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ANEXO 1. Composição química do fertilizante
OSMOCOTETM.

ELEMENTOS CONCENTRAÇÃO

Nitrogênio 18%
(Nitrato de Amônia 2.1 %)
(Fosfato de Amônia 8.5%)

Fósforo 2.6%
(Solúvel em água 2.1 %)
(Solúvel em ácido 0.5%)

Potássio (Sulfato de potássio) 10.0%
Enxofre (Sulfato de potássio) 4.0%
Cálcio (Fosfato e Sulfato de cálcio 0.6%
Outros elementos não nutrientes 11.0%
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EFEITO DE CITOCININAS NA
MULTIPLICAÇÃO E NO ENRAIZAMENTO
DE BROTAÇÕES DE CLONES DE Eucalyptus
grandis HiII ex. Maiden CULTIVADOS in vitro

Rosangcla M. S. Resende
Maria Elisa C. Graça
CNPF/o;eslaslEMBRAPA - Curitiba-Plc

RESUMO

O efeito das citocininas ô-benzilamiuopurina (BAP), 6-(g,g.
dimetilamino) purina (2iP) e 6-furfurilaminopurina (CIN) na multi-
plicação e enraizamento foi estudado em três clones de E. grandis.
Foram testados nove tratamentos, sendo que seis deles consistiam na
alternância das citocininas e os outros no uso contínuo de cada uma
delas em três subcultivos seriados. A alternância de citocininas per-
mitiu a maximização na obtenção de brotações com mais de 5 111111,

enquanto que o uso contínuo de 2iP levou a uma deterioração das
brotações, As maiores porcentagens de enraizamento para os três clones
ocorreram nos tratamentos em que 2iP ou CIN eram usadas no terceiro
subcultivo da multiplicação. A redução da taxa de enraizamento pela
exposição prévia ao meio com BAP na multiplicação e subsequente
enraizamento foi evidenciada para os três 'clones estudados.

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

Palavras-Chave: Micropropagação - Eucalytus; E. grandis,
citocininas - enraizamento; citocininas - multiplicação

ABSTRACT

The effects of cytokinins ô-benzylaminopurine (BA), 6-(g,g
dimethylallylamino) purine (2iP) and 6-furfu:ylamino-purine (KIN)
on "in vitro" shoot multiplication and rooting of three clones of E.
grandis wcre studied. The experirnent was cornposed 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 diflerent cytokinins, while culturing successively with 2iP
caused shoot deterioration. For ali 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 caused a
significant decrease in rooting.

Key words: Eucalyp tu s - micropropagation; E. grandis;
cytokinins - rooting; cytokinins - shoot multiplication.

INTRODUÇÃO

o Eucalyptus grandis é uma das essências florestais mais im-
portantes na produção de celulose e papel no Brasil. As técnicas de
cultura in vitro tem sido empregadas como um método alternativo de
propagação desta espécie. A micropropagação do E. grandis tem se
mostrado eficiente na multiplicação massal de genótipos superiores,
muitos deles difíceis de serem propagados pelos métodos tradicionais
de propagação vegetativa (IKEMORI, 1987). Por outro lado, mesmo
sob as condições de cultivo in vilro tem-se observado uma extensa
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ariabilidade interespecífíca e intraespecífica na capacidade de
raizamento no gênero Euculyp tus (WILLYAMS et aI., 1992). Isto
mbém ocorre no E. graudis, sendo que a dificuldade de enraizamento

. um dos fatores limitantes na propagação massal de muitos de seus
nes selecionados.

Alguns tàtores que influenciam a capacidade de cnraizamento
ilvi/ro em E. grandis tem sido estudados e tem-se buscado a adequa-

destes para que sejam atingidos melhores resultados. Dentre esses
tores podem ser citados a exsudação de compostos fenólicos e a po-
. '0 do explante na planta-mie (DURAND-CRESSWELL & NITSCH,
1977); efeitos de diferentes auxinas (SANKARA-RAO &
VENKATESWARA, 1985); eleitos dos nutrientes, do pH do meio de
mraizamento e do número de subcultivos no meio de multiplicação
(WARRAG et aI., 1990).

Recentemente, BENNETT et aI. (1992) avaliaram o eleito de
duascitocininas na multiplicação e subsequcnte enraizamento de vá-
riasespécies de Eucatyptus. Os autores evidenciaram que, para a mai-
oriados clones avaliados, a maior porcentagem de enraizamento ocor-
reuem brotações oriundas da alternância de citocininas no meio de
multiplicação tinalizando com cinetina, sendo que a utilização de 13AP
namultiplicação ou no último subcultivo reduziu a capacidade de
mraizamento. Esta inibição já foi evidenciada em E. gunnii (CURIR
et aI., 1990); E. nitens (RASMUSSEN, 1991); E. rcgl/al/s
(BLOMSTEDT et aI., 1991); E. globulu s. E. m argin at a e E.
«cidentalis (BENNETT et aI.,l992).

Para o E. grandis evidenciou-se que o uso de BAP no meio de
eiraizamcnto, mesmo em baixas concentrações, inibe completamente
I formação de raizes (WARRAG et al., 1990), mas ainda .não foi esta-
belecido o seu efeito no meio de multiplicação.

Estas informações devem ser consideradas no processo de
micropropagação do E. grandis, uma vez que na sua multiplicação e
~ongamento é utilizado, geralmente, o BAI' como citocinina.

Com base no exposto, este trabalho teve como objetivo estabe-
ecer o eleito de diferentes citocininas, bem como sua alternância, na
multiplicação e capacidade de enraizamento de três clones de E.
grandis.

MATERIAIS E MÉTODOS

Fontede material

Foram utilizados como fonte de material três clones de E. grandis
obtidos da CENIBRA FLORESTAL S/A. Os clones foram introduzi-
dos ill vitro a partir de segmentos nodais e mantidos em condições de
cultivo em meio contendo macro e micronutrientes de MURASHIGE
&. SKOOG (1962), vitaminas 135 (GAMBORG et aI., 1968), sacarose
J% (p/v), 13AP (ô-Benzilaminopurina) O,5mg/l e AlB Ccido-3-indol-
butírico) 0,05mgll, solidificado com ágar 0,55% (p/v). O pH do meio
foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagcm. As brótações foram
srbcultivadas em intervalos de 21 dias por cerca de 3 anos antes do
experimento ser realizado.

Multiplicação das brotações

O meio utilizado é basicamente o mesmo descritor anterior-
mente, com as seguintes modificações: apenas uma das citocininas
(BAI'; 2iP - 6-(,-dimctilamino) purina ou ClN - 6-furfurilamino-purina)
foi acrescentada ao meio, na concentração de 0,5mgll e foi acrescido
de 2mg/l de glicina.

Os tratamentos basearam-se na altcrnância de citocininas ou no
uso contínuo de apenas uma delas, conforme Tabela I. ri delineamen-
to utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repetições por trata-
mento em cada e1one, sendo que cada repetição foi composta por qua-
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tro brotações. Os subcultivos foram realizados em intervalos de 21
dias, sendo quc em cada um deles os explantes foram avaliados quan-
to ao número de brotações com mais de 5 mm de comprimento.

Tabela I. Tratamentos efetuados para avaliar o efeito de diferentes
citocininas e sua altcrnância na multiplicação e enraizamento de clones
de E. graudis.

Tratamentos Subcultivo Subcultivo 2 Subcultivo 3

TI BAP
T2 2iP
13 2iP
T4 ClN
T5 BAP
T6 ClN
T7 BAP
T8 2iP
T9 ClN

2iP
BAP
ClN
2iP

ClN
BAP
BAP

2iP
ClN

ClN
ClN

BAP
BAP

2iP
2iP

BAP
2iP

ClN

Enraizamento das brotações

O enraizamento foi estabelecido em meio KNOI' (KNOP, 1865),
acrescido de l mg/l de AIB Ccido indol butírico), 1,5% (p/v) de sacarose,
solidificado com 0,55% (p/v) de ágar. O pH foi ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem. O delineamento foi inteiramente casualizado, com
15 repetições por tratamento por clone. As brotações foram mantidas
no escuro por 5 dias e, posteriormente, transferidas para foto período
de 16/8 noras luz/escuro, sob 2000 lux de intensidade luminosa. A
temperatura foi mantida em 25°C ± 2°C. Na avaliação, feita após 15
dias, foram consideradas a porcentagem de enraizamento e o número
de raízes por brotação.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

As diferentes citocininas (13AP, 2iP e ClN) afetaram significati-
vamente a multiplicação dos três clones desde o primeiro subcultivo.
Observou-se que no subcultivo contínuo em meio com 2iP ocorreu
uma menor taxa de multiplicação do que com as demais citocininas,
como pode ser observado pela média dos clones no Tratamento 8 (T8
- Tabela 2).

Na análise do número de brotações obtidas nos três subcultivos
evidenciou-se que tanto a alternância de citocininas quanto o uso con-
tínuo de 13AP promoveram as maiores taxas de multiplicação, consi-
derando apenas as brotações com mais de 5 mm (Tabela 2). Entretan-
to, para brotações com menos de 5 rnm o uso contínuo de 13AP mos-
trou-se mais benéfico, conforme avaliação visual. A obtenção de ele-
vadas taxas de multiplicação utilizando BAP como citocinina para a
espécie E. grandis foi evidenciada por outros autores (SANKARA RAO
& VENKATÉSWARA, 1985; WARRAG et aI., 1990).

Foi detectada uma diferença signiticativa entre os e1ones, bem
como iuteração clone x tratamento significativa para as taxas de mul-
tiplicação (Tabela 2).

Quando os clones foram cultivados em meios alternando as
citocininas (T I a T6) observaram-se alterações morfológicas nos
explantes. No primeiro subcultivo, em meio com 2iP ou com cinetina
(ClN) evidenciou-se um maior alongamento das brotações e uma in-
tensa formação de calos. No segundo subcultivo observou-se urna re-
dução nos calos e um maior alongamento das brotações, principal-
mente quando eram cultivadas em meio com 2iP precedido de ClN
(T4). Esse resultado foi confirmado no terceiro subcultivo em que oco r-
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rcu a mesma scquência de citocininas (T5). () suhcullivo continuo em
meio com 2il' ou CIN causou uma dcgcncraçã« dos cxpl.uucs. com
intensa formação de calos e ahseisiio Ioliar. Esta cnractcristicn não Ic,i
observada em brotaçõcs subcultiv.ulas continuamente em IlAI'.

Tabela 2. Multiplicação de hrntaç õc s de I:'. grandis em função dos
tratamentos após três subculuvos crun diferentes citoc inina».

Número médio de hrota,C,<.:s (maiores que Smm)
Scquência de
citocininas clone I clonc 2 clonc .~ Médias
TI (HAI'-2i1'-CIN) 6.('5a(ah) 5.05h(a) 7.20a(a) 6,30a

T:! (2i1'-HAI'-CIN) (,.45a(ah) 4.(,Oh(a) 5.57ah(ah) 5.(,Oahc

T3 (2il'-HAI'-C1N) 5.45ah(h) 4.20h(a) 5.X5a(ah) 5.1(,hc
'1'4 (CIN-2il'-HAI') 6.35a(ah) 4.50h(a) ('.15a(ah) 5J,7ah
T5 (HAI'-CIN-2il') 7.50a(a) 5.70h(a) S.') 5 h(ah) (,.3Xa

r« (CIN-BAI'-2il') ('.')Oa(ah) 5 J,5a(a) (,.55a(a) ('.3(,a

T7 (HAI'-HAI'-HAI') ('J,Oa(ah) 5.')Oa(a) ('JIOa(ah) (,.17ah
'IX (2i1'-2il'-2i1') 5 .30a(h) 4.20a(a) 4.70a(h) 4.7.k
T') (CIN-CIN-CIN) 6J,5a(ab) 4.')Oh(a) ('.15ab(ah) 5.')Oah

Médias 6.43a 4.'nh (,.I13a

Diferentes letras indicam diferenças significauvn» (I" OJII) pelo tes-
te de Tukcy.
Letras entre parênteses indicam diferenças para meios dentro ,lê clone
e fora para cloncs dentro de meio. (c. v.",,, 13.5)

Os três cloncs apresentaram diferentes tnxas de cnraizamcnto.
bem como, diferentes respostas quando considerados os n'1L'loSnos quais
foram subcultivados (Ta hei a 3). () clonc I apresentou maior porcenta-
gem de cnraizamcnto ((,(,.7%) nas brotaçõcs provenientes da altcrnância
BAP-CIN-2il' (TS). não enraizando com I3AI' no último subcultivo. ()
clone 2 apresentou a maior porcentagem de cnraiz.uncnto ((,O",,) nas
brotações provenientes da altcrnância CIN-HAI'-2il' ("1"(,) ou no uso
continuo de 2iP (TR). () clonc .~ apresentou maior porcentagem de
enraizamento (46.7%) nas brotnçõc-, provenientes de subcultivos con-
tínuos em meio com CIN. não enraizando quando 13AI' era utilizado
no último meio de subcultivo.

Tabela 3. Efeito' rcsidual das citocin inas na porccntngcm de
cnraizamcnto (E) e número médio de raizes por brotução cnraiz.rda
(NR) de E. graudis.

Clonc I Clonc 2 Clonc ~
Sequência de
citocin inas E(%) NR 1':(" ,,) NI{ E("ll) NR

TI HAI'-2il '-C1N 33 --,ahe 1.2 ('.7h 4.0 13.3ah 2.5
n 2il'-BAI'-CIN 20Jlhc 2.3 20.llah U 2(,.7ah 2.0
T3 2il'-ClN-BAI' n.oc (1.0 O.lih 0.0 O.llh 0.0
T4 ClN-2iP-BAI' IJ.lIc 0.0 I.Ub U O.llh 11.0
T5 HAP-CIN-2iP (,6.7a 2.0 O.llh 0.0 26.7ab 1.0

Tó ClN-HAI'~2il' (,O.Oab 2,X (,O .lIa 2.1 6.7ab 3.0
1'7 BAI'-BN'-BN' O.Oe 0.0 O.llb 0,0 O.llh 0.0
TX 2i1'-2iP-2iP 46.7ah 1.7 (,O.lla 1.7 26.7ab U
'1'') ClN-ClN-ClN 46.7ah 2.0 I.Ub 1.5 4ú,7a 1.4

Diferentes letras indicam diferenças significativa» entre trata-
mentos (p. O.lJ I) pelo teste de Tukcy.

(c.v. para porcentagem de cnrnizamcnto = 13.7"'0. com transfor-
mação (x + I».
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As porcentagens de cnruiznmcnto obtidas tor.un bastante signi·
íicativas quando comparadas com os dados de cnraizamcnto dos mel'
mos cloncs obtidos sob outras condições pela CENIBRA FLORES·
TAL S/A (Vlj\NA. V. I ')')3. comunicação pessoal). As médias de
curaizamcnto Iornccidas foram de 42"",. (,2" o e 10"" para os clones I,
2 e 3, respectivamente, enquanto que as obtidas no presente trahalho
equivaleram a 66,7%, 60.!1% e 4(,.7"0. para os mesmos clones. I'c~
esses dados observa-se que o deito das citociniuas apenas não é cvi·
dente para o clone 2, cujas médias foram praticamente semelhantes
nos dois diferentestrabalhos.

No presente trabalho. evidenciou-se que o efeito inibitóri« do
BAP sobre a capacidade de Ionnação de raizes na espécie I:.:. grandi:
não ocorreu apenas quando este foi usado no meio de cnraizamcule
como reportado por WARRA(i ct aI. (I ')')tI). mas também quando li"
usado no meio do último subcultivo antes do cnraizamcnto (Tabela .1)

Num mesmo clonc, para porcentagens d<.:cnraizamcnto iguais
ou semelhantes evidenciou-se a formação de diferentes números de
raizes por hrotação cnraizada (Tabela 3). Esta caractcristica é impor.
tantc na aclimataç.I« e fases posteriores. corno li 'lição da planta ao
solo c absorção de nutrientes. I ksta forma. deve ser considerada tam-
bem como critério na escolha da melhor condição de cultivo in vitro.

Em I:'. X"IIII;; a baixa taxa de cnraizamcnto foi corrclacionads
com os baixos níveis de flu vonóidcs cndógcnos (principalmente
gticosidcos de qucrcitina) observados em hrotaçõcs provenientes de
meio com BAI' em rclaçâo àquelas de mci« com cinctiua ou zcatina
Observaram-se que a adição de qucrcitina e isoqucrcitina ao meio de
cnraizamcnto elevava a taxa de cnruizamcnto de brotaçõcs provcnicn
tcs de meio com BAI' (C! JRIR ct. al., 1')')0).

I'ur a o I:'. gl"hllllls a adição de q uerc iti na ao meio de
cnraizumcnto não afetou (} desenvolvimento de raizes em hrotaçõcs
provenientes de meio d c multiplicação com BAf>. mas inibiu o
cnr aizamcnto de br otuç õc s pr ovcuicntc s de meio com cinctina
(llENNI,:rr ct. aI.. I ')l)2). Estes resultados dcmostrar.un que o efcito
llavonóidcs niio pode SL'r g.:n.:rali/.ado para as espécies de 1:'1I(,1I~\'1'11I,I,

sendo quc para I:'. gr a nd is ° c nvol vi mcn to de fl a vouó idcs no
cnraizamcut» deverá ainda ser investigado.

Pelos resultados ohtidos para o cnraiznmcnto dos trés cloncs
nas diferentes coudiçõc« de cultivo pode-se observar a existência de
intcrnçâo clonc x meio de multiplicação na li,rm;u;ão de raizes. A ocor-
rência de intcração 'demonstra a irnportância de serem avaliados vári-
os genc',tipos antes de SL'estabelecer a resposta de uma dada espécie ao
cultivo ;11 vitro.

Tendo sido evidenciado o deito das citocininas usadas no meio
de multiplicação. bem como sua altcrnância, no cnraizamcnto de cloncs

de I:'. gr(/I/dis. sug.:rc-se a realização de testes em outros cloncs da
espécie quc apresentem taxns insatisl:ltc"rias. visando uma otimização
c maior viabilidade econômica da técnica.

CONCLUSÕES

- As citocininas usadas no meio de multiplicação. bem como

a sua altcrnáncin. intlucnciar.un na capacidade de cnraizamcnto Jus
cloncs de 1:'11('(/111'111-'grw/clis avaliados.

- () !lA!' usado no me io de multiplicacão. ou no último
subcultivo. reduziu ou impediu o cnrnizamcnto dos cloncs de I~. gr,,;,di,(
avaliados.

- A utilizuçãu das citocinin:rs CIN c 2il'. alternadas ou em
scquência. elevaram a porcentagem de cnraizamcnto dos cloncs testa-

dos.
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TALSí;\ 1',.: gentilmente cederem os cloncs de I .. grandis utilizados
nesleestudo.
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RESUMO

Os estudos de Icnologia reprodutiva fornecem as principais fer-
ramentas para a compreensão dos proceSS(lS de florcscimcnto. princi-
palmente a polinização, que são importantes fatores na produção de
sementes de qualidade superior. Avaliações periódicas são necessári-
as para possihilitar o conhcc imcnto da dinâmica dos processos
rcprodutivos e assegurar a ocorrência da panmixia. Isto garante o su-
cesso. a longo prazo. dos programas de melhoramento genético. O ob-
jetivo deste trabalho roi levantar o período de lloração em um Banco
Clonal de E/I(,(//I'/J/lIo5 dunuii, localizado no município de Colombo-
I'\{, e averiguar a influência da posição do órgão rcprodutivo no
Ilorcscimcnto. () pcriodo de observação compreendeu todo o ano de
I ')91. com concentração de observação da Iloração nos meses de teve-
rciro a maio, em I R cloncs. num total de 61 árvores. Os resultados
mostraram que 62,')% das árvores apresentaram flores em períodos
distintos. com pico de íloração ocorrendo entre os meses de fevereiro
a março. Verificou-se, também. urna maior porcentagem de flores na

- Iacc norte e no terço superior da copa. () terço superior também foi o
que apresentou "maior período de tempo florescendo", embora nem
sempre li,i o primeiro a florescer.

I'ulavras-chavcs: Horação/florcscuucnto; Icnologia rcprodutiva;
banco cloual; /:'IIC(/~lj)IIIS duunii.

ABSTRACT

Studics on rcproductivc phclwlog.\· provido thc main tools to
undcrstaud Ilowcring processes and cflcctivc pollinutiou. which are
importan: Iacturs in thc product ion 01' high li uality sccd. I'criodic
cvaluations are ncccssarv. to dcscrihe thc dynamics 01' rcproductive
processes prnmoting p.unnixis. Thcse processes will determine the
long tcrm succcss 01' brecding programs. Wc studicd Ilowering in a
cloual hank 01' Eucalvptus dunnii, in Colombo (I'R-Bruzil). to exami-
nc thc distribution 01' tlowcrs ai' dilfcrcnt positions within thc canopy.
Thc cvaluatious h.ivc covcrcd the vcar 11)1)I Ohscrving IR clones and
a total of h I trccs, wc concludcd that llowcring conccntratcd betwccn
l-chru.uv and Mav. (,2,')"'u 01' thc trccs had distinctive tlowcnng pcriods
and thc pcak 01' Ilowcring occurrcd hctwccn Fcbruary and March. lhe
highcst pcrccntagc 01' llowcrs wcrc locatcd at thc Northcrn side and in
thc uppcr third 01' thc canopy. This part 01' lhe can(lp)' also llowcrcd for
a longcr pcriod 01' time, hut it was not always the sitc 01' Ilowering
initiation.

Kcv words: Howcring; rcproductivc phcnology; elonal bank:
EII('(/~I'IJ/IIS dunnii.

INTRODUÇÃO

Dentre as principais espécies potencialmente econômicas para
a silvicultura brasileira, em climas subtropicais. destaca-se Eucalyptus
duunii Maidcn. pelas suas características de crescimento, tolerância
às geadas c múltiplos usos. Contudo, problemas relacionados à produ-
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