1° CONGRESSO FLORESTAL
PANAMERICANO

ANAIS

7° CONGRESSO FLORESTAL
BRASILEIRO

RAYMOND,C.A.; HARWOOD,C.E.; OWEN,J.V. A Conductivity
Method for Screening populations of Eucalyptus for Frost Damage
and Frost Tolerance. Aust. J. Bot. ,34: 377-393. 1986.

RIKIN,A.; BLUMENFELD.A.; RICHMOND.,A.E. Chilling Resistance
as affected by Stressing Environments and Abscisic Acid. Bot.
Gaz. 137 (4): 307-312. 1976.

SHERRY,S.P; PRYOR,L.D. Growth and Differential Frost Resistance
of Topoclinal forms of Eucalyptus fastigata D. & M. Planted in
South Africa. Aust.For. 31 (1): 33 -49. 1967.

ANEXO 1. Composigio quimica do fertilizante
OSMOCOTE™.

ELEMENTOS CONCENTRAGCAO

N OEERIORIN. 0. e B I S e ol v 18%
(Nitrato de Amonia .. €
(Fostato de Aménia......................... 8.5%)

| CeTyen e b AR TR e Mu S 2.6%
(Soluvel em agua.............. S ey 2.1%)
CSaltivel €M AcIdOr v s 0.5%)

Potassio (Sulfato de potassio) ..........cccceeeeeieirireennns 10.0%

Enxofre (Sulfato de potassio) ................. 4.0%

Cilcio (Fosfato e Sulfato de calcio......... 0.6%

Outros elementos ndo nutrientes .......... 11.0%
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EFEITO DE CITOCININAS NA
MULTIPLICACAO E NO ENRAIZAMENTO
DE BROTACOES DE CLONES DE Eucalyptus
grandis Hill ex. Maiden CULTIVADOS in vitro

Rosangela M. S. Resende
Maria Elisa C. Graga
CNPFlorestas/EMBRAPA - Curitiba-PR

RESUMO

O efeito das citocininas 6-benzilaminopurina (BAP), 6-(gg
dimetilamino) purina (2iP) e 6-furfurilaminopurina (CIN) na multi-
plicagdo ¢ enraizamento foi estudado em trés clones de E. grandis,
Foram testados nove tratamentos, sendo que seis deles consistiam na
alternancia das citocininas € os outros no uso continuo de cada uma
delas em trés subcultivos seriados. A alternancia de citocininas per-
mitiu a maximizagdo na obtengdo de brotagdes com mais de 5 mm,
enquanto que o uso continuo de 2iP levou a uma deterioragdo das
brotagdes. As maiores porcentagens de enraizamento para os trés clones
ocorreram nos tratamentos em que 2iP ou CIN eram usadas no terceiro
subcultivo da multiplicagdo. A redugdo da taxa de enraizamento pela
exposi¢do prévia ao meio com BAP na multiplicagdo e subsequente
enraizamento foi evidenciada para os trés clones estudados.

Abreviagdes:BAP - 6-benzilaminopurina;
2iP - 6-(g,g-dimetilamino) purina
CIN - 6-furfurilaminopurina (cinetina)

Palavras-Chave: Micropropagagio - Eucalytus; E. grandis,
citocininas - enraizamento; citocininas - multiplicagdo

ABSTRACT

The effects of cytokinins 6-benzylaminopurine (BA), 6-(gg
dimethylallylamino) purine (2iP) and 6-furfurylamino-purine (KIN)
on “in vitro” shoot multiplication and rooting of three clones of E.
grandis were studied. The experiment was composed by nine
treatments, being six of them consisted of alternancy of the cytokinins
and the others by three subcultures with each cytokinins. Maximum
shoot proliferation with shoots greater than 5 mm was achieved by
alternating different cytokinins, while culturing successively with 2iP
caused shoot deterioration. For all clones rooting was higher when 2iP
or KIN was added to the media in the third multiplication subculture.
Whereas BA added to the media in the third subculture causeda
significant decrease in rooting.

Key words: Eucalyptus - micropropagation; E. grandis
cytokinins - rooting; cytokinins - shoot multiplication.

INTRODUCAO

O Eucalyptus grandis ¢ uma das esséncias florestais mais im-
portantes na produgio de celulose e papel no Brasil. As técnicas de
cultura in vitro tem sido empregadas como um método alternativo de
propagagdo desta espécie. A micropropagagio do E. grandis tem s
mostrado eficiente na multiplicagdo massal de gendtipos superiores,
muitos deles dificeis de serem propagados pelos métodos tradicionais
de propagagio vegetativa (IKEMORI, 1987). Por outro lado, mesmo
sob as condigdes de cultivo in vitro tem-se observado uma exten
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riabilidade interespecifica ¢ intracspecitica na capacidade de
irizamento no género Eucalyptus (WILLYAMS et al., 1992). Isto
mbém ocorre no E. grandis, sendo que a dificuldade de enraizamento
um dos fatores limitantes na propagagdo massal de muitos de seus
lones selecionados.

Alguns fatores que influenciam a capacidade de enraizamento
wvitro em E. grandis tem sido estudados ¢ tem-se buscado a adequa-
io destes para que sejam atingidos melhores resultados. Dentre esses
filores podem ser citados a exsudagdo de compostos fendlicos e a po-
io do explante na planta-mje (DURAND-CRESSWELL & NITSCH,
977); efeitos de diferentes auxinas (SANKARA-RAO &
TESWARA, 1985); efeitos dos nutrientes, do pH do meio de
iraizamento ¢ do namero de subcultivos no meio de multiplicagdo
(WARRAG et al., 1990).

Recentemente, BENNETT et al. (1992) avaliaram o efeito de
duas.citocininas na multiplicagdo e subsequente enraizamento de va-
fias espécies de Eucalyptus. Os autores evidenciaram que, para a mai-
oia dos clones avaliados, a maior porcentagem de enraizamento ocor-
uem brotagdes oriundas da alternincia de citocininas no meio de
nultiplicagdo finalizando com cinetina, sendo que a utilizagdo de BAP
a multiplicagdo ou no ultimo subcultivo reduziu a capacidade de
araizamento. Esta inibigdo ja foi evidenciada em E. gunnii (CURIR
tal., 1990); E. nitens (RASMUSSEN, 1991); E. regnans
BLOMSTEDT et al., 1991); E. globulus, E. marginata ¢ E.
wccidentalis (BENNETT et al.,1992).

Para o E. grandis evidenciou-se que o uso de BAP no meio de
iraizamento, mesmo em baixas concentragdes, inibe completamente
i formagdo de raizes (WARRAG et al., 1990), mas ainda néo foi esta-
klecido o seu efeito no meio de multiplicagdo.

Estas informagdes devem ser consideradas no processo de
nicropropagagdo do E. grandis, uma vez que na sua multiplicagdo ¢
ongamento ¢ utilizado, geralmente, o BAP como citocinina.

Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo estabe-
ecer 0 efeito de diferentes citocininas, bem como sua alternincia, na
nultiplicagdo e capacidade de enraizamento de trés clones de E.
randis.

MATERIAIS E METODOS

fonte de material

Foram utilizados como tonte de material trés clones de E. grandis
ibtidos da CENIBRA FLORESTAL S/A. Os clones foram introduzi-
os in vitro a partir de segmentos nodais ¢ mantidos em condigdes de
ultivo em meio contendo macro ¢ micronutrientes de MURASHIGE
& SKOOG (1962), vitaminas B5 (GAMBORG et al., 1968), sacarose
3% (p/v), BAP (6-Benzilaminopurina) 0,5mg/l ¢ AIB (|cido-3-indol-
hutirico) 0,05mg/1, solidificado com agar 0,55% (p/v). O pH do meio
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. As brotagdes foram
subcultivadas em intervalos de 21 dias por cerca de 3 anos antes do
experimento ser realizado.

Multiplicagido das brotacgdes

O meio utilizado ¢ basicamente 0 mesmo descritor anterior-
mente, com as seguintes modificagdes: apenas uma das citocininas
(BAP; 2iP - 6-(,-dimetilamino) purina ou CIN - 6-turfurilamino-purina)
foi acrescentada ao meio, na concentragio de 0,5mg/l e foi acrescido
de 2mg/l de glicina.

Os tratamentos basearam-se na alterndncia de citocininas ou no
Iso continuo de apenas uma delas, conforme Tabela 1. O delineamen-
lo utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repetigdes por trata-
mento em cada clone, sendo que cada repetigdo foi composta por qua-
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tro brotagdes. Os subcultivos foram realizados em intervalos de 21
dias, sendo que em cada um deles os explantes foram avaliados quan-
to ao numero de brotagdes com mais de S mm de comprimento.

Tabela 1. Tratamentos efetuados para avaliar o efeito de diferentes
citocininas ¢ sua alternancia na multiplicagdo e enraizamento de clones
de E. grandis.

Tratamentos  Subcultivo 1 Subcultivo 2 Subcultivo 3

Tl BAP 2ip CIN
T2 2iP BAP CIN
T3 2ip CIN BAP
T4 CIN 2iP BAP
TS BAP CIN 2iP
T6 CIN BAP 2iP
T7 BAP BAP BAP
T8 2iP 2iP 2iP
T9 CIN CIN CIN

Enraizamento das brotagdes

O enraizamento foi estabelecido em meio KNOP (KNOP, 1865),
acrescido de 1mg/l de AIB (cido indol butirico), 1,5% (p/v) de sacarose,
solidificado com 0,55% (p/v) de agar. O pH foi ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem. O delineamento foi inteiramente casualizado, com
15 repetigdes por tratamento por clone. As brotagdes foram mantidas
no escuro por S dias e, posteriormente, transferidas para fotoperiodo
de 16/8 horas luz/escuro, sob 2000 lux de intensidade luminosa. A
temperatura foi mantida em 25°C + 2°C. Na avaliagdo, feita apos 15
dias, foram consideradas a porcentagem de enraizamento € o niimero
de raizes por brotagio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes citocininas (BAP, 2iP ¢ CIN) afetaram significati-
vamente a multiplicagdo dos trés clones desde o primeiro subcultivo.
Observou-se que no subcultivo continuo em meio com 2iP ocorreu
uma menor taxa de multiplicagdo do que com as demais citocininas,
como pode ser observado pela média dos clones no Tratamento 8 (T8
- Tabela 2).

Na analise do niimero de brotagdes obtidas nos trés subcultivos
evidenciou-se que tanto a alternancia de citocininas quanto o uso con-
tinuo de BAP promoveram as maiores taxas de multiplicagdo, consi-
derando apenas as brotagdes com mais de 5 mm (Tabela 2). Entretan-
to, para brotagdes com menos de S mm o uso continuo de BAP mos-
trou-se¢ mais benéfico, conforme avaliagdo visual. A obtengdo de ele-
vadas taxas de multiplicagdo utilizando BAP como citocinina para a
espécie E. grandis foi evidenciada por outros autores (SANKARA RAO
& VENKATESWARA, 1985; WARRAG et al., 1990).

Foi detectada uma diferenga significativa entre os clones, bem
como interagio clone x tratamento significativa para as taxas de mul-
tiplicagdo (Tabela 2).

Quando os clones toram cultivados em meios alternando as
citocininas (T]1 a T6) observaram-se alteragdes morfologicas nos
explantes. No primeiro subcultivo, em meio com 2iP ou com cinetina
(CIN) evidenciou-se um maior alongamento das brotagdes € uma in-
tensa formagdo de calos. No segundo subcultivo observou-se uma re-
dugdo nos calos € um maior alongamento das brotagdes, principal-
mente quando eram cultivadas em meio com 2iP precedido de CIN
(T4). Esse resultado foi confirmado no terceiro subcultivo em que ocor-
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reu a mesma sequéneia de citocininas (T5). O subcultivo continuo em
meio com 21P ou CIN causou uma degeneragiio dos explantes. com
intensa tormagdo de calos ¢ abscisio fohar. Esta caracteristica nio foi
observada em brotagdes subcultivadas contimuamente em BAP.

Tabela 2. Multiphicagdo de brotagdes de /. grandis em fungdo dos
tratamentos apos trés subcultivos com diferentes citocininas.

Numero medio de brotagdes (malores que Smm)

Sequéncia de
citocininas clone 1 clone 2 clone 3 Médias
T1 (BAP-2iP-CIN)  6.65a(ab) 5.05b(a) 7.20a(a) 6.30a
T2 2iP-BAP-CIN)  645a(ab) 4.60b(a) 5.57ab(ab)  5.60abc
T3 (2iIP-BAP-CIN)  54S5ab(b) 420b(a) 5.85a(ab) S.16be
T4 (CIN-2iP-BAP)  6.35a(ab) 4.50b(a) 6.15a(ab) 5.67ab
T35 (BAP-CIN-2iP)  7.50a(a)  5.70b(a) S9Sb(ab) 6.38a
T6 (CIN-BAP-21P) 690a(ab) 5.65a(a) 6.55a(a) 6.36a
T7 (BAP-BAP-BAP) 6.60a(ab) 3S90a(a) 6.00a(ab) 6.17ab
T8 (2iP-21P-2iP) S530a(b)  420a(a) 470ab)y - 473¢
TY (CIN-CIN-CIN)  6.65a(ab) 4.90b(a) 6.15ab(ab)  590ab
Mcdias 6.43a 4.97b 6.03a

SN O I

Diferentes Ietras indicam diferengas significativas (I - 0.01) pelo tes-
te de Tukey.

Letras entre parénteses indicam diferengas para meios dentro de clone
¢ fora para clones dentro de meio. (c.v.% 13.5)

Os trés clones apresentaram diferentes taxas de enraizamento,
bem como, diferentes respostas quando considerados os meios nos quais
toram subcultivados (Tabela 3). O clone 1 apresentou maior poreenta-
gem de enraizamento (66,7%) nas brotagoes provenientes da alterniancia
BAP-CIN-2iP ('I'5S). ndo enraizando com BAP no ultimo subcultivo. O
clone 2 apresentou a maior poreentagem de enraizamento (60%) nas
brotagdes provenientes da alternancia CIN-BAP-21P (T6) ou no uso
continuo de 2iP (T8). O clone 3 apresentou maior poreentagem de
enraizamento (46,7%) nas brotagdes provenientes de subcultivos con-
tinuos em meio com CIN. ndo enraizando quando BAP era utilizado
no ultimo meio de subcultivo.

Tabela 3. Efcito residual das citocininas na porcentagem de
enraizamento (E) ¢ namero médio de raizes por brotaglio enraizada
(NR) de E. grandis.

Clone 1 Clone 2 Clone 3

Sequéncia de 8
citocininas E(%) NR  E(*s) NR E(®) NR

T1 BAP-2iP-CIN  333abc 12 6.7b 4.0 13.3ab 25
T2 21IP-BAP-CIN  200be 23 200ab 13 267ab 20
T3 2iP-CIN-BAP 0.0¢ 0.0 0.0b 0.0 00b 00
T4 CIN-2iP-BAP 0.0¢ 0.0 133b 1.3 00b 00
T5 BAP-CIN-2iP  66.7a 2.0 00b 00 267ab 1.0
T6 CIN-BAP=2iP  600ab 28 60.0a 2| 6.7ab 30
T7 BAP-BAP-BAP 0.0c¢ 0.0  00b 0.0 00b 00
T8 2iP-2iP-2iP 46.7ab 1.7 600a 1.7 267ab 13
TY9 CIN-CIN-CIN 46 7ab 2.0 133b 1.5 46.7a 1.4

Diferentes letras indicam diferengas significativas entre trata-
mentos (P - 0.01) pelo teste de Tukey.

(c.v. para porcentagem de enraizamento = 13.7%, com transtor-
magio (x + 1)).
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As porcentagens de enraizamento obtidas foram bastante sign-
ficativas quando comparadas com os dados de enraizamento dos mes
mos clones obtidos sob outras condigdes pela CENIBRA. FLORES:
TAL S/A (VIANA, V., 1993, comunicagdo pessoal). As médias de
enraizamento fornecidas foram de 42%., 62% ¢ 10% para os clones |,
2 ¢ 3, respectivamente, enquanto que as obtidas no presente trabalho
cquivaleram a 66,7%, 60.0% ¢ 46.7%. para os mesmos clones. Por
esses dados observa-se que o cleito das citocininas apenas ndo ¢ evi
dente para o clone 2, cujas médias foram praticamente semelhantes
nos dois diferentes trabalhos.

No presente trabalho, evidenciou-se que o efeito inibitonio do
BAP sobre a capacidade de formagiio de raizes na espéeie K. grandis
nio ocorreu apenas quando este foi usado no meio de enraizamento
como reportado por WARRAG et al. (1990). mas também quando foi
usado no meio do ultimo subcultivo antes do enraizamento (Tabela 3).

Num mesmo clone, para porcentagens dé enraizamento iguais
ou semelhantes evidenciou-se a formagdo de dilerentes nameros de
raizes por brotagiio enraizada (Tabela 3). Lsta caracteristica é impor-
tante na aclhimatagiio ¢ fases posteriores, como fixagdo da planta a
solo ¢ absorgio de nutrientes. Desta forma, deve ser considerada tam-
bém como critério na escolha da melhor condigdo de cultivo in vitro,

Em /. gunnii a baixa taxa de enraizamento for correlacionada
com os baixos niveis de flavonaides endogenos (principalmente
glicosideos de quercitina) observados em brotagdes provenientes de
meio com BAP em relagiio aquelas de meio com cinetina ou zeatina
Obscrvaram-se que a adigiio de quercitina ¢ 1soquercitina ao meio de
enraizamento elevava a taxa de enraizamento de brotagdes provenien:
tes de meio com BAP (CURIR et. al.. 1990).

Para o I globulus a adigio de quercitina ao meio de
enraizamento nio afetou o desenvolvimento de raizes em brotagdes
provenientes de meio de multiplicagio com BAP, mas inibiu o
enraizamento de brotagdes provenientes de meio com cineting
(BENNETT et al.. 1992). Estes resultados demostraram que o efeito
flavonoides ndio pode ser generalizado para as espéeies de Eucalyplus,
sendo que para k. grandis o envolvimento de flavondides no
enraizamento devera ainda ser investigado.

Pcelos resultados obtidos para o enraizamento dos trés clones
nas diferentes condigdes de cultivo pode-se observar a existéneia de
interagiio clone X meio de multiplicagiio na formagio de raizes. A ocor-
réncia de interagldio ‘demonstra a importancia de screm avaliados vin-
os gendtipos antes de se estabelecer a resposta de uma dada espéeie ao
cultivo in vitro.

Tendo sido evidenciado o efeito das citocininas usadas no meio
de multiphicago. bem como sua alternincia, no enraizamento de clones
de 5. grandis. sugere-se a realizagio de testes em outros clones da
espéeie que apresentem taxas insatistatorias, visando uma otimizagio
¢ maior viabilidade economica da téeniea.

CONCLUSOES

- As citocinmas usadas no meio de multipheagiio, bem coma

a sua alternancia, influenciaram na capacidade de enraizamento dos
clones de Eucalyptus grandis avahiados.

- O BAP usado no mcio de multiplicagio, ou no altimo
subcultivo, reduziu ou impediu o enraizamento dos clones de . grandis
avaliados.

- A utihzagdio das citocininas CIN ¢ 2iP, alternadas ou em
sequéneia. elevaram a poreentagem de enraizamento dos clones testas
dos.
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FLORACAO DE Eucalyptus dunnii MAIDEN
EM DIFERENTES POSICOES DA COPA

Valderés Aparecida de Sousa
José¢ Elidney Pinto Junior
EMBRAPA/CNPFlorestas - Colombo-PR

RESUMO

Os estudos de fenologia reprodutiva fornecem as principais fer-
ramentas para a compreensiio dos processos de tlorescimento, princi-
palmente a polinizagdo, que sdo unportantes tatores na produgio de
sementes de qualidade superior. Avaliagdes periddicas sio necessari-
as para possibilitar o conhccimento da dindmica dos processos
reprodutivos ¢ assegurar a ocorréncia da panmixia. Isto garante o su-
cesso, a longo prazo, dos programas de melhoramento genético. O ob-
jetivo deste trabalho foi levantar o periodo de floragdo em um Banco
Clonal de Eucalvptus dunnii. localizado no municipio de Colombo-
PR, e averiguar a influéncia da posig¢do do orgdo reprodutivo no
florescimento. O periodo de observagio compreendeu todo o ano de
1991, com concentragdo de observagio da floragdo nos meses de feve-
reiro a maio, em 18 clones. num total de 61 arvores. Os resultados
mostraram que 62,9% das arvores apresentaram flores em periodos
distintos. com pico de floragio ocorrendo entre os meses de fevereiro
a margo. Venficou-se, também, uma maior porcentagem de flores na
face norte ¢ no tergo superior da copa. O tergo superior também foi o
que apresentou “maior periodo de tempo tloreseendo™, embora nem
sempre for o primeiro a tlorescer.

Palavras-chaves: Floragdo/florescimento; fenologia reprodutiva;
banco clonal; Eucalyptus dunnii.

ABSTRACT

Studies on reproductive phenology provide the main tools to
understand flowering processes and effective pollination, which are
important factors in the production of high quality seed. Periodic
evaluations are neeessary. to describe the dynamies of reproductive
processes promoting panmixis. These processes will determine the
long term succeess of breeding programs. We studied flowering in a
clonal bank of Fucalyptus dunnii. in Colombo (PR-Brazil). to exami-
ne the distribution of flowers at diflerent positions within the canopy.
The evaluations have covered the year 1991. Observing 18 clones and
a total of 61 trees, we concluded that flowering concentrated between
February and May, 62.9% of the trees had distinetive flowering periods
and the peak of flowering occurred between February and March. The
highest pereentage of flowers were located at the Northern side and in
the upper third of the canopy. This part of the canopy also flowered for
a longer period of time, but it was not always the site of flowering
mitiation.

Key words: Flowering: reproductive phenology; clonal bank:
Eucalyvptus dunnii.

INTRODUCAO

Dentre as principais espécies potencialmente ccondmicas para
a silvicultura brasileira, em climas subtropicais, destaca-se Eucalyptus
dunnii Maiden, pelas suas caracteristicas de crescimento, tolerdncia
as geadas ¢ multiplos usos. Contudo, problemas relacionados a produ-
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