

61. LOACH, K. Controlling environmental conditions to improve
adventitious rooting. In: DAVIS, T.D. Advances in plant
sciences, Adventitious root formation in cuttings. Oregon,
Dioscorides Press, 1988. v.2, p.248-73.

62. Mc CLELLAND, M.T., SMITH, M.A.L. & CAROTHERS, 2Z.B. The
effects of "in vitro" and "ex vitro" root initiation on
subsequent microcutting root quality in three woody plants.
Plant Cell, Tissue and Oorgan Cultute, The Hague, 23:115-23,
1990.

63. Mc COWN, D.D. & Mc COWN, B.H. North amarican hardwoods. In:
BONGA, J.M. & DURZAN, D.J. Cell and tissue culture in
forestry. Dordrecht, Martinus Nijhoff Publishers, 1987.
V.3, p.247-60.

64. MATO, M.C.; ROA, M.L. & FERRO, E. Changes in 1levels of
peroxidases and phenolics during root formation in vitis
cultured "in vitro". Physiologia Plantarum, Copenhagen,
72:84-8, 1988.

65 & VIEITEZ, A.M. Changes in auxin protectors and IAA
oxidases during the rooting of chestnut shoots "in vitro",
Physiologia Plantarum, Copenhagen, 66:491-4, 1986.

66. MILLER, N.F.; HINESLEY, L.E. & BLAZICH, F.A. Propagation of
fraser fir by stem cuttings: effects of type of cutting,
lenght of cutting, and genotype. Hort8cience, Mont Vernon,
17(5):827-9, 1982.

67. MITTAL, A.; AGARWAL, R. & GUPTA, S.C. "In vitro" development
of plantels from axillary buds of Acacia auriculiformis - a
leguminous tree. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, The
Hague, 19(1):65-70, 1989.



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

117

NADEL, B.L.; ALTMAN, A.; PLEBAN, S. & HUTTERMANN, A. "In
vitro" development of mature Fagqus sylvatica L. Buds. The
effect of medium and plant growth regulators on bud growth
and protein profiles. Journal of Plant Physiology, New
York, 138(5):596-601, 1991.

NEWTON, A.C.; MUTHOKA, P.N. & DICK, J.M. The influence of
leaf area on the rooting physiology of leafy stem cuttings
of Terminalia spinosa ENGL. Trees: Structure and Fuction,
6(4):210-5, 1992,

NISSEN, S.J. & SUTTER, E.G. Stability of IAA and IBA in
nutrient medium to several tissue culture procedures.
Hort8cience, Mont Vernon, 25(7):800-2, 1990,

OFFORD, C.A; CAMPBEL, L.C. & MULLINS, M.G. Micropropagation
of Telopea speciosissima R.Br. (Proteaceae) 1: Explant
establishment and proliferation. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, The Hague, 29:215-21, 1992,

ONO, E.O.; RODRIGUES, J.0. & RODRIGUES, S.D. Interagdo entre
auxinas e boro no enraizamento de estacas de camélia.
Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Sdo carlos,
4(2):107-12, 1992,

ORLIKOWSKA, T. Influence of arginine on "in vitro" rooting of
dwarf apple rootstock. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, The Hague, 31:9-14, 1992.

PIERIK, R.L.M. "In vitro" culture of higher plants.
Netherlands, Martinus Nijhoff Publishers, 1987. 344p.

PREECE, J.E.; HUETTEMAN, C.A.; ASHBY, W.C. & ROTH, P.L. Micro
and cutting propagation of silver maple. I. Results with
adult and juvenile propagules. JQurnal of the American
8ociety for Horticultural Bcience,?Alexandria, 116(1):142-
8, 1991. |



76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

118

PREECE, J.E. & SUTTER, E.G. Aclimatization of micropropagated
plants to the greenhouse and field. In: DEBERGH, P.C. &
ZIMMERMAN, R.H. Micropropagation: tecnology and
aplications. Dordrecht, Kluwer Academic Publishers, 1991.
p.71-93.

PROEBSTING, W.M. Rooting of douglas-fir stem cuttings:
relative activity of IBA and NAA. Hortscience, Mont Vernon,
19(6):854-6, 1984,

PULIDO, M.; HARRY, 1I.S. & THORPE, T.A. "In vitro"
regeneration of plantlets of Canary Island pine. Acta
Horticulturae, La Plata, 289:131-2, 1991.

QUE, G.N. Propagation of Sequoia sempervirens by "in vitro"
cultured shoots. Forest Science an Technology, China, 1:4-
6, 1983.

RAHMAN, S.M.; HOSSAIN, M.; 'BISWAS, B.K.; JOARDER, 0.I. &
ISLAM, R. Micropropagation of Caesalpinia pulcherrima
through nodal bud culture of mature tree. Plant CcCell,
Tissue and organ Culture, The Hague, 32:363-5, 1993,

RATHORE, T.S., SINGH, R.P. & SHEKHAWAT, N.S. Clonal
propagation of desert teak (Tecomella undulata) through
tissue culture. Plant 8cience, Limerick, 79(2) ;217-22,
1991.

REUVENI, O. & RAVIV, M. Importance of leaf retention to
rooting of avocado cuttings. Journal of the american
Bociety for Horticultural 8cience, Alexandria, 106:127-30,
1981.

RODRIGUES, R.; DIAZ-SALA, C. & ANCORA} G. Sequential cultures
of explants taken from adult Corylus avellana L. Acta
Horticulturae, La Plata, 227:460~3, 1988.



119

84. ROUX, J.J.L. & STADEN, J.V. Micropropagation of Eucalyptus
species. HortScience, Mont Vernon, 26(2):199-200, 1991.

85. SA0 JOSE, R.; LOPES, P.M.F.; souiA, I.V.B.; LIMA, E.M.;
VILARES, A.S.; MORAIS, O.M. & REBOUGAS, T.N.H. Efeitos de
diferentes concentragdes -de IBA no enraizamento de estacas
de urucueiros (Bixa orellana L.), tipo cultivado Bico de
Pato. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE CORANTES NATURAIS, 1.
Vigosa, 1992. Anais... Vigosa, UFV, 1992. p.

86. SATURNINA, C.H. & NANCY, E.G. Micropropagation of Pinus
caribaea MORELET. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, The
Hague, 32:47-53, 1993.

87. SELBY, C. & HARVEY, B.M.R. The influence of composition of
the basal medium on the growth and morphogenesis of
cultured sitka spruce (Picea sitchensis) tissues. Annals of
Botany, Belfast, 65(4):395-407, 1990.

88. SENGI, Y. "In vitro" plantlet regeneration from axillary buds
of an adult mizunara (Quercus crispula BLUME.). Journal of
the Japanese Forestry Society, Japan, 72(2):143-6, 1990.

89. SHENK, M.K. & BARBER, S.A. Root characteristics of corn
genotypes as related to P uptake. Agronomy Journal,
Madison, 71:921-4, 1979.

90. SINHA, K.R. & MALLICK, R. Regeneration and multiplication of
shooot in Albizia falcataria. Plant Cell, Tissue ané Organ
Culture, The Hague, 32:259-61, 1993.

91. SIQUEIRA, E.R. de & INOUE, M.T. Controle de oxidagio na
cultura de tecidos do coqueiro{ Pesquisa Agropecuédria
Brasileira, Brasilia, 26(7):949-53, 1991,



92.

923.

94.

95.

96.

97.

98.

929.

1290

SMITH, L.B.; DOWNS, R.J. & KLEIN, R.M. Euforbiaceas. 1In:
REITZ, R. Flora ilustrada catarinense. Itajai,
EMPASC/Department of Botany (U.S.A.), 1988. 408p.

SPURR, S.H. & BARNES, B.Y. Forest ecology. New York, The
Ronald Press, 1973. 571p. '

STADFER, R.E.; HEUSER, C.W. & DENEKE, C.F. Rapid
multiplication of veronica Red Fox propagated "in vitro".
HortScience, Mont Vernon, 20(5):866-7, 1985.

STANDARDI, A. & ROMANI, F. Effects of some antioxidants on
"in vitro" rooting of apple sQoots. HortS8cience, Mont
Vernon, 25(11):1435-6, 1990. !

STRUVE, D.K. & BLAZICH, F.A. Comparison of three methods of
auxin application on rooting of eastern white pine stem
cuttings. Forest Science, Washingfon, 28(2):337-44, 1982,

SUBBAIAH, M.M. & MINOCHA, S.C. Shoot regeneration from stem
and leaf callus of Eucalyptus teresicornis. Plant cCell
Reports, New York, 9(7):370-3, 1990.

TAYLOR, G.M. Root behavior as affected by soil structure and
strength. 1In: CARSON, E.W. The plant root and its
environment. Charlottesville, Univérsity Press of Virginia,
1974, p.272-91.

TENANT, D. A test of a modified line intersect method of
estimating root 1lenght. The Jour?al of Ecology, Oxford,
63:995-1001, 1975. |

100. THORPE, T.A.; HARRY, I.S. & KUMAR, P.P. Application of

micropropagation to forestry. }In: DEBERGH, P.C. &
ZIMMERMAN, R.H. Micropropagation: tecnology and
application. Dordrecht, Kluwer Academic Publishers, 1991.
p.311-36.



101.

102.

103.

104 .

105.

106.

107.

108.

121

TOLEDO, A.R.M. de. Efeito de substratos na formagdo de mudas
de laranjeira ([Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Pera Rio]
em vaso. Lavras, ESAL, 1992. 88p. (Tese MS)

TORREY, J.G. Root hormones and plant growth. Annual Review
of Plant Physiology, Palo Alto, 27:435-59, 1976.

TRICOLI, D.M.; MAYNARD, C.A. & DREW, A.P. Tissue culture of
propagation of mature trees of f&unus serotina Ehrh. I.
Establishment, multiplication and rooting "in vitro".
Forestry 8cience, Washington, 31(1):201-8, 1985,

UPADHYAYA, A.; SANKHLA, N.; DAVIS, T.D.; WEBER, D.J. &
SMITH, B.N. "In vitro" propagation if a rubber producing
desert shrub. HortS8cience, Mont Vernon, 20(5):864-5,
1985.

VASHISTA, B.D. & CHORPA, R.N. Effect of some aminoacids and
complex organic nitrogenous substances on vegetative
growth and gametangial formation, in the female clone of
riccia. Plant Science, Berkeley, 48:175-80, 1987.

VOLKAERT, H.; SCHOOFS, J.; PIETERS, A. & LANGHE, E.D.
Influence of explant source on "in vitro" axillary shoot
formation in oak seedlings. Tree Physiology, 6(1):87-93,
1990.

WANN, S.R.; WYCKOFF, G.W. & WYCKOFF, J.L. A tissue culture
solution to a forestry problem - the propagation of a
tetraploid european aspen. Tree Planter's Note,
Washington, 39(3):28-30, 1988.

WARRAG, E.I.; LESNEY, M.S. & ROCKWObD, D.L. Micropropagation
of field tested superior Eucalyptus grandis hybrids. New
Forests, 4(2):67-79, 1990.



122

109. WYSSOKINSKA, H. Micropropagation of Penstemon serrulatus and
iridoid formation in regenerated plants. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture, The Hague, 33:171-80, 1993.

110. ZHANG, B. & STOLTZ, L.P. Shoot proliferation of Euphorbia
fulgens "in vitro" affected by medium components.
Hort8cience, Mont Vernon, 24(3):503-4, 1989.



; N B
b .
i . “
. . SoEy '
' Lo
;J
~ — e s — sttt ——— 3 it e
T — = —~ — —— — —
Q -
T L B e e PPN W e S D SRR SR DR LD L SRS RSP PP 7 SIS SRS S e e e v oen ey A sttt . e
e . . ) ; ;
N ‘ ‘s. * \ . h




124

"apepT1Tqeqoad 8p {T 2P TeATU O® OATIEOTITUDYS

%y

opepTTTqeqoad @p %5 9p TeATu o® oaT3EdTITUBYS

sk’2T SO‘YI Z1’€e A AN 4 £€°02 £v’9T Lo’y IT1’te 06’02 (8) *aD
10°0 zo’‘o LT’0 2000’0 LZ’'t $20°0 T00‘0 0oT’0 S0‘0 06 oxag
20’0 _€0°0 ST‘0 Z2000°0 0s’T 820°0 1000 1T°0 90°0 8 O x g xV¥
«£0‘0 10’0 »x08‘0 1000°0 s0°‘¢ »090°’0 100°‘0 xwcb’0 S0‘0 8 2x4g
10’0 £€0°’0 90’0 1000’0 £6°1 600‘0 T00‘0 v0‘0 60’0 v o x ¥
10°0 10’0 62°0 1000’0 ,9P’? S00°‘0 z00’‘0 10’0 1’0 4 g x v
*»80°0 zo’‘o «x80°T 2000°‘0 ,,90’6 «xLlET’0 44S500°0 «x19’0 «x82°0 v (25) gIv -suop
»x60°0 v0’‘0 «xL8°T ¥000°0 ¥s‘c €L0°0 1000 xEE°0 01’0 z (4g) oesaswy odusg
«xBE’0 L .E2’0 xxTT‘E  LOTO0'0 L,.£S°LT »x€9T°0 ,,520'0 IT‘0 «x8L°0 T {¥) ojexasqns
SepPeZTeIUd BSIZR -4 BOVISd® 10d ZIBX Op zZTeI 8p E9IPE °d ZIey eaage g z1ey 1o oederaep
seow389 /21ed sowex OoTpau ojuaum 8ap sajuog
ap‘ sN oederay 3p sN otey -~txduo) 0D9s osag oogaxg osag

€667 ’‘OH - suxael ‘IYSd °SEOERISD 8P OjUIWEZTERIUSD
ou (L‘0 + x) eaage a3aed/zyea opderax ‘(T + xA) eoeyss zod sowex op oIswnu ‘(g ’Q + x/) otpsu
otez ‘[(oz + x) Bor) zyex ap ojuewtadwoo ‘(g‘Q + X) esage e3aed ep ooes osad ‘(g ‘(Q + xM)
2781 ep o0s9x3 osad ‘(1 + XA) woage o3xed ep ooseay osad ‘(g‘Q + xft) zyex ep oosaag

ogad ‘(g5’Qg + xf') SepeZTeIus SEOERISO Op oxswnu ®Ied eyoupTieA Bp S8FTPue op oxapenb op ownsay -yl oOYAYND



125

QUADRO 2A. Resumo do quadro de anilise de varidncia para explantes
contaminados ( ,/x + 0,5) e explantes sobreviventes (,/x +0,5) no

estabelecimento "in vitro". ESAL, Lavras - MG, 1993,

Quadrados Médios

Fontes de

Variagao GL . Explantes Explantes
contaminados sobreviventes

Tempo 3 0,017 0,010

Antioxidantes 2 0,003 0,004

Tempo x Antioxidantes 6 0,021 0,012

Erro 36 0,014 0,010

C.V. (%) 13,44 9,23

QUADRO 3A. Resumo do quadro de anilise de variancia para explantes
contaminados (m ), explantes sobreviventes (m Y,
explantes com necrose apical (m }) e explantes com folhas
novas (m ) no estabelecimento "in vitro"”. ESAL, Lavras -

MG, 1993.
Quadrados Médios
Fontes de Explantes
Variacéio GL
Contami- Sobrevi- ' com necro- com folhas
nados ventes se apical novas
Posigdo 1 0,00885 0,545%% 0,7968** 0,368%*
Folhas 1 0,00196 0,008 0,0005 0,038%%*
Pos. x Folhas 1 0,00003 0,008 0,0053 0,038%*
Erro 16 0,00365 0,004 0,0024 0,002
C.V. (%) 8,17 6,55 5,35 5,01

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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QUADRO 4A. Resumo do quadro de andlise de varidncia para ulmero de
microestacas enraizadas (+/x + 1), nGmero de raizes (Jx +1) e
comprimento de raizes (+x + 1) no enraizamento de microestacas

"in vivo". ESAL , Lavras -MG, 1993.

Quadraaos Médios

Fontes de
Variagédo GL N2 de microesta- N2 de raizes
Comprimento
cas enraizadas de raizes

Agua (a) 2 0,2884 0,245%* 0,1905*
Posigdo (B) 1 0,0006 0,003 0,0001

ea foliar (C) 1 1,6341%% 1,531%* 1,0344%*
A X B 2 00,0372 0,050 00,0708
A x C 1 0,0090 0,917 0,0010
B x C 2 0,0573 0,069 00,0050
A x B x C 2 0,0974 0,046 0,0320
Erro 36 0,0619 0,043 0,0512
C.V. (%) 18,57 16,48 18,14

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

QUADRO S5A. Regsumo do quadro de anilise de Gariancia para namere de
microestacas enraizadas (Jx + 1), nimero de raizes (Jx +1) e
comprimento de raizes (+x + 1) no enraizamento de microestacas

"in vivo". ESAL, Lavras - MG, 1993.

Quadrados Médios

Fontes de

Variacgdao GL N2 de microesta- N2 de Comprimento
cas enraizadas raizes de raizes

Posic&o 3 0,79%*%* 1,17** 0,58%*

Conc. de IBA 4 0,33%* 1,50%* 0,29%*

Pos. x IBA 12 0,17* 0,54%% 0,10

Brro 60 0,07 0,16 0,07

C.V. (%) 16,52 21,64 18,33

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** gignificativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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QUADRO BA. Resumo do quadro de andlise de varidncia para explantes ccm mais de
5 (cinco) folhas (,/x +0,5), menos de 5 (cinco)} folhas

(Jx +0,5) e explantes alongados (-\/x +0,5) na multiplicagdo
(II) "in vitro". ESAL, Lavras - MG, 1993. ~*

Quadra@os Médios

Fontes de Explantes
Variacédo GL
com mais de com menos de Alongados

5 folhas 5 folhas
Conc. de ANA 3 0,727%* 0,071%* 0,146*
Conc. de BAP 3 0,135 0,018 0,032
ANA x BAP 9 0,086 0,018 0,01¢
Erro 48 0,071 0,018 0,035
C.V. (%) 30,71 17,63 23,81

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

QUADRO 9A. Resumo do quadro de anidlise de variancia para explantes
(Jx +0,5), comprimento das brotagdes (Jx +0,5) e nimero de

gemas (+x + 1) na multiplicagdo (III) "in vitro". ESAL, Lavras -

MG, 1993.
Quadrados Médios

Fontes de

Variacao GL Explantes Comprimento N2 de gemas
alongados das brotagdes

Conc. de GA, 2 0,138** 0,215%* 0,530%*

conc. de BAP 2 0,166** 0,109* 0,838%%*

Carvdo ativado 1 0,014 0,094 0,796%**

GA3 x BAP 4 0,009 0,008 0,030

GA3 x Carvio 2 0,002 0,027 0,089

BAP x Carvao 2 0,056* 0,158%* 0,707*%*

GA3 x BAP x Carviao 4 0,003 0,017 0,019

Erro 54 0,016 0,031 0,096

C.V. (%) 14,10 19,98 22,01

* significativo ao nivel de 5% de probabili&ade.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.





