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RESUMO

NAGAOKA, RAISSA EIKO, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro de
2023 Aplicabilidade da enxertia in vitro no revigoramento/rejuvenescimento
clonal de Eucalyptus spp. Orientador: Aloisio Xavier. Coorientador: Wagner Campos
Otoni.

O Eucalyptus spp. € uma das espécies mais estudadas dentro da técnica de cultivo in
vitro, principalmente com o objetivo de revigoramento e de rejuvenescimento clonal.
No entanto, ainda existem lacunas de conhecimento, devido as necessidades
especificas de cada material genético. Nesse sentido, esse trabalho teve como
objetivo avaliar a enxertia in vitro como técnica de revigoramento e de
rejuvenescimento, visando a restauracdo parcial da competéncia rizogénica na
propagacao vegetativa de clone de Eucalyptus spp. Os objetivos especificos foram
avaliar: 1) a influéncia de dois porta-enxertos de Eucalyptus saligna (ES1 e ES2); 2) o
efeito da enxertia no revigoramento/rejuvenescimento de um clone de Eucalyptus
saligna (C1); 3) a influéncia de duas qualidades espectrais de luz no cultivo in vitro
dos enxertos; 4) e o efeito da técnica de enxertia seriada in vitro na producao de
brotagbes e enraizamento das microestacas, obtidas a partir de microcepas
estabelecidas em minijardim clonal na condig&o ex vitro. As avalia¢des in vitro foram
realizadas quanto a percentagem de sobrevivéncia dos enxertos, crescimento das
plantas enxertadas e o vigor aos 55 dias de idade. Na fase ex vitro, em viveiro de
producdo de mudas, foi implantado uma area de multiplicacao vegetativa composta
pelos tratamentos: microcepas provenientes de enxertia in vitro - | subcultivo (T1);
microcepas provenientes de enxertia in vitro - Il subcultivo (T2); microcepas
provenientes de enxertia in vitro - |l subcultivo (T3); microcepas provenientes de
enxertia in vitro - IV subcultivo (T4); microcepas apds 13 subcultivos provenientes de
micropropagacdo (T5); minicepas advindas de enxertia ex vitro (T6) e minicepas
provenientes de miniestacas (T7). Coletou-se microestacas e miniestacas para
avaliacao de produtividade do minijardim clonal e da velocidade de enraizamento em
fase de casa de vegetacdo. Ao final da fase de crescimento das mudas foram
avaliados os parametros: altura das mudas, vigor, percentagem de sobrevivéncia e
enraizamento, didmetro de colo, massas secas de parte aérea e raiz, qualidade das
mudas pelo indice de Dickson e o volume de raiz. Com base nos resultados obtidos,
as plantas enxertadas apresentaram percentuais médios de sobrevivéncia de 94%,

mostrando que a metodologia de enxertia in vitro utilizada foi eficiente, para o clone e



nas condicdes experimentais em que o estudo foi conduzido. O cultivo dos enxertos
in vitro ndo foi influenciado pelas fontes de luz. No entanto, houve influéncia da
qualidade de luz no desenvolvimento em altura do enxerto, sendo observados
melhores resultados no porta-enxerto ES1 e no subcultivo IV, aos 55 dias de idade.
Para a produtividade de microestacas em minijardim clonal, foi observado ligeiro
aumento na produgdo de brotos em relacdo a minicepa, bem como aumento na
velocidade de enraizamento em casa de vegetacdo, assim como nos demais
parametros das mudas avaliadas em fase de crescimento. Conclui-se que o tipo de
porta-enxerto e a enxertia seriada tendem a melhorar o desenvolvimento do propagulo
utilizado como enxerto. Para as avaliagdes no viveiro, a micropropagacao (enxertia in
vitro seriada), de modo geral teve efeito positivo na produtividade do minijardim clonal,
velocidade de enraizamento das microestacas, bem como nos parametros das mudas

avaliadas em fase de crescimento do clone C1 de Eucalyptus saligna.

Palavras-chave: Propagacao vegetativa; Micropropagacao; Microenxertia; Silvicultura
clonal; Microestaquia.



ABSTRACT

NAGAOKA, RAISSA EIKO, M.Sc., Federal University of Vicosa, December 2023.
Applicability of in vitro grafting in the clonal reinvigoration/rejuvenation of
Eucalyptus spp. Advisor: Aloisio Xavier. Co-supervisor: Wagner Campos Otoni.

The Eucalyptus spp. it is one of the most studied species within the in vitro cultivation
technique, mainly with the objective of clonal reinvigoration/rejuvenation. However,
there are still gaps in knowledge due to the specific needs of each genetic material. In
this sense, this work aimed to evaluate in vitro grafting as a reinvigoration/rejuvenation
technique, with the aim of partially restoring rhizogenic competence in the vegetative
propagation of Eucalyptus spp. clones. The specific objectives were to evaluate: 1) the
influence of two Eucalyptus saligna rootstocks (ES1 and ES2); 2) the effect of grafting
on the reinvigoration/rejuvenation of an Eucalyptus saligna clone (C1); 3) the influence
of two spectral qualities of light on the in vitro cultivation of grafts; 4) and the effect of
the in vitro serial grafting technique on the production of shoots and rooting of micro-
cuttings, obtained from micro-stumps established in a mini-clonal hedge in ex vitro
conditions. In vitro evaluations were carried out on the percentage of graft survival,
growth of the grafted plants and vigor at 55 days. In the ex vitro phase, in a micro-
cuttings production nursery, a vegetative multiplication area was set up implemented
consisting of the treatments: micro-stumps from in vitro grafting - | subculture (T1);
micro-stumps from in vitro grafting - Il subculture (T2); micro-stumps from in vitro
grafting - lll subculture (T3); micro-stumps from in vitro grafting - IV subculture (T4);
micro-stumps after 13 subcultures from micropropagation (T5); mini-stumps from ex
vitro grafting (T6) and mini-stumps from mini-cuttings (T7). Micro-cuttings and mini-
cuttings were collected to assess the productivity of the mini-clonal hedge and the
rooting speed in the greenhouse phase. At the end of the micro-cuttings growth phase,
the following parameters were evaluated: micro-cuttings height, vigor survival and
rooting percentage, neck diameter, aerial and root dry mass, micro-cuttings quality
using the Dickson index and root volume. Based on the results obtained, the grafted
plants had an average survival rate of 94%, showing that the in vitro grafting
methodology used was efficient, for the clone and under the experimental conditions
in which the study was conducted. In vitro graft cultivation was not influenced by light
sources. However, there was an influence of the quality of light on the height
development of the scion, with the best results being observed on the ES1 rootstock



and in subculture 1V, at 55 days of age. For the productivity of micro-cuttings in a mini-
clonal hedge, there was a slight increase in the production of shoots in relation to the
mini-rootstock, as well as an increase in the rooting speed in the greenhouse, as well
as in the other parameters of the micro-cuttings evaluated in the growth phase. It can
be concluded that the type of rootstock and serial grafting tend to improve the
development of the propagule used as a scion. For the nursery evaluations,
micropropagation (serial in vitro grafting) generally had a positive effect on the
productivity of the mini-clonal hedge, the rooting speed of the micro-cuttings, as well
as on the parameters of the micro-cuttings evaluated during the growth phase of the
Eucalyptus saligna C1 clone.

Keywords: Vegetative propagation; Micropropagation; Micrografting; Clonal forestry;

Micro-cutting.
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1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil, no setor de florestas plantadas, o género Eucalyptus é responsavel
por 76%, desempenhando relevante papel na economia do pais (IBA, 2023). Ainda,
em 2020, a &rea total de plantios de eucalipto correspondia a 7,41 milhdes de hectares
e, em 2021, passou a ser 7,53 milhdes de hectares (IBA, 2022).

Devido a essa expansao do setor florestal, torna-se necessario o aumento da
demanda de mudas de eucalipto, sendo essencial a busca por técnicas que
promovam maior produtividade e qualidade na producao de mudas no viveiro. Na
silvicultura clonal, como ja se sabe, sdo inumeras suas vantagens (PARK et al., 2016).

No entanto, os genoétipos sao selecionados na idade adulta e uma das
principais consequéncias no resgate destas arvores é a mudanga de fase juvenil a
adulta, que se refere a perda do seu potencial de regeneragdo, afetando
negativamente sua capacidade de enraizamento adventicio (BELLINI et al., 2014,
AUMOND et al., 2017).

Neste sentido, a propagacao vegetativa de plantas lenhosas em idade adulta
€ adversamente afetada por caracteristicas que acompanham a maturacao, como as
taxas de crescimento e de enraizamento reduzidas (PIERIK, 1990). Todavia, isso
pode ser contornado mediante a selecdo de propagulos mais juvenis ou pelo uso de
técnicas que promovam o rejuvenescimento do material vegetal (BONGA e DURZAN,
1987). Entre as técnicas possiveis, destaca-se a enxertia seriada in vitro em porta
enxerto juvenil, com possibilidades de restauracao do
revigoramento/rejuvenescimento do propagulo, aumentando o potencial de
enraizamento (WENDLING et al., 2014).

A enxertia in vitro promoveu o rejuvenescimento de diferentes espécies
lenhosas, como Hevea brasiliensis Mull. (MUZIK e CRUZADO, 1958), Sequoia
sempervirens D. Don (HUANG, et al., 1992b), Olea europaea L. (VIDOY-MERCADO,
et al., 2012), Prunus dulcis Mill. (YILDIRM, et al., 2010), Citrus spp (HUANG, 1992a)
e Cedrela odorata L. (ROBERT, et al., 2020).

Nesta perspectiva, 0 rejuvenescimento/revigoramento, pode contornar um
dos fatores limitantes no sucesso da miniestaquia que é a capacidade de
enraizamento do propagulo. No entanto, este € um processo complexo que pode ser
influenciado por diversos fatores, entre eles: regulador de crescimento, nutricdo
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mineral, constituicdo genética, fatores ambientais e idade da planta doadora dos
propagulos (DA COSTA, et al., 2013). Fatores estes que sao relevantes na formagao
de um minijardim clonal constituido para atender a producdo de mudas clonais pela
propagacao vegetativa por miniestaquia, no qual este ultimo pode ser contornado com
0 uso da enxertia in vitro.

A implantagdo de um minijardim clonal, com plantas com maior grau
juvenilidade obtida através do revigoramento/rejuvenescimento vegetativo, pode
aumentar o potencial de producédo de brotos, bem como melhorar o potencial de
enraizamento dos propagulos e da qualidade das mudas produzidas.

Visando avaliar a aplicabilidade da enxertia in vitro no intuito de
revigoramento/rejuvenescimento clonal, o objetivo deste trabalho buscou testar a
enxertia in vitro de forma seriada de um clone de Eucalyptus saligna em dois porta-
enxertos de Eucalyptus sp., em duas diferentes fontes de iluminagdo. Numa segunda
etapa, visou avaliar o efeito da enxertia in vitro seriada do clone na capacidade

rizogénica de microesacas produzidas em minijardim clonal na condigéo ex vitro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Enxertia in vitro

A enxertia in vitro foi inicialmente descrita por Murashige et al. (1972),
buscando a obtengéo de plantas citricas livres de virus, posteriormente aperfeicoada
por Navarro et al. (1975).

Navarro et al. (1975) descreveram a técnica da enxertia in vitro, como: uso de
sementes, previamente desinfestadas, e germinadas in vitro, para a formacéao de
porta-enxertos. Segundo estes autores, o procedimento da enxertia in vitro consiste
em: 1) decapitar a plantula, no ponto abaixo das folhas cotiledonares, deixando-se o
hipocétilo de 1 a 1,5 cm de comprimento; 2) preparo do enxerto do material desejado,
isolando-se o &pice caulinar, com 3 primordios foliares, e; 3) realizagdo dos cortes
para unir as duas partes.

Além disso, Xavier et al. (2021) descreveram a enxertia in vitro como a técnica
que consiste em unir partes de uma planta a outra que servira de suporte e
comunicacao com o sistema radicular, em que a utilizacdo de porta-enxerto juvenil
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(origem seminifera) pode promover o rejuvenescimento no material adulto usado
como enxerto, permitindo maior éxito da enxertia.

Outro aspecto positivo do uso de porta-enxerto via semente é a producao
simples e custo reduzido; atrelado a isso, muitas sementes ndo retém virus que
ocorrem frequentemente em plantas-matriz (HARTMMAN et. al., 2017). Em
contrapartida, a variabilidade genética pode conduzir a diferentes respostas quanto
ao crescimento e desenvolvimento das plantas enxertadas (BANDEIRA et al., 2006).

Segundo Hartmann et al. (2017), a enxertia in vitro usa procedimentos
semelhantes a enxertia convencional, mas tem usos exclusivos, tais como: cultivo de
plantas livres de doencas e plantas micropropagadas que sao de dificil enraizamento.
A enxertia in vitro, também pode ser usada como meio de obter clones isentos de virus
e doencas, detectar incompatibilidade precocemente dos enxertos (CHILUKAMARRI
et al., 2021), para superar a recalcitrancia do enraizamento adventicio (YILDIRIM et
al., 2010). Além disso, a enxertia in vitro ndo depende da sazonalidade, estadio
fisiologico especifico (ASHRAFZADEH, 2020) como a enxertia ex vitro, além da
necessidade de um menor espaco fisico (ISIKALAN et al. 2011).

Para o sucesso da enxertia in vitro € necessario considerar os seguintes
fatores: condi¢des de incubagédo do porta-enxerto, idade do porta-enxerto, tamanho
do enxerto (BANDEIRA et al., 2006) e habilidade manual do enxertador (WANG et al.,
2022), além da compatibilidade que ocorre entre os tecidos das partes dos materiais
enxertados (BAO et al., 2020), o floema. Segundo Turgeon e Wolf (2009), o floema é
responsavel pelo transporte de nutrientes, compostos de resisténcia e compostos
secundarios (por exemplo, mMRNAs, pequenos RNAs, proteinas, pequenos peptideos
e horménios). Além disso, estudos mostram que alguns desses sinais informativos
sao transportados pelo floema do porta-enxerto para o enxerto e vice-versa (HAO et
al., 2020; XIA et al., 2018).

2.2. Enxertia in vitro em plantas lenhosas

As espécies arbdreas possuem um periodo juvenil que pode variar de um a
20 anos, porém em algumas espécies florestais, essa fase pode ser mais longa, visto
que geralmente para a propagacao vegetativa de arvores, € mais facil durante essa
fase, quando comparada a materiais em fase adulta (VIDOY-MERCADO et al., 2021).
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Em razdo disso, recomenda-se priorizar a utilizagdo de material juvenil na
propagacgao vegetativa, seja pelo resgate de material de partes juvenis da planta, seja
pela promocao do rejuvenescimento de partes da planta adulta (XAVIER et al., 2021).
Segundo os mesmos autores, o rejuvenescimento busca a reversao, que pode ser
total, parcial ou progressiva, do estadio adulto para uma condi¢ao mais juvenil.

Segundo Wendling et al. (2014), a enxertia € usada geralmente com o objetivo
de propagar e manter clones de espécies arboreas em sua fase madura, assim
acelerando a producao de frutos e sementes, bem como na reduc¢éo da altura da copa.
Ainda, esses autores, citam que a enxertia, quando realizada de forma seriada e
utilizando enxertos maduros em porta-enxertos juvenis, pode ser usada como
ferramenta de revigoramento/rejuvenescimento, podendo aumentar o potencial de
enraizamento e retardar a floracao.

Dentre as variacdes da técnica de enxertia, pode-se destacar a enxertia in
vitro, que tem sido usada em espécies lenhosas, principalmente para frutiferas, na
qual, foram desenvolvidos protocolos bem-sucedidos, incluindo amendoeira, macieira,
cerejeira, castanheira, citricos, videira, amoreira, oliveira, pessegueiro, pereira,
pistachio e nogueira (HUSSAIN et. al. 2014).

Em estudo para aperfeicoar a técnica da enxertia in vitro para Araucaria,
Anselmini e Zanette (2008), concluiram que o uso de enxertia em garfagem de topo
sem fenda, foi a mais eficiente, obtendo as maiores porcentagens de sobrevivéncia
(valores entre 86,7 a 100%). Foram testados dois locais de enxertia no porta-enxerto:
caule e hipocétilo, e dois tipos de enxertia: garfagem de topo com e sem fenda. O
crescimento dos microenxertos indicou o restabelecimento das conexdes vasculares.

Revilla et al. (1996), ao estudarem a enxertia in vitro em Olea europaea L.,
coletaram brotos terminais de plantas cultivadas em casa de vegetacao, com idade
de 12 anos e realizaram introducao in vitro. Ja no primeiro e segundo subcultivos, o0s
autores encontraram efeito de rejuvenescimento, ocorrendo a restauracao da emissao
de brotacdes, bem como a competéncia do enraizamento adventicio. Ao comparar
enraizamento de brotagbes das plantas adultas, juvenis e enxertadas (2%, 100% e
100% respectivamente) observaram resultados semelhantes das brotacées de

plantas juvenis com as enxertadas.
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Na citricultura, a enxertia in vitro tem sido utilizada com sucesso na eliminacao
de virus (SINGH et al., 2019); sendo possivel a producao de frutos com alta qualidade
fitossanitaria (ABREU et al., 2003).

Em trabalho com Cedrela odorata L, Robert et al. (2020) objetivando utilizar a
enxertia e enxertia in vitro seriada como ferramenta para restabelecer a juvenilidade,
na propagacao de arvores elites selecionadas, utilizaram como enxerto plantas com
idade minima de 30 anos e porta-enxerto juvenil. Ao analisarem a aparéncia da parte
aérea, comprimento do entrend, altura da planta, comprimento da folha e numero de
folhas, obtiveram valores estatisticamente iguais quando comparados ao tratamento
controle (plantas juvenis derivadas de sementes), e estatisticamente diferentes no
tratamento dos propagulos adultos que nao foram enxertados.

Danthu et al. (2002) realizaram a enxertia in vitro em Faidherbia albinda, de
forma seriada e obtiveram resultados significativos no terceiro ciclo, com crescimento
do enxerto e competéncia de enraizamento das microestacas retiradas dos enxertos.
Este quando comparado com o tratamento controle (planta doadora de propagulos de
origem juvenil), foi estatisticamente igual (75% e 85% de enraizamento,
respectivamente). Concluindo que a técnica é valida para o restabelecimento da
competéncia de enraizamento na espécie estudada.

Por outro lado, Rangel et al. (2011) ao estudar a enxertia seriada in vitro em
Annona muricata L., apesar do desenvolvimento dos brotos observado nas plantas
que passaram pela enxertia seriada, ao avaliar rizogénese dos propagulos
provenientes de plantas enxertadas e ndo enxertadas, ambas ndo desenvolveram

sistema radicular in vitro.

2.3. Enxertia in vitro em Eucalyptus

Bandeira et al. (2006) em estudo de enxertia in vitro em clones de Eucalyptus
urophylla e E. grandis, ndo observaram diferenca no pegamento entre as diferentes
espécies de porta-enxerto. No entanto, em relacao ao crescimento em altura, foram
observados melhores resultados no porta-enxerto de E. urophylla. Os autores
observaram o pegamento de até 93% das plantas enxertadas, aos 50 dias de idade.

Cooman et. al. (1996), estudando o papel dos fendis endbégenos na
determinacdo da incompatibilidade de enxertia in vitro em Eucalyptus gunnii,
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observaram que a enxertia de materiais compativeis, as flutuagdes fendlicas na area
do enxerto foram bem diferentes daquelas em enxertos incompativeis.

Para espécies arbéreas as pesquisas em enxertia in vitro tem se mostrado
promissoras, entretanto, para o género Eucalyptus, ainda existe caréncia de estudos
que avaliem a enxertia in vitro como ferramenta para revigoramento/rejuvenescimento

de propagulos em fase adulta.

2.4. Fatores que influenciam a enxertia in vitro

Segundo Franzon et. al. (2010) existem fatores que influenciam o sucesso da
enxertia na propagacao de plantas, tais como: afinidade botanica, a incompatibilidade
entre enxerto e porta-enxerto, as condicdes ambientais e os fatores fisiol6gicos. Ainda,
alguns fatores como tipo de enxertia, tamanho do enxerto, cultivar, idade do porta-
enxerto, contaminagbes endodgenas, habilidade manual do enxertador, podem
influenciar no sucesso da enxertia in vitro (SANABAM et al, 2015; WANG et al., 2022).

Cooman et al. (1996), na enxertia in vitro em E. gunnii, 20 dias apés enxertia,
verificaram que a regido de unido do enxerto apresentava sintomas de
incompatibilidade, onde os tecidos tornaram-se progressivamente marrons. Estudos
histoldgicos revelaram espessamento das paredes celulares. Ja aos 40 dias ap0s a
enxertia, os sintomas de incompatibilidade eram macroscopicamente visiveis na area
enxertada, sendo observado escurecimento generalizado dos tecidos posteriormente
necrose progressiva das células do enxerto.

Acompanhado por Bandeira (2004), em enxertia in vitro em Eucalyptus
urophilla x E. grandis, observou variabilidade de resposta ao testar diferentes
combinacdes de enxerto e porta-enxerto. Segundo a autora, é explicada pela
qualidade dos enxertos obtidos, assim como pelas interagdes genotipicas, anatdmicas
e fisiolégicas estabelecidas entre as diferentes partes enxertadas. Dentre os fatores
limitantes observados na obtencao de resultados satisfatérios, a destreza e habilidade
manual durante a execucao das enxertias sdo relevantes, sendo necessario, quando
se tratando de enxertia in vitro, treinamento e mao-de-obra tecnicamente qualificados.

Segundo Hartmann et al. (2017), uma planta pode ter reversao ou interrupgao
de seu envelhecimento ontogenético, colocando-a em condicdo na auséncia de luz,
podendo ser uma técnica para melhorar a eficiéncia de enraizamento. Ainda, de
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acordo com Xavier et al. (2021), as condicdes ambientais de incubacdo do enxerto
devem ser observadas, pois uma fase inicial (7 a 15 dias) na auséncia de luz pode ser

vantajosa no pegamento do enxerto.
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CAPITULO 1: PORTA-ENXERTO, FONTES DE LUZ E ENXERTIA SERIADA in vitro
NO REVIGORAMENTO/REJUVENESCIMENTO DE CLONES DE Eucalyptus saligna

RESUMO: O género Eucalyptus é amplamente propagado pela miniestaquia, sendo
0 sucesso deste método imprescindivel a boa qualidade do enraizamento adventicio,
refletindo diretamente na qualidade da muda produzida. Nesse sentido, o trabalho
teve como objetivo avaliar: 1) a influéncia de dois porta-enxertos de Eucalyptus spp.
na propagacao pela enxertia in vitro de um clone de Eucalyptus saligna; 2) o efeito da
enxertia in vitro de forma seriada, e, 3) a influéncia de duas fontes de luz no cultivo in
vitro dos enxertos. Os porta-enxertos foram provenientes de duas fontes (ES1 e ES2)
de sementes de E. saligna germinadas in vitro e o enxerto, por um clone de E. saligna
(C1). O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado em
esquema de parcelas subsubdivididas, com quatro repeticdes. As parcelas foram
constituidas por duas fontes de luz L1 (FB: luz fluorescente branca) e L2 (LVA: luz
LED Vermelha/Azul + FB); as subparcelas corresponderam a dois tipos de porta-
enxertos (ES1 e ES2) e as subsubparcelas, constituidas pelos cinco subcultivos (1, 11,
I, IV e V). As avaliagGes foram realizadas quanto a percentagem de pegamento dos
enxertos, crescimento em altura das plantas enxertadas e vigor aos 55 dias. As
plantas enxertadas apresentaram percentuais meédios de pegamento de 94% aos 55
dias de idade, indicando que a metodologia de enxertia in vitro utilizada foi eficiente
para o clone e nas condi¢cées deste experimento. Para o crescimento dos enxertos
foram observadas diferencgas significativas das plantas enxertadas, indicando que o
porta-enxerto influencia no desenvolvimento do enxerto (ES1), bem como um melhor

desenvolvimento dos brotos a cada novo subcultivo da enxertia seriada.
Palavras chave: Propagacéo in vitro; micropropagacao; microenxertia.
1. INTRODUCAO
A propagacao vegetativa de genotipos superiores constitui em uma alternativa
para aumentar a produtividade e melhorar a qualidade de plantios florestais. No

entanto, o enraizamento adventicio pode ser um desafio para o género Eucalyptus,
principalmente quando se trata de material adulto (Souza et al, 2019).
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A micropropagagdo para o Eucalyptus tem sido recomendada para o
revigoramento/rejuvenescimento de clones superiores, de alto valor comercial,
resgatados de material adulto de dificil enraizamento, visando a microestaquia
(DUTRA et. al., 2009, WENDLING 2021; XAVIER et al., 2021). Entre as técnicas
utilizadas para essa finalidade, pode-se citar a enxertia in vitro. Wendling et al. (2014)
citam que o uso da enxertia, na forma seriada, utilizando enxertos maduros em porta-
enxertos juvenis, pode ser considerada ferramenta de
revigoramento/rejuvenescimento, podendo aumentar o potencial de enraizamento dos
propagulos.

Neste sentido, Vidoy-Mercado et al. (2021) observaram que brotos obtidos
apds passarem por enxertia seriadas in vitro, aumentam a competéncia de
enraizamento adventicio e desenvolvem caracteristicas juvenis e, em alguns casos,
0s brotos apresentam proliferacéo in vitro aumentada. HAO et al. (2020), observaram
que entre o floema do porta-enxerto e do enxerto sdo transportadas macromoléculas
méveis (por exemplo 0o MRNA), podendo atuar na regulacéao do crescimento da planta.

A enxertia in vitro, também pode ser usada como meio de obter clones isentos
de virus e doengas, bem como detectar incompatibilidades de enxertos em um estagio
inicial (Prakash et al., 1999).

Ainda, o cultivo in vitro permite controlar os fatores ambientais, como a luz. As
plantas tem seu desenvolvimento e crescimento regulados pela luz, onde suas
caracteristicas morfolégicas sao alteradas em resposta a sinais luminosos a depender
da intensidade e qualidade (YADAV et al., 2020, Taiz e ZEIGER, 2004).

Diante do exposto, buscou-se avaliar a aplicabilidade da enxertia seriada in
vitro em um clone de E. saligna. Como objetivos especificos avaliou-se: 1) a influéncia
de dois tipos de porta-enxertos; 2) a influéncia da qualidade da luz no desenvolvimento

das brota¢des ap0ls a enxertia; e, 3) o efeito da enxertia in vitro de forma seriada.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, da Universidade
Federal de Vigosa - UFV, localizado no municipio de Vicosa — MG, no periodo de abril
de 2021 a novembro de 2023.
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2.1. Obtencao do Enxerto

Para o presente estudo foi utilizado como material vegetal o clone (C1) de
Eucalyptus saligna, estabelecido em banco clonal in vitro, por meio da
micropropagacdo via gemas axilares. As plantas foram subcultivadas em tubos de
ensaio (vedados com tampa Bellco® culture tube closures, 25 mm) contendo 10 mL
do meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995) ou WPM (LLOYD & McCOWN,
1981), adicionado 0,3 mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,01 mg L' de acido a-
naftalenoacético (ANA), 100 mg L' de mio-inositol, 800 mg L' de polivinilpirrolidona
(Synth®), 30 g L' de sacarose e 5,5 g L' de agar (Phytotechnology). O pH do meio foi
ajustado para 5,7 + 0,1 e autoclavado a 120 °C, presséo de 1,0 Kgf cm durante 20
minutos.

A cada 20-30 dias, realizou-se o subcultivo dos explantes para novo meio de
cultura. Os dois meios foram usados de forma alternada (por exemplo, iniciou-se com
o meio JADS, no subcultivo seguinte usou-se WPM e assim por diante), isolando-se
tufos de brotacdes, padronizados com duas a trés brotacdes maiores do que 10 mm
e com adequado vigor vegetativo, para obtencdo de gemas alongadas para os
enxertos. Apds a inoculagao, os explantes permaneceram em sala de culturaa 25 £ 2
°C e fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de 50 pmol m2 s, fornecidas por
dois tubos fluorescentes branco-frios (LAmpada Fluorescente HO 110W/54 6200K T12
PHILIPS). Para obtengédo de gemas alongadas no padrdo necessario para a enxertia,

os explantes se encontravam no 8° subcultivo.
2.2. Obtencao dos porta-enxertos

Utilizou-se para a realizacao deste trabalho, porta-enxertos produzidos a partir
de sementes provenientes de “Pomares de Sementes de Autofecundacao” (ES1) de
E. saligna, e de “Area de Producdo de Sementes” (ES2) fornecidas pela empresa
CMPC - Celulose Riograndense, localizado no municipio de Guaiba — RS.

Para a obtencéo de porta-enxertos, as sementes foram previamente imersas
por um minuto em alcool etilico 70% (v/v), para quebra de tensao superficial, seguido
da imersdo em uma solugao de hipoclorito de sédio 5% (v/v), acrescido de uma gota
de Tween 20 para cada 100 mL de solucdo, permanecendo imerso sob agitacao
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constante por 15 minutos. Ao final do processo as sementes foram enxaguadas por
cinco vezes em agua destilada autoclavada.

As sementes foram germinadas in vitro, a partir da inoculacdo em tubos de
ensaio (vedados com tampa Bellco® culture tube closures, 25 mm) contendo 10 mL
do meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), com metade da forca ibnica,
acrescido de 15 g L' de sacarose, 50 mg L' de mioinositol, 400 mg L' de
polivinilpirrolidpna (PVP), e 5,5 g L' de &gar (Phytotechnology). As culturas foram
mantidas por sete dias na auséncia de luz e posteriormente transferidas para sala de
crescimento sob fotoperiodo de 16 horas, com irradidncia de 50 uymol m? s
(quantificada por radiémetro, LI-COR®, LI-250A Light Meter) e temperatura de 25 + 2
°C.

2.3. Enxertia in vitro

A execucdo da enxertia in vitro foi realizada no Laboratério de Cultura de
Tecidos Il - BIOAGRO/UFV, Vigcosa/MG.

A partir de um banco clonal in vitro j& estabelecido, micropropagado pela
proliferacdo de gemas axilares, obteve-se 4&pices caulinares (enxertos), com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento e dois a trés pares de folhas totalmente
expandidas. Esta técnica foi realizada com o auxilio de lupa binocular (Lupa
Microscopio Estereoscépio 40x DI-724, Digilab®), em que as gemas alongadas in vitro
(Figura 1 A) foram retiradas dos tubos de ensaio e colocadas sobre papel de filtro
(estéril) e umedecido com agua estéril e, em seguida, realizado o corte em duplo bisel
na porcao basal do apice caulinar.

Os porta-enxertos (Figura 1 B) foram selecionados, apdés 30 a 45 dias da
germinacdo, apresentando sistema radicular bem desenvolvido e completo, com
altura minima do coleto, em relacado ao primeiro par de folhas cotiledonares, com no
minimo 1,5 cm e desenvolvimento da parte aérea normal (apice normal, sem
deformidades). Assim, a parte aérea foi decapitada abaixo da primeira folha
cotiledonar, a fim de evitar brotagdes indesejadas.

Apbs o devido preparo do porta-enxerto e do enxerto (Figura 1 C), em
condigbes assépticas, sob lupa binocular e com o auxilio de pingas, procedeu-se a
unido de ambas as partes (Figura 1 D). Em seguida, as plantas enxertadas foram
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inoculadas em tubos de ensaio (vedados com tampa Bellco® culture tube closures, 25
mm) (Figura 1 D) contendo 10 mL do meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995),
acrescido de 0,1 mg L' de BAP; 0,1 mg L' de ANA, 100 mg L' de mio-inositol, 800
mg L de polivinilpirrolidona (Synth®), 30 g L' de sacarose e 5,5 g L' de agar
(Phytotechnology). O pH do meio foi ajustado para 5,7 £ 0,1 e autoclavado a 120 °C,
pressdo de 1,0 Kgf cm2 durante 20 minutos.

Figura 1 - Etapas da enxertia in vitro em clone de E. saligna. (A) gema alongada do
clone C1 (Barra = 10 mm); (B) porta-enxerto juvenil de E. saligna (Barra = 10 mm);
(C) enxerto e porta-enxertos confeccionados e antes da unido (Barra = 10 mm); (D)
planta apds enxertia e inoculagdo em meio de cultura contendo carvao ativado (Barra
=10 mm); a seta vermelha indica local da unido das plantas; (E) desenvolvimento em
altura do enxerto apds 55 dias apo6s enxertia (Barra = 10 mm) e o circulo vermelho
indicando a parte utilizada para confec¢ao do enxerto do Il subcultivo; (F) enxerto do
Il subcultivo apds introdugcao em tubo de ensaio (Barra = 10 mm).

2.4. Fontes de luz no cultivo in vitro dos enxertos

Apés a enxertia, as plantas enxertadas em ES1 e ES2, permaneceram por 55

dias em sala de crescimento com o0s seguintes tratamentos de luz:

L1: 55 dias sob Luz fluorescente branca (FB) fornecida por dois tubos fluorescentes
(HO Sylvania T12, 110 W, Sao Paulo, Brasil);

L2: Sete dias sob Luz LED Vermelha/Azul (LVA), divididas proporcionalmente em
50:50, e, em seguida transferidas para a LED Vermelha/Azul, fornecida por dois
canais de lampadas (LA, 1:99) por mais sete dias. Por fim, foram transferidas para luz
branca fluorescente (FB) até completarem 55 dias. A luz LED Vermelha/Azul foi
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fornecida por dois canais de lampadas (LabPARLL-HR / DB480, 11,6 W, LabLumens®,
Carapicuiba, SP, Brasil).

O fotoperiodo foi de 16 horas, na qual ambas as fontes de luzes foram
padronizadas em 50 pmol m= s (quantificada por radiémetro, LI-COR®, LI-250A Light
Meter) e temperatura de 25 + 2 °C.

2.5. Delineamento experimental e analise de dados

Para este estudo, o experimento de enxertia in vitro foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado com esquema de parcelas subsubdivididas,
contendo quatro repeticoes. As parcelas foram constituidas pelos tratamentos de
fontes de luz (L1 e L2), as subparcelas corresponderam a dois tipos de porta-enxertos
(ES1 e ES2) e as subsubparcelas, constituidas pelos cinco subcultivos (1, II, Ill, IV e
V). Cada unidade experimental foi constituida por 5 plantas.

Os parametros avaliados foram quanto a percentagem de sobrevivéncia,
tamanho (a partir do local enxertado até o apice da brotagcao principal) e vigor dos
brotos avaliado com base, em uma escala de notas de 1 a 3, onde 1: Ruim, 2: Médio
e 3: Otimo (Figura 2).

Figura 2 - Caracteristicas observadas para a avaliagao de vigor dos enxertos
aos 55 dias apos enxertia: 1: ruim; 2: médio; 3: étimo. (Barra = 1 cm), para o clone C1
(E. saligna).

Ao completarem 55 dias, a partir dos enxertos, foi realizada nova enxertia
utilizando brotacbes com aproximadamente 1,5 cm de comprimento, seguindo a
mesma metodologia ja descrita para enxertia in vitro. Compondo assim os subcultivos
da enxertia seriada. Para isto, foram selecionadas plantas enxertadas (I subcultivo)
com brotacdes superiores a 1,5 cm de comprimento e dois a trés pares de folhas
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totalmente expandidas. Em um novo porta-enxerto, preparado para confeccdo de
enxertos para compor o tratamento do Il subcultivo, realizou-se o mesmo
procedimento mencionado no item 2.3. Este procedimento foi realizado até a obtencgéo
dos cinco subcultivos.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e suas meédias
comparadas pelo teste Duncan em nivel de 5% de significancia. A andlise dos dados
foi realizada no software estatistico R versao 3.5.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A enxertia in vitro tém aplicabilidade na limpeza clonal e no revigoramento/
rejuvenescimento de material vegetal quando utilizado porta-enxerto de material
juvenil. O rejuvenescimento tem como objetivo a reverséo do estadio adulto para uma
condicdo mais juvenil, melhorando o vigor da planta enxertada. Neste sentido, no
presente trabalho foram observadas diferencgas significativas em relacao a altura dos
enxertos avaliados, para os dois porta-enxertos e para os subcultivos.

Com base nos resultados obtidos para a avaliagdo de sobrevivéncia dos
enxertos avaliados apos 55 dias de sua execugdo, a média obtida foi de 94% com
valores variando de 79 a 100%, o qual pode ser considerada uma étima resposta visto
ao vigor das plantas (Tabela 1).

Tabela 1 - Sobrevivéncia e vigor da enxertia in vitro, avaliados por porta-enxerto (ES1
e ES2), fontes de luz (L1 e L2) e enxertia seriada (I, Il, Ill, IV e V), avaliados aos 55
dias de idade ap6s execucao da enxertia para o clone C1 de E. saligna.

Enxertia Seriada (Subcultivos)
Porta-enxerto | FontedeLuz | I | 0 | m | v v
Sobrevivéncia dos Enxertos (%)

ESi L1 79 94 87 100 92

L2 89 100 100 100 100

L1 89 94 88 100 100
ES2

L2 83 93 88 100 100

Vigor (1-3)

L1 1,9 2,4 2,5 2,8 2,9
ES1

L2 1,9 2,7 2,6 2,5 2,9

L1 1,9 2,2 2,5 2,3 2,3
ES2

L2 2,0 1,9 2,5 2,2 25
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Foram observadas diferengas significativas para a altura das plantas,
mediante a andlise separada do tipo de porta-enxerto e os subcultivos (Figura 2). Para

os parametros de vigor e pegamento nao foi observada diferenca entre os tratamentos

avaliados.
3.1. Efeito do porta-enxerto na enxertia in vitro

Em relacao aos porta-enxertos (ES1 e ES2) foi observado que o ES1 (22,08
mm) apresentou valores médios de altura das plantas enxertadas, significativamente

diferentes (Figura 2), quando comparado ao ES2 (18,60 mm).

25 T

20 4 b

10 +

Altura (cm)

0 t t
1 2

Porta-enxertos

Figura 2 - Médias de crescimento em altura das plantas enxertadas em dois porta-
enxertos juvenis de E. saligna (ES1 e ES2), avaliados aos 55 dias apos a realizagao
da enxertia in vitro. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferentes pelo teste de
Duncan, em nivel de 5% de probabilidade.

Ambos os porta-enxertos sdo da mesma espécie do clone utilizado como
enxerto. Todavia, o porta-enxerto ES1 é progénie do enxerto (C1) utilizado,
explicando, em parte, a compatibilidade entre eles, melhorando significativamente os
resultados de desenvolvimento das brotagdes. A afinidade entre o enxerto e o porta-
enxerto € um fator essencial na enxertia que compreende desde aspectos
morfoldgicos, fisiolégicos, anatémicos e bioquimicos de uma planta (YIN et al., 2012;
WENDLING et al., 2017). Ainda, foi observada elevada taxa de pegamento, fato este
que pode estar atrelada a afinidade entre porta-enxerto e enxerto, bem como o uso

de porta-enxertos juvenis (provenientes de sementes).
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Segundo Roncatto et al. (2011), a maior afinidade entre enxerto e porta-
enxerto, aumenta as chances de sucesso na enxertia. Quanto mais maduros e
complexos forem os tecidos ou 6rgaos das plantas utilizadas, mais dificil se torna o
sucesso da enxertia.

Além disso, para Gaspar et al. (2017), as caracteristicas juvenis associadas a
qualidade do material utilizado na propagagao e a técnica de aplicagdo podem resultar
em maior taxa de sobrevivéncia e vigor do enxerto. Em Araucaria angustifolia os
autores utilizaram porta-enxertos com idades igual a 8 e 35 anos, sendo que as
melhores taxas de sobrevivéncia foram detectadas nos mais jovens (71,9%), em
comparacao aos porta-enxertos mais velhos (6,25%).

Em contrapartida, Bandeira et al. (2006), na enxertia in vitro de dois clones
hibridos de Eucalyptus urophylla e E. grandis em porta-enxertos juvenis obtidos por
sementes de Eucalyptus grandis e E. urophylla e germinadas in vitro, observaram, aos
50 dias, variagdo de 20 a 93% de pegamento das plantas enxertadas. Os autores
atribuiram o baixo rendimento ao nivel de habilidade e agilidade na execucao da
enxertia.

Por outro lado, a variagéo verificada na presente pesquisa, da resposta entre
enxerto e porta-enxerto pode ser atribuida as interacées genéticas e fisioldgicas
(BANDEIRA, 2004).

3.2. Efeito dos subcultivos na enxertia in vitro

Em relacdo a altura, os subcultivos indicaram diferencas entre si, com uma
tendéncia de efeito positivo a cada subcultivo (16,64; 19,93; 18,79; 24,05; 23,33 mm
do | ao V subcultivos, respectivamente), avaliados aos 55 dias apés enxertia (Figura
3).

O crescimento em altura das plantas enxertadas de forma seriada in vitro, nos
subcultivos | e IV foi de 16,6 mm a 24,2 mm, respectivamente. Para o género
Eucalyptus destaque-se que existe caréncia de pesquisas que abordem o0s possiveis

efeitos da enxertia seriada, tanto in vitro quanto ex vitro.
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Altura (cm)
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Subcultivos
Figura 3 - Média de crescimento em altura das plantas enxertadas de forma seriada

in vitro (1 ao V subcultivo), avaliados aos 55 dias apds a realizagdo da enxertia in vitro,
para o clone C1 (E. saligna). Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Estudo com outras espécies, a exemplo llex paraguariensis, mostrou
diferencas em relacdo ao comprimento médio de brotagdes, em trés subcultivos
avaliados. Os autores concluiram que os sucessivos subcultivos resultam em
melhorias para os parametros de sobrevivéncia e vigor dos enxertos (SANTIN et al.,
2015). Em concordancia, Huang, et. al. (1992), observaram na enxertia in vitro seriada
em citros (material adulto, em fase de frutificagdo) melhora em relagdo ao
comprimento dos caules avaliados, conforme aumentava-se os subcultivos (1 a 7
subcultivos). As plantas apresentaram de 2,3 a 3,0 cm de comprimento
(respectivamente), corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que a metodologia de enxertia in vitro utilizada
foi eficiente para o clone C1 (E. saligna) e nas condi¢des deste experimento, sendo
as fontes de luz utilizadas indiferentes no cultivo. Os melhores resultados quanto ao
desenvolvimento em altura foram observados para o porta-enxerto ES1 e no IV
subcultivo, concluindo que o tipo de porta-enxerto tem efeito na enxertia, bem como a
realizagdo da enxertia, de forma seriada, mostraram tendéncia de efeito positivo.
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CAPITULO 2: EFEITO DA ENXERTIA SERIADA in vitro NA PROPAGAGAO
CLONAL POR MINIESTAQUIA DE Eucalyptus spp.

RESUMO: O género Eucalyptus € amplamente propagado pela miniestaquia. Para o
sucesso deste método € imprescindivel a formagéo de raizes adventicias que refletira
diretamente na qualidade da muda produzida. A enxertia seriada in vitro, tem sido
indicada na literatura cientifica como técnica de rejuvenescimento vegetativo, visando
contornar algumas dificuldades da micropropagacéao, e por consequéncia maximizar
a propagacéao clonal na condigdo ex vitro, como a recalcitrdncia ao enraizamento
adventicio. Considerando o] potencial uso desta técnica no
revigoramento/rejuvenescimento, o objetivo deste trabalho foi avaliar microcepas
obtidas a partir da técnica de enxertia in vitro seriada, estabelecidas em minijardim
clonal na condi¢ao ex vitro, quanto a producéao e enraizamento das microestacas. Foi
implantado um minijardim clonal na condicdo ex vitro (viveiro), composto pelos
tratamentos: microcepas provenientes de enxertia in vitro - | subcultivo (T1);
microcepas provenientes de enxertia in vitro - Il subcultivo (T2); microcepas
provenientes de enxertia in vitro - Ill subcultivo (T3); microcepas provenientes de
enxertia in vitro - IV subcultivo (T4); microcepas provenientes de micropropagacao
subcultivadas 13 vezes (T5); minicepas advindas de enxertia ex vitro (T6) e minicepas
provenientes de miniestacas (T7). Os dados foram coletados ao longo das quatro
estacbes do ano quanto a produtividade em microestacas/microcepas e
miniestacas/cepas, bem como foram realizadas avaliagdes quanto a velocidade e
percentagem de enraizamento das microestacas e miniestacas. Apds 30 dias em pétio
de crescimento a pleno sol, foram realizadas avaliagbes da sobrevivéncia,
enraizamento, vigor, altura, didmetro de colo, massa seca da parte radicular e da parte
aérea da muda produzida, bem como determinou-se o volume de raiz e o indice de
qualidade de Dickson. Os resultados obtidos indicaram que as microestacas foram
significativamente superiores as miniestacas em relacdo a velocidade de
enraizamento, avaliadas em fase de casa de vegetacao, nas diferentes estacdes do
ano. Observou-se maior taxa de sobrevivéncia das mudas nas estagdes inverno e
outono, em relacdo a primavera e o verdo. Também observou-se tendéncia de efeito
positivo na produtividade das microcepas em relacao as minicepas, indicando possivel
efeito de revigoramento/rejuvenescimento decorrente da enxertia seriada in vitro. A
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micropropagacado (cultivo in vitro e enxertia in vitro seriada) teve efeito positivo na
produtividade do minijardim clonal, bem como foi observada a necessidade de menor
tempo em casa de vegetacdo para enraizamento das microestacas e para o
crescimento das mudas, em relacdo as mudas propagadas por miniestacas, conforme

observados nos parametros de qualidade de mudas avaliados.

Palavras-chaves: Propagacado vegetativa. propagacao in vitro, micropropagacao,

microestaquia, microenxertia.

1. INTRODUCAO

A implantacado de um minijardim clonal, a partir de plantas com maior grau de
juvenilidade obtida através do revigoramento/rejuvenescimento vegetativo, pode
aumentar o potencial de produgédo de brotos, bem como melhorar o potencial de
enraizamento dos propagulos e da qualidade das mudas produzidas.

Na miniestaquia, alguns clones apresentam dificuldades no processo de
enraizamento adventicio. Entre os fatores apontados para essa dificuldade, pode estar
relacionado ao fato de o material vegetal utilizado ser proveniente de plantas na fase
adulta. Neste sentido, Almeida et at. (2017), sugerem o uso da microestaquia (plantas
propagadas in vitro), podendo aumentar a capacidade de propagacao com fins
comerciais.

Assim, a enxertia, quando utilizada na forma seriada e utilizando enxertos
maduros em porta-enxertos juvenis, também tem sido indicada como técnica de
revigoramento/rejuvenescimento, podendo aumentar o potencial de enraizamento
adventicio (WENDLING et al., 2014). Da mesma forma, o uso da enxertia in vitro, ou
a microenxertia, tem sido considerada como técnica de revigoramento/
rejuvenescimento de clones (XAVIER et al., 2021). Sendo uma possivel alternativa,
principalmente quando o material genético (clone) é de valor comercial e de dificil
enraizamento, visando a microestaquia (DUTRA et al., 2009; XAVIER et al., 2021).

Em vista disso, Titon (2001) ao trabalhar com propagacao vegetativa via
miniestaquia e microestaquia de Eucalyptus, observou resultados de enraizamento
superiores na microestaquia em relagdo a miniestaquia. Essa diferenga foi melhor
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observada em clones com maior dificuldade de enraizamento, indicando, nesses
casos, possivel efeito de rejuvenescimento dos clones com o0 uso da microestaquia.

Propagulos de plantas em estagios mais avancados de maturidade, quando
passam por um maior numero de subcultivos sucessivos in vitro, espera-se uma
resposta de revigoramento/rejuvenescimento quanto a habilidade rizogénica. No
entanto, o numero de subcultivos necessarios para promover esta melhoria na
capacidade de enraizamento tem sido especifico para cada clone (MENDONCA et al.,
2020).

Neste sentido, pode-se mencionar alguns métodos utilizados para obter o
revigoramento/rejuvenescimento: a modalidade seriada aplicada a micropropagacéo,
a enxertia, e ao enraizamento de miniestacas, bem como as combinacdes desses
métodos (WENDLING et al., 2014). Assim, no rejuvenescimento de Tectona grandis
por meio da enxertia e micropropagacao seriadas, concluiu-se que a enxertia de
propagulo maduros (35 anos de idade), ndo foi eficiente para formacao de minijardim
clonal (ANDRADE, 2010). Ja o estabelecimento com mudas provenientes da
micropropagagao foi viavel.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do revigoramento/
rejuvenescimento clonal realizado por meio da enxertia seriada in vitro em um clone
de Eucalyptus sp., avaliando-se a produtividade das cepas em minijardim clonal na
condicdo ex vitro, bem como a sobrevivéncia e o enraizamento das

microestacas/miniestacas na producao das mudas clonais.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material Vegetal e Local da Experimentacao

O experimento foi conduzido no Viveiro de Pesquisa do Departamento de
Engenharia Florestal, da Universidade Federal de Vicosa - UFV, localizado no
municipio de Vicosa — MG.

De acordo com a classificacdo de Kdppen, o clima da regidao é do tipo
temperado quente-mesotérmico (Cwa), com verbes chuvosos e invernos secos;
apresenta precipitacdo média anual de 1.220 mm, temperatura maxima média de 26
°C e minima média de 14 °C.
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O clone C1 (E. saligna) foi estabelecido em minijardim clonal, em sistema
hidroponico com fertirrigacao em leito de areia, utilizando canteiro suspenso em com

cobertura plastica de polietileno transparente.

2.2. Obtencao das minicepas e microcepas

Para a presente pesquisa, buscou-se avaliar as cepas formadas a partir de
mudas produzidas pela miniestaquia, por minienxertos obtidos na condi¢ao ex vitro,
microcepas produzidas por micropropagacao (subcultivadas 13 vezes) e microcepas
provenientes da enxertia in vitro seriada (I, Il, Il e IV subcultivos).

Para a obtencdo de minicepas provenientes da enxertia ex vitro, foram
utilizados como porta-enxertos sementes de E. saligna, as quais foram colocadas para
germinar em tubete do tipo cbénico, contendo quatro frisos longitudinais e
equidistantes, com capacidade de 35 cms3, previamente desinfetados e preenchidos
com substrato comercial (Carolina Soil®, Classe LXXXVI) composto por turfa,
vermiculita, palha de arroz carbonizada, calcario e acrescido de adubacao de base
(3g/L osmocote 15:9:12 3M e 6/L de super fosfato simples P19). Para a obtencéo do
enxerto, foram utilizados brotos do clone C1 coletados em minijardim clonal,
utilizando-se a porgéo intermediaria com aproximadamente 3 cm de comprimento e
um par de folhas, com reducao da area foliar, visando diminuir a transpiracdo. Com
auxilio de um bisturi, foi realizada a decepa do porta-enxerto logo abaixo da folha
cotiledonar, para evitar surgimento de brotos indesejados, e em seguida realizou-se
corte em duplo bisel, usando a enxertia por garfagem em fenda cheia. Apds a unido
de ambas as partes, essas foram envoltas por uma fita veda rosca e transferidas para
a casa de vegetacgao climatizada (temperatura de 20 a 30 °C e umidade relativa do ar
= 80 %), até a consolidacado da enxertia. Em seguida, foram transferidas para casa de
sombra onde permaneceram até serem transplantadas no canaletdo, objetivando
constituir as minicepas a partir de minienxertia ex vitro.

As microcepas originadas da enxertia in vitro seriada foram obtidas a partir da
unido do material vegetal do clone C1, com o porta-enxerto oriundo de sementes de
E. saligna, desinfetadas e germinadas em tubo de ensaio contendo 10 mL do meio de
cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), suplementado com 15 g L' de sacarose,
50 mg L' de mio-inositol, 400 mg L' de PVP (polivinilpirrolidona) e 5,5 g L' de agar
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(Phytotechology) como agente gelificante. Apds o devido preparo do porta-enxerto e
do enxerto, em condigbes assépticas, sob lupa binocular (Lupa Microscépio
Estereoscopio 40x DI-724, Digilab®) e com o auxilio de pingas, procedeu-se a uniao
de ambas as partes em enxertia in vitro por garfagem. Em seguida, as plantas
enxertadas foram inoculadas em tubos de ensaio (vedados com tampa Bellco® culture
tube closures, 25 mm) contendo 10 mL do meio de cultura JADS (CORREIA et al.,
1995); adicionado 0,1 mg L' de BAP, 0,1 mg L' de ANA, 100 mg L' de mio-inositol.,
800 mg L' de PVP (polivinilpirrolidona), 30 g L' de sacarose, 2 g L' de carvao ativado
e 5 g L' de agar. O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 e autoclavado a 120 °C,
pressdo de 1,0 Kgf cm2 durante 20 minutos.

A partir das plantas micropropagadas foram selecionadas matrizes para a
confecg¢ao dos enxertos e minijardim clonal. Portanto, as microcepas foram obtidas a
partir do alongamento das gemas advindas da micropropagacao do clone C1. Foram
selecionadas plantas (enxertadas in vitro e micropropagadas) com no minimo 5 cm de
altura e transplantadas para tubete do tipo cénico, contendo quatro frisos longitudinais
e equidistantes, com capacidade de 35 cms3, previamente desinfetados, e preenchidos

com substrato comercial Carolina Soil® (Classe LXXXVI), acrescentado de adubacao
de base [adubo de liberagao lenta - Osmocote® 19:6:10 (3M) e Superfosfato Simples

(19)]. As plantas foram aclimatadas inicialmente em estufim no laboratério de Cultura
de Tecidos Vegetais Il, onde permaneceram por cerca de 15 dias e posteriormente
foram transferidas para o Viveiro de Pesquisa do DEF/UFV. Inicialmente no viveiro,
as plantas permaneceram por sete dias em casa de vegetacao climatizada, sendo em
seguida transferidas para casa de sombra, permanecendo por mais 20 dias, e entao
transplantadas para canaletdo no minijardim clonal.

Para a obtencdo das minicepas a partir de mudas de miniestaquia foram
coletadas brotagdes do clone C1 estabelecido em minijardim, das quais foram
confeccionadas miniestacas com cerca de 8 cm de comprimento e pelo menos dois
pares de folhas, sem reducéo da area foliar. Para o enraizamento das miniestacas,
utilizou-se como recipientes o tubete preenchido com substrato, conforme ja
mencionado anteriormente. As miniestacas permaneceram em casa de vegetacao
climatizada (umidade relativa acima de 85% e temperatura entre 20 e 30 °C) por 35
dias, sendo transferidas, em seguida, para casa de sombra por mais 15 dias para
posteriormente serem transplantadas para canaletdo no minijardim clonal.



37

2.3. Estabelecimento e manejo do minijardim clonal

As microcepas e minicepas foram estabelecidas e conduzidas em minijardim
clonal (Figura 1 A), sob sistema hidropénico em leito de areia em calhas de
fibrocimento de 0,80 cm de largura, 7,5 m de comprimento e 25 cm de altura, sob uma
estrutura de plastico de polietileno transparente com 2,5 m de pé direito.

Em julho de 2022, as mudas clonais foram distribuidas e plantadas em
espacamento de 10 x 10 cm, com 8 plantas por linha, totalizando 100 micro/minicepas
por metro quadrado e 18 micro/minicepas por tratamento. Desta forma, o minijardim
clonal foi composto por minicepas obtidas a partir de miniestaquia e minienxertia,
microcepas a partir de micropropagacao e enxertia in vitro seriada (I, Il, Il e IV
subcultivos).

Apbés a implantacdo das minicepas e microcepas (Figura 1 a) estas
permaneceram cobertas por tela de sombreamento de 50% por uma semana. Apos
duas semanas, procedeu-se a poda de formacéo, retirando-se a parte apical das
mudas para a quebra da dominéancia apical, assim induzindo as brotacdes axilares. A
poda foi realizada a 8 cm de altura de cada muda, mantendo no minimo dois pares de
folhas remanescentes por minicepa.

As plantas foram fertirrigadas por um sistema de gotejamento, automatizado,
acionados trés vezes ao dia, numa vazao diaria de 5 L/m?/dia. A solugdo nutritiva
utilizada foi composta por: nitrato de calcio (0,920 g L"), cloreto de potéssio (0,240 g
L"), nitrato de potassio (0,140 g L"), monoaménio fosfato (0,096 g L-1), sulfato de
magnésio (0,364 g L"), hidroferro (0,040 g L"), acido bérico (2,800 mg L"), sulfato de
zinco (0,480 mg L"), sulfato de manganés (1,120 mg L"), sulfato de cobre (0,100 mg
L") e molibdato de sédio (0,040 mg L"). A condutividade elétrica da solugéo nutritiva

foi mantida em torno de 2,0 mS m2, pH entre 5,5 a 6,5.
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ey A - ST BT o a St
Figura 1 - Minijardim clonal em canaletao sob sistema hidropénico em leito de areia
em calhas de fibrocimento para o clone C1 (E. saligna); (A) minicepas e microcepas
em minijardim clonal (Barra = 10 cm); (B) muda proveniente de enxertia in vitro (Barra
= 2 cm); (C) detalhe do ponto de unido entre o enxerto e o porta-enxerto (Barra = 0,2
cm).

2.4. Delineamento experimental e avaliagcoes

Para a determinacdo da produtividade de brotagdes das microcepas e
minicepas, o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado em parcelas
subdivididas, constituidas pelos tratamentos e coletadas em diferentes épocas do ano
(primavera, verao, outono e inverno). As coletas foram realizadas semanalmente,
sendo que cada coleta representou uma repeticdo, totalizando quatro coletas por
época do ano. Foram contabilizados apenas os brotos com tamanho médio de 6 cm e
com, pelo menos, dois pares de folhas.

O experimento de enraizamento de microestacas e miniestacas, foi conduzido
em blocos ao acaso constituido pelos sete tratamentos e avaliados em diferentes
épocas do ano, com quatro repeticdes e 10 microestacas/miniestacas por repeticao.

Os tratamentos foram constituidos por: microcepas provenientes de enxertia
in vitro - | subcultivo (T1); microcepas provenientes de enxertia in vitro - Il subcultivo
(T2); microcepas provenientes de enxertia in vitro - lll subcultivo (T3); microcepas
provenientes de enxertia in vitro - IV subcultivo (T4); microcepas provenientes de
micropropagacdo subcultivada 13 vezes (T5); minicepas provenientes de enxertia ex
vitro (T6) e minicepas provenientes de miniestacas (T7 - tratamento controle).

Para a produtividade de micro/miniestacas no minijardim clonal, a avaliagao
consistiu em contabilizar microestacas e miniestacas apicais produzidas por
microcepas e miniestacas, respectivamente.

As micro/miniestacas foram avaliadas quanto a sua velocidade de
enraizamento em casa de vegetacdo, obtidas pela avaliacdo da raiz aparente
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observada na extremidade inferior do tubete (raiz aparente) e contabilizadas a cada
dois dias.

Em area de pleno sol, ap6s permanecerem por 30 dias, as mudas foram
avaliadas quanto a percentagem de sobrevivéncia e enraizamento, o crescimento em
altura, o vigor, o diametro de colo, massa seca da parte radicular e da parte aérea,
bem como foi determinado o indice de qualidade de Dickson (IQD) e o volume de raiz
das mudas produzidas (Figura 2).

Os dados obtidos em fase de casa de vegetacdo, a percentagem de
enraizamento foi estimada pelo método Kaplan-Meier (Kaplan e Meier 1958); e a
sobrevivéncia, utilizou-se o teste de Log-Rank (Mantel 1966) e Wilcoxon (Gehan 1965)
para comparacao de curvas de sobrevivéncia das micro/miniestacas Para os dados
obtidos em fase de rustificacdo, foram submetidos a analise de variancia e suas
médias comparadas pelo teste de Duncan em nivel de 5% de significancia. A analise
dos dados foi realizada no software estatistico R verséo 3.5.0.

Figura 2 - Caracteristicas observadas para a avaliacao de vigor das mudas aos 90
dias de idade: 1 - ruim (auséncia de novas brotacdes); 2 - regular; 3 - médio; 4 - 6timo.
(Barra = 3 cm), para o clone C1 (E. saligna) avaliado no presente experimento.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Produtividade das microcepas/minicepas

Para a produtividade das minicepas/microcepas, foi observada diferenca
significativa entre as coletas realizadas nas diferentes épocas do ano (Figura 3),
verificando que a maior produc¢ao de micro/miniestacas foi no verdo, com média de 17

brotos (Figura 3; Tabela 1).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11056-023-09962-0#ref-CR17
https://link.springer.com/article/10.1007/s11056-023-09962-0#ref-CR22
https://link.springer.com/article/10.1007/s11056-023-09962-0#ref-CR12
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Figura 3 - Valores médios da produtividade (brot) mensal de microestaca/microcepa
(enxertia in vitro seriada e micropropagacao) e miniestacas/minicepa (miniestaquia e
enxerto ex vitro) nas diferentes épocas do ano, para o clone C1 (E. saligna). Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem significativamente, pelo teste de Duncan (P <
0,05). Dados de temperatura maxima (max) e minima (min); Fonte: INMET

Tabela 1 - Produtividade de estacas/cepas (microestacas/microcepa): T1, T2, T3, T4
e T5; e miniestacas/minicepas: T6 e T7), produzidas em minijardim clonal em sistema
hidropbnico em leito de areia, avaliados nas estagdes da primavera, verao, outono e

inverno, para o clone C1 (E. saligna).

Epoca | Coleta | T1 [ T2 [T3 [ T4 | T5 | T6 | T7 | Média

C1 5 4 4 4 4 6 3 4

C2 3 3 4 3 3 3 3 3

Primavera C3 3 2 2 2 3 3 2 2

C4 4 3 3 4 4 4 3 4

Mensal | 15 | 12 | 13 | 13 | 14 | 16 | 11 13

CH 5 5 4 3 4 6 4 4

Cc2 4 5 4 4 4 4 4 4

Verao C3 4 4 4 3 4 5 3 4

C4 6 4 5 5 5 6 4 5

Mensal | 19 | 18 | 17 | 15 | 17 | 21 | 15 17

C1 6 5 5 5 7 3 3 5

Cc2 4 3 4 4 5 3 4 4

Outono C3 3 4 4 4 4 3 4 4

C4 4 4 4 3 4 3 3 4

Mensal | 17 | 16 | 17 | 16 | 20 | 12 | 14 16

C1 2 3 2 2 2 3 2 2

C2 3 3 4 4 6 3 5 4

Inverno C3 4 5 3 5 5 5 4 4

C4 4 4 5 4 3 4 4 4

Mensal | 13 | 15 | 14 | 15 | 16 | 15 | 15 15

A produtividade média mensal de estacas/cepa foi de 15 brotos (Tabela 1),
oscilando entre 13 a 17 brotos. Segundo Trueman et al. (2013), ao avaliar a

produtividade de brotos de matrizes de Eucalyptus dunnii em resposta a temperatura,
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verificou que maiores temperaturas, 28 ¢ e 33 °C, favoreceram a produgao de estacas
em relacao a menores, 18 ¢ e 23 °C,

Os resultados do presente trabalho foram superiores aos observados em um
estudo realizado por Rocha et al. (2015), em minijardim clonal (espagamento 10 x 10
cm) mantido em sistema hidrop6nico em canaletées em leito de areia. Os autores
avaliaram a produtividade de miniestacas de um clone hibrido de Eucalyptus grandis
x E. urophylla, observaram valor maximo de 9,7 brotos.cepa’.més'. Outros resultados
semelhantes também foram encontrados para o género Eucalyptus (TITON, et al.,
2003; BRONDANI et al., 2012; PRATES, et al., 2019).

3.2. Velocidade de enraizamento das miniestacas/microestacas

Em relacdo ao enraizamento das micro/miniestacas, a primeira raiz aparente
foi observada no 15° dia do verao (Figura 4 B), 18° dia da primavera (Figura 4 A) e 19°
dia tanto no outono quanto no inverno (Figura 4 C e D, respectivamente). Para a
velocidade de enraizamento, na primavera, foi observada que os tratamentos 1, 2, 3
e 5, apresentaram enraizamento mais rapido e atingiram valores de enraizamento
superiores ao final da avaliacéo (39 dias), quando comparados com os tratamentos 4,
6 e 7. Para o verao, o tratamento 7 manteve a percentagem de enraizamento em
comparagdo com o verdo, no entanto, foi observado uma redugédo na velocidade de
enraizamento dos tratamentos 1, 3 e 5 (Figura 4 e Tabela 1).

Na avaliacdo de enraizamento das micro/miniestacas, o comportamento
rizogénico da miniestaca do tratamento 6 apresentou a menor taxa (45 e 55%),
respectivamente na primavera e no verao. As microestacas dos tratamentos 2 e 5,
apresentaram as maiores taxas (verdo e primavera, respectivamente) atingindo 80%
de enraizamento (Figura 4).

A velocidade de enraizamento no outono e inverno (Figura 4 C e D) observou-
se maiores percentagens de enraizamento para os tratamentos T6 e T5 para o outono
e T1, T4 e T5 durante o inverno. Contrariando os resultados de enraizamento
observados na primavera, verdo e inverno, foi verificado um aumento na taxa de
enraizamento no outono do tratamento T6 (Figura 4 C), visto que este apresentava
percentagem de enraizamento menor em relacdo aos demais tratamentos.
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O enraizamento das miniestacas do tratamento T7, manteve uma
percentagem meédia em relagdo aos demais tratamentos, no entanto no outono sua

percentagem foi 0 mais baixo observado (Figura 4 C).
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Figura 4 - Percentagem de enraizamento em casa de vegetacdo estimada pelo
método Kaplan-Meier para o tempo de enraizamento de microestacas (T1, T2, T3, T4
e T5) e miniestacas (T6 e T7) do clone C1 (E. saligna), avaliados durante as esta¢des
da primavera (A), verao (B), outono (C) e inverno (D).

Os resultados do teste de Log-Rank e Wilcoxon mostraram que os
tratamentos T1, T2, T3 e T5 foram significativamente diferentes dos tratamentos T6 e
T7 (Tabela 2). No entanto, os tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5 apresentaram
enraizamento semelhante entre si, bem como a comparacao entre os tratamentos T6
e T7. Os resultados sugerem que propagulos vegetativos originados das microcepas,
tendem a uma melhor resposta de enraizamento quando comparados aos propagulos

provenientes de minicepas.
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Tabela 2 - Teste de Log-Rank e Wilcoxon para comparagcdo de curvas de
sobrevivéncia de microestacas (T1, T2, T3, T4 e T5) e miniestacas (T6 e T7) do clone

C1

E. saligna), avaliados em fase de casa de vegetacao.

Log-rank test

Wilcoxon test

Tratamento X2 p-value | Tratamento X2 p-value
T1 versus T2 0,001 1 T1 versus T2 0,388 0,5
T1 ver3sus T3 | 0,001 1 T1 versus T 0,213 0,6
T1 versus T4 2,31 0,1 T1 versus T4 2,15 0,1
T1 versus T5 0,006 0,9 T1 versus T5 0,926 0,3
T1 versus T6 8,73 0,003 T1 versus T6 10,9 0,001
T1 versus T7 4.4 0,04 T1 versus T7 8,81 0,003
T2 versus T3 0,002 1 T2 versus T3 0,017 0,001
T2 versus T4 2,94 0,09 T2 versus T4 1,29 0,3
T2 versus T5 0,033 0,9 T2 versus T5 0,191 0,7
T2 versus T6 10,8 0,001 T2 versus T6 10 0,002
T2 versus T7 6,14 0,01 T2 versus T7 8,32 0,004
T3 versus T4 2,91 0,09 T3 versus T4 1,55 0,2
T3 versus T5 0,006 0,9 T3 versus T5 0,259 0,6
T3 versus T6 10,7 0,001 T3 versus T6 10,7 0,001
T3 versus T7 5,36 0,02 T3 versus T7 7,73 0,005
T4 versus T5 2,8 0,09 T4 versus T5 0,812 0,4
T4 versus T6 1,67 0,2 T4 versus T6 2,55 0,1
T4 versus T7 0,05 0,8 T4 versus T7 0,95 0,3
T5 versus T6 11 <0,001 T5 versus T6 9,05 0,003
T5 versus T7 5,76 0,02 T5 versus T7 6,65 0,01
T6 versus T7 1,72 0,2 T6 versus T7 0,903 0,3

Obs.: Os valores em negrito indicam significancia (p < 0,05).

Clones com enraizamento de estacas mais rapido podem ter sua permanéncia

em casa de vegetacao reduzida, diminuindo o tempo necessario para a formacao das

mudas. Resultados semelhantes foram observados por Oliveira et al. (2012), onde as

microestacas apresentaram maior velocidade de enraizamento em relacdo a

miniestacas. Neste sentido, segundo o mesmo autor, 0 rejuvenescimento de

propagulos pode ser avaliado através dos percentuais de seu enraizamento e pela

velocidade de enraizamento.
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3.2. Sobrevivéncia e crescimento das mudas de microestacas e miniestacas

Houve interacdo significativa “época x tratamentos” para a caracteristica
sobrevivéncia em fase de crescimento (Tabela 3). Para as demais caracteristicas

foram observadas diferengas significativas dentro de tratamentos ou dentro de época.

Tabela 3 - Médias de sobrevivéncia (Sob.), enraizamento (Enr) e vigor (Vig) de
microestacass (T1, T2, T3, T4 e T5) e miniestacas (T6 e T7), apos 30 dias em fase de
rustificacao, avaliados em diferentes épocas do ano (Epo), primavera (Pri.), verao
(Ver.), outono (Out.) e inverno (Inv.), para o clone C1 (E. saligna).

Par. Epo T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 Méd.

Pri. 80,3Abc 95,8 Aa 87,5 Aabc 75 Bc 91,7 Aab 755Ac 76,4 Abc 83,1
Sob. Ver. 8209 Aa 94,4 Aa 94,1Aa 88,2 Aba 83,1 Aa 78,3 Aa 88,8 Aa 87,1
(%) Out. 97,5Aab 850Aabc 825Abc 100,0Aa 856 Aabc 85,0 Aabc 80,0 Ac 87,9

Inv. 872Aa 947Aa  91Aa  975A  975Aa  925Aa  825Aa 918

Méd. 87 92,5 88,8 90,2 89,5 82,7 81,9 :
Pri. 782 89,6 854 70 83,4 67,5 657  77,1B
Ver. 875 80 775 92,5 85,6 85 725 7768
o ou 875 80 775 92,5 85,6 85 725 829AB
nv. 87,2 89,2 87,9 97,5 97,5 85 80 895A

Méd. 85,1 84,7 82,1 88,1 88 80.6 72.7 :
Pri. 26 24 24 2.1 2.1 19 22 23A
o Ver. 21 2.4 2,0 2.1 25 16 21 23A
us o 2 25 2,0 2.1 25 16 21 198
nv. 25 22 2.1 2.9 22 19 21 23A

Méd. 23a  24a 21ab  23a  23a 18b  21ab -

Obs.: Médias seguidas pela mesma letra mailscula na coluna, e letras mindsculas, na linha, nao
diferem pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

A porcentagem observada de sobrevivéncia de micro/miniestacas indicou
uma variacao de 75% a 100%, com média geral de 87,5% (Tabela 3). No entanto, as
maiores médias de sobrevivéncia foram observadas nas épocas de temperaturas mais
amenas do ano (87,9% e 91,8%). Dentro de tratamento foi observado diferenga no T4
(enxertia in vitro - IV Sub.), sendo observadas diferencgas entre a primavera em relagéo
ao outono e inverno. De modo geral, foi observada ligeira melhora na porcentagem de
sobrevivéncia das microestacas (enxertia in vitro) em comparagédo a miniestaquia (T7).

Para o enraizamento das miniestacas e microestacas, a média geral obtida foi
de 81,7%, com variacdo entre 65,7% e 97,5%. O enraizamento no inverno foi

significativamente superior quando comparado as observacdes de primavera e verao.
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Ja para o vigor, as notas variaram de 1,6 a 2,9, com média de 2,2. Na
primavera foi observado que o vigor do tratamento 1 (T1) foi significativamente
diferente apenas em relagédo ao tratamento 6 (T6).

Para o parametro altura das mudas, observou-se variacado de 15,7 cm a 30,3
cm (Tabela 4) e média geral igual a 23,5 cm de altura. Ja para o diametro de colo das
mudas, observou-se diferenca apenas entre os tratamentos T5 (micropropagacéao) em
relagcdo ao T6 e T7 (enxertia ex vitro e miniestaquia). Ainda as mudas dos tratamentos
advindos de cultivo in vitro (enxertia in vitro seriada e micropropagagao) apresentaram
médias semelhantes. Em relacdo as massas secas da parte aérea, da raiz e total, os
tratamentos ndo apresentaram diferencas significativas (Tabela 4).

Tabela 4 - Avaliacdo de parametros de crescimento de mudas de miniestacas e
microestacas: altura (h), diametro de colo (dc), massa seca de parte aérea (mspa),
massa seca de raiz (msr), massa seca total (mst), indice de qualidade de Dickson (igd)
e volume de raiz (vol) do um clone C1 (E. saligna), ap6s 30 dias em fase de
crescimento, avaliados nas quatro estacoes.

Tratament
0 h (cm) dc (mm) mspa(g) msr(g) mst(g) iqd vol (mL)
T1 241 a 2,9ab 1,5a 0,6a 2,1a 0,17 a 39a
T2 253 a 2,9ab 1,7 a 0,6 a 23a 0,18 a 42 a
T3 23,8 a 2,9ab 14a 0,6 a 2,0a 0,17 a 39a
T4 23,0a 2,9ab 1,9a 0,6 a 2,6a 0,20 a 4,0a
T5 25,0 a 3,2a 15a 0,5a 2,0a 0,16 a 3,8a
T6 21,0 a 2,6b 1,5a 0,5a 20a 0,16 a 3,3a
T7 22,1 a 2,6b 1,3a 0,3a 1,6 a 0,12a 29a
Epoca
Primavera 30,3 A 34A 1,6B 0,7A 24B 0,21 AB 6,0 A
Verao 25,3 B 29B 24 A 0,7 A 3,1A 0,24 A 3,6 B

Outono 15,7D 25C 12BBC 048B 1,6 C 0,17B 28C

Inverno 226 C 2,6 BC 1,0C 0,3B 1,3C 0,05 C 24C
Obs.: Médias seguidas da mesma letra maiuscula, dentro da mesma época, e letras minusculas,
dentro do tratamento, ndo diferem pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Em relagdo ao indice de qualidade de Dickson, observou-se menor média
para as mudas produzidas no inverno. Em relacdo ao volume das raizes das mudas
produzidas, houve tendéncia de menores valores nas estagdes mais frias do ano.

Para a sobrevivéncia das micro/miniestacas, foram observadas maiores
médias de sobrevivéncia das micro/miniestacas no inverno, isto pode ser explicado
devido as temperaturas mais amenas, diminuindo estresses dos propagulos. Costella
(2021), obtendo a maior média de sobrevivéncia de miniestacas de um clone de E.
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saligna, no verao (94,7%). A sobrevivéncia dos propagulos nas fases iniciais nao
assegura o éxito no enraizamento, no entanto pode preceder os resultados positivos
ou negativos do enraizamento.

Neste sentido, a média de enraizamento com melhor desempenho verificado
também foi no inverno. O que condiz com estudos registrados na literatura para a
espécie em questdo (LIMA et al.,, 2020). O oposto também foi observado, onde
temperaturas mais elevadas favoreceram o enraizamento de E. saligna (CORREA e
FETT-NETO, 2004).

Por outro lado, o0 enraizamento adventicio pode ser influenciado pelo gendtipo,
as condigdes fisioldgicas e nutricionais da fonte de propagulos, fatores ambientais
(temperatura, umidade e luminosidade), o substrato utilizado, bem como a idade
ontogenética (XAVIER et al., 2021; WILSON, 1998; BONGA e DURZAN, 1982). Para
esta pesquisa, as plantas estavam em condi¢des semelhantes e no mesmo ambiente,
desta forma sugere-se que houve alteracdao na idade ontogenética ou no vigor das
fontes de propagulos, induzidas pela técnica de propagacao vegetativa utilizada.

A propagagao vegetativa de plantas com boa formagéo das raizes adventicias
é imprescindivel e pode refletir na sobrevivéncia das mudas em campos, bem como
da boa fixacdo da planta ao solo melhorando sua resisténcia a possiveis ventos
(MOKQOTEDI et al., 2010).

Os resultados observados para o presente estudo mostraram valores
ligeiramente superiores a um estudo com miniestaquia da mesma espécie (E. saligna),
realizado por Somavilla (2018), em que observou valores médios de altura de 15,28
cm, diametro de colo de 1,85 cm, massa seca de parte aérea de 1,13 g, massa seca
de raiz de 0,24 g, massa seca total de 1,37.

Para os parametros de qualidade de mudas, no geral, as melhores médias
foram observadas na primavera e verdo. Estes resultados provavelmente se devem
ao fato dessas estagbes apresentaram maiores temperaturas, dias mais longos e
maiores valores de irradiancia (GOULART e XAVIER, 2002).

4. CONCLUSOES

e A enxertia seriada in vitro indicou ter efeito positivo na produtividade de microestacas

em minijardim clonal para o clone C1 (E. saligna);
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e As microestacas obtidas das microcepas advindas da enxertia seriada in vitro
tendem a enraizar em menor tempo em comparagdo as miniestacas; bem como
melhores respostas ao crescimento e de parametros de qualidade de mudas

avaliados.
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3. CONCLUSOES GERAIS

Diante dos objetivos propostos e nas condicbes experimentais do presente estudo,
buscou-se avaliar a enxertia seriada in vitro como técnica de
revigoramento/rejuvenescimento na propagacao in vitro e ex vitro de um clone de

Eucalyptus saligna (C1), obtendo-se os seguintes resultados e conclusdes:

1) Para a enxertia in vitro seriada como método de
revigoramento/rejuvenescimento, deve-se levar em consideragéo o tipo de porta-
enxerto utilizado, bem como o0s sucessivos subcultivos, os quais tém influéncia no

desenvolvimento dos enxertos.

2) A produtividade do minijardim clonal teve um ligeiro aumento na produtividade
de brotos, quando a fonte de propagulos era advinda de enxertia in vitro e em relagao
a miniestaquia tradicional. A velocidade de enraizamento também resultou numa
melhora, sendo necessario menos tempo de permanéncia das microestacas em casa
de vegetacdo quando comparada a miniestaquia. As caracteristicas de

desenvolvimento das mudas também foram influenciadas pela enxertia in vitro.

3) O uso da enxertia in vitro seriada para a producdo de microcepas na
implantag@o de minijardim clonal em viveiro, pode ser uma alternativa ao aumento da
produtividade, bem como melhorar a qualidade das mudas clonais produzidas por
propagacao clonal por miniestaquia.



