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RESUMO

Otimizac¢ao da produc¢ao de mudas clonais de eucalipto com o uso de

bioestimulantes

Devido a grande importancia que o género Eucalyptus apresenta, cada vez mais
estudos relacionados a otimizagao da propagacao de espécies do género vém sendo
conduzidos. Os principais entraves estdo relacionados a sua clonagem e a
recalcitrancia que algumas espécies apresentam ao enraizamento e, por essa razao, o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o uso de bioestimulantes na mini e
microestaquia de Eucalyptus spp. O presente trabalho se preocupou com o
desenvolvimento de protocolos que nao alteram excessivamente a pratica empregada
pelas empresas silviculturais. Para tanto, o trabalho foi dividido em 4 partes, sendo a
primeira composta por uma revisao sobre enraizamento (item 2), visando elucidar
todos os principais fatores que podem influenciar neste evento morfogénico. A partir
desta revisao, se iniciaram estudos praticos com espécies e hibridos do género. O
primeiro estudo (item 3) baseou-se na avaliacao da morfofisiologia de miniestacas de
trés espécies de eucalipto (E. urograndis, E. benthamii e E. urophylla) em contato com
AIB em po6 e subsequente aplicagao de tratamentos com bioestimulantes (acido tanico
e Algaren BZn® utilizados de forma isolada e/ou em associagao diretamente na base
das miniestacas. O segundo estudo (item 4) avaliou a atuagao destes mesmos
tratamentos com bioestimulantes, em microcepas de Eucalyptus urograndis em fase de
alongamento in vitro das brotagdes e sua posterior aclimatizac¢ao. Por fim, o terceiro
estudo (item 5) foi baseado na utilizacao dos tratamentos com bioestimulantes em
microestacas de E. urophylla em fase de aclimatizagado em miniestufas, sendo os
bioestimulantes aplicados na base das microestacas e na base das miniestufas
(diretamente na bandeja). Em todos os experimentos foram coletados dados
referentes aos parametros morfofisioldgicos e, observou-se no primeiro e segundo
experimento, que o 4cido tanico na concentracdo de 250mg/L, foi o melhor
tratamento empregado. J4, para o terceiro experimento, o Algaren BZn® na
concentracao de 1ml/L, apresentou resultados mais favoraveis. De acordo com as
andlises histologicas da rizogénese para todos os experimentos, verificou-se que as
raizes adventicias desenvolvidas apresentaram origem cambial e conexao direta com
o sistema vascular da parte aérea, indicando serem funcionais. O que permitiu
constatar que, de forma geral, a adicdo de bioestimulantes otimizou a produgao de
mudas clonais de Eucalyptus.

Palavras-chave: Eucalyptus spp.; Acido tanico; Extrato de alga; Rizogénese
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ABSTRACT

The optimization to producing eucalyptus clones with biostimulants

According to the great importance that Eucalyptus genus presents, more studies
are related to genus species propagation optimization have been conducted. Being
the rooting recalcitrance that some species presents the main obstacle related to its
cloning, this work had the aim to evaluate the biostimulants use in mini and
microcuttings rooting process of Eucalyptus spp. For this, the present work was
concerned with the protocols development that does not excessively alter the practice
employed by silvicultural business. For this, the work was divided into 4 parts, the
tirst have a rooting review (item 2), in order to elucidate all the main factors that may
influence this morphogenic event. From this review, practical studies with species
and hybrids of the genus were started. The first study (item 3) was based on the
minicuttings morphology evaluation of the three eucalyptus species (E. urograndis, E.
benthamii and E. urophylla) in contact with IBA in talc and the subsequent application
of biostimulant treatments (tannic acid and Algaren BZn®) used in isolation and/or in
combination directly on minicuttings base. The second study (item 4) evaluated the
performance of these same treatments with biostimulants in E. wrograndis
microcuttings on the shoots elongation stage in vitro and their subsequent
acclimatization. Finally, the third study (item 5) was based on the biostimulant
treatments use in E. urophylla microcuttings in acclimatization phase in ministuff. The
biostimulants were applied at microcuttings base and at ministuff base (directly on
the trays). In all experiments, data regarding morphophysiological parameters were
collected and it was observed in the first and second experiments that tannic acid at
250mg/L concentration was the best treatment used. For the third experiment, the
Algaren BZn® in the concentration of 1 ml/L, presented more favorable results.
According to the rhizogenesis histological analyzes for all the experiments, it was
verified that the adventitious roots developed presented cambial origin and had a
direct vascular connection with the aerial part, indicating its functionallity. This
showed that, in general, the biostimulants addition optimized the production of
clonal Eucalyptus seedlings.

Keywords: Eucalyptus spp.; Tannic acid; Seaweed extract; Rhizogenesis
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1 INTRODUCAO

Quando se pensa em floresta brasileira, a bacia Amazodnica é a primeira que
vem em mente, no entanto, a regiao nao € o principal componente do setor florestal
no Brasil. A silvicultura é amplamente aplicada no pais, principalmente como
indicadora de desenvolvimento econdmico, referente a disponibilidade de energia,
transporte, geracao de empregos com mao-de-obra qualificada ou nao, além de
mercados de produtos florestais (McNabb 2004).

Dos 7,84 milhoes de hectares de arvores plantadas no Brasil, 70% sao compostas
por eucalipto, pertencente a familia Myrtaceae que apresenta cerca de 600 espécies e
subespécies distribuidas essencialmente nos estados de Minas Gerais, Sao Paulo e
Mato Grosso do Sul (IBA 2017; Ferraz Filho et al. 2018), sendo também cultivadas em
menores proporg¢oes, nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Espirito Santo, Bahia, Goids, Mato Grosso, Tocantins, Piaui, Pard e Maranhao (IBA
2017) e sua plasticidade lhe confere excepcional dispersao mundial.

O cultivo do eucalipto para fins comerciais tem grande destaque no cendrio
econdmico, por ser o biocombustivel sdlido mais utilizado e com maior potencial de
crescimento em funcao da qualidade da madeira com sustentabilidade.

De acordo com Teixeira et al. (2009) seu uso minimiza o desmatamento e o
extrativismo de espécies nativas utilizadas por muitas décadas, como fornecedoras
de produtos de madeira solida. Seu cultivo resulta também na fabrica¢ao de papel e
celulose, esséncias florestais, além de sua efetiva aplica¢gdo na industria moveleira e
construgdo civil. A demanda de seus produtos no mercado é muito grande,
despertando investimentos em pesquisas voltadas a maximizac¢ao do cultivo, cujo
principal objetivo é o desenvolvimento de clones adaptados aos mais diferentes
ambientes.

Introduzido no Brasil no inicio do século XIX, o eucalipto, origindrio da
Austrdlia e ilhas proximas, teve seu primeiro plantio no Jardim Botanico do Rio de

Janeiro, em 1825. No entanto, as pesquisas realizadas com o género tiveram inicio
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somente no principio do século XX quando Edmundo Navarro de Andrade
implantou diversos hortos florestais da Companhia Paulista de Estradas de Ferro por
todo o Estado de Sao Paulo, sendo o de Rio Claro o mais conhecido até os dias atuais
(Pereira et al. 2000). Rapidamente, despertou-se o interesse comercial, tendo em vista
que as espécies do género apresentam rapido crescimento, podendo ser cultivadas
em diferentes solos, climas e altitudes, além da eventual resisténcia ao fogo e
varia¢Oes edafoclimaticas (Zanuncio et al. 1998; Campoe et al. 2012; Bui et al. 2016;
Nakhooda; Jain 2016).

No Brasil, o género Eucalyptus se apresenta como uma importante matriz do
agronegécio. A Industria Brasileira de Arvores (IBA), associagio responsavel pela
representacao institucional da cadeia produtiva de arvores plantadas, do campo a
industria, reine empresas e associagdes estaduais do setor e seus diversos segmentos
de atuagdo, sendo que, de acordo com seu relatério do ano-base de 2017, existem 50
empresas produtoras vinculadas e cadastradas; 9 associagOes estaduais distribuidas
ao longo do territério brasileiro e 5 empresas colaboradoras (IBA 2017).

Quando se trata de pesquisas com o tema “eucalipto” por todo o mundo,
encontram-se mais de 20 mil publica¢des na base de dados web of Science, sendo que
deste total, apenas 13 sao de 1904 a 1919, periodo em que as pesquisas com o género
foram iniciadas no Brasil; no periodo de 1920 a 1950, 68 pesquisas foram publicadas.
Um volume maior de publicacdes ocorreu nos anos de 1960, representando 119
artigos publicados apenas nesta década. No periodo das décadas de 1970 a 1990,
houve um total de 4.231 publica¢des. E, a partir de 2000 até o ano atual, ja foram
publicados 17.670 artigos sobre o tema. Sendo que deste total, 1.257 artigos cientificos
foram publicados em lingua portuguesa, tendo em vista que grande parte dos
pesquisadores brasileiros nao publica em sua lingua-mae, este ¢ um numero bem
consistente para demonstrar o quanto o tema € envolvido em pesquisas no pais.

Enfatizando sua importancia, a maior empresa produtora de papel e celulose do
mundo, foi fundada no Brasil ha 94 anos por Leon Feffer, a Suzano Papel e Celulose,

que hoje estd nas maos da terceira geracao da familia, contando atualmente com a


https://pt.wikipedia.org/wiki/Horto
https://pt.wikipedia.org/wiki/Companhia_Paulista_de_Estradas_de_Ferro
https://pt.wikipedia.org/wiki/Estado_de_S%C3%A3o_Paulo
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colaboracao direta de 8.066 profissionais, além da parceria com 11.108 terceirizados,
contribuindo para a geracao de empregos indiretos pela dinamizagao das atividades
econdmicas nas regioes de atuagao (Plano de Manejo Florestal 2016). Nao obstante,
no ano de 2018, a empresa se uniu a sua maior concorrente, a Fibria, criando uma
gigante do setor, com producao total de 11 milhoes de toneladas e, tornando-se a
quinta maior companhia em valor de mercado brasileiro, ficando atras apenas da
Petrobras, Ambev, Vale e Telefonica (Scaramuzzo 2018).

No entanto, apesar de todas as vantagens que o género Eucalyptus apresenta,
algumas dificuldades pontuais contribuem para a queda da producao, com destaque
ao acometimento de insetos, pertencentes as ordens: lepiddptera, coledptera e
principalmente, himenoptera, que agrupa as formigas cortadeiras consideradas as
principais pragas que atacam as florestas plantadas de forma intensa em todas as
épocas do ano, e em qualquer fase de seu desenvolvimento, cujo ataque pode
acarretar na desfolha total, resultando, intimeras vezes, na morte da planta
(Matrangolo et al. 2010). O problema referente a presenca de formigas no cultivo do
eucalipto, é tao sério que Marinho et. al (2002) relataram que existe maior
biodiversidade de espécies de formigas em plantios de eucalipto, do que em &reas de
matas nativas.

Outro problema bastante comum enfrentado na producdo de eucaliptos é o
ataque de patogenos, principalmente fungos, observados desde a fase de viveiro até
os plantios adultos nos mais variados locais, espécies e épocas do ano. Dentre eles
sao destacados: Oidium sp., Cylindrocladium candelabrum Viégas, Fusarium sp.,
Phytophthora sp., Pythium sp., Rhizoctonia solani (responsaveis pelo tombamento de
mudas) e Cryphonectria cubensis (causador do cancro), além da Ralstonia solanacearum
(responsavel pela murcha-bacteriana) (Santos; Auer; Grigoletti Jr 2001; Souza et al.
2010; Mafia et al. 2012).

Tanto no Brasil como em todo o mundo, florestas plantadas e nativas estao
sujeitas a incéndios, responsaveis pelos maiores danos florestais, gerando perdas

ambientais, econOmicas, sociais e humanas (Santos; Soares; Batista 2006; Parizotto et
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al. 2008). Para controlar esse infortinio, o uso de retardante do fogo é uma
alternativa vidvel que evita grandes perdas, sendo esta, uma estratégia eficaz
aplicada por inimeros produtores (Canzian et al. 2016).

Ainda relatando as dificuldades de cultivo do eucalipto e demais florestas
plantadas, ressaltamos as geadas constantemente enfrentadas, tanto no sul do Brasil,
como em outras regides frias do mundo, tornando-se um fator limitante para a
producao, pois se as plantas forem expostas por um periodo de cinco dias ao frio
intenso, poderao sofrer danos severos, como queda das folhas, necrose do ponteiro
apical ou até morte da planta. As plantas que apresentam resisténcia a geadas exibem
mecanismos de prevencao e tolerancia, em condi¢des de temperaturas abaixo de 0°C,
o metabolismo celular é afetado, reduzindo ao minimo as fungdes fisiologicas mais
importantes (Higa et al. 2000). Além disso, a falta de opg¢des de espécies de Eucalyptus
que sejam tolerantes a este evento da natureza, acarreta em limitagoes da expansao
do cultivo do género no Sul do Brasil, sendo as espécies E. benthamii e E. dunnii
alternativas potenciais para o empreendedor florestal nesses casos (Brondani et al.
2009).

Outro exemplo de fatores adversos aos quais os eucaliptos podem ser
submetidos, sdo secas severas que, de acordo com Valdés et al. (2013), quando as
arvores percebem o déficit hidrico ativam multiplas respostas para sincronizar seu
desenvolvimento e suas atividades moleculares, visando garantir sua sobrevivéncia
(Santos; Schumacher 2016).

O processo de implantagao de florestas de eucalipto se inicia com a propagacao
de mudas e, a qualidade e sanidade destas sao fundamentais para o sucesso e
desenvolvimento de individuos com alta produtividade. Como se nao bastassem os
problemas abordados, nos deparamos, nesta fase, com um gargalo no cultivo do
género que, apesar de sua ampla plasticidade, muitas espécies, ou clones,
apresentam diferentes formas de desenvolvimento, necessidades nutricionais
especificas, seletividade quanto a aeragao do substrato, disponibilidade de agua e

distintos manejos (Higashi; Silveira; Gongalves 2000).
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A produgao de mudas de eucalipto é realizada essencialmente via reproducao
sexuada ou seminal, gerando individuos com acentuada variabilidade genética. A
producao pode se dar também por propagacdo clonal resultando em propagulos
vindos da planta matriz. Este altimo método conserva o mesmo material genético da
planta original, razao pela qual os novos individuos sao designados clones (Almeida
2012; Baccarin 2012), mesmo que se considere as constantes variacdes epigenéticas
(Higashi; Silveira; Gongalves 2000).

A obtencdao de mudas via propagacao clonal oferece vantagens significativas,
ponderando que € possivel multiplicar macicamente gendtipos superiores
previamente selecionados de populacdes naturais oferecendo maior eficiéncia no
manejo florestal, além de melhor utilizacao do produto final (Hartmann et al. 2002;
de Almeida et al. 2015). Com esse objetivo e visando maximizar a producao de
mudas, de acordo com interesses economicamente especificos, matrizes sdo
selecionadas para programas cldssicos de melhoramento, auxiliando assim, na
garantia da superioridade e homogeneidade das plantas (Baccarin 2012).

Dentre os métodos de obtencao de mudas aplicados na propagagao do
eucalipto, a estaquia é realizada a partir do enraizamento de estacas caulinares,
sendo um dos métodos pioneiros de propagagao clonal. No entanto, muitas vezes o
uso desta técnica ndo € o mais indicado, pois, como descreve Brondani (2012), os
problemas relacionados ao enraizamento sdao mais frequentes neste tipo de
propagacao clonal, observados principalmente em darvores adultas devido a alta
producao de produtos considerados inibidores do enraizamento que, podem ser
solucionados pelo uso de técnicas como mini e microestaquia.

A miniestaquia é similar a técnica de estaquia convencional, no entanto,
algumas metodologias distintas permitem melhorar a qualidade da muda e seu
respectivo enraizamento. Apds a formagao do minijardim clonal, composto de
minicepas cujo dpice da brotacao é podado emitindo novas brotagdoes que poderao
ser coletadas para utilizagdo como miniestacas. No caso da microestaquia, utiliza-se

microcepas oriundas de propagacao in vitro que, por terem sido submetidas aos
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processos de micropropagagao, apresentam maior grau de juvenilidade em
comparagao as minicepas (Xavier; Silva 2010). Em funcdo disso, o Eucalyptus é o
género florestal que mais possui estudos relacionados com a micropropagacao
(Dutra;, Wendling; Brondani 2009), técnica in wvitro que permite alta taxa de
multiplicacdo, possibilitando clonagem de espécies e hibridos de alto valor e dificil
enraizamento (Ratniekes; Assis 1993; Xavier; Silva 2010).

Dada a necessidade e importancia das raizes para o desenvolvimento normal
do propdagulo, o enraizamento adventicio consiste em um passo essencial para o
sucesso destas técnicas, uma vez que, obviamente o propagulo necessita da
existéncia deste 6rgao para continuar seu desenvolvimento, tendo em vista que as
raizes podem ser induzidas artificialmente por varios métodos, no processo de
propagacao clonal, tais como estaquia convencional, miniestaquia e microestaquia.

Todavia, em qualquer um desses métodos de clonagem abordados, tanto para
fins comerciais, como em programas de melhoramento genético, as dificuldades de
enraizamento sao enfrentadas, em funcao da recalcitrancia as vias morfogénicas de
rizogénese, ou seja, ampla dificuldade ao enraizamento, como reportado na década
de 1990 por Assis (1997), onde o autor salientou que, a reducao gradual do potencial
de enraizamento do eucalipto pode estar envolvida com o envelhecimento
ontogénico das matrizes selecionadas. Os autores de Almeida et al. (2017) refor¢am
as observagoes de Assis (1997) salientando que a propagacao clonal de espécies
lenhosas apresenta grande limitagdo em comparagao com espécies herbdaceas, por
serem recalcitrantes a rizogénese.

A variacao na capacidade de enraizamento existente, nao somente entre as
espécies, mas também, entre clones da mesma matriz de eucalipto, sendo entao, um
grande inconveniente no cultivo do género (Ferreira et al. 2004).

O enraizamento e a qualidade do sistema radicular garantem que a muda se
desenvolva de maneira satisfatéria até que seja levada ao campo. Entretanto,
microestacas, ou seja, plantas que foram micropropagadas e aclimatizadas em

situacdo ex wvitro, acarretam alguns problemas de ordem pratica e financeira,
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considerando a expressiva fragilidade do sistema radicular do jovem clone, sendo a
transferéncia da planta para as condigdes ex vitro, uma pratica bastante lenta e
consequentemente, onerosa. Essas observacoes se pautam em fung¢ao da necessidade
da total retirada do dgar que envolve o sistema radicular, pois além de injtrias que
podem eventualmente ocorrer, o resto de agar potencializara a contaminagao do
substrato, acarretando na perda da muda.

Uma das grandes limitagdes da micropropagagao € o alto investimento em
instalagoes e manuteng¢dao de um laboratdrio, resultando em aumento do custo de
producao das mudas e também, na necessidade de desenvolvimento de protocolos
especificos para diferentes espécies ou clones, bem como a recalcitrancia de espécies
lenhosas a propagacao in vitro e seu posterior enraizamento ex vitro (Xavier; Otoni;
Penchel 2007; Dutra; Wendling; Brondani 2009). Trabalhos como de Brondani et al.
(2012); Baccarin et al. (2015) e Oliveira et al. (2015) mostram a importancia e a
necessidade do desenvolvimento destes protocolos para o sucesso na aclimatizagao
ex vitro, bem como na producao de mudas de Eucalyptus.

O enraizamento adventicio € a chave para a obtencao de sucesso nas técnicas de
clonagem seja in vivo e/ou in vitro de espécies florestais, principalmente do género
Eucalyptus. Considera-se que o processo de enraizamento pode ser dividido em trés
fases: indugao, formagao e expressao. A primeira relaciona-se a eventos bioquimicos
e moleculares em células indiferenciadas, ao passo que a formagao radicular é
caracterizada por divisOes celulares, organizacdo dos primdrdios radiculares e seu
crescimento. J4, a fase de expressao € caracterizada pelo desenvolvimento dos
primdrdios radiculares e sua emergéncia (Li et al. 2009). Diferentemente das raizes
tipicas, que possuem origem embriondria, as raizes adventicias tém origem bastante
diversificada, uma vez que se desenvolvem a partir de caules, folhas e outros érgaos
da planta que nao sejam a propria raiz e, portanto, podem ter origem em diferentes
tipos celulares, de acordo com o tecido no qual elas sao diferenciadas (Almeida;

Almeida 2014; Bellini; Pacurar; Perrone 2014).
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Estudos tém demonstrado que o enraizamento adventicio, além de ser
controlado por fatores genéticos, é fortemente influenciado por estimulos ambientais,
dentre os quais se destacam a luz, temperatura, nutri¢ao, auxinas e a interacao com
microrganismos, a qual vem sendo amplamente estudada, principalmente no que se
refere a resisténcia vegetal a possiveis patdgenos. Todas as plantas sao hospedeiras
de comunidades microbianas em sua superficie (microrganismos epifiticos) e no
interior de drgaos, tecidos e células (endofitos e endosimbiontes) (Almeida et al.
2009; Guttman; McHardy; Schulze-Lefert 2014).

Andreote (2007) relatou que existem bactérias cujas associagdes sao benéficas as
plantas, incluindo desde os intimos simbiontes, como rizdbios, até as espécies
saprofiticas de vida livre, que proporcionam o aumento da disponibilidade de
nutrientes, como também podem atuar suprimindo o desenvolvimento de potenciais
fitopatogenos. O autor reforca ainda que, muitas destas bactérias podem produzir
auxinas, etileno, citocininas, vitaminas e outras substancias diretamente envolvidas
com o desenvolvimento vegetal, podendo atuar positivamente sobre a produtividade
no campo.

As plantas podem recrutar membros da comunidade microbiana do solo para
feedbacks positivos, porém, os mecanismos e caracteristicas do vegetal que guiarao a
montagem e a fungao exercida pelo microbioma sao, ainda em parte, desconhecidos
(Pérez-Jaramillo; Mendes; Raaijmakers 2015).

No solo existem regides que sofrem maior influéncia da atividade microbiana,
como € o caso da rizosfera, definida por Hiltner (1904) como a regiao ao redor das
raizes, geralmente com 1 a 3 mm, onde hd crescimento bacteriano e pode variar de
acordo com fatores relacionados ao solo, espécie vegetal e sua idade (Campbell;
Greaves 1990). Cook et al. (1995) postularam que as plantas podem modular o
microbioma da rizosfera em beneficio proprio, estimulando seletivamente
microrganismos que sejam favoraveis para seu crescimento e desenvolvimento. No
.

entanto, a partir de 2007, Cardoso e Nogueira, estabeleceram a rizosfera como “a

regidao do solo que recebe influéncia direta das raizes, possibilitando proliferacao
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microbiana”. Acucares e aminodcidos sdo exsudados pelas plantas, formando um
ambiente muito dindmico e competitivo, tornando-se assim, propicio ao
desenvolvimento microbiano. Acrescenta-se ainda que, estes exsudados que
determinam o tipo da comunidade microbiana na rizosfera, sugere-se que plantas
diferentes tenham sele¢do de microrganismos da rizosfera distintas, responsaveis por
suprir da melhor forma possivel seu desenvolvimento, o que possivelmente ocorra
devido a diferenciacdo existente entre exsudados radiculares para cada espécie, a
interacdo existente entre bactérias e plantas hospedeiras, €, portanto, especifica e
complexa e, desta forma, os exsudados de raizes podem surgir resultando uma
inducao da expressao génica bacteriana (Taghavi et al. 2010; Mendes et al, 2011;
Lundberg et al. 2012). Considerando-se que esses exsudatos determinam o tipo da
comunidade microbiana na rizosfera, pondera-se que plantas diferentes tenham
selecdo de microrganismos distintos, responsaveis por suprir, da melhor forma
possivel, seu desenvolvimento (Mendes et al. 2011), modificando fisiologica e
bioquimicamente as células vegetais (Batagin-Piotto 2013).

Além da interagao microbiana com a planta, podem atuar sobre o fendmeno
morfogénico, os reguladores de crescimento vegetais, cujo papel é fundamental para
a rizogénese podendo atuar de formas distintas de acordo com a espécie
(Lakshmanan; Selvaraj; Bais 2014), sejam eles enddgenos ou exdgenos. Dentre os
compostos endogenos que apresentam atividade auxinica e comercialmente
disponiveis, destacam-se o acido indolacético (AIA) e o acido indolbutirico (AIB), os
quais sao amplamente utilizados na indugao de raizes adventicias nos sistemas de
propagacao assexuada in vivo e/ou in vitro (Ludwig-Miiller 2000; Marchioro 2005; Li
et al. 2009). Sua aplicacdo proporciona maior porcentagem, velocidade, qualidade e
uniformidade de enraizamento (Hartmann et al. 2002). Existem trabalhos que
descrevem o uso destes reguladores de crescimento com substancias como
compostos fenodlicos (Curir et al. 1990; Prado 2014), bem como a combinac¢ao dos
micronutrientes zinco e boro, sendo que as fungdes mais conhecidas do zinco nas

plantas sdo: participacdao na sintese do AIA (4cido indolacético) importante para o



22

RNA, pois inibe a RN Ase que hidrolisa 0 RNA; redugao do nitrato a nitrito, oxidases
e outras (Malavolta; Vitti; Oliveira 1997) e, na célula vegetal, o boro participa da
divisao celular, aumento no tamanho das células, transporte de carboidratos da folha
para outros drgaos (Malavolta 1980) e atua como agente morfogenético (Spurr 1957).

A importancia de compostos fenolicos, oriundos do metabolismo secundario
das plantas durante o processo de enraizamento foi constatada em trabalhos
classicos, como as pesquisas desenvolvidas por Bartolini; Tattini (1986) e Curir et al.
(1990), os quais mostram que sua associa¢do com auxinas, favorecem este evento
morfogénico. A biossintese dos compostos fenolicos ocorre a partir de diferentes
rotas e, de acordo com Taiz; Zeiger (2009), esta € a razao pela qual este é um grupo
tao heterogéneo metabolicamente. Os produtos fendlicos vém sendo utilizados
principalmente por sua agao antipatogénica além de atuar como reguladores de
crescimento (Almeida 1999) e, quando aplicado em plantulas de Eucalyptus grandis in
vitro, favoreceu o enraizamento e o sistema aéreo destas (Lima 1998).

Outros produtos utilizados visando a otimizacao do cultivo de espécies vegetais
de interesse comercial, tais como feijao, soja, milho e trigo, sdo os extratos de algas,
aplicados como fertilizantes e bioestimulantes. Os resultados obtidos com esses
produtos demonstram melhoria na germinagao, no estabelecimento da plantula além
de aperfeicoar o sistema radicular, refletindo no estabelecimento em campo e na
produtividade vegetal (Carvalho; Castro 2014; Arauajo 2016).

E importante reforcar que um sistema radicular adventicio bem formado,
exibindo uma arquitetura o mais préximo possivel ao sistema radicular tipico, é
fundamental, porém, a funcionalidade desse sistema para que a planta formada
apresente um bom desenvolvimento € essencial. Por exemplo, raizes que tem origem
de calos (presenga frequente em estacas de eucalipto) podem ocasionar no
tombamento da muda pela fragilidade de fixagao da planta ao solo, além de gerar
um déficit de transporte organico e inorganico por nao ter uma conexao vascular
direta das raizes adventicias com a base da estaca, portanto, é imprescindivel que as

raizes adventicias formadas, sejam provenientes do cambio da base da estaca. Nao
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obstante, também € indispensavel uma perfeita conexao vascular entre raiz
adventicia e estaca, de maneira a permitir uma eficiente via xilematica e floematica
entre os sistemas aéreo e radicular, garantindo o bom desenvolvimento da nova
planta.

Em funcdo de sua importancia e visando a otimizagao da producgao de clones de
eucaliptos com gendtipos superiores o objetivo deste trabalho foi determinar
protocolos de enraizamento de mini e microestacas de Eucalyptus, por meio da
aplicacao de bioestimulantes, acido tanico e Algaren BZn® (extrato da alga Ecklonia
mdxima suplementado com os micronutrientes Boro e Zinco). A escolha desses
produtos foi pautada nos resultados obtidos em pesquisas realizadas com extratos de
alga e a atividade do acido tanico sobre o enraizamento de angico do cerrado,
trabalhos realizados respectivamente, por (Carvalho; Castro 2014; Aratjo 2016;

Almeida 1999).
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2 REVISAO ENRAIZAMENTO

2.1  Formacao e desenvolvimento das raizes

As plantas evoluiram para se adaptarem aos mais distintos habitats e gragas a
plasticidade fenotipica que apresentam, sdo encontradas nos mais diversos
ambientes, sejam estes, terrestres, aquaticos e aéreos (Ge et al. 2018). A conquista do
meio terrestre exigiu das plantas o desenvolvimento de raizes com uma rede de
vasos condutores capazes de estabelecer o contato entre o sistema subterraneo e o
sistema aéreo, raizes e copa, respectivamente. Portanto, h4 de se saber que todas as
plantas vasculares sao dotadas de raizes, estruturas fundamentais que, como
ressaltam os autores Almeida e Almeida (2014), a distin¢do dos tipos de raizes é
estabelecida de acordo com a sua origem embriondria (tipica) e ndao embriondria
(adventicia).

As raizes de origem embriondria sao denominadas raizes tipicas, cujo
desenvolvimento se da a partir do polo radicular embriondrio, originando a radicula
que formara a raiz primaria, a qual, juntamente com suas ramificagdes (ou raizes
secunddrias) desenvolverd um sistema radicular pivotante nas Gimnospermas e
Eudicotileddneas. Ja, em Monocotiledoneas, o sistema radicular é fasciculado,
formado por raizes adventicias com origem nao embriondria, a partir do caule, folhas
ou qualquer outra parte do vegetal que nao seja a raiz primdria e suas ramificagdes
(Appezzato-da-Gldria; Hayashi 2006; Almeida; Almeida 2014).

A formacao de raizes adventicias faz parte do desenvolvimento vegetal e
ocorre naturalmente em varias espécies, sendo importante ndo somente para a
estruturacdo do sistema radicular fasciculado em Monocotiledoneas, mas também na
reproducao assexuada de diversas espécies de plantas, como um fendémeno
adaptativo a mudangas ambientais, tendo em vista que o propagulo necessita da
existéncia deste 6rgao para continuar seu desenvolvimento separado e independente

da planta matriz (Bellini; Pacurar; Perrone 2014; Pacurar et al. 2014), cuja formagao
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também pode ser induzida artificialmente por varios meétodos, no processo de
propagacao clonal.

Em estacas, a formacao destas raizes adventicias pode ser dividida em fases de
acordo com seu estagio metabolico e fisiologico, sendo: 1) Desdiferenciagio, na qual as
células se tornam competentes a responder ao sinal rizogénico (auxina); 2) Divisdo
celular (ou fase de indugao) e 3) Primdrdio radicular originado a partir do caule

(Villacorta-Martin et al. 2015).

22  Enraizamento Adventicio

O enraizamento adventicio ocorre em fases sucessivas e independentes, sendo
que cada uma delas apresenta caracteristicas e necessidades proprias, estabelecendo
entdo, novas raizes (de Almeida et al. 2017). Em estacas, por tratar-se de um
fragmento da planta matriz que originard novas plantas, seu enraizamento também ¢
caracterizado como adventicio e, pode ocorrer de duas formas, por organogénese
direta de tecidos celulares diferenciados (como o cambio vascular) ou a partir de
diferenciacdo em tecidos do calo (Brondani et al. 2012), sendo portanto, suas raizes
caracterizadas como adventicias, por terem se originado a partir de outra regiao
vegetal que ndo foi a raiz primadria ou suas ramificagoes (Almeida; Almeida 2014).

Este evento morfogénico em plantas é baseado nos principios de regeneracao, o
qual ocorre a formacdo de novos drgdos a partir de tecidos sem o respectivo
meristema pré-existente (De Klerk 2002), podendo ser oriundo de folhas, hipocoétilos
ou caules (Esau 1977). De acordo com Kevers et al. (1997), a formagao de raizes
adventicias ¢ dividida em trés fases, sendo elas: 1) Inducio e compreensio dos
primeiros eventos moleculares e bioquimicos, onde nao ocorre mudanga morfoldgica
visivel; 2) Iniciagdo, com ocorréncia das primeiras divisdes celulares e formagao do
meristema da raiz, com estabelecimento dos primdrdios radiculares; e 3) Expressdo,
com crescimento, alongamento e emergéncia das raizes (de Almeida 2015).

A competéncia a inducao de raizes adventicias confere as plantas vantagens na

propagacao clonal, principalmente em espécies que apresentam recalcitrancia ao
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desenvolvimento de raizes, como os géneros de alto interesse econdmico, Eucalyptus
e Pinus (Hartmann et al. 2011).

Considera-se, portanto, que, a inducdo de raizes ¢ um fator limitante a
producao comercial de espécies geneticamente melhoradas e com crescimento lento.
Técnicas de propagagao clonal sao extremamente interessantes para quebra da
recalcitrancia que as espécies florestais apresentam, por multiplicar gendtipos
superiores de interesse econdmico, obtidos em programas de melhoramento ou
selecionados de populagdes naturais sendo, portanto, o desenvolvimento de raizes
adventicias um pré-requisito para o sucesso da propagacao de plantas in vivo e/ou in
vitro. Por meio da propagacao in vitro (micropropagagao), obtém-se o
rejuvenescimento da planta através da formagao de propdagulos, resultantes da alta
taxa de multiplicagio que acelera os programas de clonagem, otimizando o
enraizamento de intimeras espécies florestais, onde se destacam os eucaliptos
(Hartmann et al. 2002; De Klerk; Krieken; Jong 1999; Baccarin 2012; Costa et al. 2013).

Todavia, a formagao de raizes em estacas, sejam mini ou micro (oriundas de
material conduzido in vivo ou in vitro), apresentam varios problemas que afetam a
conclusao do processo de obtencao de novas mudas, podendo ser acarretados por
fatores genéticos e/ou ambientais. O fator genético ird determinar a morfologia e o
sistema radicular, enquanto que os estimulos ambientais formam a arquitetura pela
modificacdo do programa genético intrinseco. A existéncia deste nivel adicional de
regulacao permite que as plantas exibam um alto nivel de plasticidade, refletindo na
sua forma, na distribuicao tridimensional, no padrao de ramificacao e na idade das
raizes primdrias e pos-embriondrias geradas (Osmont; Sibout; Hardtke 2007;
Pacheco-Villalobos; Hardtke 2012). Os autores Assis; Fett-Neto; Alfenas (2004)
afirmaram que a qualidade do sistema radicular é importante as plantas propagadas,
pois tendo em vista que as raizes adventicias ndo penetram profundamente o solo
como as raizes pivotantes, estas plantas estdo mais sujeitas ao tombamento,

considerado um dos principais entraves na propagacao clonal de eucalipto.



32

Assim sendo, este evento fisiologico € de suma importancia no que tange a
propagacao clonal de espécies lenhosas, sejam elas florestais; ornamentais ou até
mesmo frutiferas e, grandes perdas podem ser associadas a recalcitrancia ao
enraizamento adventicio, caracterizada pela sua ndo formagao ou entao, a formacgao
de um sistema radicular de baixa qualidade (Villacorta-Martin et al. 2015). Sendo os
reguladores de crescimento essenciais para o sucesso deste evento morfogénico,
especificamente aqueles do grupo das auxinas e de cofatores do enraizamento, que

estimulam e aceleram o enraizamento das estacas (Ferreira et al. 2009).

2.3  Fatores que influenciam o desenvolvimento radicular

A atuacao dos nutrientes no desenvolvimento de raizes deve-se principalmente
ao fato de que elementos minerais, além de interagirem entre si, o fazem também
com outros elementos do solo, sendo transportados pela dgua a partir de sua
disponibilidade para as plantas e, sua falta pode levar a deficiéncia nutricional
(Giehl; von Wirén 2014). Leone (2013) comprovou que quanto maior a
disponibilidade e absor¢ao de nutrientes, maior serd o sucesso quanto a producao e
vigor do vegetal. Portanto, o sistema radicular é totalmente dependente da
disponibilidade de macronutrientes (nitrogénio, fosforo, potdssio, calcio, magnésio e
enxofre) e micronutriente (boro, cobre, ferro, cloro, manganés, molibdénio e zinco),
visto que se adapta, por meio da alteracdo do nimero, tamanho, angulo e didmetro
das raizes, diante de qualquer alteracdo na concentracdo dos nutrientes visando
melhorar sua absor¢ao (Bellini; Pacurar; Perrone 2014).

Nesse contexto, o estado nutricional da planta matriz que sera utilizada para a
propagacao clonal, seja esta feita in vitro ou in vivo, é de extrema importancia para
garantir o sucesso, tendo em vista que seu estado nutricional determinard a
quantidade de carboidratos, auxinas e outros compostos metabolicos que sao
fundamentais a iniciacdo e velocidade com que o sistema radicular sera formado

(Higashi; Silveira; Gongalves 2004; Cunha et al. 2009a).
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Cada planta apresenta um gendtipo e um padrao de desenvolvimento proprio
e, os fatores externos podem influenciar na expressao génica, conferindo as plantas a
plasticidade requerida as diferentes condi¢does de cultivo (Benkova et al. 2003).
Estudos tém demonstrado que o enraizamento adventicio, além de ser controlado
por fatores genéticos, é fortemente influenciado por estimulos ambientais, dentre os
quais se destacam a luz, temperatura, nutricao mineral, bem como a auxina exogena
(Bellini; Pacurar; Perrone 2014).

Adicionalmente, sabe-se que os carboidratos, proteinas, aminodcidos, vitaminas
e compostos fenolicos, em condi¢des e propor¢des adequadas, contribuem ao
enraizamento adventicio de estacas oriundas da planta-matriz (provedora de
brotacdes), as quais, obrigatoriamente devem apresentar bom estado fisioldgico no
momento da coleta das brotacdes, para garantir o sucesso do processo de estaquia
(Hackett 1987; Ono; Rodrigues 1996; Norberto 1999). Portanto, no que diz respeito ao
estaqueamento de espécies lenhosas e seu posterior enraizamento, deve-se levar em
conta o estado nutricional da planta matriz, tendo em vista que este fator
determinara a quantidade de carboidratos, auxinas e compostos metabdlicos
fundamentais para o surgimento e desenvolvimento das raizes. Assim, a composicao
mineral da planta é fundamental por ter alto controle no comportamento
morfofisioldgico (Cunha et al. 2009a).

O monitoramento do potencial morfogénico a este evento fisiologico é
considerado uma ferramenta essencial para elucidar a atuagdo de diversos fatores
enddgenos e exogenos na rizogénese adventicia, bem como monitorar o status
metabdlico relacionado a este evento, quando associado a técnicas histoquimicas
especificas. Cabe ressaltar que a morfogénese corresponde a um processo que integra
divisdo, crescimento e diferenciacao celular, conduzindo a um nivel de organizacao
supracelular (Handro; Floh 1990). Em plantas, como descrito por Almeida et al.
(2015), é durante este evento fisioldgico que o vegetal assume sua forma especifica
durante seu desenvolvimento com relagdo a morfologia externa e interna, ligando

todos os componentes em nivel celular até a planta completa.
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Este processo é controlado principalmente, pela rede de transcricao de sinais,
pelo posicionamento das células-filhas e pelos reguladores de crescimento, com
destaque as auxinas, citocininas e giberelinas (De Smet et al. 2009; Almeida et al.
2015), os quais promovem a determinagao e diferenciagao das células competentes a
multipoténcia (sistema de vascularizacdao), a pluripoténcia (gemas e/ou raizes
adventicias — organogénese) ou a totipoténcia (embrides somaticos — embriogénese
somatica) (Almeida et al. 2012; 2015; Graner et al. 2014). Cabe salientar que, além de
formar o sistema radicular, é necessario que este apresente raizes funcionais, para
exercerem todas as fungdes vitais, além de conferir boa sustentacao a planta,

evitando dessa forma o tombamento ap0ds dois a trés metros de altura.

24  Auxina no Enraizamento

Os reguladores de crescimento vegetal exercem forte influéncia nos processos
morfogénicos e de maneiras distintas de acordo com a espécie (Lakshmanan;
Selvaraj; Bais 2014) e, dentre eles, os comumente utilizados nas praticas de
propagacao in vivo e in vitro, destacam-se as auxinas. Os estudos sobre enraizamento
adventicio tiveram grandes avancos a partir do ano de 1928, com a identificacdo do
primeiro fitohormonio de ocorréncia natural: 4cido 3-indolacético (AIA), uma auxina.
E, em 1934, foi reportada por Thimann e Went, como promotora da formacao de
raizes adventicias.

Atualmente, ainda ¢ considerada crucial para esse fendmeno, por
proporcionar maior porcentagem, velocidade, qualidade e uniformidade no
enraizamento (Hartmann et al. 2002; Borges et al. 2011), visto que estd diretamente
relacionada a divisao e alongamento de células meristematicas, a diferenciacdo da
raiz primdria e a mobilizagao de reservas nutricionais para o local do enraizamento
(Davis; Haissig; Sankhla 1988). Dentre os compostos enddgenos que apresentam
atividade auxinica e comercialmente disponiveis, destacam-se o acido indolacético
(AIA) (Marchioro 2005) e o acido indolbutirico (AIB), os quais sao amplamente

utilizados a indugdo de raizes adventicias nos sistemas de reproducao assexuada
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(propagacao) in vivo e in vitro (Ludwig-Miiller 2000; Li et al. 2009). No entanto, por
apresentarem elevado valor comercial, diversos compostos auxinicos sintéticos ou
que apresentam atividade auxinica sao utilizados com o mesmo propdsito em
substituicao ao AIA e ao AIB.

Além de ser um fator fundamental na formacao das raizes adventicias, as
auxinas sao produzidas em folhas jovens, frutos em desenvolvimento e sementes
(Cohen; Bandurski 1982), mas principalmente no meristema apical caulinar e
transportada de forma basipeta pelo transporte polar de auxina. A relagao existente
entre o transporte polar de auxina, o pico de auxina e a indugao de raizes adventicias
foi mostrada por Ahkami et al. (2013) com miniestacas de Petunia. O influxo de
auxina as células é controlado por AUX1/LAX (de Almeida et al. 2015).

Como ja citado, a auxina exerce fun¢ao primordial na rizogénese, sendo muitas
vezes determinante e, é amplamente relacionada aos genes que regulam este evento
morfofisioldgico. Os trés principais genes envolvidos neste processo sao: SHORT-
ROOT (SHR); SCARECROW (SCR) e AINTEGUMENTA LIKE1 (AIL1), sendo que os
genes SHR e SCR sofrem forte influéncia deste regulador de crescimento vegetal e
tém como fun¢do a manutencao de células em estado meristematico ou manté-las
competentes a divisdao, e AIL1 se relaciona a formac¢ao do primérdio de raiz
adventicia (de Almeida 2009; 2015).

Além disso, no que tange o enraizamento de estacas, ndo somente a expressao
da auxina enddgena e o balanco interno de fitorreguladores influenciam neste evento
morfogénico, como também a relacdo auxina/citocinina, sendo que esta pode ser
mais importante do que o papel invidual de cada hormonio vegetal (Arezki et al.
2000; Borges et al. 2011).

Hartmann et al. (2011) enfatizaram que a sintese de auxina também ¢ realizada
por microrganismos e, Patten; Glick (2002) e Tsavkelova et al. (2006a; 2006b)
destacam as bactérias endofiticas e epifiticas dos géneros Gluconacetobacter spp.,
Acinetobacter spp., Actinomyces spp., Agrobacterium spp, Azospirillum spp., Azotobacter

spp., Alcaligenes spp., Enterobacter spp., Erwinia spp., Bacillus spp., Burkholderia spp.,
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Curtobacterium spp., Herbaspirillum spp., Pantoea spp., Pseudomonas spp., Rhizobium
spp. e Xanthomonas spp., por apresentarem a capacidade de promover o crescimento
vegetal, ressaltando portanto, a necessidade de estudos relacionados a interagao
existente entre a planta e a microbiota associada, visto que diversos processos
morfogénicos do vegetal nao estao somente relacionados a fisiologia da planta, mas
também a sua microbiota endofitica, a qual pode modificar fisiologica e

bioquimicamente as células vegetais (Batagin-Piotto 2013).

2.5  Nutrientes

As raizes apresentam ampla plasticidade a sinais e alteragdes edéficas,
enddgenas, além de estimulos ambientais, j4 o sistema radicular é amplamente
moldado de acordo com o estimulo recebido, podendo ser afetado de acordo com
alteragdes hidricas, disponibilidade nutricional e de oxigénio e até mesmo por
patdgenos e pragas (Kong et al. 2014; Shahzad; Amtmann 2017). A demanda
nutricional é importante tanto na formacdo de raizes tipicas, quanto adventicias,
sendo que para esta, no caso da estaquia, a planta matriz deve apresentar bom estado
nutricional e vigor, tendo em vista que isto determinara a quantidade de
carboidratos, auxinas e outros compostos metabodlicos fundamentais a formagao
radicular (Cunha et al. 2009b).

De acordo com Leone (2013) teores adequados de macro e micronutrientes,
especialmente nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio, calcio e boro, sao essenciais ao
desenvolvimento dos vegetais, com importante atuacdo na regulacao morfogenética
(Mengel; Kirkby 1987; Assis; Teixeira 1998; Ramage; Williams 2002).

Cunha et al. (2009b) citam que o nitrogénio é um nutriente muito importante
para a iniciacdo radicular, principalmente por sua relacdo no metabolismo dos
carboidratos, fonte de energia para que este evento morfogénico ocorra (Hartmann et
al. 2002). As raizes podem absorver e assimilar nitrogénio de diversas maneiras,

sendo a mais comum em suas formas inorganicas, nitrato (NOs) e amonio (NH4). No
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entanto, a captacao deste mineral varia de espécie a espécie ja que a assimilagdo pode
ocorrer também na forma organica, aminoacidos e peptideos. Sua concentragao e
distribuigdo sao determinadas pela complexidade e heterogeneidade do solo
(Robinson 1994; Forde; Clarkson 1999; Forde 2014).

O metabolismo vegetal é fortemente influenciado pelo nutriente fosforo, cujas
propriedades quimicas, juntamente com o acido fosforico, fortalecem o fosfato
inorganico, unica forma assimilada pelas plantas, devido a baixa mobilidade do
fosforo no solo (Abel 2017). Na deficiéncia de fosforo, a planta pode se adaptar com
mudancas significativas no sistema radicular, alterando as ramificagdes,
comprimento total, alongamento dos pelos radiculares e formacao de raizes laterais
(Bucio et al. 2002; Cunha et al. 2009b; Shahzad; Amtmann 2017), o que
provavelmente se d4 pela reducdo da atividade meristematica (Kong et al. 2014).

J& o nutriente potdssio, estd envolvido em muitos processos na fisiologia
vegetal, tais como: manutencdo do turgor celular, regulacdo da abertura e
fechamento estomatico, transporte e armazenamento de carboidratos e sintese de
proteinas (Cunha et al. 2009b), caracteristicas importantes para a fase de indugao
radicular. Quando ha deficiéncia deste nutriente, a sintese da parede celular e a
turgescéncia das células sdo comprometidas, além disso, acarreta na reducdo da
absorcao da agua pela parte aérea via transpiracao e pressao radicular, murchando as
plantas com facilidade (Faganha; Canellas; Dobbss 2012).

O célcio é um nutriente necessario para a divisao celular, formacao da lamela
média, alongamento da parede celular, exercendo um papel importante no
crescimento e desenvolvimento das raizes, sejam elas adventicias ou nao (Cunha et
al. 2009b). De acordo com Sako et al. (2005) a deficiéncia do fornecimento de calcio na
ponta das raizes provoca a interrup¢ao quase imediata do crescimento radicular.

O magnésio apresenta importancia na sintese de DNA e RNA, na ativagao de
enzimas relacionadas a respiragao e na fotossintese, por ser um elemento constituinte

da clorofila (Cunha et al. 2009b). Além disso, de acordo com Sati et al. (2018), o
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magnésio desempenha um papel crucial no transporte ativo de ions de calcio e
potassio pelas membranas celulares.

Leone (2013) revela que o balan¢o existente entre os nutrientes nitrogénio,
tésforo e cdlcio é essencial para as plantas, sendo importante tanto para a
morfogénese vegetal, como para o seu crescimento, e 0s ions potdssio, magnésio e
enxofre parecem cumprir papel de suporte (Ramage; Willians 2002).

Com relacao aos micronutrientes, estes sao extremamente essenciais ao
desenvolvimento e crescimento vegetal. De forma distinta aos macronutrientes, sao
requeridos em baixas concentracdes nos tecidos e drgaos. Agem como constituintes
das paredes celulares (boro) e das membranas celulares (boro e zinco), como
constituintes de enzimas (ferro, manganeés, cobre e niquel), como ativadores de
enzimas (manganés e zinco) e na fotossintese (ferro, cobre, manganés e cloro),
alongamento celular (manganés), atuagao direta no metabolismo de nitrogénio
(zinco) (Kirkby; Romheld 2007; Cunha et al. 2009b).

A mobilizagdo dos nutrientes durante a iniciagdo radicular é diferente daquela
que ocorre durante o crescimento e desenvolvimento radicular (Cunha et al. 2009Db).
Desta forma, é de extrema importancia que em todas as fases do cultivo além de boa
disponibilidade de agua, as plantas recebam a quantidade ideal de nutrientes para

seu correto desenvolvimento e subsequente enraizamento.

2.6  Fatores Abioticos

O ciclo global da dgua é representado pela modificagao da interceptagao da
chuva, infiltracao de agua, redistribuicdo da agua do solo e recarga das aguas
subterraneas, alterando o armazenamento de 4gua e disponibilidade nos
ecossistemas por transpiragao, desta forma, as plantas representam um
importantissimo papel no ciclo (Dubbert; Werner 2018).

Sabe-se que a dgua foi o elemento essencial para o surgimento e evolugao de

organismos aerdbios, possibilitando a conquista do ambiente terrestre. No caso das
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plantas, o que possibilitou e facilitou essa conquista, foram as raizes, que de acordo
com os autores Almeida; Almeida (2014), com o desenvolvimento dos sistemas
subterraneos, estes tornaram-se responsaveis pela aquisicao de dgua e sais minerais,
além da fixagdo da planta no solo.

A absorcao de agua é realizada principalmente pelas raizes mais finas que se
encontram em contato com maior volume de solo por unidade de volume de raiz e
ocorre devido a um gradiente decrescente do potencial hidrico (Ww) entre o meio
externo e o xilema radicular. Este gradiente pode se alterar de acordo com a
transpiracao vegetal (Pimenta 2012).

Tendo em vista que a d4gua é uma das substancias mais importantes e € a base
da vida no planeta, como nao poderia deixar de ser, o estabelecimento da rizogénese
¢ modulado pela dgua e no que se trata a propagacao de plantas por estaquia, o
sucesso do enraizamento adventicio dependerd da manutencao de um balanco
hidrico satisfatdrio nos tecidos vegetais (Porto; Bosqueti 2017).

O processo de desenvolvimento das raizes é¢ complexo, sendo regulado por
multiplos fatores enddgenos como ja citados, e ambientais abioticos e bioticos, além
da 4gua, a luz, temperatura, disponibilidade de nutrientes, estrutura fisico-quimicas
do substrato, pH, bem como a interagao com microrganismos (Sorin et al. 2005; Geiss;
Gutierrez; Bellini 2009; Li et al., 2009), os quais serdao detalhados mais adiante.

Com relacdo ao substrato, ¢ de suma importancia que este tenha condigdes
adequadas de aeracdo e boa drenagem, tanto para a formacao das raizes tipicas,
quanto adventicias (Lima; Ohashi 2016). No caso da propagacao, estas condigOes
garantirao a sobrevivéncia da futura planta. Devido a sua aeracao e boa retencao de
umidade, a vermiculita é amplamente utilizada para este fim, podendo ser utilizada
isolada ou em combinacdo a outros materiais (Hartmann et al. 2011).

Ja em relagao a temperatura, cada espécie requer uma faixa distinta na qual se
obtém um 6timo enraizamento. Brondani et al. (2017) revelaram que os parametros
que podem ser considerados sao temperaturas médias, maximas e minimas ao longo

do dia em intervalos de tempo determinados. Este parametro abidtico é muito
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importante principalmente no que se refere ao enraizamento adventicio e na
aclimatizagao de estacas obtidas in vitro.

Além de todos os fatores supracitados, a associagao das plantas com
microrganismos € um fator muito importante para o desenvolvimento vegetal. Essa
interacdo existente entre plantas e microrganismos ocorre durante todos os estagios
de desenvolvimento do vegetal (Ortiz-Castro et al. 2009). Sendo assim, os
microrganismos apresentam ampla importancia no desenvolvimento e

estabelecimento da rizogénese.

2.7  Microrganismos

Vale ressaltar que os fatores supracitados influenciam ndo apenas no
desenvolvimento da planta, mas também na microbiota do solo e endofitica. Tendo
em vista a importancia da interagao existente entre plantas e microrganismos e, que
comumente esta € classificada como patogénica (responsavel por inimeras doencgas
que ocorrem nos vegetais), epifitica (microrganismos que colonizam a superficie das
plantas) ou endofitica (microrganismos que colonizam o interior dos vegetais, sem
lhes causar problemas aparentes). No entanto, esta classificagao deve ser considerada
meramente diddtica, visto que, em funcdo de alteracdes fisicas, quimicas ou até
mesmo biodticas, um microrganismo, que até entdo poderia ser considerado epifitico,
pode tornar-se patogénico, ou simplesmente penetrar na planta tornando-se
endofitico que, por sua vez, poderd pelas mesmas razdes, tornar-se patogénico
(Azevedo 1998). Dessa forma, microrganismos endofiticos sdo classificados como
aqueles que habitam o interior do vegetal em pelo menos uma fase do ciclo vital,
podendo colonizar 6rgaos e tecidos nos espagos inter e intracelulares (Azevedo 1998;
Azevedo; Araudjo 2003; Strobel 2003; Almeida et al. 2009). Esses microrganismos
podem ser comensais, ndo apresentando efeito direto sobre a planta e mutualisticos,
interagindo no metabolismo e na fisiologia do vegetal, auxiliando no

desenvolvimento do hospedeiro, com destaque a producao de reguladores de
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crescimento (Araujo et al. 2001; Schulz; Boyle 2005; Tsavkelova et al. 2006a; Ryan et
al. 2008). De acordo com Ferreira et al. (2008), as bactérias em associacao com as
plantas podem atuar como indicadoras de alguma alteragao ambiental, visto que sua
comunidade interage com o vegetal durante todo seu ciclo de desenvolvimento,
respondendo a eventuais alteragoes bioticas e/ou abioticas.

As plantas podem auxiliar os microrganismos, fornecendo-lhes abrigo, protecao
e moléculas necessarias ao seu desenvolvimento, enquanto que os microrganismos
fornecem substancias que regulam o desenvolvimento vegetal, de acordo com o tipo
do microrganismo e com as condi¢des nas quais se encontra (Ortiz-Castro et al. 2009).
Portanto, os microrganismos podem, muitas vezes, ser benéficos ao crescimento,
desenvolvimento e produtividade do vegetal. Além disso, podem estar envolvidos
com a sintese de hormodnios como auxina, etileno e 4cido jasmonico, os quais
representam classes adicionais de moléculas de sinalizagdo que influenciam as
interagOes benéficas entre planta e microrganismos (Galdiano Jr. et al. 2011; Sukumar
et al. 2013). Embora os microrganismos presentes no solo sejam comumente
classificados como patogénicos diversos estudos evidenciaram a importancia destes
no desenvolvimento vegetal. No trabalho de Khokhar et al. (2011), os autores
demonstraram que as bactérias presentes no solo podem desempenhar um papel
importante na inibigdo do desenvolvimento de patoégenos. Adicionalmente, foram
identificadas bactérias presentes no solo, promotoras do crescimento vegetal e
capazes de sintetizar hormonios vegetais (Freitas 2007; Cardoso; Nogueira 2007),
bem como se sabe que as plantas podem recrutar membros da comunidade
microbiana do solo para feedbacks positivos, porém, os mecanismos e caracteristicas
do vegetal que orientardo a composicao e a funcao exercida pelo microbioma sao
ainda, em parte, desconhecidos (Pérez-Jaramillo; Mendes; Raaijmakers 2015).

Andreote; Gumiere; Durrer (2014) revelam que o termo “microbioma” foi
primeiramente utilizado por Lederberg e McCray (2001), como a comunidade
ecoldgica de microrganismos comensais, simbiontes ou patogénicos que ocupam

certo espago no corpo humano. Mais recentemente vem sendo utilizado para definir
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comunidades microbianas encontradas em hospedeiros ou em ambientes especificos,
como ¢ o caso do solo, fazendo referéncia aos genes dos microrganismos que 0s
compdem, bem como, o conjunto de informagdes e fungoes destes (Boon et al. 2014;
Ofek et al. 2014). Dentro desse ambiente, os microrganismos exercem papel
fundamental, por atuarem na manutencao de ciclos biogeoquimicos, fornecendo
nutrientes essenciais ao desenvolvimento vegetal (Andrade 2013).

A comunidade microbiana no solo € constituida por representantes dos
dominios Bacteria, Archaea e Eukarya (Lambais et al. 2005). Os fungos, que sao
pertencentes ao ultimo dominio citado, interagem muitas vezes de forma benéfica
com as raizes das plantas. Sendo as relagdes micorrizicas caracterizadas como uma
associagao simbiodtica mutualistica que ocorre entre fungos especificos do solo com a
maioria das espécies de plantas terrestres (Smith; Read 2008; Santana 2018). Algumas
espécies como os eucaliptos, podem formar dois tipos de micorrizas, a arbuscular e a
ectomicorriza (Araujo et al. 2004). Micorrizas arbusculares formam com as raizes de
plantas terrestres uma das associagoes mutualisticas mais comuns da natureza,
exclusiva dos fungos Glomales. A planta fornece ao fungo cerca de 10% de seus
fotossintatos produzidos e, em contrapartida, as hifas dos fungos agem como uma
superficie extra de absorcao para as plantas, principalmente em solos com baixos
teores nutricionais. Assim, nutrientes de baixa mobilidade, como o fdsforo, sao
incorporados pelas plantas (Aratjo et al. 2004; Cardoso et al. 2010; Santana 2018). Ja
as micorrizas ectomicorrizas, de acordo com Santana (2018), sao caracterizadas por
estruturas externas compostas por hifas e rizomorfos no sistema radicular, essenciais
para conexao do solo e posterior formagao de corpos de frutificacdo das
ectomicorrizas.

Outra associagdo benéfica muito conhecida ¢ aquela com Rhizobium e
Bradyrhizobium, bactérias Gram-negativas, aerdbicas nao esporulantes (Celador-Lera
et al. 2017), que sao capazes de induzir a formagdo de nddulos fixadores de
nitrogénio em leguminosas. Envolvendo um reconhecimento especifico entre os dois

integrantes desta associacdao, sendo que a invasao de células vegetais por bactérias
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pode acarretar em muitas mudancas na estrutura bioquimica de ambos os
organismos a medida que o nddulo se desenvolve cuja caracteristica ¢ o auxilio as
plantas na fixagao de nitrogénio (Appelbaum 2018).

Essa interacao se inicia com a exsudagdo de compostos pelas plantas, tais como
carboidratos, aminodcidos, compostos fenolicos e, por quimiotaxia, as bactérias sao
atraidas para essa regiao induzindo os genes da nodulagao-nod e nol, coletivamente
denominados genes nod do rizébio (Peters; Frost; Long 1986; Mercante; Franco 2000).
Tendo em vista que os teores de nitrogénio sao limitados na matéria organica do solo
e, em caso de monoculturas, podem se esgotar apds alguns cultivos, assim, a
nodulacdo pela chamada fixagao bioldgica por Rhizobium e/ou Bradyrhizobium é de
extrema importancia para culturas como a soja, feijao e leguminosas arboreas. Essas
estruturas especializadas denominadas nddulos converte amoénia em amoénio que
entdo € incorporado pela planta hospedeira em diversas formas de nitrogénio
organico, tais como ureidos, aminodcidos e amidas (Hungria; Campo; Mendes 2001).

Ha4 regides no solo que sofrem maior influéncia da atividade microbiana, como
€ o caso da rizosfera, definida por Hiltner (1904) como a regiao ao redor das raizes,
geralmente com 1 a 3 mm, onde ha crescimento bacteriano e que pode variar
segundo fatores relacionados ao solo, idade e espécie vegetal (Campbell; Greaves
1990). No entanto, a partir de 2007, Cardoso e Nogueira, estabeleceram a rizosfera
como “a regido do solo que recebe influéncia direta das raizes, possibilitando a
proliferacdo microbiana”. A comunidade ai encontrada é distinta daquela presente
no restante do solo, justamente por encontrar-se sob a influéncia direta dos
exsudados das raizes, como uma maior disponibilizacdo de nutrientes (Andreote;
Gumiere; Durrer 2014). Nesta regido, aglcares e aminodcidos sdao exsudados,
tornando assim um ambiente propicio ao desenvolvimento microbiano. Portanto,
sabendo-se que este ambiente é alterado quimicamente e rico em fontes de carbono
liberado pelos exsudados das raizes, a atividade microbiana na rizosfera é distinta
daquela encontrada em solo nao rizosférico. Esse processo é conhecido como

rizodeposicao e tem sido proposto como o maior mecanismo das plantas a
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manuten¢ao de sua microbiota (Cardoso; Nogueira 2007; Bulgarelli et al. 2015).
Considerando-se que os exsudados das raizes determinam o tipo da comunidade
microbiana na rizosfera, sugere-se que plantas diferentes tenham selecao de
microrganismos da rizosfera distintas, responsaveis por favorecer o desenvolvimento
vegetal, provavelmente devido aos exsudados radiculares serem especificos para
cada espécie (Mendes et al. 2011; Lundberg et al. 2012).

Estudos tém demonstrado que as plantas sao dependentes do microbioma
rizosférico da mesma forma que o microbioma humano ¢é essencial para a
manutencao e desenvolvimento do organismo, sendo considerado como um produto
da selecao natural, visto que os microrganismos que ali colonizam podem influenciar
na rizogénese, morfologia e estrutura de raizes, por alterar a permeabilidade de
células das raizes com consequente modificagdo do metabolismo radicular, por meio
do estimulo ou inducdo a producao de exsudados, bem como alterando a
disponibilidade de nutrientes as plantas (Rovira; Davey 1974; Cardoso; Nogueira
2007). Cabe salientar que, o estddio de desenvolvimento vegetal também afeta a
composicao e a quantidade de exsudados radiculares, particularmente de compostos
fenolicos (Bolton Jr.; Fredrickson; Elliott 1992). Os compostos fenolicos exsudados
nao sao toxicos as plantas que os produzem, pois normalmente estdo sob a forma de
glicosideos inativos, lixiviados pela chuva, hidrolisados e oxidados por bactérias
presentes no solo (Almeida 1999).

Considerando que a inducao da raiz é dependente da sinalizacdo pela auxina
enddgena ou exogena (Cunha et al. 2009a), que diversos microrganismos sintetizam
este hormonio, afetam seu transporte e recrutam microrganismos para a colonizagao
da rizosfera, justifica-se o desenvolvimento de pesquisas relacionadas a interagao dos
microrganismos rizosféricos com produtos que se relacionem com a auxina e a
rizogénese, visando superar os entraves relacionados a recalcitrancia a este evento
morfogénico principalmente em espécies do género Eucalyptus no setor da

silvicultura clonal.
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Tendo em vista que o0s microrganismos interagem com as plantas em
associagoes benéficas. O uso de produtos que estimulem a microbiota da rizosfera

vem sendo cada vez mais utilizados.

2.8  Bioestimulantes

De acordo com Kauffman; Watschke; Kneivel (2007), os compostos integrantes
de uma categoria descrita como bioestimulantes sdo definidos como materiais, nao
fertilizantes, que promovem o crescimento das plantas. Estdao disponiveis em uma
variedade de formulagoes e com ingredientes variados, mas sao geralmente
classificados em trés grupos principais com base em sua fonte e contetido. Esses
grupos incluem substancias himicas, produtos contendo hormoénios e aminoacidos
(Du Jardin 2015).

Neste contexto, a utilizagao de produtos naturais que auxiliem na rizogénese é
de grande interesse, tanto no quesito econdmico quanto por evitar a formacao de
quimeras, que podem ser desenvolvidas pelo uso desenfreado de hormonios
vegetais.

Existem trabalhos como o de Aremu et al. 2015 que utilizam extrato de algas da
espécie Ecklonia maxima, onde os autores citam que esses compostos podem
influenciar de forma positiva na produtividade geral, bem como na qualidade das
plantas e com suas respostas a diversos estresses bidticos e abioticos. Além disso,
Chiminelli (2017) revelou que o produto comercial Algaren BZn®, um fertilizante
composto pelo extrato desta alga acrescido de Boro e Zinco vem sendo utilizado por
ser responsavel no estimulo da producao de citocininas, e, consequentemente, pode
estimular o enraizamento.

Os vegetais produzem e secretam diversos metabdlitos na rizosfera, os
chamados metabdlitos primdrios: acidos organicos, carboidratos, aminoacidos e os
metabolitos secunddrios, conhecidos como “produtos naturais das plantas”. Esses

ultimos apresentam forte impacto na rizosfera, por mediar sua interagdo com outras
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plantas, animais e microrganismos. Dentre os metabdlitos secunddrios conhecidos,
destacam-se os compostos fenolicos, que intercedem nas mensagens quimicas entre o
vegetal e outros organismos, conforme evidenciaram estudos realizados em bactérias
do género Rhizobium, as quais iniciam o processo de nodulagdo nas raizes (Zhang;
Ruyter-Spira; Bouwmeester 2015).

A importancia destes produtos do metabolismo secunddrio das plantas durante
o processo de enraizamento foi constatada em trabalhos classicos, como as pesquisas
desenvolvidas por Bartolini; Tattini (1986) e Curir et al. (1990), os quais evidenciaram
que a associacao de auxinas com fendis, favorecendo este evento morfogénico.

A presenca de acido tanico, um tanino condensado, quando em contato com as
plantas, pode auxiliar o desenvolvimento de raizes, principalmente poque estes
podem atuar inibindo a agao da AIA-oxidase (Pandey; Pathak 1981; Hammatt 1993;
Gajewska; Sklodowska 2007), prevenindo a destrui¢ao das auxinas. Podem também
inibir o transporte polar de auxina (acropeto), incrementando os niveis enddgenos
desse hormonio vegetal, e, portanto, favorecendo o enraizamento (Peer; Murphy
2007; De Klerk et al. 2011; Zhang; Ruyter-Spira; Bouwmeester 2015). Além disso,
cofatores especificos produzidos em folhas jovens e gemas sao translocados a regiao
de enraizamento, onde junto com as auxinas e polifenoloxidades, aumentam o
complexo que estimula a iniciagao radicular (Almeida 1999).

A atuacdo de compostos fenodlicos ja foi evidenciada na propagacdo vegetal,
tanto in vivo quanto in vitro, em auxilio a rizogénese (Curir et al. 1990; Lima 1998). E
na rizosfera, onde a presenca dessas substancias é resultante de exsudacgdes das
raizes e, em funcao disto, estao essencialmente envolvidos em diferentes niveis na
endossimbiose radicular (Herndndez et al. 2009; Abdel-Lateif; Bogusz; Hocher 2012).

A exsudagao das raizes na rizosfera é fundamental para a sobrevivéncia de
microrganismos nessa regiao, por conter ions, enzimas e moléculas organicas, como
aminodcidos e carboidratos, além de metabolitos secundarios (compostos fendlicos),

que muitas vezes sao oriundos da quimiotaxia existente nesta regiao, ou seja, reagao



47

dos microrganismos a gradientes quimicos das diversas substancias exsudadas pelas
plantas hospedeiras (Mercante; Goi; Franco 2002).

Os compostos fenolicos sdao frequentemente sintetizados em resposta vegetal
aos estresses biotico ou abidtico (Nicholson; Hammerschmidt 1992) e sao exsudados
na rizosfera, entrando em contato com microrganismos do solo, o que é de extrema
importancia para o estabelecimento de interagdes com microrganismos simbioticos.
A relagao mutualistica simbiotica mais elucidada neste aspecto é a existente entre
Rhizobium e leguminosas, que ¢ modulada pela quimiotaxia (Cheynier et al., 2013).
Siqueira et al. (1991) e Almeida (1999), destacaram que tanto Rhizobium quanto
Bradyrhizobium sao atraidos por compostos fenolicos em geral, os quais sao potenciais
fontes de nutrientes e, também em concentra¢cdes mais baixas, por compostos que
possivelmente nao tenham valor nutricional, como os flavonoides, compostos

pertencentes ao grande grupos dos compostos fendlicos.
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3 APLICACAO DE BIOESTIMULANTES NO PROCESSO DE
ENRAIZAMENTO DE MINIESTACAS DE EUCALIPTO

Resumo

A técnica de miniestaquia associada ao uso de AIB é uma pratica comum na
clonagem de gendtipos de eucaliptos, no entanto, é recorrente observar distingoes
organograficas nas raizes adventicias provenientes da miniestaca, bem como na
estrutura e arquitetura do sistema radicular desenvolvido. Assim, espera-se que o
uso de bioestimulantes com potencial para sintetizar reguladores de crescimento
vegetais, como o 4cido tanico, produto secunddrio do metabolismo vegetal e o
Algaren BZn®, fertilizante composto por extrato da alga Ecklonia maxima enriquecido
com boro, zinco, represente uma alternativa ecoldgica e econdmica para potencializar
a rizogénese no processo de clonagem para multiplicacao maci¢ca de mudas. Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a atuagao destes produtos nos
parametros morfofisioldgicos de trés espécies de eucaliptos (E. urograndis; E.
benthamii e E. urophylla), principalmente no que se refere a formacao de raizes e sua
funcionalidade. Para tanto foram elaborados quatro tratamentos associados com
1ppm de acido indol butirico (AIB) em talco (T1: CONTROLE; T2: ACIDO TANICO;
T3: ALGAREN BZN® e T4: T2 + T3), nas concentragoes de 250mg/L de 4cido tanico e
1ml/L de Algaren BZn®. As miniestacas nos respectivos tratamentos foram mantidas
por 35 dias em casa de vegetagdo. Ap0s este periodo, constatou-se que o uso de acido
tanico foi o melhor resultado obtido em todos os clones estudados.

Palavras-chave: Enraizamento; Acido tanico; Composto fenolico; Algaren BZn®;
Extrato de alga

Abstract

The minicutting technique associated with the AIB use is a common practice
to cloning eucalyptus genotypes; however, it is common to observe morphological
distinctions in the adventitious roots derived from the minicutting, as well as in the
structure and architecture of this root system. Thus, it is expected that the use of
biostimulants with potential to produce plant growth regulators such as tannic acid,
a byproduct of vegetable metabolism and Algaren BZn®, a fertilizer composed by the
Ecklonia maxima extract enriched with boron, zinc, represents an ecological and
economical alternative, to potentiate the rhizogenesis in the cloning process to
improve seedlings multiplication. Thus, the aim of this research was to verify if the
application of these products affects morphophysiological parameters of three
species (Eucalyptus urograndis, E. benthamii and E. urophylla), especially with regard to
root formation and its functionality. For this, four treatments associated with 1ppm
of indolebutyric acid (IBA) with talc as a vehicle (T1: CONTROL, T2: TANNIC ACID,
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T3: ALGAREN BZN® and T4: T2 + T3) were tested in the concentrations of 250mg/L
for tannic acid and 1ml/L for Algaren BZn®. The minicuttings in those treatments
were maintained for 35 days under greenhouse conditions. After this period, it was
found that tannic acid use was the best result obtained in all clones studied.

Keywords: Rooting; Tannic acid; Phenolic compound; Algaren BZn®; Seaweed
extract

3.1 Introducao

O uso de auxinas para promover o enraizamento adventicio € conhecido desde
1934, quando Thimann e Went reportaram os resultados de seus experimentos.
Desde entdo, este regulador de crescimento vem sendo usado nos processos de
estaquia em inumeras espécies arbdreas, proporcionando maior porcentagem,
velocidade, qualidade e uniformidade no enraizamento (Hartmann et al. 2002;
Borges et al. 2011). A atua¢ao das auxinas esta diretamente relacionada a divisao e
alongamento de células meristematicas, a diferenciacdo da raiz primdria e a
mobilizacao de reservas nutricionais para o local do enraizamento (Davis; Haissig;
Sankhla 1988). Além das auxinas, os vegetais produzem e secretam diversos
metabolitos na rizosfera, sendo eles, os metabdlitos primdrios, constituidos por
acidos organicos, carboidratos e aminodcidos e, os metabolitos secundarios,
designados como “produtos naturais das plantas”. Esses ultimos apresentam forte
impacto na rizosfera, por mediar sua interacdo com outras plantas, animais e
microrganismos. A importancia destes produtos do metabolismo secunddrio das
plantas durante o processo de enraizamento foi constatada em trabalhos classicos,
como as pesquisas desenvolvidas por Bartolini; Tattini (1986) e Curir et al. (1990), os
quais evidenciaram que a associacao de auxinas com fenoéis e flavonoides favorecem
este evento morfogénico.

Compostos fenolicos atuam como antioxidantes, protegendo o 4acido
indolacético (AIA) da oxidagao, alterando seu metabolismo oxidativo e regulando os
teores de auxina dentro dos tecidos. De acordo com Fogaca (2003) o floroglucinol e o

acido tanico também atuam como protetores das auxinas e sao utilizados na fase de
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inducado de raizes. Outros produtos utilizados para otimizar a rizogénese em estacas
de interesse comercial de diversas espécies, sao os extratos de algas, aplicados como
fertilizantes, embora nao sejam, e bioestimulantes, constituidos por substancias
htiimicas, hormonios e aminoacidos (Du Jardin 2015; Kauffman; Kneivel; Watschke
2007; Carvalho; Castro 2014; Arauajo 2016). Considerando a frequente recalcitrancia a
rizogénese em estacas de eucalipto, género de extrema importancia para atividades
socioecondmicas brasileiras e, destacando que a estratégia de obtencao de mudas ¢
realizada preferencialmente via estaquia, o objetivo deste trabalho foi verificar a acao
de dois bioestimulantes, acido tanico e Algaren BZn®, produto comercial constituido
pela alga Ecklonia maxima, em trés espécies de eucaliptos, E. urograndis, E. benthamii e

E. urophylla.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Material vegetal

Foram utilizadas brotagdes provenientes de minicepas de minijardim clonal de
eucaliptos (E. urophylla; E. benthamii e E. urograndis), propagadas originalmente via
estaquia convencional. O material vegetal foi cedido pelo IPEF (Instituto de
Pesquisas e Estudos Florestais) localizado no municipio de Piracicaba/SP, situado
entre as coordenadas geograficas 22°42" de latitude sul e 47°38" de longitude oeste de
Greenwich, e a 138 km de distancia da Capital do Estado de Sao Paulo.

As minicepas sao mantidas em canaletdao ha 4 anos com fertirrigacao didria e
foram plantadas em sistema de semi-hidroponia formando um mini-jardim clonal

(Figura 1).
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Figura 1 - Jardim clonal de Eucalyptus estabelecido no Instituto de Pesquisa e Estudo Florestal (IPEF),
Piracicaba/SP.
3.2.2 Preparo das miniestacas

Os 4pices das brotagdes foram coletadas com aproximadamente 15 cm de
comprimento e pelo menos 3 pares de folhas totalmente expandidas para a estaquia
(Figura 2). As areas foliares foram reduzidas para 50%, com excegao para o E.
benthamii, o qual suas folhas mantiveram-se integras, devido seu formato oval. A
base das miniestacas foi cortada em bisel na extremidade proximal e por 10 segundos
foi colocada em contato com AIB em pd na concentracao de lppm e em seguida
estaqueada em tubetes de 12 cm de comprimento por 3,5 cm de diametro com
capacidade total de 120 cm?, preenchido com substrato Carolina Soil®. As miniestacas
foram mantidas em casa de vegetacdao onde receberam fertirrigagao por nevoeiro em
fluxo de 32 L/h com bicos fogger, regulada por medidor de condutividade elétrica da
agua (EC) aferido para 2,5 e distribuida diariamente em fluxo de 2.500 ml por metro
linear a cada 15 minutos, no periodo de 30 segundos ao longo de 7 horas (das 10 as

17h).
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Figura 2 - Brota¢es de miniestacas de eucaliptos, E. urograndis; E. benthamii e E. urophylla, respectivamente

Ao longo dos 35 dias de experimento, com o auxilio de termo-higrometro foram
coletados dados de temperatura e umidade relativa do ar na casa de vegetacao,
gerando uma média ao longo das cinco semanas analisadas, constatando-se assim,

minimas, médias e maximas de temperatura e umidade (Figuras 3).

Temperatura (°C) B

Umidade Relativa do Ar
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10
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Figura 3 - Dados coletados das médias de temperatura (A) e umidade (B) em casa de vegetacdo, ao longo das
cinco semanas de experimento com o auxilio de termo-higrémetro.

3.2.3 Testes preliminares

Testes preliminares foram realizados para definir as concentragdes mais
relevantes de 4cido tanico e Algaren BZn® aplicadas no experimento com as
miniestacas de Eucalyptus. Os resultados definiram as quantidades: 250mg/L de acido

tanico e Iml/L de Algaren BZn®.

3.2.4 Tratamentos
Uma semana apds o plantio foram adicionados na base das miniestacas os

seguintes tratamentos: T1: Controle (dgua destilada); T2: acido tanico (250 mg/L); T3:
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Algaren BZn® (Iml/L) e T4: T2 + T3, os quais foram aplicados todas as semanas ao
longo de 35 dias. Observe na Figura 4 que as bandejas de tubetes referentes aos
experimentos foram “protegidas” por bandejas extras para estabelecer um efeito de

bordadura.

Figura 4 - Miniestacas em casa de vegeta¢dao. Quadrados vermelhos representam bandejas de tubete contendo os
experimentos nos quatro tratamentos e trés blocos de cada; setas brancas representam bandejas estabelecendo o
efeito bordadura.

3.2.5 Avalia¢oes do desenvolvimento das miniestacas
Ao longo dos 35 dias de experimento as miniestacas foram avaliadas
semanalmente para verificar a taxa de sobrevivéncia em cada tratamento, sendo os
dados medidos por meio de notas de acordo com o método adotado por Leone (2013)
onde a nota Zero foi considerada a morte do vegetal, nota 1: ponderou como vigor
reduzido; nota 2: vigor moderado e nota 3: correspondeu ao vigor elevado. Os dados
referentes ao incremento no peso da massa fresca e seca do sistema aéreo e

subterraneo (raizes e/ou calos) das miniestacas foram aferidos apos 35 dias de
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cultivo. Foi contabilizado o nuimero de raizes principais (originadas da base da
miniestaca), bem como, o tamanho total das plantas e engrossamento da base da
miniestaca (regido do desenvolvimento radicular), ambos com o auxilio de um
paquimetro. Os parametros volume, didmetro, comprimento das raizes, e
comprimento das radicelas foi adquirido por meio de scanner (WinRHIZO®), no

Laboratorio de Melhoramento de Plantas Alogamas, da ESALQ/USP (Figura 5).

Figura 5 — Sistema radicular de miniestacas de Eucalyptus spp. avaliadas em scanner. Material pronto para ser
escaneado (A); Sistema radicular escaneado (B)

3.2.6 Analises histologicas

Amostras da base das miniestacas foram fixadas em solu¢ao Karnovsky (1965),
desidratadas em série alcoolica-etilica em concentragdes crescentes (10, 20, 30, 40, 50,
60, 70, 80, 90 e 100% v/v) e inclusas em resina de hidroexietil metacrilato (Historesin,
Leica® Heidelberg, Germany) de acordo com recomendac¢des do fabricante. Os
blocos contendo as amostras foram seccionados de modo transversal a 10 um de
espessura empregando navalhas de aco do tipo C acopladas a micrétomo rotativo
manual. Os cortes obtidos foram submetidos a dupla coloragao com o reagente acido
periodico de Schiff e Naphtol blue black (Fisher 1968; Almeida et al. 2012) e

montados em laminas histologicas com resina sintética (Entellan®).
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As laminas histoldgicas foram analisadas e fotomicrografadas em microscopio
de luz (ZEISS-JENEMED2®) sendo as imagens capturadas na mesma escala com

camera SAMSUNG?® (SDC-313).

3.2.7 Delineamento experimental e coleta dos dados
O delineamento experimental utilizado neste trabalho foi 4 x 3 x 3 (4 tratamentos
x 3 espécies de Eucalyptus x 3 blocos), com 15 repeti¢cdes cada, totalizando 540
amostras.

Os dados dos parametros morfofisioldgicos das miniestacas foram analisados
com o auxilio do indice baseado em soma de “ranks” (Mulamba; Mock 1978), o qual
hierarquiza os parametros por atribuicao de valores absolutos mais elevados aqueles
de melhor desempenho, classificando-os em ordem favoravel de cada parametro
analisado. Por fim, as ordens sao somadas, resultando no indice de selecao, como
descrito a seguir: [ =r1 + r2+ ... + r, sendo que I é o valor do indice para determinado
individuo ou familia; 1j € a classificagdo (ou "rank") de um individuo em relagao ao j-
ésimo carater; n ¢ o namero de caracteres considerado no indice (Costa et al. 2004;
Cruz; Carneiro 2008).

Em relacao ao sistema subterraneo das miniestacas nos respectivos tratamentos
geraram uma matriz de presenga e auséncia de calos. Essa matriz foi analisada no
programa Past Estatistic (Hammer; Harper; Ryan 2001) através do teste de
coordenadas principais PCoA, utilizando o algoritmo de Bray-Curtis (Bray; Curtis

1957).

3.3 Resultados
3.3.1 Testes preliminares e Tratamentos
Os resultados obtidos nos testes preliminares demonstraram que dosagens
acima de 250 mg/L de &cido tanico resultam em oxidagao e subsequente morte das
miniestacas e, a menor concentragao (150 mg/L) mostrou-se semelhante ao observado

no controle, ou seja, sem resultado significativo. Com relagao ao Algaren BZn®, a
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melhor resposta foi a indicada pelo fabricante (Iml/L) sendo que as demais
resultaram na proliferacdo excessiva de algas e desenvolvimento de fungos,
ocasionando a necrose das miniestacas. Assim, estabeleceu-se as concentracdoes dos
bioestimulantes a serem aplicadas nas miniestacas, como 250 mg/L para acido tanico

e 1ml/L para Algaren BZn®.

3.3.2 Avaliacao do desenvolvimento das miniestacas nos tratamentos

As mudas desenvolvidas por miniestaquia apds 35 dias em tratamento com
bioestimulantes (Figura 6) foram avaliadas e os parametros morfofisiologicos
geraram um indice baseado em soma de “ranks”, que hierarquizaram os resultados
por meio de atribuicao notas, sendo que os menores valores representam resultados
mais satisfatorios de um determinado tratamento quando em comparagao com outro
da mesma espécie. A Tabela 1 representa os dados gerados a partir desta analise para
as trés espécies (E. urograndis, E. benthamii e E. urophylla), na qual se optou pelo uso
de uma escala de cor para representar valores inferiores aos superiores,

representando, portanto, do melhor ao pior tratamento.
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Figura 6 — Mudas de eucaliptos obtidas por miniestaquia. E. urograndis (A); E. benthamii (B) e E. urophylla (C)
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Tabela 1 - Indice de Soma de Classificagdo para os parametros analisados em E. urograndis; E. benthamii e E.
urophylla. T1: controle (apenas dgua); T2: 250mg/L de Acido Tanico; T3: Iml/L de Algaren BZn® e T4: T2 + T3

Notas atribuidas aos parametros

Espécie Tratamentos

CR<=0,5 [0,5<CR<=4 CR>4,5| MF-SS | MS-SS |MF-SA| MS-SA |indice

T1 2

T2
E. urograndis

T4

Espécie Tratamentos

MS-SS |MF-SA| MS-SA |indice

T1 4 38

T2
E. benthamii

13
T4 2 | 39
) Notas atribuidas aos parametros
Espécie Tratamentos
\' NR [C-SA| EBE | DR | VR | CR |CR<=0,5 |0,5<CR<=4|CR>4,5| MF-SS | MS-SS |MF-SA| MS-SA |indice
T1 4 |4 4| a|a]|a]2 2 2 4 | 4 2 3 2 | 45

T2
E. urophylla

Nota: O indice representa a somatoria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NR: nimero de raizes; C-SA: comprimento do sistema aéreo; EBE: engrossamento da base da miniestaca; DR: diametro
das raizes; VR: volume das raizes; CR: comprimento das raizes; CR<=0,5: comprimento das raizes menor ou igual a 0,5
centimetros; 0,5<CR<=4: comprimento das raizes entre 0,5 e 4 centimetros; CR>4,5: comprimento das raizes maior que 4,5
centimetros; MF-SS: massa fresca do sistema subterraneo; MF-SA: massa fresca do sistema aéreo; MS-SS: massa seca do sistema
subterraneo e MS-SA: massa seca do sistema aéreo.

As avaliacOes realizadas para analisar o experimento com bioestimulantes
mostram que independentemente da espécie analisada, o tratamento T2 (4cido
tanico), apresentou os melhores resultados, quando analisados pelo indice de soma
de classificacao (Tabela 1). E, no aspecto geral, a somatoria final do indice ficou muito
proxima entre os demais tratamentos, além disso, nao foi observado um padrao de
resultados entre eles. Assim, para melhor compreensao dos dados e visualizagao do
efeito de cada tratamento nas trés espécies, optou-se por fundir os graficos,
separando-os, desta vez, por tratamentos. Note que os dados sio os mesmos ja
apresentados na Tabela 1, porém, rearranjados para melhor visualiza¢dao (Tabelas 2,

3,4e)b).
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Tabela 2 — Adaptacao dos dados obtidos no indice de Soma de Classificagao para os parametros analisados em E.
urograndis; E. benthamii e E. urophylla. Sendo T1: controle (apenas agua)

. Notas atribuidas aos parametros
Espécies Tratamento -
V | NR|C-SA| EBE | DR | VR | CR |CR<=0,5[0,5¢<CR<=4|CR>4,5| MF-SS | MS-SS |MF-SA| MS-SA |indice
E. urograndis T1 2 3 4 | 3 4 4 2 4 4
E. benthamii T1 4 | 2| 3 3 13| 2 2 2 3 4 4 4 38
E. urophylla T1 4 | 4| 4| a|alal2 2 2 4 4 2 3 2 45

Nota: O indice representa a somatoria dos pardametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizacdo dos resultados. Os dados apresentados nesta tabela
foram adaptados da Tabela 1. Os parametros analisados foram: V: vigor; NR: nimero de raizes; C-SA: comprimento do sistema
aéreo; EBE: engrossamento da base da miniestaca; DR: didmetro das raizes; VR: volume das raizes; CR: comprimento das raizes;
CR<=0,5: comprimento das raizes menor ou igual a 0,5 centimetros; 0,5<CR<=4: comprimento das raizes entre 0,5 e 4
centimetros; CR>4,5: comprimento das raizes maior que 4,5 centimetros; MF-SS: massa fresca do sistema subterraneo; MF-SA:
massa fresca do sistema aéreo; MS-SS: massa seca do sistema subterraneo e MS-SA: massa seca do sistema aéreo.

Ao comparar todas as espécies, nota-se que T1 foi um tratamento intermedidrio,
excecao dada apenas para E. urophylla, que apresentou-se como o pior tratamento
aplicado.

Para Eucalyptus urograndis, observe nas Tabelas 1 e 2, que o tratamento 1
(controle), evidenciou valores favoraveis (nota 1) para os parametros incremento no
peso da massa fresca e seca do sistema aéreo; engrossamento da base das
miniestacas; nimero e diametro das raizes e, valores desfavoraveis (nota 4) quanto
ao incremento nos pesos de massa fresca e seca do sistema subterraneo; volume das
raizes; comprimento das raizes <0.5cm e 0.5 < comprimento das raizes < 4cm.

Em E. benthamii, T1 apresentou nota 1 apenas para engrossamento da base das
miniestacas e comprimento das raizes > 4.5cm, nota 4 para os parametros: vigor das
miniestacas; incremento dos pesos de massa seca do sistema subterraneo e de massa
fresca e seca do sistema aéreo (Tabela 2).

E por fim, em E. urophylla nao foi observado nenhum parametro neste
tratamento com nota 1, a melhor nota no indice de soma de classificagao, sendo que,
para os parametros: comprimento total do sistema aéreo e engrossamento da base
das miniestacas; incremento do peso de massa seca do sistema subterraneo; volume,
numero, diametro e comprimento das raizes > 4.5 cm; apresentaram-se com notas 4,
classificando-o para esta espécie como o pior tratamento empregado, como

observado nas Tabelas 1 e 2.
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A Tabela 3 mostra os dados coletados para o tratamento com acido tanico nas

trés espécies de eucalipto.

Tabela 3 - Adaptacdo dos dados obtidos no indice de Soma de Classificagdo para os parametros analisados em E.
urograndis; E. benthamii e E. urophylla. Sendo T2: 250mg/L de Acido Tanico

Notas atribuidas aos parametros
Espécies Tratamento
V | NR|CSA| EBE | DR | VR | CR |CR<=0,5 |0,5<CR<=4|CR>4,5| MF-SS | MS-SS |MF-SA|MS-SA |indice
E. urograndis T2 3 3 2 2
E. benthamii T2 3 3 (a4
E. urophylla T2 2 2 3 2

Nota: O indice representa a somatéria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os dados apresentados nesta tabela
foram adaptados da Tabela 1. Os parametros analisados foram: V: vigor; NR: ntimero de raizes; C-SA: comprimento do sistema
aéreo; EBE: engrossamento da base da miniestaca; DR: didmetro das raizes; VR: volume das raizes; CR: comprimento das raizes;
CR<=0,5: comprimento das raizes menor ou igual a 0,5 centimetros; 0,5<CR<=4: comprimento das raizes entre 0,5 e 4
centimetros; CR>4,5: comprimento das raizes maior que 4,5 centimetros; MF-SS: massa fresca do sistema subterraneo; MF-SA:
massa fresca do sistema aéreo; MS-SS: massa seca do sistema subterraneo e MS-SA: massa seca do sistema aéreo.

Em relagdao ao tratamento empregado com dacido tanico (T2) observou-se os
melhores resultados (nota 1) em E. urograndis para os parametros: volume das raizes;
incremento do peso de massa seca do sistema subterraneo e para todos os dados
coletados para comprimento das raizes (total; CR <0.5cm; 0.5< CR < 4cm e CR >
4,5cm). A Tabela 3 destaca que este tratamento, esta espécie estudada, nao
apresentou para nenhum parametro analisado notas desfavoraveis, ou seja, com nota
4 no indice de soma de classificacao.

Em E. benthamii, T2 apresentou notas favordveis para os parametros:
comprimento do sistema aéreo; incremento do peso de massa fresca e seca do sistema
subterraneo; numero e comprimento total das raizes; comprimento das raizes <0.5cm
e 0.5< comprimento das raizes < 4cm. Notas inferiores (nota 4) foram observadas
apenas para: comprimento das raizes > 4.5cm; diametro e volume das raizes (Tabela
3).

De forma inversa ao observado em T1 para E. urophylla (Tabela 2), em T2 esta
espécie nao apresentou notas desfavoraveis (nota 4) para nenhum dos parametros
avaliados, apresentando nota 1 para: comprimento do sistema aéreo; incremento do

peso de massa seca do sistema aéreo; volume das raizes e todos os dados coletados
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para comprimento das raizes (total; CR < 0.5cm; 0.5 < CR < 4cm e CR > 4,5cm) (Tabela
3).
Com relagao ao tratamento com Algaren BZn®, os dados estdao apresentados na

tabela 4.

Tabela 4 — Adaptacao dos dados obtidos no indice de Soma de Classificagdo para os parametros analisados em E.
urograndis; E. benthamii e E. urophylla. Sendo T3: 1ml/L de Algaren BZn®

Notas atribuidas aos parametros

Espécies Tratamento -
VR | CR |CR<=0,5|0,5<CR<=4|CR>4,5| MF-SS | MS-SS |MF-SA| MS-SA |Indice
E. urograndis T3 2 | 2 2 2 3 2 4 4 30
E. benthamii T3 2 | 3 3 3 3 2 3 3 34
E. urophylla T3 2 | 3 3 3 3 2 3 4 4 37

Nota: O indice representa a somatoria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizacdo dos resultados. Os dados apresentados nesta tabela
foram adaptados da Tabela 1. Os parametros analisados foram: V: vigor; NR: niimero de raizes; C-SA: comprimento do sistema
aéreo; EBE: engrossamento da base da miniestaca; DR: didmetro das raizes; VR: volume das raizes; CR: comprimento das raizes;
CR<=0,5: comprimento das raizes menor ou igual a 0,5 centimetros; 0,5<CR<=4: comprimento das raizes entre 0,5 e 4
centimetros; CR>4,5: comprimento das raizes maior que 4,5 centimetros; MF-SS: massa fresca do sistema subterraneo; MF-SA:
massa fresca do sistema aéreo; MS-SS: massa seca do sistema subterraneo e MS-SA: massa seca do sistema aéreo.

O tratamento com Algaren BZn® (T3), apresentou notas consideradas favoraveis
(1), para E. urograndis nos parametros: vigor; comprimento do sistema aéreo;
incremento do peso de massa fresca do sistema subterraneo e engrossamento da base
das miniestacas, sendo este ultimo também observado em T1. Este tratamento
apresentou nota 4 para incremento dos pesos de massa fresca e seca do sistema aéreo
(Tabela 4).

A Tabela 4 destaca que para E. benthamii, obteve-se nota 1 apenas em: vigor e
incremento do peso de massa fresca do sistema aéreo e, nota 4 para numero de
raizes. Os demais parametros analisados foram intermedidrios para este tratamento.

O mesmo foi observado em E. urophylla, onde a maioria dos parametros
analisados apresentou-se como intermediario, obtendo nota 1 apenas para vigor e
diametro das raizes e nota 4 para incremento dos pesos de massa fresca e seca do
sistema aéreo (Tabela 4).

A tabela 5 corresponde aos dados coletados em todas as espécies para o

tratamento 4, que corresponde ao acido tanico em combinagao com Algaren BZn®.
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Tabela 5 — Adaptacao dos dados obtidos no indice de Soma de Classificagao para os parametros analisados em E.
urograndis; E. benthamii e E. urophylla. Sendo T4: T2 + T3

Notas atribuidas aos parametros

Espécie Tratamentos -
V | NR |C-SA| EBE | DR | VR | CR [CR<=0,5|0,5<CR<=4|CR>4,5| MF-SS | MS-SS |MF-SA| MS-SA |Indice
E. urograndis T4 4 4 | 4 3 4 [ 3| 2 3 3 4 3 3 3 2 45
E. benthamii T4 2 (34| 3 4 4 4 2 4 2 3 2 39
E. urophylla T4 3 . 2 313]|4 4 4 2 3 3 -E

Nota: O indice representa a somatéria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os dados apresentados nesta tabela
foram adaptados da Tabela 1. Os parametros analisados foram: V: vigor; NR: nimero de raizes; C-SA: comprimento do sistema
aéreo; EBE: engrossamento da base da miniestaca; DR: diametro das raizes; VR: volume das raizes; CR: comprimento das raizes;
CR<=0,5: comprimento das raizes menor ou igual a 0,5 centimetros; 0,5<CR<=4: comprimento das raizes entre 0,5 e 4
centimetros; CR>4,5: comprimento das raizes maior que 4,5 centimetros; MF-SS: massa fresca do sistema subterraneo; MF-SA:
massa fresca do sistema aéreo; MS-SS: massa seca do sistema subterraneo e MS-SA: massa seca do sistema aéreo.

A Tabela 5 mostra que no tratamento 4 (acido tanico + Algaren BZn®), o E.
urograndis nao apresentou notas consideradas superiores, ou seja, com nota 1 no
indice de soma de classificagdo, apresentando nota 4 nos parametros: vigor e
comprimento do sistema aéreo; numero, didmetro e comprimento das raizes > 4.5cm.

Para E. benthamii nao houve o aparecimento de notas consideradas superiores,
ou seja, com nota 1 no indice de soma de classificagao, apresentando notas inferiores
(nota 4) para os parametros: vigor e comprimento do sistema aéreo; numero,
diametro e comprimento das raizes > 4.5cm (Tabela 5).

A Tabela 5 revela que T4 obteve em E. urophylla notas consideradas favoraveis
(nota 1) para: incremento dos pesos de massa fresca e seca do sistema aéreo;
engrossamento da base das miniestacas e numero de raizes, e apresentou notas 4
para alguns dados coletados para comprimento das raizes, tais como: comprimento
das raizes; CR < 0.5cm e 0.5 < CR <4cm.

Tendo em vista que, a miniestaquia com as espécies trabalhadas muitas vezes
resulta em desenvolvimento de calos, optou-se pelo uso do termo “sistema
subterraneo” e, sabendo-se que o aparecimento destes nao € interessante na formagao
de mudas, este parametro nao foi analisado com os demais, pelo indice baseado em
soma de “ranks”, considerando que a ordem de classificagio desta andlise foi

realizada classificando os parametros que revelam resultados favoraveis a

desfavoraveis.
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Assim, para estes caracteres em mudas das 3 espécies estudadas foram
classificadas com “presenca” e “auséncia” e, para melhor compreensao destes dados
gerados, realizou-se a Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), método que
permite visualizar diferencas entre as amostras. Suas coordenadas principais
separam as amostras por dissimilaridade, ou seja, através de quadrantes, permitindo
a andlise das diferencas existentes entre as espécies e os tratamentos aplicados

(Figura 7). A andlise de componentes principais apresentou 88,83% da variancia total.
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Figura 7 - Analise de Coordenadas Principais (PCoA) gerada a partir de resultados de matriz formada pela
presenca e auséncia de calos no sistema subterraneo em miniestacas de Eucalyptus spp. submetidos aos
tratamentos com bioestimulantes pelo periodo de 35 dias. Sendo: El: E. urograndis; E2: E. benthamii; E3: E.
urophylla e, T1: controle; T2: acido tanico; T3: Algaren BZn®; T4: T2 + T3

A PCoA permitiu visualizar a distribui¢do da presenca de calos nos tratamentos
ao longo de eixos de ordenacdo. Conjuntamente, os dois eixos plotados em cada

ordenacao apresentada, evidenciaram a distribui¢do dos dados, onde na Figura 7 é

possivel observar, diferencas com relagao ao desenvolvimento de calos.
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Apds 35 dias com bioestimulantes em casa de vegetacdo, verificou-se
dissimilaridade entre tratamentos e espécies trabalhados. Notou-se maior
similaridade entre os tratamentos T3 e T4 em relagdo ao controle (T1), por se
encontrarem nos mesmos quadrantes (2 e 4). A Unica excegao observada foi com
acido tanico (T2), que se encontra em parte no quadrante 1, indicando sua correlagao
com E. benthamii.

O tratamento 1 (controle) se correlaciona com todas as espécies, mas
principalmente com E. benthamii. Ja, T3 s6 nao se correlaciona com E. urophylla,
apenas com E. benthamii e E. urograndis. O T4, tratamento composto de T2 + T3, assim
como T1, apresentou correlagao com todas as espécies.

A Figura 8 representa o desenvolvimento de calos caracteristicos observados

em E. urograndis e E. urophylla.
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Figura 8 — Mudas de E. urograndis (A) e E. urophylla (B) obtidas a partir de miniestaquia. Setas evidenciam a
presenga de calos na base das miniestacas

Diferentemente do observado para E. urograndis e E. urophylla (Figura 8), a
espécie E. benthamii, também apresentou desenvolvimento de calos na base de
algumas miniestacas. No entanto, quando estes se desenvolveram, nao seguiram um
padrao caracteristico como nas duas outras espécies, evidenciado pela Figura 9. A
espécie E. benthamii de modo geral, foi a que mais desenvolveu calos, como

demonstrado pela PCoA (Figura 7) e, os sistemas subterraneos em suas miniestacas
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foram observados em trés tipos: formacdao de calos; raizes diretas da base das

miniestacas e/ou raizes desenvolvidas a partir de calos (Figura 9).
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Figura 9 — Mudas de E. benthamii obtidas a partir de miniestaquia, evidenciando os trés tipos de sistemas
subterraneos formados (setas). Sendo eles: sistema radicular desenvolvido diretamente da base das miniestacas
(A); sistema radicular desenvolvido a partir de calo na base da estaca (B) e formacao de calos sem raizes (C).

3.3.3 Analises histologicas
As andlises histoldgicas evidenciaram desenvolvimento de tecido calogénico na
regidao cortical, com presenca de células de distintas dimensdes e formatos

ocasionando a desestruturagao tecidual tipica do parénquima cortical (Figura 10).
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Esta estrutura foi observada em todas as espécies estudadas neste trabalho, variando

somente com relagao a frequéncia e tamanho, independente do tratamento aplicado.

Figura 10 - Secgbes transversais da regido proximal da base de miniestacas de Eucalyptus spp. Evidenciando a
existéncia de um padrao a formagao de tecido calogénico em todos os tratamentos e espécies. Setas: tecido

Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3 Tratamento 4

ii

EF
S
=
S
o
<
w

E. urograndis

calogénico; CI: cértex interno; CE: cdrtex externo; EP: epiderme.

Estas analises permitiram observar que em todos os tratamentos houve a
formagao de calos na regiao do cdrtex interno, porém em nenhum dos casos houve a
formacgao de raizes adventiceas nestes tecidos, que somente rodeavam as raizes
adventicias cuja origem era direta do cambio vascular (Figura 11), comprovando,

portanto, que este tecido calogénico nao interferiu no processo rizogeénico.
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Figura 11 — Secgdes transversais da regiao proximal da base de miniestacas de Eucalyptus spp. Evidenciando a
formagao de raizes adventicias nas trés espécies de Eucalyptus. A: E. urograndis; B: E. benthamii e C: E. urophylla.
Setas vermelhas: regiao de origem das raizes adventicias no cambio vascular; setas brancas: tecido calogénico; RAd:
raizes adventicias

34 DISCUSSAO

Considerando-se as dificuldades comumente encontradas na reproducao
assexuada ou propagacdo clonal de espécies lenhosas, o estabelecimento da técnica
de miniestaquia proporciona uma melhora no desenvolvimento do sistema radicular,
reduzindo o tempo de formagao da muda, afetando diretamente seu desempenho em
campo (Alfenas et al. 2004; Azevedo et al. 2015), além da obtencao de mudas de
elevada qualidade, para posterior plantio em campo.

De acordo com Almeida (2006), para o processo de miniestaquia de eucaliptos,
as brotacdoes podem ser colhidas diretamente do campo ou de minijardim clonal e,
apos serem estaqueadas, sdao mantidas em casa de vegetacao por um periodo de 20 a
45 dias, dependendo da espécie, regiao e época do ano. Como neste trabalho, a fase
de inducdo a emergéncia radicular de miniestacas foi conduzida em um centro de
pesquisa com producdo de mudas de eucalipto, seguiram-se seus padroes ja
estabelecidos, visando manter o mesmo tempo empregado no processo de
estaqueamento. Desta forma, os experimentos foram limitados a 35 dias em casa de
vegetacao com temperatura e umidade controlados e aferidos diariamente (Figura 3).
A fertirrigacdo por nevoeiro em fluxo manteve as mudas saudaveis e nenhum
sintoma de toxicidade ou deficiéncia nutricional foi observado.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o tratamento composto

apenas por AIB (T1: tratamento controle), apresentou-se como um tratamento

intermedidrio, sendo que nas trés espécies atribuimos a nota 4, ou seja, a nota mais
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baixa no indice baseado em soma de “ranks” (Mulamba; Mock 1978), para o
parametro incremento do peso de massa seca do sistema subterraneo.

Aplicagdes de auxina, além de dar o start, otimizam a rizogénese,
proporcionando maior porcentagem, velocidade e qualidade das raizes (Hartmann et
al. 2002; Almeida et al. 2007), atribuicOes essas que, de acordo com Lajus et al. (2007)
sao fundamentais para o desenvolvimento da nova planta, pois, segundo o autor,
nao basta obter boa porcentagem de enraizamento, mas também ¢ importante que o
sistema radicular apresente qualidade, garantindo o vigor da miniestaca. As Figuras
6, 8 e 9 elucidam de forma sucinta as vias morfogénicas que podem ocorrer em
miniestacas de eucalipto quando imersas em AIB.

Previamente a aplicacdao dos tratamentos com bioestimulantes, a extremidade
proximal de todas as miniestacas foi colocada em contato com AIB em po, e entao
conduzidas aos tubetes, seguindo as recomendagoes de Brondani et al. (2012), onde o
autor destaca que a aplicagdo exdgena de reguladores de crescimento vegetais
podem melhorar o enraizamento adventicio, considerando que o AIB, do grupo das
auxinas, € o regulador mais utilizado para este fim (Wendling et al. 2000; Wendling;
Xavier 2005; Brondani et al. 2010). E de conhecimento geral que a presenca endégena
e/ou exogena da auxina, inicia a divisao celular, o alongamento e subsequente
diferenciacdo celular responsavel pelo processo de rizogénese. A atividade cambial e
a diferenciacdo do xilema sao fungdes efetivamente importantes para os eventos
tisioldgicos expressos pelas respostas dos genes responsivos a auxina (Grones et al.
2015) que, resultarao no desenvolvimento da nova planta. Todavia, consta na
literatura que ainda existem diferengas de respostas em relacao ao percentual de
enraizamento de miniestacas com a aplicagao do AIB, que ocorre, nao apenas entre as
espécies do género Eucalyptus, mas também, entre clones de uma mesma espécie. No
esquema representado pela Figura 12, mostra-se de forma didatica como a aplicagao
de AIB d& o start para respostas celulares nas miniestacas, dando inicio a divisao
celular, alongamento e diferenciacao celular, ativando o cambio vascular e

consequente diferenciacdo vascular, gerando raizes adventicias e subsequentemente,
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formando o sistema radicular que, caso essas raizes sejam funcionais, dara inicio as
respostas fisiologicas, como o transporte acropeto no cilindro vascular e absorcao de

nutrientes pelo sistema aéreo da planta.
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Figura 12 - Esquema representativo do evento de rizogénese adventicia

Vale lembrar que a andlise de somatdria de indice (Mulamba; Mock 1978)
permite verificar a atuagao dos tratamentos em cada um dos parametros analisados
e, ndo somente no aspecto geral, como determinado por outras andlises estatisticas.
Tendo em vista que esse indice € obtido apds o ordenamento das espécies anallisadas
quanto aos parametros avaliados no sentido desejado (notas superiores as inferiores),
e posterior somatoria das suas classifica¢oes (Teixeira et al. 2012).

Sendo assim, consideremos que o numero de raizes, comprimento e incremento
de massa fresca e seca dos sistemas aéreo e radicular, sao parametros fundamentais

para averiguar a produtividade do vegetal bem como o aproveitamento dos
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nutrientes absorvidos pelas plantas (Echer; Dominato; Creste 2009). Neste trabalho
podemos observar que, nas trés espécies estudadas, o tratamento convencional, ou
seja, apenas com AIB, se mostrou o pior no que se refere a assimilagao de nutrientes
pelas miniestacas, evidenciando que apesar da atuagao positiva da auxina na indugao
a rizogénese, as raizes formadas ndo apresentaram eficiéncia fisioldgica, ou seja, a
absorc¢ao de nutrientes mostrou ser insuficiente para o desenvolvimento das plantas.
Acreditamos que, apesar da auxina ter atuado nas suas funcgdes basicas de divisao e
alongamento das células, provavelmente a atividade cambial e consequente
diferenciacdo vascular, ndo foram suficientes para estabelecer uma efetiva conexao
vascular entre as raizes formadas e a miniestaca, consequentemente, essas nao
conseguiram desempenhar de forma eficaz suas fungoes fisiologicas de transporte de
nutrientes para a parte aérea.

De acordo com Kirkby; Romheld (2007), o suprimento de micronutrientes pelas
plantas ocorre de duas formas, por absorcao foliar e também por absorcao do pool
solivel em d4gua presente na rizosfera, podendo afetar no crescimento e
desenvolvimento da planta, corroborando com os dados obtidos por Leone (2013), no
qual o pesquisador observou maiores médias de incremento do peso de massa seca
para as amostras que obtiveram maiores taxas de absorcao de nutrientes para
Eucalyptus cultivado in vitro.

No presente trabalho foram aplicados, além do AIB, dois bioestimulantes o
acido tanico e Algaren BZn® (produto comercial composto pelo extrato de alga
Ecklonia maxima acrescido de boro e zinco) na expectativa de otimizar o protocolo de
enraizamento das miniestacas. Testes preliminares foram imprescindiveis para o
estabelecimento das melhores concentragdes dos bioestimulantes aplicados, inclusive
cabe destacar que as concentragdes determinadas corroboraram as divulgadas na
literatura (Staden; Beckessesett; Rijkenberg 1995; Almeida 1999), e as recomendagdes
do fabricante para o uso do extrato de algas.

O tratamento com acido tanico se destacou como o melhor quando comparado

aos demais. Este composto fenodlico tem biossintese origindria de diferentes rotas, o
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que o torna heterogéneo metabolicamente (Taiz; Zeiger 2009). De acordo com os
autores, a rota metabdlica do acido chiquimico € a mais importante para as plantas
superiores, sendo esta tao notavel, que o conhecido herbicida glifosato atua
bloqueando uma etapa desta rota metabolica (Santos et al. 2007). A rota do acido
chiquimico produz os aminodcidos aromaticos, fenilalanina, tirosina e triptofano
(Voet; Voet 2006), precursores de grande parte dos metabdlitos secundarios das
plantas, tais como: pigmentos, flavonoides, auxinas, fitoalexinas, lignina e os taninos,
rotas intermediarias a ela sdo utilizadas como substrato para outras vias metabolicas.
Estima-se que, sob condi¢des normais de desenvolvimento, 20% do carbono fixado
pelas plantas podem ser direcionados para a rota do acido chiquimico (Haslam 1993;
Gomes 2011). Portanto, esta via é de extrema importancia para o metabolismo
vegetal e, além disso, ela estd envolvida na produgao de diversos produtos de
interesse comercial, com destaque para os taninos condensados, flavonas, isoflavonas
e acido indolacético (AIA) (Gomes 2011).

Os taninos sao moléculas fendlicas altamente reativas que formam pontes de
hidrogénio, intra e intermoleculares (Monteiro; Albuquerque; Aratjo 2005), sao
facilmente oxiddveis tanto por enzimas vegetais especificas, quanto por influéncia de
metais, como o cloreto férrico, responsavel pela coloracao de suas solugdes. Sao
compostos biodegradaveis capazes de formar complexos com proteinas e outras
macromoléculas e minerais (Castro-Silva et al. 2004) e, em fungao disso, sao eficientes
na remogao de particulas presentes na agua. Estas moléculas estdo divididas de
acordo com a estrutura quimica, em dois grupos: taninos hidrolisaveis e taninos
condensados, sendo os primeiros compostos por galatoninas e elagitaninos,
presentes em espécies de dicotiledoneas herbaceas e lenhosas (Mello; Santos 2001).
Os taninos condensados, por sua vez, sao constituidos por polifendis e sao mais
frequentes na natureza onde exercem importante fun¢ao antimicrobiana e antiviral,
provavelmente por causar efeito de complexagao entre os polifendis e as proteinas,
acarretando inibi¢do enzimatica (De Bruyne et al. 1999). Esta classe de taninos é

encontrada em raizes, folhas, frutos e na periderme (casca) de arvores (Queiroz;
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Morais; Nascimento 2002), como em Acacia mimosa, Eucalyptus grandis, E. urograndis,
E. pellita, entre outras.

Além disso, como ressaltado por Almeida (1999), o 4cido tanico, assim como
outros compostos fenolicos, pode atuar de modo direto ou indireto no
desenvolvimento do sistema radicular, corroborando com os dados observados neste
trabalho, no qual se observou de modo geral, os melhores resultados para os
parametros relacionados ao sistema radicular (Tabelas 1 e 3), principalmente, por que
este tratamento foi o que apresentou menor incidéncia de calos na base das
miniestacas (Figura 7) excegao feita apenas para E. benthamii, lembrando que nesta
espécie é muito comum a ocorréncia de calos (Brondani 2012), e em T2, a incidéncia
de formacao destas estruturas foi menor, o que provavelmente ao comparar todos os
tratamentos, este apresentou resultados mais favoraveis para este parametro.

Isto provavelmente é relacionado ao fato de que o processo de diferenciagao
celular que da inicio ao enraizamento depende nao s6 de hormonios, mas também de
substancias nitrogenadas, presentes no metabolismo secunddrio das plantas, muito
importante na interagao destas com o meio ambiente (Taiz; Zeiger 2009; Rocha et al.
2015), tais como aminoacidos, além de proteinas que sao redistribuidos (Malavolta
2006), garantindo assim, maior desenvolvimento da formacao do sistema radicular,
aumentando o acimulo de matéria seca em ambas as partes das mudas formadas
(sistemas aéreo e radicular), como observado neste trabalho, corroborando com
dados de Rocha et al. (2015).

Produtos organicos que sejam favoraveis ao meio ambiente e que aprimorem a
eficiéncia de fertilizantes quimicos vém sendo cada vez mais utilizados para
estimular o desenvolvimento vegetal, os denominados bioestimulantes (Ertani et al.
2015). Dragicevic et al. (2015), com o intuito de aprimorar a eficiéncia nutricional de
graos de soja, adicionaram bioestimulantes em suas plantas, dentre eles o produto
comercial Algaren BZn® no entanto, assim como observado neste trabalho, para o
tratamento 3 (Tabelas 1 e 4), a aplicagao deste produto nao foi satisfatoria, ou seja,

nao obtivemos os resultados esperados, apresentando-se com nota 2 no indice
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baseado em soma de “ranks” (Mulamba; Mock 1978), para as espécies Eucalyptus
urograndis e E. benthamii e 3 para E. urophylla (Tabela 4).

Os autores Dragicevi¢ et al. (2015), observaram que a aplicagio deste
bioestimulante apresentou efeito positivo quanto ao teor de zinco analisado. Isto
provavelmente ocorreu por conta do zinco ja existente na formulagdo do produto,
um micronutriente essencial para a iniciagdo da rizogénese, juntamente com
nitrogénio, fosforo e manganés (Almeida 2012). Quando em combina¢ao com o
manganés influenciam o nivel de auxinas enddgenas (Brondani et al. 2012),
justamente porque o zinco estd relacionado a sintese de triptofano, percursor da
auxina (Souza; Pereira 2007).

Ja, em relacao ao boro, outro elemento presente na formulagdao do produto
comercial Algaren BZn® apresenta efeito no enraizamento adventicio, por ser
requerido tanto durante a fase de iniciagao das raizes, quanto durante o crescimento,
por ser importante para a manutencao da divisao celular e, além disso, o boro parece
estar relacionado com processos metabdlicos, que influenciam diretamente no
enraizamento, como os niveis de auxinas enddgenas e a atividade de AIA oxidase.
Sua deficiéncia causa mudangas anatomicas, fisiologicas e bioquimicas que podem
prejudicar a formagao de raizes adventicias (Ono et al. 1994; Ono; Rodrigues 1996;
Josten; Kutschera 1999; Trevizam et al. 2011; Almeida 2012). Por atuarem diretamente
na regulacdo morfogenética, teores adequados de macro e micronutriente,
especialmente nitrogénio, fdsforo, potassio, magnésio, calcio e boro, sao de extrema
importancia ao enraizamento (Assis; Teixeira 1998; Ramage; Williams 2002; Ansari et
al. 2004).

Silva et al. (2018) observaram em brdcolis que, ao longo do periodo de producao
de mudas, o uso de nutrientes na irrigacdo das mudas acarretou em um aumento no
numero de folhas, altura das mudas além do incremento do peso de massa fresca e
seca que, aumentaram quando comparado ao tratamento controle. Pereira et al.
(2016) ressaltam que a producao de mudas de qualidade é essencial na obtengao do

éxito para o estabelecimento destas em campo. Os autores observaram mudas de
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Moringa oleifera Lam. de maior qualidade quando fertirrigadas, sendo o mesmo
observado por Rocha et al. (2014) na producao de mudas de Eucalyptus spp.

Para a produgao de culturas anuais e bianuais, o uso do Algaren BZn® vem
sendo utilizado e mostrando efeitos significativos na otimizagao da rizogénese. No
entanto, para este trabalho, o seu uso nao apresentou resultados significativos para
nenhuma das espécies testadas sendo, todavia, um tratamento superior para o
enraizamento de eucaliptos quando comparado com TI1 (tratamento controle)
(Tabelas 1 e 4) e, com relacao a incidéncia de calos, T3 também se mostrou superior a
T1 (Figura 7). A aplicagao do Algaren BZn® vem sendo indicada para as fases iniciais
de cultivo para varias culturas, Chiminelli (2017) revela que o produto é responsavel
por estimular a producao de citocininas nas plantas, estimulando assim, o
enraizamento. Como ja verificado por Carvalho; Castro (2014), que observaram que o
uso de extratos de alga aumentou a eficiéncia vegetal, principalmente no sistema
radicular.

Ao utilizar o tratamento composto por acido tanico + Algaren BZn® (T4), a
hipotese foi que o acido estd envolvido na produgao de auxinas e, o Algaren BZn®de
citocininas, sendo, portanto, uma potencial alternativa para a indugao da rizogénese
em miniestacas de eucalipto. No entanto, este tratamento apresentou-se como o pior
para praticamente todos os parametros avaliados (Tabelas 1 a 5). Além de elevada
incidéncia de calos na base das miniestacas (Figura 8).

O Algaren BZn® trata-se de um composto comercial de extrato de alga Ecklonia
maxima acrescido de boro e zinco. Na alimentacdao humana, a absor¢ao do zinco é
limitada quando em combinag¢dao com outras substancias, como alguns antagonistas
fitato, o oxalato, os taninos e os polifenois, como discutido por Cruz; Soares (2011).
Desta forma, acreditamos neste trabalho que o mesmo possa ter ocorrido na absorg¢ao
vegetal deste micronutriente, tendo em vista que em plantas, estd envolvido na
sintese de auxinas.

No que se refere ao desenvolvimento vegetal, espera-se que tenha um

adequado balango entre auxina e citocininas, onde a concentragao de auxina deve ser
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sempre menor que a de citocinina e, a relagao entre eles deve ser sempre menor que 1
(Brondani 2012). Quando o nivel de auxina se eleva, ocorre a formacgao de raizes, o
oposto favorece o desenvolvimento de brotos e caso as proporg¢oes entre esses dois
reguladores de crescimento sejam semelhantes, acarretard na formacao de calo
(Krikorian 1995; Takahashi 2002). Brondani (2012) ressalta que a presenca destas
estruturas na regido de conexao vascular € muito problematica, pois pode
comprometer a estabilidade da planta em campo, bem como a funcionalidade da raiz
que por ventura se forme em decorréncia da diferenciacao de células do calo.

As andlises anatomicas realizadas evidenciaram que, independente da espécie e
tratamento utilizado, houve desenvolvimento de tecido calogénico na regiao do
cortex, como observado por Brondani (2012) que, da mesma forma, utilizou acido
indol butirico (AIB) para induzir a formacao de raizes. Este tecido, provavelmente se
desenvolve como uma forma de cicatrizagao da area de ruptura (Figura 10). Os
autores Viana; Nunes; Machado Neto (2017) mostraram em seu estudo que a
presenca de calos nas plantas aumenta a produgao de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que, de acordo com Batagin-Piotto (2013), é relacionada aos sistemas de defesa
das plantas sendo, portanto, sua presenga, uma forma de se constatar se houve
algum tipo de stress a planta, bem como ataque de patogenos.

Além disso, estas andlises permitem comprovar que, com exce¢ao das
miniestacas que formaram calo na base proximal, todas as raizes desenvolvidas neste
experimento foram de origem direta apresentando conexao com o cambio vascular
(Figura 11). A conexao vascular da raiz adventicia é de extrema importancia para
garantir a qualidade da muda produzida via reproducao assexuada, muitas vezes
quando se observa a presenga de calo e, uma raiz oriunda deste calo, ou seja, de
origem indireta, esta pode apresentar diversos problemas, principalmente
tombamento quando levada ao campo (Li et al. 2009). Assim, fica evidente que
apesar da formacdo de tecido calogénico na regido do cortex, este surgiu
externamente a origem radicular, formando um envoltdrio as raizes adventicias e

nada tendo com sua origem, nao interferindo, portanto, com a conexao vascular das
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raizes, o que nos permite afirmar, que sao raizes efetivas, muito parecidas com a raiz
verdadeira ou tipica, aquela obtida através de plantas com sementes (Almeida;

Almeida 2014).

3.5  Conclusodes
v O uso de acido tanico na concentracao de 250mg/L associado ao AIB otimiza o
enraizamento de miniestacas de eucalipto nas trés espécies estudadas (Eucalyptus
urograndis; E. benthamii e E. urophylla);
v O uso de Algaren BZn® foi indiferente para enraizamento de miniestacas de
eucalipto;
v'Nenhum dos tratamentos aplicados causou alteragdes estruturais nas raizes

adventicias desenvolvidas.
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4 ACLIMATIZACAO DE MICROESTACAS DE Eucalyptus urograndis
ALONGADAS IN VITRO COM BIOESTIMULANTES

Resumo

A técnica in vitro € extremamente interessante e vantajosa por induzir a
reversao a juvenilidade de clones micropropagados, pois além da produgao macica
de mudas uniformes, as condi¢des de cultivo favorecem também, o enraizamento de
espécies e/ou clones que apresentam considerdvel recalcitrancia a este evento
morfogénico. Neste sentido, é de extrema importancia a busca pela otimiza¢ao nas
etapas e, consequentemente, nas mudas geradas a partir da técnica de
micropropagacao. Desta forma, no presente trabalho foram testados os
bioestimulantes acido tanico (250mg/L) e Algaren BZn®(1ml/L) em meios de cultura
para alongamento de brota¢oes de Eucalyptus urograndis, sendo estes utilizados de
forma isolada e/ou em combinacao, tendo como controle os tratamentos
convencionais. Apds 90 dias de cultivo in vitro, brotagdes alongadas foram coletadas
e aclimatizadas até a formacao de mudas. Todas as fases foram avaliadas e seus
dados analisados por meio de indice de somatdria de ranks, a partir do qual se
constatou que o tratamento com &cido tanico foi o mais satisfatdrio e o tratamento
composto pela unido dos bioestimulantes (acido tanico e Algaren BZn®) e com
Algaren BZn® isolado apresentaram resultados inferiores ao tratamento controle.
Apesar das diferengas observadas quanto aos parametros morfofisioldgicos, andlises
histoldgicas evidenciaram que todos os tratamentos desenvolveram mudas aptas
para serem conduzidos ao campo, formando sistema radicular com origem cambial
direta e com conexao vascular.

Palavras-chave: Enraizamento; Micropropagacio; Brotacdes alongadas; Acido tanico;
Extrato de alga

Abstract

The in vitro technique is extremely interesting and advantageous for inducing
the reversion to youthfulness of micropropagated clones, since in addition to the
uniform seedlings massive production, its cultivation conditions also favor the
rooting of species and/or clones that present considerable recalcitrance to this
morphogenic event. On this way, the search for optimization in micropropagation
stages is extremely important and, consequently, in the seedlings generated from this
technique. So, on this work the biostimulants tannic acid (250mg/L) and Algaren
BZn® (Iml/L) were applied in culture media to elongate E. urograndis shoots, which
were used in isolated and/or in combination, having as control the conventional
treatments. After 90 days at in vitro culture, elongated shoots were cutted and
acclimatized until the plant formation. All phases were evaluated and their data
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analyzed by ranks summation index, from which it was verified that the treatment
with tannic acid was the most satisfactory and the treatment composed by
biostimulants union (tannic acid and Algaren BZn®) and Algaren BZn® isolated had
presented inferior results to the control treatment. In spite of the observed differences
in the morphophysiological parameters, histological analyzes showed that all
treatments developed plants suitable for going to the field, with a root system with
cambial direct origin and vascular connection.

Keywords: Rooting; Micropropagation; Shoots elongation; Tannic acid; Seaweed
extract

41 Introdugao

O setor florestal tem investido consideraveis somas em pesquisas visando o
melhoramento da eucaliptocultura, em func¢do da expressiva plasticidade do género
que, inegavelmente vem resultando no aumento significativo da produtividade e,
consequentemente, no uso de seus produtos e subprodutos, maximizando nao
apenas a economia, como também, a preserva¢dao de matas nativas, excessivamente
exploradas nos setores madeireiro e energético. A multiplicacdo de Eucalyptus é
realizada essencialmente via assexuada por meio de técnicas de mini e
microestaquia, que proporcionam a obtencdo macica de clones de gendtipos
superiores adaptados aos mais diferentes ambientes com a expectativa de garantir a
homogeneidade dos produtos, como qualidade da madeira para a industria de papel
e celulose, producao de energia, tolerancia ao estresse e resisténcia a doencas
(Zanuncio et al. 1998; Baccarin et al. 2015). Todavia, essas técnicas de propagagao
constantemente sao afetadas pela recalcitrancia do género a rizogénese, justificando
as iniimeras pesquisas referentes a busca pela solu¢ao deste problema. Acreditamos
que, a constante recalcitrancia ao enraizamento possa estar relacionada com o
envelhecimento ontogénico das matrizes selecionadas, sendo assim, o uso da técnica
de cultura in vitro, como citado por Baccarin (2012) e Leone (2013), proporciona o
rejuvenescimento dos propagulos, além da alta taxa de multiplicagao que acelera os
programas de propagacao clonal do eucalipto. De forma geral, a micropropagacao é

dividida em fases, descritas por Grattapaglia e Machado (1998), como Fase 0,
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relacionada ao acondicionamento das plantas matrizes, as quais devem ser mantidas
com irrigagao e fertilizacdo constantes, garantindo o desenvolvimento de brota¢oes
saudaveis que serao utilizadas como fontes de explantes para introdugao in vitro na
Fase 1, que se refere a introducdo e estabelecimento in vitro dos explantes, os quais
devem se desenvolver livres de oxidagao e contaminagao, resultando em plantas
saudaveis. Ja, na Fase 2, multiplicacdo das brotacdes desenvolvidas a partir dos
explantes (Fase 1), é importante que se obtenha o maior niimero de brotos no menor
tempo possivel para obtencao de material para a Fase 3, a qual refere-se ao
alongamento das brotacdes obtidas na fase anterior. Esta fase € muito importante
para conduzir os propagulos ao enraizamento, facilitando assim, o manejo tanto in
vitro quanto ex vitro. Ja, a ultima fase da micropropagacao, principalmente para o
cultivo de eucalipto, a Fase 4, cujo objetivo € induzir o enraizamento das brotagdes e
aclimatizacao, na qual as brotagdes alongadas in vitro (microestacas) sao induzidas ao
enraizamento em substrato onde se espera a formagao de raizes funcionais. Para
tanto, é essencial que a Fase 3, de alongamento das brotagdes in vitro, seja bem
estabelecida, tendo em vista que esta depende nao apenas do tipo, mas também das
concentragoes de reguladores de crescimento (George; Hall; De Klerk 2008;
Wendling; Dutra 2010). E, para este fim, destaca-se a auxina, principalmente o acido
indolacético (AIA), e o acido indolbutirico (AIB), os quais sao amplamente utilizados
a inducao de raizes adventicias nos sistemas de propagacao assexuada in vivo e in
vitro (Ludwig-Miiller 2000; Marchioro, 2005; Li et al. 2009). O uso de composto
fendlico associado ao AIA é bastante comum e os resultados sao significativamente
satisfatérios (Curir et al. 1990; Prado 2014). Destaca-se que a aplicagdo de composto
fenolico associados ou nao, ao zinco e ao boro, podem atuar efetivamente na sintese
do AIA (4cido indolacético), inibindo a RNAse que hidrolisa o RNA e reduzindo o
nitrato a nitrito (Malavolta; Vitti; Oliveira 1997) e a aplicagao de acido tanico, um
composto fenolico, nos vegetais apresenta-se como um potencial indutor de raizes e
desenvolvimento do sistema aéreo (Lima 1998), além disso, tendo em vista a

participagcao do boro na divisao celular, acarretando o aumento no tamanho das
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células, transporte de carboidratos da folha para outros orgaos (Malavolta 1980)
agindo portanto, como agente morfogénico, ja descrito por Spurr (1957). Atualmente,
um produto que vem sendo amplamente utilizado para essa fungao sao os extratos
de algas, devido as substancias neles encontradas, vém sendo empregado como
fertilizantes e bioestimulantes vegetais, considerando que estes, podem afetar
positivamente inimeras etapas do desenvolvimento das plantas, sendo a principal
delas o desenvolvimento inicial (melhoria na germinacao de sementes,
estabelecimento de plantulas e aumento e melhoria do sistema radicular), refletindo
no estabelecimento em campo e na produtividade vegetal (Carvalho; Castro 2014;
Aratjo 2016). Em funcao dessas informacgdes e pautados no pressuposto que
bioestimulantes otimizam processos morfogénicos, principalmente rizogénese, o
objetivo deste trabalho foi buscar alternativas para o enraizamento de microestacas
de eucalipto e sua posterior aclimatizagio. Para tanto, utilizamos dois
bioestimulantes: acido tanico e Algaren BZn® (extrato da alga Ecklonia maxima
suplementado com os micronutrientes boro e zinco) adicionados no meio de cultura

para alongamento de brotagoes de Eucalyptus urograndis.

4.2 Material e métodos

4.2.1 Localizacao da area experimental
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas, no Departamento de Ciéncias Bioldgicas, na Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP, Piracicaba/SP, situado entre as
coordenadas geograficas 22°42’ de latitude sul e 47°38 de longitude oeste de

Greenwich, e a 138 km de distancia da Capital do Estado de Sao Paulo.

4.2.2 Material vegetal
Para obtencao de explantes para introducao in vitro, mudas de Eucalyptus

urograndis foram plantadas em areia média e mantidas em casa de sombra filtrando a
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luz solar em 70%, para constituigao de minijardim clonal, sob constante fertirrigacao
(Figura 1). No periodo entre 30 e 45 dias da quebra da dominancia apical das
minicepas, as novas brotagdes (gemas axilares) foram coletadas e conduzidas para o
laboratdrio dando sequéncia as etapas de micropropagacao. Nos quinze dias que
antecederam a introdugao in vitro, foi realizado tratamento profilatico com as
matrizes, aplicando-se fungicida Orthocid® (2,4 g/L) acrescido de Tween® 20% (3

gotas/L), visando a minimizac¢ao de contaminagoes in vitro.

Figura 1 - Plantas matrizes de eucalipto em casa de sombra. A) Matrizes de Eucalyptus urograndis; B) Escolha de
brotagoes para estabelecimento in vitro; C) Preparo de explantes; D) Introdugao in vitro

4.2.2.1 Introducao in vitro

Para a introducdo in vitro, as brotagdes coletadas das matrizes de eucaliptos
tiveram seus limbos foliares removidos (Figura 1), mantendo-se os peciolos com
aproximadamente 5 mm de comprimento e segmentada em explantes (segmentos
nodais) constituidos por duas gemas axilares com 15-20 mm de comprimento,
sempre cortados em bisel. Em laboratoério, os explantes foram lavados em agua
corrente por 30 minutos e imersas em solugdo de fungicida Orthocide® (2,4g/litro)
acrescido de 2 gotas de Tween® 20% por 15 minutos, seguido de trés enxagues em
agua deionizada autoclavada. A seguir, os explantes foram imersos em solugao de
NaClO a 30% (v/v) acrescido de 2 gotas de Tween 20% pelo periodo de 10 minutos e

novamente enxaguados com agua estéril. Apos a desinfestacdo, os explantes foram
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introduzidos em meio de cultura MS (Murashige; Skoog 1962) suplementado com 30
glL® de sacarose; 0,8 gL' de Polivinilpirrolidona (PVP) e 4,5 gL de agar e pH
ajustado para 5.8 (+1) com HCl (1M) e NaOH (1M). Os segmentos nodais foram
mantidos neste meio de cultivo por 30 dias e as brotagdes que se mantiveram
assintomaticas e com desenvolvimento adequado foram transferidas para novo meio
de cultura. Durante todo o processo de micropropacao as plantas foram mantidas em
sala de crescimento com controle de temperatura, fotoperiodo e luminosidade, sendo

respectivamente: 25+2°C, 16:8 horas (luz/escuro) e (40pmol/m?/s).

4.2.2.2 Multiplicacdo in vitro
Apbs o periodo de 30 dias, as brotagdoes desenvolvidas nos explantes foram
transferidas para meio de cultura WPM (Lloyd; McCown 1981) para multiplicacao,
suplementado com 0,5 mgL! de BAP e 0,05 mgL! de ANA (Brondani et al. 2012),
além de 0,8 gL' de Polivinilpirrolidona (PVP), 30 gL' de sacarose e 4,5 gL' de 4gar e
pH ajustado para 5.8 (+1) com HCl (1M) e NaOH (1M) (Figura 2).

Figura 2 — Microcepas de Eucalyptus urograndis estabelecida em meio de cultura para multiplicagao das
brotagoes.
4.2.2.3 Alongamento in vitro
4.2.2.3.1 Testes preliminares
Ap0s o periodo de 120 dias, correspondente a quatro subcultivos, as microcepas

de Eucalyptus spp estabelecidas na fase de multiplicagao, foram transferidas para
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meio de cultura WPM liquido, suplementado com 30 gL' de sacarose; 0,8 gL' de
Polivinilpirrolidona (PVP), 0,05 mgL! de BAP e 0,1 mgL* de ANA. As microcepas
foram sustentadas em pérolas de vidro autoclavada (Figura 3).

Testes preliminares foram realizados para definir as concentracdes mais
relevantes de acido tanico e Algaren BZn® aplicadas no experimento com as
microestacas (estacas obtidas in vitro). Os resultados definiram as quantidades:

250mg/L de acido tanico e 1ml/L de Algaren BZn®.

Figura 3 — Microcepas de Eucalyptus urograndis em meio de cultura liquido para alongamento e sustentadas em
pérolas de vidro autoclavadas

4.2.2.3.2 Tratamentos
A terapia com agentes bioestimulantes foi realizada em meio de cultura WPM

liquido para alongamento, acrescido de acido tanico e/ou extrato de alga Ecklonia

maxima (Algaren BZn®) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composigdo dos tratamentos terapéuticos com agentes bioestimulantes

L Concentracao
Tratamentos Grupos Classificagao
(ul/L)
T1 Testemunha - -
T2 Acido tanico Composto fenolico 250

Extrato de Ecklonia maxima
T3 Algaren BZn® . 1.000
acrescido de B e Zn

L . Composto fenolico + Extrato
Acido tanico + Algaren

BZn®

T4 de Ecklonia mdxima acrescido 250 e 1.000

deBeZn

Os meios de cultura acrescido dos bioestimulantes foram renovados 3 vezes ao

longo de 90 dias, ou seja, a cada 30 dias, totalizando 3 subcultivos.

4.2.2.3.3 Microestacas ex vitro
Decorridos 90 dias (trés subcultivos), as brotagdes alongadas de Eucalyptus
urograndis (microestacas) com aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram
coletadas e transferidas para bandejas para plantio de hortalicas em substrato
autoclavado composto por vermiculita média e Basaplant florestal® (2:1, v/v). As
bandejas foram acondicionadas em recipientes plasticos (miniestufa) (Figura 4),

mantidas por 30 dias em sala de crescimento.
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Figura 4 — Miniestufa com brota¢des de Eucalyptus urograndis coletadas da fase de alongamento em in vitro. A)
Visdo geral da miniestufa; B e C) Visdo geral de como as microestacas ficam acomodadas no sistema de
miniestufa.

Apos 30 dias, as brotagdes alongadas, agora caracterizadas como microestacas,
foram transferidas para tubetes com 12 cm de comprimento por 3,5 cm de diametro
com capacidade total de 120 cm?, preenchido com susbtrato Basaplant® e vermiculita
média (2:1). As plantas foram transferidas para casa de sombra filtrando a luz solar
em 70%.

Os tubetes envoltos em saco plastico assemelhando-se a uma estufa, foram
imersos em recipientes contendo 50ml de solugao nutritiva (Tabela 2), onde
permaneceram por 15 dias. Decorrido esse periodo os sacos plasticos foram
perfurados e as plantas mantidas nas mesmas condi¢des por mais 15 dias e em
seguida, transferidas para bandejas de tubetes, ainda em casa de sombra, por mais 15
dias. Ao final deste periodo, as plantas foram transferidas para pleno sol,

completando 45 dias do ciclo de rustificagdo total das mudas.
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Tabela 2 — Composigdo da solugdo nutritiva aplicada nas microestacas de Eucalyptus urograndis

Componente Férmula g/200L
Nitrato de Calcio Ca(NO:s)2 152
Sulfato de Amonia NH4SOx 45
MAP fosfato monoamonico 22
Cloreto de Potassio KCl 80
Sulfato de Magnésio MgSOa 75
Tenso Ferro FeEDDHMA-6%Fe 44
Sulfato de Manganés MnSOs 0,9
Acido Bérico HsBOs 0,55
Sulfato de Zinco ZnSO4 0,06
Sulfato de Cobre CuSOxq 0,05
Molibdato de Sodio Na:MoOxs 0,01

4.2.3 Parametros analisados
As microcepas (in vitro) e as microestacas (ex vitro) de Eucalyptus urograndis
foram avaliadas semanalmente para obtenc¢ao de dados dos seguintes parametros:

v'"Microcepas: vigor, comprimento e altura das microcepas e nimero de
brotagoes alongadas;

v'"Microestacas em fase de miniestufa: vigor, nimero de brotos e folhas,
altura do sistema aéreo e presenca de raizes;

v'"Microestacas em fase de tubetes em casa de sombra: vigor, namero de
brotos e folhas e altura do sistema aéreo;

v'"Microestacas em fase de tubetes a pleno sol: vigor, nimero de brotos e

folhas; altura do sistema aéreo; incremento do peso de massa fresca e seca

dos sistemas aéreo e radicular.

Vale lembrar que os tratamentos foram aplicados somente na fase de
alongamento in wvitro das microcepas de Eucalyptus wurograndis. Nas fases
subsequentes, nenhum tratamento foi aplicado, as andlises ocorreram apenas para

verificacao do efeito dos tratamentos nas microestacas.
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4.2.4 Analises histologicas

Para verificar possiveis alteragdes anatomicas nas microestacas de Eucalyptus
urograndis oriundas de alongamento in vitro com bioestimulantes, bem como analisar
a origem celular das raizes obtidas na base da microestaca, foram realizadas secgoes
transversais de material fresco confeccionadas a mao livre com auxilio de laminas de
aco, utilizando-se para tanto, trés microestacas de cada tratamento.

Os cortes obtidos foram submetidos a dupla coloragdo com o reagente acido
periddico de Schiff (PAS) e naftol blue-black, com metodologia adaptada de Fisher
(1968) e Almeida et al. (2012), além de Sudan Black B (Pearse 1968).

ApOs a coloragao, os materiais foram montados em laminas semi-permanentes
com glicerina 50% e as imagens foram obtidas em microscopio de luz (Zeiss-Jenemed
2) acoplado a um sistema de captura de imagens (Sansung, SDC-313) com as

respectivas escalas na mesma proporgao.

4.2.5 Delineamento experimental e coleta dos dados

O delineamento experimental da fase de alongamento in vitro das microcepas
de E. urograndis foi constituido de 4 tratamentos x 5 parcelas. Sendo as parcelas
representadas por frascos de vidro contendo 4 microcepas em cada. Os dados dos
parametros morfofisiologicos das microcepas e microestacas foram analisados com o
auxilio do indice baseado de soma dos “ranks”, de acordo com Mulamba; Mock
(1978), o qual hierarquiza os parametros por atribuicdo de valores absolutos mais
elevados aqueles de melhor desempenho. Por fim, os valores obtidos foram somados,
para obtencao dos “ranks”, que assinala a classificacdo de cada individuo analisado
(Cruz; Carneiro 2008).

A Figura 5 representa um esquema resumido do procedimento metodoldgico

utilizado no presente trabalho.
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<<esenvolvimento de brotagdes alongadas<<istabelecimento da cultura in vitro
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Altura do sistema aéreo;
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sistema aéreo;
Incremento do peso de massa fresca/ seca do
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<

Figura 5 - Esquema representativo da metodologia realizada para execucdo do trabalho com microcepas e

microestacas de Eucalyptus urograndis
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4.3  Resultados
4.3.1 Testes preliminares e Tratamentos
Os resultados preliminares evidenciaram que concentragdes de acido tanico
abaixo de 250mg/L ndo apresentaram resultados satisfatorios enquanto que as
concentracoes acima de 250mg ocasionaram elevada oxidagao das microcepas. O
mesmo ocorreu quando a concentragao de Algaren BZn® foi aplicada acima das

recomendacdes do fabricante (Figura 6).

Figura 6 — Microcepas de Eucalyptus urograndis com oxidagao durante testes preliminares para determinacéo das
concentra¢des de cada bioestimulante. Algaren BZn® (A); acido tanico (B). Seta indica excessivo desenvolvimento
de algas

Assim, ap0s o estabelecimento das concentra¢des de cada bioestimulantes a ser
utilizado, 250mg/L para 4cido tanico e 1ml/L para Algaren BZn® que foram
utilizados nos tratamentos: T1: controle; T2: dcido tanico; T3: Algaren BZn® e T4: T2 +
T3, as microcepas foram mantidas nestas condigdes durante o periodo de trés
subcultivos, 90 dias, com avalia¢gdes semanais ao longo deste periodo.

Seus resultados foram ponderados por meio de atribui¢oes de notas, gerando
um indice de somatorias de acordo com a classificagdo estabelecida por Mulamba;
Mock (1978).

As microcepas foram mantidas por trés subcultivos em meio de cultura WPM
liquido para indugdo de alongamento das brotagdes, com 0,05 mgL-1 de BAP e 0,1

mgL-1 de ANA. Além disso, bioestimulantes foram acrescentados compondo os
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respectivos tratamentos (Tabela 1). Para verificar a atuagao de cada um destes
tratamentos em microcepas de Eucalyptus, avaliagdes semanais foram realizadas. A
Tabela 3 representa estes dados e, para melhor visualizacdo dos tratamentos foi
utilizada uma escala de cores, representando valores inferiores aos superiores,

portanto, do melhor ao pior tratamento.

Tabela 3 - Indice de Soma de Classificacio para os pardmetros analisados em alongamento in vitro de Eucalyptus
urograndis. T1: controle; T2: 250mg/L de Acido Tanico; T3: 1ml/L de Algaren BZn® e T4: T2 + T3

Notas atribuidas aos parametros
Tratamentos
indice
T1
T2
T3
T4

Nota: O indice representa a somatéria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; CM: comprimento das microcepas; AM: altura das microcepas e NBA: nimero de brotagdes alongadas.

De acordo com a Tabela 4, ao longo dos trés subcultivos nestas condig¢oes e 12
semanas de avalia¢Oes, as microcepas mostraram-se mais responsivas no tratamento
1 (controle, isento de bioestimulantes), ou seja, foram mantidas nas mesmas
condic¢Oes as quais vinham sendo cultivadas, porém, desta vez em meio de cultura
liquido. Este tratamento apresentou melhores resultados quanto as caracteristicas
morfologicas das microcepas, no entanto, estes dados foram ofuscados pelo empate
observado de T1 com T2 (4cido tanico), que apresentou médias superiores com
relacdo ao comprimento das microcepas e numero de brota¢des alongadas. Estes dois
tratamentos (T1 e T2) apresentaram-se como os melhores, excecao feita apenas para o
parametro vigor, cujo melhor resultado foi observado no tratamento 3 (Algaren
BZn®) e nos demais parametros deste tratamento, observou-se notas inferiores (nota
3) quando comparado com os demais tratamentos.

J& o tratamento composto pela combinagao de T2 e T3, foi o tratamento mais

insatisfatdrio, apresentando as piores notas para todos os parametros avaliados, tais
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como: vigor; comprimento das microcepas; altura das microcepas e numero de

brotagdes alongadas (Tabela 3).

4.3.2. Microestacas ex vitro
Apods a fase de alongamento in vitro das brotagdes, estas foram coletadas e
transferidas para miniestufa, iniciando assim, a fase de aclimatizacdo das
microestacas. Esta primeira fase do processo de aclimatizagao foi realizada no
periodo de 30 dias, em sala de crescimento com controlada (temperatura, fotoperiodo
e luminosidade, respectivamente: 25+2°C, 16:8 horas (luz/escuro) e (40pmol/m?/s).
Para verificar as diferencas entre os tratamentos, avaliagdes semanais foram

realizadas e os dados gerados sao demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Indice de Soma de Classificacdo para os pardmetros analisados em microestacas de Eucalyptus
urograndis em miniestufa. T1: controle; T2: 250mg/L de Acido Tanico; T3: Iml/L de Algaren BZn®e T4: T2 + T3

Notas atribuidas aos parametros
Tratamentos
NB NF AM PR indice
T1 9
T2
T3 3 3 3 3 3 15
T4 4 4 4 4 4 20

Nota: O indice representa a somatoria dos pardmetros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: nimero de brotos; NF: numero de folhas; AM: altura das microestacas e PR: presenca de raiz.

Na Tabela 4 demonstrou-se que, T2 foi o melhor tratamento para as
microestacas de Eucalyptus spp obtidas de alongamento in vitro com tratamentos com
bioestimulantes, seguido de T1; T3 e T4. Além disso, o tratamento 2 (&cido tanico),
com excecao do vigor das microestacas, apresentou médias superiores para todos os
parametros analisados, tais como numero de brotos; nimero de folhas; altura da
microestaca e presenca de raizes observadas para fora da bandeja onde foram

plantadas, como demonstrado na Figura 7.
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Figura 7- Microestacas de Eucalyptus urograndis plantadas em miniestufa. Setas indicam a presenga de raizes.

Ainda em relagao a Tabela 4, observa-se que T4 (acido tanico + Algaren BZn®),
apresentou médias inferiores para todos os parametros avaliados.

Decorridos 30 dias, as microestacas foram transplantadas em tubetes e
passaram a ser mantidas em casa de sombra. Por 15 dias os tubetes ficaram envoltos
em saco plastico e imersos em solugao nutritiva (Tabela 2), em seguida, os sacos
plasticos foram perfurados e, mantiveram nestas condi¢des por mais 15 dias. Apos
este periodo, os tubetes foram transferidos para bandejas por mais 15 dias, ainda em
casa de sombra. Completando, assim, um periodo total de 45 dias de rustificacao das
microestacas em casa de sombra.

A Tabela 5 mostra as médias geradas a partir de avaliagdes semanais ao longo

destes 45 dias em que as microestacas foram mantidas em casa de sombra.
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Tabela 5 - Indice de Soma de Classificagio para os pardmetros analisados em microestacas de Eucalyptus
urograndis em aclimatizagdo em casa de sombra. T1: controle; T2: 250mg/L de Acido Tanico; T3: 1ml/L de Algaren
BZn®e T4: T2 + T3

Notas atribuidas aos parametros

Tratamentos

T1
T2
T3
T4

Nota: O indice representa a somatéria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: nimero de brotos; NF: numero de folhas e AM: altura das microestacas.

A Tabela 5 demonstra que, assim como observado nas Tabelas 3 e 4,
respectivamente os dados de microcepas em fase de alongamento in vitro e de
microestacas de E. urograndis plantadas em miniestufa, T2 foi o melhor tratamento,
apresentando a melhor nota (1), para os parametros de namero de folhas e altura das
microestacas, para os demais parametros, vigor e nimero de brotos, este tratamento
apresentou a segunda melhor nota (2).

Na sequéncia do tratamento T2, temos T1, que apresentou nota 1 para vigor,
nota 2 para numero de folhas e nota 3 para numero de brotos e altura das
microestacas. Empatado com T1 no indice baseado de soma dos “ranks”, esteve T3,
que apresentou nota 1 para nimero de broto, nota 2 para altura das microestacas e
nota 3 para vigor e numero de folhas.

E por fim, o tratamento T4 (dcido tanico + Algaren BZn®), como pode ser
observado na Tabela 5, apresentou meédias inferiores para todos os parametros
analisados, assim como observado nas Tabelas 4 e 5, sendo, portanto, o pior
tratamento de acordo com no indice baseado de soma dos “ranks”.

Ao final dos 45 dias em casa de sombra, as mudas foram transferidas a pleno
sol por mais 15 dias, onde se encerrou o experimento, considerando-se o fato de que

esta fase foi destrutiva, por fornecer dados de incremento do peso de massa fresca e
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seca do sistema aéreo e radicular, além da altura deles. A Tabela 6 apresenta dados

das avaliagOes semanais nestas condigoes.

Tabela 6 - Indice de Soma de Classificacio para os pardmetros analisados em microestacas de Eucalyptus
urograndis em aclimatizagao a pleno sol. T1: controle; T2: 250mg/L de Acido Tanico; T3: 1ml/L de Algaren BZn® e
T4: T2+ T3

Notas atribuidas aos parametros

Tratamentos

NF |MF-SA [MS-SA| ASA | MF-SR [MS-SR| ASR |indice

19

T2 2
T3 3133 3|2 1(3] 3 ]2]2]22
T4 4| 44| 4| 4a|a] 4| 4] a]36

Nota: O indice representa a somatéria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: nimero de brotos; NF: nimero de folhas; MF-SA: incremento do peso de massa fresca do sistema aéreo; MS-SA:
incremento do peso de massa seca do sistema aéreo; ASA: altura do sistema aéreo; MF-SR: incremento do peso de massa fresca
do sistema radicular; MS-SR: incremento do peso de massa seca do sistema radicular e ASR: altura do sistema radicular.

A Tabela 6 demonstra que, assim como observado nas Tabelas 3, 4 e 5, nota-se
que, seguindo o padrao observado nas fases anteriores, T2 foi o0 melhor tratamento,
inclusive para os novos parametros analisados, tais como: incrementos do peso de
massa fresca e seca dos sistemas aéreo e radicular, além da altura dos sistemas aéreo
e radicular. O tratamento com acido tanico (T2), apresentou a melhor nota (1), para
todos os parametros analisados, exceto vigor e numero de brotos que foi observada a
nota 1 em T1, o segundo melhor tratamento observado, que apresentou nota 2 para
os parametros niumero de folhas, incremento de massa fresca do sistema aéreo, altura
do sistema aéreo, incremento de massa fresca do sistema radicular. Nos parametros
incremento de massa seca do sistema aéreo e incremento de massa seca do sistema
radicular e a altura do sistema radicular, apresentou nota 3.

O terceiro tratamento observado no indice baseado de soma dos “ranks” foi T3
(Algaren BZn®), que nao apresentou nota 1 para nenhum parametro analisado. Para
incremento de massa seca dos sistemas aéreo e radicular e altura do sistema

radicular, apresentou nota 2. Para os demais parametros, neste tratamento, tiveram

nota 3.
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E por fim, como observado nas demais Tabelas (4, 5 e 6), T4 (acido tanico +
Algaren BZn®), foi o pior tratamento empregado, apresentando a pior nota (4), para

todos os parametros analisados.

4.3.3 Analises histoldgicas
As andlises histoldgicas foram realizadas com corte de material fresco (sem
emblocar) da regiao proximal das microestacas de E. urograndis para verificar a
origem celular das raizes formadas. Os cortes foram corados com dupla coloracao do
reagente acido periddico de Schiff (PAS) em associagao com naftol blue-black, além
de Sudan Black B. Nao foi observada nenhuma distingao histoldgica entre os
tratamentos. Desta forma, a Figura 7 representa o padrao observado em todas as

microestacas utilizadas como amostra para esta andlise.

Figura 7 — SecgOes transversais de corte de material fresco da regido proximal da base de microestacas de
Eucalyptus urograndis. Setas: conexao vascular entre os sistemas radicular e aéreo; BE: corte transversal na base da
microestaca; RAd: corte long da raiz adventicia; X2: xilema secunddrio; CV: cambio vascular
44  Discussao

Microcepas de Eucalyptus urograndis foram cultivadas in vitro, em meio de

cultura WPM para alongamento das brotac¢des, fase importantissima da técnica de

micropropagacao por garantir a formacdao de propagulos saudaveis para
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aclimatizagdo e enraizamento, facilitando assim, o manejo vegetal tanto in vitro
quanto ex vitro (Grattapaglia, Machado 1998). De acordo com Dutra; Wendling;
Brondani (2009) o ideal é que as fases de multiplicacdo e alongamento das brota¢oes
sejam realizadas concomitantemente, no entanto, existem culturas que necessitam de
meio de cultura proprio para esta ultima fase, regulada por balangos hormonais
adequados entre auxina e citocinina testados para cada fase do cultivo in vitro.

Tendo em vista que o meio de cultura sélido é considerado o ideal para
micropropagacao de espécies do género (Correia et al. 1995) e, que neste trabalho foi
testada a aplicacdo de bioestimulantes em meio de cultura liquido para o
alongamento de brotagoes de E. urograndis, foi necessdria a busca por alternativas
para evitar problemas no metabolismo vegetal relacionados ao uso de meios de
cultura semi-solidos ou liquidos (Vasconcelos et al. 2012), tais como vitrificagao (ou
hiperidricidade) de folhas e gemas, uma desordem morfofisioldgica e bioquimica
decorrente do acimulo anormal de 4gua no interior das células e tecidos, uma
provavel resposta a difusao passiva da agua para dentro dos tecidos que comumente
ocorre quando as plantas ficam imersas no meio de cultura (Kevers et al. 2004;
Vasconcelos et al. 2012).

Desta forma, optou-se pelo uso de pérolas de vidro autoclavada que permite o
contato com o meio de cultura apenas na base das microcepas (termo designado aos
“tufos” de brotagdes de eucaliptos in vitro) (Figura 3), como observado em meios de
cultura preparados com agentes solidificantes. Embora nao se encontre na literatura
a utilizacdo de pérolas de vidro no cultivo in vitro de plantas, o seu uso autoclavado é
comum em estudos microbioldgicos com linhagens bacterianas e fungicas (Carretto
et al. 2007; Galdiano Junior 2009).

Brondani (2012) frisa em seu trabalho a importancia da busca incessante por
melhorias nas etapas da micropropagacao de Eucalyptus, bem como a redugao dos
seus custos, estabelecendo assim protocolos que maximizem a producdo e que

possam ser difundidos para outras espécies e até mesmo géneros.
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Neste contexto, o presente trabalhou buscou a utilizacao de bioestimulantes,
produtos com substancias naturais e/ou sintéticas, comumente aplicados em
sementes, plantas e solos podendo alterar processos vitais e estruturais dos vegetais
(Avila et al. 2008). Castro e Vieira (2001) revelam que os bioestimulantes quando
aplicados nos vegetais podem atuar de maneira similar aos grupos de hormonios
vegetais conhecidos, tendo influéncia, portanto, no desenvolvimento das plantas.

Os bioestimulantes utilizados foram: o acido tanico, um composto fenoélico e o
Algaren BZn®, produto comercial extraido de algas Ecklonia maxima acrescido dos
micronutrientes boro e zinco, estes foram aplicados de forma isolada e/ou em
combinac¢ao em meio de cultura liquido para alongamento de brotac¢des de eucalipto,
além de tratamento controle, isento de bioestimulantes.

Microcepas de E. urograndis submetidas aos tratamentos supracitados ao longo
de trés subcultivos que, para eucaliptos sdo realizados em média a cada 30 dias, para
renovagao do meio de cultura (Baccarin 2012; Brondani 2012; Leone 2013) e, no caso
deste experimento, dos bioestimulantes.

Os resultados destas avaliagdes foram ponderados por meio de atribui¢oes de
notas, gerando um indice de somatodrias de acordo com a classificagao estabelecida
por Mulamba; Mock (1978), no qual os autores determinaram que, quanto menor o
valor do indice, constituido pela somatdria dos parametros em cada tratamento e,
ndo somente no aspecto geral, como determinado por outras andlises estatisticas.
Tendo em vista que esse indice é obtido apds o ordenamento das espécies analisadas
quanto aos parametros avaliados no sentido desejado (notas superiores as inferiores),
e posterior somatoria das suas classificagoes (Teixeira et al. 2012), como demonstrado
nas Tabelas de 3 a 6.

Em todas as fases deste experimento, o T2 (acido tanico) foi o melhor
tratamento empregado, ficando sempre a frente do tratamento 1 (controle), sendo
que este ultimo caracteriza, portanto, os resultados comumente encontrados em
alongamento in wvitro de Eucalyptus spp e sua subsequente aclimatizagao. O

enraizamento ex vitro realizado simultaneamente a aclimatizacao das microestacas
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demonstrou ser uma pratica de grande éxito no processo de micropropagagao dos
materiais genéticos em estudo. Acrescenta-se que o enraizamento ex vitro representa
redugao de custos na micropropagacao pela eliminagao de uma etapa de cultivo in
vitro, representado pelo enraizamento. Esta ja se tornou uma pratica comum e ha
tempos empregada (Baccarin 2012; Brondani 2012; Brondani et al. 2012; Batagin-
Piotto 2013).

O fato de o tratamento 2 ter sido o melhor para todas as fases, ¢ um resultado
que pode ser considerado esperado, tendo em vista que o 4cido tanico, um tanino,
faz parte do grande grupo dos compostos fenolicos produzido no metabolismo
secundario das plantas que, de acordo com Peres (2004), nem sempre € necessario ao
ciclo de vida vegetal, no entanto, desempenha um importante papel em suas
interagdes com o meio ambiente. E um composto importante para o crescimento e
reproducao vegetal e os dados observados nas Tabelas de 3 a 6 corroboram com
Lima (1998), que observou que o uso de compostos fenolicos no cultivo in vitro de
Eucalyptus grandis maximizou o desenvolvimento vegetal, além de Curir et al. (1990)
que observou o mesmo para Eucalyptus gunni.

Além disso, a importancia destes produtos do metabolismo secundario das
plantas durante o processo de enraizamento foi constatada em trabalhos cléssicos,
como as pesquisas desenvolvidas por Bartolini & Tattini (1986) e Curir et al. (1990),
0s quais evidenciaram que a associagao de auxinas com fendis favorece este evento
morfogénico. Estes produtos podem alterar os mecanismos oxidativos nos vegetais,
como espécies reativas de oxigénio, que sao geradas como subprodutos de diversos
processos metabolicos, além de aumentar a acdo de auxinas no enraizamento por
inibir o sistema AlIA-oxidase, prevenindo a degradacao de AIA (Pandey; Pathak,
1981; Hammatt, 1993; Gajewska; Sktodowska, 2007).

Ja o tratamento 3, composto por Algaren BZn®, veio na sequéncia de T1 e T2
quando se observa o indice de soma de classificacdo, sendo que este tratamento
apresentou média superior apenas com relagao ao vigor das microcepas, 0 mesmo

observado por Aremu et al. (2015), ao isolar extratos de Ecklonia maxima e verificar



111

sua atuacao no desenvolvimento de Eucomis autumnalis. Em todas as fases do
experimento, este tratamento nao foi satisfatorio as plantas, apresentando-se com
nota 3 no indice baseado em soma de “ranks” (Mulamba; Mock 1978).

O tratamento com extrato de alga se mostrou inferior para o crescimento e
desenvolvimento de mudas de Eucalyptus urograndis, corroborando com dados
demonstrados por Santos et al. (2013), no qual o tratamento com extrato de alga se
mostrou inferior ao tratamento controle para dados de taxas de crescimento (Tabelas
3 a 6), e incremento dos pesos de massa fresca e seca dos sistemas aéreos e
radiculares (Tabela 6), demonstrando, portanto, que esta nao ¢ uma alternativa
viavel para melhoria de cultivo vegetal.

O mesmo se aplica ao tratamento 4 que, para este trabalho foi classificado como
o pior em todos os parametros para todas as fases analisadas (alongamento de
brotagdes in vitro; aclimatizacao em fase de miniestufa; casa de sombra e rustificacao
a pleno sol) (Tabelas 3 a 6), corroborando novamente com dados de Santos et al.
(2013), que observou que a somatdria de tratamento com extrato de alga com outro
bioestimulantes se apresentou extremamente desfavoravel para o cultivo vegetal,
sendo inclusive um tratamento pior que a testemunha.

Apesar de se observar diferengas no desenvolvimento das microestacas nas
fases avaliadas ao longo dos tratamentos (Tabelas 3 a 6), ao realizar andlises
histoldgicas na base das microestacas, observou-se que, em todos os tratamentos, as
raizes formadas tiveram origem direta com conexao vascular, garantindo assim, que
sdo raizes funcionais (Figura 7). Desta forma, conclui-se que, apesar de os
tratamentos terem apresentado diferencas morfofisioldgicas nas microestacas, todos
foram capazes de desenvolver raizes funcionais, sem o risco de tombamento quando
levada ao campo (Li et al. 2009) com potencial, portanto, de se tornar futuras plantas

matrizes.
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45 CONCLUSOES
v A aplicagdo de 4acido tanico em meio de cultura para alongamento de
brotacdoes de eucalipto garante melhores resultados em todas as fases de
formacao da muda;
v' Algaren BZn® apresentou resultados inferiores ao tratamento controle;
v O uso combinado de acido tanico com Algaren BZn® foi insatisfatério para
produgao de mudas micropropagadas;
v'Nenhum dos tratamentos aplicados causou alteragOes estruturais nas raizes

adventicias desenvolvidas.
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5 BIOESTIMULANTES NA ACLIMATIZA(;AO DE MICROESTACAS DE
Eucalyptus urophylla

Resumo

O uso de bioestimulantes na aclimatizagdo de microestacas de Eucalyptus
urophylla apresenta-se como promissor no desenvolvimento das plantas, garantindo
melhor rizogénese e subsequente desempenho no campo. Para tanto, o presente
trabalho aplicou os bioestimulantes acido tanico (250mg/L) e Algaren BZn® (1ml/L)
isolados e/ou em combinacao, além do tratamento controle, na base das microestacas
de eucaliptos em fase de aclimatizacao (T1: controle; T2: acido tanico; T3: Algaren
BZn® e T4: T2 +T3) e nas bandejas (base das miniestufas) (T5: controle; T6: acido
tanico; T7: Algaren BZn® e T8: T6 +17). As microestacas foram mantidas por 30 dias
nestas condicdoes e posteriormente foram submetidas as subsequentes fases da
aclimatiza¢do, em ambiente de casa de sombra e pleno sol, nas quais nao foram mais
aplicados os tratamentos. Todas as fases foram avaliadas e os resultados, analisados
com o indice de somatdria de ranks, a partir do qual se constatou que os tratamentos
com Algaren BZn® (T3 e T7) foram os mais satisfatorios e, com acido tanico (T2 e T4)
os resultados mostraram-se inferiores ao controle (T1) quando aplicados na base das
microestacas. Ja, quando aplicado nas bandejas das miniestufas, o tratamento com
acido tanico (T6) e o controle (T5), apresentaram-se inferiores aquele formado pela
somatoria dos dois bioestimulantes (I8). Apesar das diferengas observadas entre os
tratamentos, as analises anatomicas evidenciaram que todos os tratamentos tiveram
rizogénese direta a partir de células cambiais e apresentaram conexao vascular entre
as raizes adventicias e a parte aérea, comprovando a eficiéncia do sistema radicular
originado.

Palavras-chave: Enraizamento; Eucalipto; Micropropagagao; Acido tanico; Algaren
BZn®

Abstract

The use of biostimulants in Eucalyptus urophylla microcuttings acclimatization
might be promising in the plants development, guaranteeing a better rhizogenesis
and subsequent performance in the field. Thus, the present study applied the
biostimulants tannic acid (250mg/L) and Algaren BZn® (1ml/L) isolated and/or in
combination, besides the control treatment at the base of eucalyptus microcuttings in
acclimatization (T1: control; T2: tannic acid; T3: Algaren BZn® and T4: T2 +T3) and at
the ministuff base (T5: control; T6: tannic acid; T7: Algaren BZn® and T8: T6 +T7). The
microcuttings were kept for 30 days on these conditions and afterwards, they were
submitted to the subsequent acclimatization phases, at shade house and full sun, in
which treatments were no longer applied. All phases were evaluated and their
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results were analyzed with the ranks summation index, which showed that the
treatments with Algaren BZn® (T3 and T7) were the most satisfactory and the
treatments with tannic acid (T2 and T4) presented inferior results than the control
treatment (T1) when applied at the base of the microcuttings. When applied at the
ministuff base, the treatments with tannic acid (T6) and control (T5) were inferior to
that formed by the sum of the two biostimulants (T8). Despite these differences
between treatments, anatomical analyzes showed that all treatments had direct
rhizogenesis from cambial cells and vascular connection between the adventitious
roots and the aerial part, proving the efficiency of the originated root system.

Keywords: Rooting; Eucalyptus; Micropropagation; Tannic acid; Algaren BZn®

5.1 Introducao

A propagacao clonal vem sendo cada vez mais utilizada por meio de técnicas in
vitro, nao apenas em fung¢ao do rejuvenescimento resultante do processo da cultura
de células, tecidos e/ou érgaos, como também para minimizar problemas frequentes
de enraizamento relacionados a recalcitrancia desse evento fisiologico em intmeros
clones de espécies florestais, com énfase ao género Eucalyptus (Hartmann; Kester;
Davies 1990; De Klerk; Van Der Kieken; De Jong 1999; Baccarin 2012; Costa et al.
2013). Empresas florestais certificam-se, com o uso de protocolos de clonagem in vivo
e/ou in vitro, da obtengao de florestas constituidas por genodtipos selecionados a partir
de programas classicos de melhoramento, o que lhes garante a superioridade e
homogeneidade de seus produtos (Baccarin 2012; IBA 2017). O elevado grau de
rejuvenescimento que a técnica de micropropagacao promove em materiais adultos,
amplia com o subsequente uso da microestaquia a qual, por meio de varias etapas,
atua com maior velocidade na iniciacdo e crescimento radicular depois de todo o
preparo com o propagulo in vitro, garantindo assim, a aclimatizagdo do gendtipo
micropropagado até que este, esteja apto para ser levado ao campo, resultando na
otimizagao da produgao de florestas plantadas (Higashi; Silveira; Gongalves 2005).
Ao se comparar taxas de enraizamento entre mini e microestacas, as mudas oriundas
do processo in vitro demonstram ser mais efetivas na reversao a recalcitrancia deste

evento morfogénico (Dutra; Wendling; Brondani 2009; Oliveira et al. 2012; Correia et
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al. 2015). Tendo em vista que a chave para o sucesso na propagacao de plantas é o
desenvolvimento de raizes adventicias, a recalcitrancia dos clones é o principal fator
limitante na produgao de novos individuos (Almeida; Almeida 2014; de Almeida et
al. 2015). No que tange o enraizamento, normalmente sdo aplicadas auxinas,
hormoénios relacionados a divisdao e alongamento de células meristematicas,
diferenciacdo da raiz primaria, bem como, mobilizagao das reservas nutricionais para
o local da rizogénese (Blakesley; Weston; Hall 1991). Todavia, muitas vezes, nem
mesmo com a aplicagao do AIB (acido indolbutirico) obtém-se sucesso nos processos
de estaquia, e em fungao disto, o uso de produtos com potencial de atuagao como
reguladores de crescimento ou que possam sintetizd-los, vem sendo amplamente
utilizado. Alguns desses produtos, denominados bioestimulantes, sao constituidos
por extratos de algas, entre elas a Ecklonia maxima, associada com boro e zinco,
disponivel no comércio como Algaren BZn®, cuja aplicacdo vem sendo destacada em
funcdo do potencial estimulante ao enraizamento (Aremu et al. 2015). Além dos
extratos de algas, os taninos, produtos do metabolismo secunddrio das plantas, tém
demonstrado forte atuacdo na protecao das auxinas contra oxidagao e regulando os
teores deste regulador de crescimento nos tecidos vegetais e, de acordo com Fogaca
(2003), o acido tanico pode ser utilizado na fase de inducao das raizes. Desta forma,
considerando as dificuldades que espécies e/ou clones de eucalipto apresentam a
rizogénese, o objetivo deste trabalho foi desenvolver protocolos para aclimatizagao
de microestacas de Eucalyptus em associacao com dois bioestimulantes, acido tanico e
Algaren BZn®, aplicados em miniestufa a fim de garantir uma melhor formagao do
sistema radicular e seu subsequente desempenho no campo, considerando ainda que,
a realizacdo da etapa de enraizamento de microestacas em condic¢oes ex vitro, além de
melhorar a qualidade do sistema radicular, minimiza os custos da técnica in vitro, os

quais sdo consideravelmente onerosos.
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5.2  Material e métodos
5.2.1 Localizagao da area experimental
O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Morfogénese e Biologia
Reprodutiva de Plantas, no Departamento de Ciéncias Bioldgicas, na Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ/USP, situado entre as coordenadas
geograficas 22°42" de latitude sul e 47°38" de longitude oeste de Greenwich, e a 138

km de distancia da Capital do Estado de Sao Paulo.

5.2.2 Constituicio do minijardim clonal para obtencao de explantes

O minijardim clonal (Figura 1) de matrizes de Eucalyptus urophylla foi
conduzido em casa de sombra (70%), os quais receberam tratamentos profilaticos,
antecedendo a retirada de explantes utilizados no processo in vitro, por meio de
constante fertilizagao e aplicacao de fungicidas. Para assegurar a supressao da
dominancia apical, realizou-se a quebra do 4pice caulinar das matrizes,
proporcionando o desenvolvimento das gemas axilares e, consequentemente, a
emissao de novas brotagdes, que foram coletadas com aproximadamente 2 cm de
comprimento, mantendo, ao menos, uma gema lateral por segmento, estabelecendo

assim, os explantes que, ap0s assepsia, foram introduzido em meio de cultura.
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Figura 1: Casa de sombra com minijardim clonal de Eucalyptus urophylla. Mudas em processo de aclimatagao (A);
Matrizes ja desenvolvidas (B); Quebra do 4pice caulinar para emissdo de novas brota¢des (C); Gemas axilares
desenvolvidas a partir da quebra do apice caulinar (D); Brota¢des coletadas para confec¢do dos explantes (E)

5.2.3 Estabelecimento e Multiplicacao in vitro das brotagoes

Apods a confecgdo dos explantes, estes passaram por fases subsequentes para
desinfestagdo, tais como: lavagem dos explantes em 4gua corrente por 10 minutos,
seguida de imersao em solugao de fungicida Orthocide® (2,4g/L) adicionado de 3
gotas de Tween 20 por 15 minutos e trés enxagues com dgua deionizada autoclavada,
finalizando com 10 minutos de hipoclorito de sdédio 30% acrescido de 3 gotas de
Tween 20 que foram enxaguados por trés vezes com agua deionizada autoclavada,
agora em camara de fluxo. Apos a desinfestacio dos explantes, estes foram
introduzidos em meio de cultura de cultura MS (Murashige; Skoog 1962), isento de

reguladores de crescimento adicionado de 30 g/L de sacarose e isento de reguladores
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de crescimento. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8. Durante 30 dias, os
explantes foram mantidos neste meio de cultura, para estabelecimento in vitro.

As brotagdes assintomaticas procedentes da fase de introdugao e
estabelecimento in vitro foram transferidas para meio de cultura WPM (Lloyd;
McCown 1981) como recomendado por Brondani et al. (2012), suplementado com
reguladores de crescimento para multiplicagao (BAP: 0,5mg/L e ANA: 0,05mg/L), 0,8
g/L de PVP (polivinilpirrolidona) e 30,0 g/L de sacarose. O pH da solucao foi
ajustado para 5,8 e as brotagdes permaneceram nesse meio de cultura por cinco
subcultivos de 28 dias cada. Apds esse periodo (140 dias) as microcepas resultantes
do processo de multiplicagao foram transferidas para meio de cultura WPM, agora
suplementado com reguladores de crescimento para alongamento das brotacoes (0,05
mg/L de BAP e 0,1 mg/L de ANA). As microcepas foram mantidas nesse meio por
mais 84 dias, finalizando trés subcultivos de 28 dias cada.

As plantas foram mantidas em sala de crescimento com controle de
temperatura, fotoperiodo e luminosidade, sendo respectivamente: 25+2°C, 16:8 horas

(luz/escuro) e (40 umol/m?/s).

5.24 Aclimatiza¢ao das microestacas

Brotagoes alongadas com aproximadamente 1,5 cm de comprimento foram
transferidas para o ambiente ex vitro, e mantidas em bandejas de semeadura
completadas com substrato Basaplant® e vermiculita (2:1) autoclavado por 30
minutos a pressao de 1 atm e 120°C e armazenadas em embalagens plasticas com

tampa transparente, formando um sistema de “miniestufa” (Figura 2).
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Figura 2: Miniestufas com microestacas de Eucalyptus urophylla, para aclimatizacdo em sala de crescimento.

Testes preliminares foram realizados para definir as concentra¢cdes mais
relevantes de 4cido tanico e Algaren BZn® aplicadas no experimento com as
microestacas (estacas obtidas in vitro). Os resultados definiram as quantidades:
250mg/L de 4cido tanico e Iml/L de Algaren BZn®.

Apbs a acomodagdo das microestacas nas miniestufas, os tratamentos foram
aplicados com micropipetas de duas maneiras: 1) diretamente na base das
microestacas e 2) nas bandejas (na base das miniestufas), determinando assim, dois
experimentos com 8 tratamentos (Figura 3, Tabela 1). As microestacas foram

mantidas em miniestufas de forma semelhante a um vaso de Leonard (Vincent 1970).

= W™

Figura 3: Aclimatizagdao microestacas de Eucalyptus urophylla com bioestimulantes. Bioestimulantes aplicados nas
bandejas das miniestufas (A); Bioestimulantes aplicados na base das microestacas (B)
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Tabela 1 — Bioestimulantes aplicados em microestacas de Eucalyptus urophylla

Base das microestacas Base das miniestufas

1 Isento (agua destilada autoclavada) =+ -
2 acido tanico (250mg/L) + -
3 Algaren BZn® (1ml/L) + -
4 acido tanico (250mg/L) + Algaren BZn® (1ml/L) + =
5 Isento (agua destilada autoclavada) - +
6 acido tanico (250mg/L) - +
7 Algaren BZn® (1ml/L) - +
8 acido tanico (250mg/L) + Algaren BZn® (1ml/L) - +

As microestacas foram mantidas nos referidos tratamentos (Tabela 1) pelo
periodo de 30 dias em sala de crescimento nas mesmas condi¢oes do cultivo in vitro.
Apos a finalizacao desta fase, os bioestimulantes nao foram mais aplicados, porém,
continuamos acompanhando o desenvolvimento das microestacas nas fases
subsequentes para verificagao do efeito dos tratamentos nas mudas formadas.

Ap0s os trinta dias, todas as microestacas foram transplantadas em tubetes com
12 cm comprimento x 3,5 cm diametro e capacidade total de 30 gramas de substrato
Basaplant® associado a vermiculita média (2:1). As plantas ficaram envoltas em saco
plastico assemelhando-se a uma estufa e os tubetes foram imersos em recipientes
contendo 50ml de solugao nutritiva (Tabela 2), mantidas em casa de sombra (70%)
por quinze dias. Decorrido esse periodo, os sacos plasticos foram perfurados e as
plantas mantidas nas mesmas condigdes por mais 15 dias sendo entao, transferidas
para bandejas de tubetes, ainda em casa de sombra por mais 15 dias, completando
entdo, os 45 dias necessarios para o ciclo de rustificacdo das microestacas. Ao final

deste periodo, as plantas foram transferidas para pleno sol.
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Tabela 2 — Composigdo da solugdo nutritiva aplicada nas microestacas de Eucalyptus urograndis

Componente Férmula g/200L
Nitrato de Calcio Ca(NO:s)2 152
Sulfato de Amonia NH4SOx 45
MAP fosfato monoamonico 22
Cloreto de Potassio KCl 80
Sulfato de Magnésio MgSOa 75
Tenso Ferro FeEDDHMA-6%Fe 44
Sulfato de Manganés MnSOs 0,9
Acido Bérico HsBOs 0,55
Sulfato de Zinco ZnSO4 0,06
Sulfato de Cobre CuSOxq 0,05
Molibdato de Sodio Na:MoOxs 0,01

5.2.5 Parametros analisados

Os tratamentos com bioestimulantes foram aplicados em microestacas de
Eucalyptus urophylla em fase de aclimatizagao e estas foram avaliadas semanalmente

para obtencao de dados dos seguintes parametros:
v'"Microestacas em fase de miniestufa: vigor, nimero de brotos e folhas,

altura das microestacas e presenca de raizes;

v'"Microestacas em tubetes mantidas em casa de sombra: vigor, nimero de

brotos e folhas e altura das microestacas;
v'"Microestacas em tubetes mantidas em pleno sol: vigor, numero de brotos e
folhas; altura dos sistemas aéreo e radicular; incremento do peso de massa

fresca e seca dos sistemas aéreo e radicular.

Vale lembrar que os tratamentos foram aplicados somente nas microestacas
quando mantidas em miniestufa, ou seja, nos primeiros 30 dias da aclimatizagao ex
vitro. Nas fases seguintes, nenhum tratamento foi aplicado, as andlises ocorreram

apenas para verificagao do efeito dos tratamentos na formagao das mudas.
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5.2.6 Analises histologicas

Para verificar possiveis alteragdes anatomicas, foram coletadas amostras da
base das microestacas tratadas com bioestimulantes na primeira fase da
aclimatizagao ex vitro.

Para tanto, sec¢Oes transversais de material fresco foram confeccionadas a mao
livre com auxilio de laminas de aco em trés microestacas de cada tratamento. Os
cortes obtidos foram submetidos a dupla coloracdo com o reagente acido perioédico
de Schiff (PAS) e Naphtol blue black (Fisher 1968; Almeida et al. 2012), além de
Sudan Black B (Pearse 1968).e montados em laminas histologicas.

Ap0s a coloragao, os materiais foram montados em laminas semi-permanentes e
montadas em glicerina 50% e as imagens foram obtidas em microscopio de luz
(Zeiss-Jenemed 2) acoplado a um sistema de captura de imagens (Sansung, SDC-313)

com as respectivas escalas na mesma proporgao.

5.2.7 Delineamento experimental e coleta dos dados

O delineamento experimental estabelecido para a aclimatizacdo ex vitro de
brotac¢des de Eucalyptus urophylla com aplicagdo de bioestimulantes foi constituido
por 2 experimentos com 4 tratamentos x 15 repeticoes, totalizando 105 amostras. Os
dados dos parametros morfofisiolégicos das microestacas foram analisados com o
auxilio do indice baseado em soma de “ranks” (Mulamba; Mock 1978), o qual
hierarquiza os parametros por atribui¢ao de valores absolutos mais elevados aqueles
de melhor desempenho, classificando-os em ordem favoravel de cada parametro
analisado. Por fim, as ordens sao somadas, resultando no indice de selecao, como
descrito a seguir [ =r1+ 12+ ... + 1, sendo que I é o valor do indice para determinado
individuo ou familia; 1j € a classificagdao (ou "rank") de um individuo em relag¢do ao j-
ésimo carater; n é o nimero de caracteres considerado no indice (Costa et al. 2004;

Cruz; Carneiro 2008).
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5.3  Resultados
5.3.1 Aclimatizacdao de brotacoes de Eucalyptus spp com bioestimulantes
Para facilitar a compreensao dos dados, os resultados serdo apresentados
separadamente nas Tabelas 3 e 4, onde sao evidenciados os indices de soma de
classificacao de notas atribuidas aos parametros: vigor, nimero de brotos e folhas,

altura da parte aérea das microestacas e presenga de raiz.

Tabela 3 - Indice de Soma de Classificagio para os parametros analisados em microestacas de Eucalyptus urophylla
em fase de aclimatizacio em miniestufa. T1: controle (4gua); T2: 250mg/L de Acido Tanico na base das
microestacas; T3: 1ml/L de Algaren BZn® na base das microestacas e T4: T2 + T3

Notas atribuidas aos parametros
NF AM PR indice
12

Tratamentos

T1

Nota: O indice representa a somatoria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: nimero de brotos; NF: numero de folhas; AM: altura das microestacas; PR: presenga de raizes.

Tabela 4 - Indice de Soma de Classificagio para os parametros analisados em microestacas de Eucalyptus urophylla
em fase de aclimatizagdo em miniestufa. T5: controle (dgua); T6: 250mg/L de acido tanico nas bandejas das
miniestufas; T7: 1ml/L de Algaren BZn® nas bandejas das miniestufas e T8: T6 + T7

Tratamentos Notas atribuidas aos parametros ,
v NF AM PR indice
T5 2 4 3 3 13
T6 3
T7 4

Nota: O indice representa a somatoria dos pardmetros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: nimero de brotos; NF: numero de folhas; AM: altura das microestacas; PR: presenca de raizes.

Ponderando-se a Tabela 3, a aplicagio dos bioestimulantes na base das
microestacas, ou seja, em cada célula de plantio, nota-se que o tratamento 3 (Algaren
BZn®) mostrou-se superior em relacio aos demais. Os outros tratamentos
apresentaram-se empatados em segundo lugar, sendo eles: T1 (controle); T2 (acido

tanico) e T4 (T2 + T3), além disso, observa-se que, estes tratamentos receberam em
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pelo menos um dos parametros analisados, a melhor nota no indice de soma de
classificagao (1), comprovando que, embora nao tenham se destacado pelo indice
baseado em soma de “ranks”, estes tratamentos apresentaram-se favoraveis ao
desenvolvimento das plantas nesta fase de aclimatizacao (Tabela 3).

J4, em relacao a aplicacdao dos tratamentos nas bandejas (base das miniestufas)
(Tabela 4), T8 (Algaren BZn® + 4cido tanico) foi o que demonstrou ser o melhor
tratamento pela andlise do indice de soma de classificagao, além disso apresentou a
melhor nota (1) para os parametros vigor e numero de folhas. Em seguida, o T7
(Algaren BZn®), que além de ter sido o segundo melhor tratamento, recebeu nota 1
para os parametros altura das microestacas e presenca de raizes. Na sequéncia
observa-se, T6 (acido tanico) e por fim T5 (controle), sendo que esses dois ultimos
empataram quanto as notas no parametro numero de brotos, ambos com nota 1
(Tabela 4).

As Tabelas 5 e 6 mostram as médias das notas atribuidas aos parametros: vigor,
nuamero de brotos e folhas e altura da parte aérea, gerados a partir de avaliagoes
semanais ao longo dos 45 dias em que as microestacas foram mantidas nessas

condicdes, nas fases de aclimatizacao em tubetes mantidas em casa de sombra.

Tabela 5 - Indice de Soma de Classificagio para os pardmetros analisados em microestacas de Eucalyptus urophylla
em fase de aclimatizagdo em casa de sombra. T1: controle; T2: 250mg/L de Acido Tanico na base das microestacas;
T3: 1ml/L de Algaren BZn® na base das microestacas e T4: T2 + T3

Tratamentos Notas atribuidas aos parémetro§
v NB NF AM indice
T1 3 3 3 2 11
T2 2 4 2 4 12
LI N S A S I T T
T4 4 2 4 3 13

Nota: O indice representa a somatdria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: niimero de brotos; NF: numero de folhas e AM: altura das microestacas.
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Tabela 6 - indice de Soma de Classificagio para os pardmetros analisados em microestacas de Eucalyptus urophylla
em fase de aclimatizagdo em casa de sombra. T5: controle; T6: 250mg/L de acido tdnico nas bandejas das
miniestufas; T7: 1ml/L de Algaren BZn® nas bandejas das miniestufas e T8: T6 + T7

Tratamentos Notas atribuidas aos parémetrots
\' NB NF AM Indice
T5 3 3 13
T6 4 4 12
T7
T8 2 3 7

Nota: O indice representa a somatoria dos pardametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagao dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: nimero de brotos; NF: numero de folhas e AM: altura das microestacas.

A Tabela 5 indica que os tratamentos aplicados na base das microestacas
apresentaram o mesmo padrao observado nas avaliagdes realizadas em fase de
miniestufa (Tabela 3), observando-se que o tratamento 3 (Algaren BZn®) manteve-se
como o melhor tratamento quando aplicado o indice de soma de classificacao e, este
tratamento obteve a melhor nota (1) para todos os parametros analisados. Apesar de
nenhum tratamento ter apresentado nota 1 para ao parametros observado, observa-
se que a nota do indice teve proximidade muito elevada entre eles, indicando que
para esta analise, os tratamentos obtiveram efeitos semelhantes.

A Tabela 6 mostra os dados coletados em fase de casa de sombra para aquelas
plantas que tiveram os tratamentos aplicados nas bandejas das miniestufas, onde se
observa que T7 (Algaren BZn®) foi o melhor tratamento quando aplicado o indice de
soma de classificagdo e apresentou a melhor nota (1) para vigor e altura das
microestacas. O segundo melhor resultado, com a nota do indice muito proxima de
T7, foi no tratamento 8 (4cido tanico + Algaren BZn®), que também apresentou a
melhor nota para altura das microestacas, além do nimero de folhas. Na sequéncia
destacam os tratamentos 6 (dcido tanico), o qual apresentou nota 1 para o parametro
numero de brotos e, por fim, o tratamento T5 (controle), que nao obteve nota 1 para
nenhum dos parametros analisados (Tabela 6).

Apbs o periodo que as microestacas foram mantidas em casa de sombra, estas

foram levadas a pleno sol, onde foi concluida a aclimatizagdo e garantindo, assim, a
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finalizacdo da formacao de mudas. As andlises realizadas nessa fase foram
destrutivas, sendo, portanto, a fase que forneceu dados de incremento do peso de
massa fresca e seca dos sistemas aéreo e radicular, além da altura destes. Novamente
a forma de aplicacdo dos bioestimulantes que foi realizada em fase de miniestufa, foi
analisada separadamente e, as Tabelas 7 e 8 apresentam os dados gerados a partir

das avaliagOes semanais nestas condigdes.

Tabela 7 - Indice de Soma de Classificagio para os pardmetros analisados em microestacas de Eucalyptus urophylla
em fase de aclimatizagao a pleno sol. T1: controle; T2: 250mg/L de Acido Tanico na base das microestacas; T3:
1ml/L de Algaren BZn® na base das microestacas e T4: T2 + T3

Notas atribuidas aos parametros

Tratamentos
V | NB | NF [ MF-SA |[MS-SA| ASA | MF-SR |MS-SR| ASR | indice

T1 2 4. 2 2 2 2 2 3 20

T2 3 2 | 3 4 3 3 3 3 2 26
T3
T4 4 4 3 4 4 4 4 4 32

Nota: O indice representa a somatéria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: niimero de brotos; NF: nimero de folhas; MF-SA: incremento do peso de massa fresca do sistema aéreo; MS-SA:
incremento do peso de massa seca do sistema aéreo; ASA: altura do sistema aéreo; MF-SR: incremento do peso de massa fresca
do sistema radicular; MS-SR: incremento do peso de massa seca do sistema radicular e ASR: altura do sistema radicular.

Tabela 8 - Indice de Soma de Classificagio para os pardmetros analisados em microestacas de Eucalyptus urophylla
em fase de aclimatizagdo a pleno sol. T5: controle; T6: 250mg/L de acido tanico nas bandejas das miniestufas; T7:
1ml/L de Algaren BZn® nas bandejas das miniestufas e T8: T6 + T7

Notas atribuidas aos parametros
Tratamentos

V | NB | NF | MF-SA |MS-SA| ASA | MF-SR | MS-SR| ASR | indice

T5 3| 2 3 3 2 2 -3 20

T6 4 4 4 4 4 4 4 4 33
T7 2 2
T8 3 2

Nota: O indice representa a somatoria dos parametros avaliados sendo que, menores valores representam melhores resultados.
A escala de cores apenas foi utilizada de modo a auxiliar na visualizagdo dos resultados. Os parametros analisados foram: V:
vigor; NB: numero de brotos; NF: niimero de folhas; MF-SA: incremento do peso de massa fresca do sistema aéreo; MS-SA:
incremento do peso de massa seca do sistema aéreo; ASA: altura do sistema aéreo; MF-SR: incremento do peso de massa fresca
do sistema radicular; MS-SR: incremento do peso de massa seca do sistema radicular e ASR: altura do sistema radicular.
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A Tabela 7 evidencia que os tratamentos aplicados na base das microestacas
novamente apresentaram o mesmo padrao observado nas avaliacOes realizadas em
fase de miniestufa (Tabela 3), e observa-se que T3 (Algaren BZn®), ainda foi o melhor
tratamento, apresentando a melhor nota (1) para quase todos os parametros
analisados, exceto nimero de brotos e folhas. Na sequéncia, o tratamento controle
(T1), apresentou nota 1 apenas para numero de folhas, seguido do tratamento 2
(acido tanico) e por fim, consideramos o pior tratamento quando aplicado o indice de
soma de classificacao, o T4 (acido tanico + Algaren BZn®), embora tenha apresentado
a melhor nota (1) para o parametro namero de brotos (Tabela 7).

A Tabela 8 evidencia os mesmos resultados observados na Tabela 6, na qual, o
tratamento com Algaren BZn® (T7), continuou como o tratamento mais favoravel,
apresentando a melhor nota (1), para os parametros altura do sistema aéreo e
radicular e incremento do peso da massa fresca do sistema radicular. O segundo
melhor tratamento foi T8 (acido tanico + Algaren BZn®), cujos parametros naumero de
folhas e incremento dos pesos de massa fresca e seca do sistema aéreo apresentaram
a melhor nota (1). Na sequéncia veio T5 (controle), com melhor nota (1), para os
parametros vigor e incremento do peso da massa seca do sistema radicular. E por
fim, o pior tratamento quando aplicado o indice de soma de classificagao, foi T6
(acido tanico), que apresentou nota 1 apenas para o parametro nimero de brotos

(Tabela 8).

5.3.2 Analises histologicas
Apbs a coleta da regiao proximal de microestacas de Eucalyptus urophylla, cortes
a fresco foram realizados para verificar a origem celular das raizes formadas. Os
tratamentos nao apresentaram diferencas histologicas. Desta forma, a Figura 4
representa o padrao observado em todas as microestacas utilizadas como amostra

para esta analise.
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Figura 4: Seccbes transversais de corte de material fresco da regidao proximal da base de microestacas de
Eucalyptus urophylla. Para A e B: RAd: corte longitudinal das raizes adventicias; BE: corte transversal da base da
microestaca; X2: xilema secundario; M: medula; setas: conexao vascular entre os sistemas radicular e aéreo

54 DISCUSSAO

A técnica de microestaquia é advinda da micropropagagao vegetal, cujo elevado
grau de rejuvenescimento € expandido, garantindo aumento nas taxas de
enraizamento quando comparado com outras técnicas de propagacao. No caso do
Eucalyptus sao utilizadas para este fim, microcepas (“tufos” de brota¢des) em fase de
alongamento in vitro (Higashi; Silveira; Gongalves 2005; Leone 2013).

A micropropagacao de plantas proporciona alta taxa de multiplicagdo de
propagulos, possibilitando a clonagem de espécies e hibridos de genodtipos
selecionados com alto valor comercial o que a torna efetivamente, bastante
interessante, porém muitas dificuldades sdo encontradas na fase de rizogénese e,
portanto, merecem atencao e pesquisa. Por proporcionar maior grau de juvenilidade
quando comparado as minicepas, obtidas por métodos cldssicos de miniestaquia in
vivo, o desenvolvimento e cultivo de microestacas vém como uma alternativa para
sanar as dificuldades que as espécies de Eucalyptus comumente apresentam
(Ratnieks; Assis 1993; Xavier; Silva 2010).

Entretanto, muitas vezes, apenas o uso da técnica de micropropagac¢ao nao é o
suficiente para o sucesso na aclimatizagao e enraizamento de Eucalyptus, bem como
na producao de mudas, sendo indispensavel a criagao de protocolos que visem uma

melhoria na produtividade de espécies do género (Brondani 2012).
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A importancia socioecondmica que o eucalipto apresenta em ambito mundial,
ocorre em funcdo da alta demanda requerida por seus subprodutos, de seu uso para
recuperacao de areas degradadas e minimizagao do extrativismo de madeiras nobres
ha séculos exploradas (Teixeira et al. 2009). Assim, a busca pela redugao nos custos
advindos de seu cultivo, é crescente nao apenas na maximiza¢gdo do namero de
mudas via técnicas convencionais de estaquia, como também no surgimento de
biofabricas e laboratorios de pesquisa que visam otimizar e acelerar a producao de
espécies e clones com superioridade genética. Por muito tempo, fertilizantes
inorganicos e sintéticos foram utilizados para estes fins e amplamente aceitos como
uma forma eficiente de aliviar estes problemas, no entanto com a onda verde que se
propaga no Brasil e no mundo, produtos que sejam eco-friendly, ou seja, aqueles que
sejam sustentaveis e ambientalmente corretos vém sendo vastamente pesquisado e
tém gerado um crescente interesse pelo uso de bioestimulantes naturais, que
melhorem o rendimento sem afetar a qualidade da planta (Aremu et al. 2015; Jan et
al. 2019).

Assim, neste trabalho optou-se pelo uso de dois bioestimulantes na
aclimatizacdo de microestacas de Eucalyptus urophylla: o acido tanico, um tanino
produzido no metabolismo secundario das plantas (Peres 2004) e o Algaren BZn®,
produto comercial composto pelo extrato da alga Ecklonia maxima acrescido de boro e
zinco.

A aclimatizacdo ex vitro de microestacas de Eucalyptus spp ocorre em trés
ambientes distintos, sendo o primeiro deles, a sala de crescimento com temperatura,
fotoperiodo e luminosidade controlados, que é a mesma utilizada para a
micropropagacao. Assim, quando as brotagdes sao coletadas e transferidas para
miniestufa, a manutencao destas no mesmo ambiente em que vinham sendo
cultivadas, é de extema importancia para evitar estresses fisiologicos e perda de
material vegetal. Na segunda fase, que consiste de casa de sombra, as microestacas
vao sendo aos poucos expostas a0 ambiente externo e dessa forma, podemos dizer

que estamos adaptando as mudas que serao conduzidas, em uma terceira fase, para o
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ambiente a pleno sol, finalizando a rustificagaio das mudas, como descrito por
Brondani (2012).

Ao se realizar revisOes bibliograficas para determinar a metodologia a ser
utilizada neste experimento, nos deparamos com trabalhos como o de Scheffer-Basso;
Voss; Jacques (2001) que utilizam com sucesso a técnica de vaso de Leonard para a
aplicagao de produtos que visem incrementar a produtividade de plantas forrageiras,
no caso da aclimatizagao de brotagoes alongadas in vitro de Eucalyptus spp, esta é
uma técnica que ja vem sendo utilizada, em associacdo ao uso de tampas plasticas
transparentes para evitar a perda de dgua do material vegetal para o ambiente
externo (Brondani 2012; Oliveira 2014; Dias 2016). Além disso, trabalhos como de
Almeida (1999) e Santos et al. (2017) realizam a aplicacdo de bioestimulantes
diretamente na base de suas plantas

Desta forma, para este trabalho, a aplicacao dos bioestimulantes foi realizada de
duas formas: na base das microestacas e nas bandejas (base das miniestufas),
compondo os tratamentos descritos na Tabela 1. Suas aplicacoes foram feitas
semanalmente e apenas na primeira fase da aclimatizacao ex vitro (miniestufa), sendo
que, nas demais fases, as avaliacoes foram realizadas para acompanhar o efeito
destes tratamentos nas plantas.

O bioestimulante Algaren BZn® quando aplicado na base das microestacas
demonstrou ser o melhor tratamento (Tabelas 2, 4 e 6), apresentando notas
superiores quando utilizado o indice de soma de classificacdo que, de acordo com
Mulamba; Mock (1978) ocorre uma hierarquizagao dos parametros por atribuicao de
valores absolutos mais elevados aqueles de melhor desempenho, ou seja, quando em
contato direto com as plantas, o extrato de alga parece aumentar seus efeitos
morfogeénicos, corroborando com os dados de Tarjan (1977), que notou em seu
trabalho que extratos da alga Ascophyllum nodosum melhorou os parametros vegetais
por ele avaliados em citrus. O mesmo foi observado por Massa (2010) que utilizou
extrato das algas Ascophyllum nodosum e Ecklonia maxima em tomateiros, constatando

a melhoria do vegetal quando associado a estes produtos.
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Pesquisas apontam que o uso de bioestimulantes na agricultura vem
demonstrando afetar positivamente o estado geral da planta, aumentando sua
resisténcia a doencas e pragas, além de melhorar a qualidade do rendimento da
cultura (Ciepiela; Godlewska; Jankowska 2016). O Algaren BZn® é um extrato de alga
da espécie Ecklonia maxima que vem sendo amplamente utilizado na agricultura,
principalmente porque ja foram identificados reguladores de crescimento vegetais
relacionados a esta alga, tais como, auxinas, citocininas, poliaminas, giberelinas,
acido abscisico e brassinosterdides, além de polissacarideos, aminoacidos e macro e
micronutrientes necessarios ao desenvolvimento vegetal (Rengasamy et al. 2015;
Ciepiela; Godlewska; Jankowska 2016). Corroborando com as afirmagoes de
Carvalho; Castro (2014) e Arauajo (2016), o uso de extratos de algas pode auxiliar no
estabelecimento da planta, além de aperfeicoar o sistema radicular, refletindo no
estabelecimento em campo e na produtividade vegetal.

De acordo com Chiminelli (2017), o produto comercial Algaren BZn® esta
envolvido no estimulo da producgao de citocininas e, consequentemente, pode
estimular o enraizamento, corroborando com os dados apresentados nas Tabelas 6 e
7, na qual observa-se que os dados referentes as raizes apresentaram resultados mais
favoraveis neste tratamento, tanto quando aplicado na base das microestacas (T3)
quanto nas bandejas das miniestufas (7).

O Algaren BZn® quando utilizado em associacio com o 4&cido tanico,
demonstrou ser o melhor tratamento para a aclimatizacdo de microestacas de
eucaliptos, principalmente quando foram aplicados nas bandejas (base da
miniestufa) (T8), assemelhando-se a um vaso de Leonard, comumente utilizado na
aclimatizacao ex vitro de Eucalyptus spp (Brondani 2012; Oliveira 2014; Dias 2016)
(Tabelas 3; 5 e 7). A partir da segunda fase da aclimatizagao, em ambiente de casa de
sombra, o melhor tratamento foi T7 (Algaren BZn®).

Neste contexto, quando o produto Algaren BZn® foi adicionado ao acido tanico,
observamos resultados favoraveis quando aplicado nas bandejas das miniestufas

(Tabelas 3; 5 e 7), corroborando com os resultados observados por Francga (2016), que
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em seu trabalho utilizou esta metodologia para verificar o potencial de
bioestimulantes no desenvolvimento de Calophyllum brasiliensis Cambess.

No entanto, quando o tratamento composto pela uniao dos dois
bioestimulantes aplicados diretamente na base das microestacas (T4), observamos os
piores resultados em todas as fases da aclimatizacao ex vitro (Tabelas 2; 4 e 6). Este
resultado pode ser associado ao fato de que as microestacas apresentam alta
sensibilidade como ja relatado por Ferrari; Grossi; Wendling (2004), tendo em vista
que estas sao advindas de plantas micropropagadas sao, portanto, extremamente
frageis e a aplicagao de um conjunto de produtos intensificou o processo de oxidagao,
afetando estas plantas em todas as demais fases da aclimatizagao ex vitro, mesmo
quando nao houve mais aplicagdo dos bioestimulantes.

Com relagao ao acido tanico, de maneira oposta ao observado neste mesmo
trabalho quando aplicado em miniestacas (Capitulo 2 - Bioestimulantes aplicados na
miniestaquia de Eucalyptus spp) e quando adicionado ao meio de cultura para o
alongamento in vitro de brotacdes de Eucalyptus e posterior aclimatizagao (Capitulo 3
- Aclimatizagdo de microestacas de Eucalyptus alongadas in wvitro com
bioestimulantes), este bioestimulante apresentou resultados insatisfatorios quando
utilizado diretamente na primeira fase da aclimatizacao ex vitro de Eucalyptus
(miniestufa), tanto quando aplicado na base das microestacas quanto nas bandejas
das miniestufas (Tabelas 2 a 7).

O acido tanico é um composto fenolico produzido pelo metabolismo secundario
das plantas e seus precursores sao provenientes da rota do acido chiquimico (Peres
2004; Voet; Voet 2006). Sabendo-se que o metabolismo de plantas micropropagadas
preferencialmente segue a via do acido chiquimico, acredita-se que neste trabalho
houve uma fitotoxicidade causada pelo excesso de metabdlitos secundarios ai
encontrados (Amaral-Baroli et al. 2016). Almeida (1999) ressalta que o acido tanico
pode influenciar no desenvolvimento radicular, corroborando com este trabalho, no
qual observamos que a presenca deste bioestimulante afetou de forma negativa na

morfogénese radicular (Tabelas 2 a 7), principalmente quando aplicado nas bandejas
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(base das miniestufas), na fase final da aclimatiza¢ao (ambiente de pleno sol), obteve-
se que o T6 foi o pior tratamento empregado para todos os parametros, excecao
apenas a producao de brotos (Tabela 6), resultado esperado, tendo em vista que a
relacdo existente entre as raizes e a parte aérea foi afetada pelo baixo
desenvolvimento radicular, desta forma, as plantas alocam suas reservas para a parte
aérea, bem como, a fixagdo de carbono, absor¢ao de dgua e nutrientes e a produgao
de reguladores de crescimento, altamente demandada, pois sdao responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento das brotagdes, garantindo a sobrevivéncia vegetal
(Reis; Reis 1997).

Ja, o tratamento controle, nos dois experimentos empregados demonstra
resultados normalmente obtidos na aclimatizagao ex vitro de Eucalyptus spp, tendo
em vista que o uso de bioestimulantes ndo € uma pratica comum na
micropropagacao. Desta forma, este trabalho demonstra que, o uso de
bioestimulantes agrega valores significativos no desenvolvimento das microestacas,
garantindo um vigor favoravel, otima formacdao do sistema radicular e,
consequentemente, uma melhor adaptacao das plantas no campo.

Apesar das microestacas terem apresentado diferengas no desenvolvimento ao
longo das fases de aclimatizagao (Tabelas 2 a 7), todas as raizes desenvolvidas neste
experimento foram classificadas, por meio de andlises anatomicas, como raizes
funcionais com origem direta, ou seja, apresentaram conexao com o cambio vascular
das microestacas (Figura 4).

Tendo em vista que a qualidade da raiz emitida em condic¢Oes ex vitro originada
por todas as fases da aclimatiza¢ao (miniestufa, ambiente de casa de sombra e pleno
sol), é um dos principais fatores de reducao do custo de plantas micropropagadas, o
sucesso nestas fases, garante a rustificacdo total da muda, tornando-a apta para
adaptagao ao campo (Nehra et al. 2005; Davey; Anthony 2010). Desta forma, nota-se
que as raizes formadas sao semelhantes as raizes tipicas, aquelas provenientes do
desenvolvimento direto da radicula ou de suas ramifica¢des de plantas com sementes

(Almeida; Almeida 2014).
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55 CONCLUSOES
v O uso de Algaren BZn® na concentracao de 1ml/l otimiza o enraizamento de
microestacas de Eucalyptus;
v' A aplicagdo de acido tanico na base das microestacas ndo foi um bom
tratamento, enquanto que quando aplicado nas bandejas das miniestufas foi
indiferente;
v'Nenhum dos tratamentos aplicados causou alteragOes estruturais nas raizes

adventicias desenvolvidas.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos experimentos realizados para otimizar a produgao de
mudas clonais de eucalipto, inferiram que o uso dos bioestimulantes apresentou
resultados superiores aos tratamentos controle, ou seja aqueles comumente
empregados nas técnicas de propagacao clonal.

Para a obtencao de miniestacas, sugerimos o uso de 250mg/L de acido tanico
associado com 1ppm de AIB (aplicado no momento da estaquia). Para microcepas de
eucaliptos, é aconselhavel a aplicagio da mesma dosagem do acido tanico em meio
de cultura WPM associado aos hormonios vegetais utilizados para alongamento das
brotagoes, otimizando assim, a sua aclimatizagao.

Os bioestimulantes usados na fase de aclimatizagao das microestacas, podem
ser aplicados de duas maneiras: na base das microestacas e diretamente na bandeja
das miniestufas. Neste caso, sugerimos o uso de Algaren BZn® (Iml/L).

Assim, de forma geral, constatamos que a adigio de bioestimulantes na
propagacao clonal de Eucalyptus benthamii; E. urograndis E. urophylla otimiza a

producao de mudas sadias e com sistema radicular funcional.



