UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA FLORESTAL

PROPAGACAO IN VITRO E EX VITRO DE
LOURO-PARDO (Cordia trichotoma(Vell.)
Arrabida ex Steudel)

DISSERTACAO DE MESTRADO

Michele Heberle

Santa Maria, RS, Brasil
2010



PROPAGACAO IN VITRO E EX VITRO DE LOURO-PARDO
(Cordia trichotoma(Vell.) Arrabida ex Steudel)

por

Michele Heberle

Dissertacdo apresentada ao Curso de Mestrado doaRra de P4s-Graduacéao
em Engenharia Florestal, Area de Concentracdo kmcuiura, da
Universidade Federal de Santa Maria como requisitoial para
obtencé&o do grau de
Mestre em Engenharia Florestal

Orientador: Prof. Dilson Antdnio Bisognin, PhD.

Santa Maria, RS, Brasil

2010



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Florestal

A Comissao Examinadora, abaixo assinada, aprovasziacéo de
Mestrado

PROPAGACAO IN VITRO E EX VITRO DE LOURO-PARDO
(Cordia trichotoma(Vell.) Arrabida ex Steudel)

elaborada por
Michele Heberle

como requisito parcial para obtencao
do grau de Mestre em Engenharia Florestal

Comissao Examinadora

Prof. Dilson Antonio Bisognin, PhD. (UFSM)
(Presidente/Orientador)

Dr. Leonardo Ferreira Dutra (Embrapa - CPACT)

Prof. Dr. Nilton César Mantovani (UFSM - CESNORS)

Santa Maria, 01 de marco de 2010



A0S meus pais Renata e Joaquim,
meus exemplos de vida.

Dedico...



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela forca e protecéo constantes.

Aos meus pais Renata e Joaquim, meus maravilhasasptos de carater e de trabalho, pelas
palavras de carinho e pelos sacrificios enfrentpdos que eu chegasse até aqui.

A minha irma Melissa, pela cumplicidade e ajudaneasdes do Portugués e do resumo em
Inglés do presente trabalho. Ao meu irmao Moiséls amizade e dicas de informatica.

Ao meu noivo Rodrigo, pela compreenséo, comparsmedie por todo o amor.

A Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), pelastrucio do meu conhecimento na
Ciéncia da Engenharia Florestal.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia Flodesté-SM.

A CAPES, pelo apoio financeiro ao meu estudo.

Ao meu orientador, professor Dilson Anténio Bisagrpela oportunidade de realizacdo deste
trabalho, pelo incentivo, criticas e sugestdes.

Ao professor Frederico Dimas Fleig, por estar sendsposto a ensinar e a ajudar.

A todos os professores do Programa de Pés-Gradeat&mgenharia Florestal.

A funcionaria Tita, pelo auxilio, amizade e boasv@sas.

A todos os colegas e amigos do Laboratorio de Mathento e Propagacdo Vegetativa de
Plantas (LMPVP): Marlene, Kenia, Zilmar, Maurict@arlos, Claudinei, Francisco, Marcelo,
Victéria, Darlene, Ritiéli, Glademir e Hardi, pedguda direta ou indireta, pela convivéncia,
pela troca de idéias e pelos momentos de descéaatrac

Agradecimento especial as amigas e colegas do LMRYRilda, pela ajuda na realizacédo de
todos os experimentos; e Paula Kielse, por todondlia e dedicacdo na conclusdo deste
trabalho.

A Luciane Chami, pela ajuda na localizacdo dasdmudas geograficas das matrizes do
louro-pardo.

Aos meus amigos Elisabete, Graziela, Vicente e 8li¢kaudades), pelo incentivo.

Agradeco sinceramente a todos que, direta ou tadnente, ajudaram na concretizacao deste

trabalho.



“Para ser grande, sé inteiro:
Nada teu exagera ou exclui.
Sé todo em cada coisa. PGe quanto és
No minimo que fazes.
Assim em cada lago a lua toda brilha,
porque alta vive.”

Fernando Pessoa



RESUMO
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PROPAGACAO IN VITRO E EX VITRO DE LOURO-PARDO
(Cordia trichotoma(Vell.) Arrabida ex Steudel)

AUTORA: Michele Heberle
ORIENTADOR: Dilson Antonio Bisognin
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Apesar de o louro-parddCérdia trichotoma Vell.) ser uma espécie florestal nativa com elevadtencial
madeireiro, ainda sdo escassos 0s estudos queaabargroducdo de mudas dessa espécie pela propagaca
vegetativa. O objetivo deste trabalho foi avaliaprapagacdo do louro-pardo pelas técnicas de eataqu
micropropagacéo. Para a estaquia foi testada emqr@®u auséncia de 8000 miife acido indolbutirico (AIB)

e dois tipos de estacas (basais e apicais). Aadia#) as estacas foram avaliadas quanto & sobneiayé&
enraizamento, a presenca de calos e de brotosnerate o comprimento de brotos e o nimero de folPas o
estabelecimento de plantulas assépticas, semeantesird-pardo foram tratadas com 2% ou 5% de hipibol

de sédio, por 0, 5, 10, 15 ou 20 min. As semermtent inoculadas em meio de cultura base WPM. Acdi&d
foram avaliadas as porcentagens de desinfestagamrdaminacao por fungos e/ou bactérias e o tengabo

de germinacdo. Para a multiplicacédo, apices cagbnram inoculados em meio de cultura base, cdesle

0; 0,25; 0,50 ou 0,75 mg’Lde 6-benzilaminopurina (BAP). Aos 45 dias avalieue comprimento, o nimero de
folhas e de entren6s dos brotos, as porcentagenaldes de sobrevivéncia dos explantes. Na mudépéo,
utilizando microcepas mantidas vitro, testou-se a adicdo ou ndo de 1,5'gde carvdo ativado ao meio de
cultura base na producédo de brotos. Aos 30 e &) diferentes ao primeiro e ao segundo corte da®oepas,
foram avaliados o niumero e o comprimento dos bratosimero de folhas e de entrenés dos brotositenero

de microestacas. No enraizameirtwitro, microestacas foram mantidas em meio de cultuse,kecrescido de
1,5 g L'* de carvao ativado e AIB (1,5 ou 2,0 mg)LAos 45 dias foram avaliadas a presenca de raizabs, a
porcentagem de sobrevivéncia e de brotacdo. Nauwstafoi observada a formacdo de brotos nas estaca
contudo estas nao enraizaram. O tipo de estaaioseade AIB utilizada nao influenciaram no enraieato ou

na sobrevivéncia. Na micropropagacao foi verificage a assepsia das sementes com 5% de hipoderito
sédio, por 5 min., possibilitou o estabelecimeitovitro de plantulas assépticas. A inducao de brotos nos
explantes nao foi influenciada pelas diferenteesa®e BAP. A presenca de carvao ativado no memultara
base favoreceu a formacao e o crescimento dossbmagmicrocepas. A utilizacdo de 1,5 ou 2,0 hge AlB

ndo promoveu o enraizamento adventicio das mi@castde louro-pardo.

Palavras-chave:produgdo de mudas, propagacao vegetativa, estawuiigplicacdo, microcepa, espécie nativa.
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IN VITRO AND EX VITRO PROPAGATION OF LOURO-PARDO
(Cordia trichotoma(Vell.) Arrabida ex Steudel)

AUTHOR: Michele Heberle
ADVISOR: Dilson Antonio Bisognin
Place and Date of Defense: Santa Matria, Mart‘fh 20a10.

Although the louro-pardoGordia trichotoma Vell.) is native forest specie with high timbertgatial, there are
still scarce studies that approach the productibseedlings of this species by vegetative propagatlhe
objective of this work was to evaluate the vegeefiropagation of the louro-pardo by the technigpfeuttings
and micropropagation. It was tested the presenebsence of 8000 mg'iLof indolbutiric acid (IBA) and two
types of cuttings (basal and apical). At 40 days,duttings were evaluated for survival, rootirigg presence of
callus and shoots, the number and length of shemdsthe number of leaves. For the establishmeatseptic
seedlings, seeds of louro-pardo were treated Witho2 5% of sodium hypochlorite, for 0, 5, 10, 1526r min.
The seeds were inoculated in WPM basic culture amediAt 30 days, the percentages of disinfectiongél
contamination and / or bacteria and the average tifrgermination were evaluated. For multiplicatiapical
segments were inoculated in basic medium, plusZ%;®,50 or 0,75 mg L of 6-benzilaminopurin (BAP). At
45 days were evaluated the length, number of leamdsinternodes of the shoots, the percentagellofscand
the survival of the explants. In the multiplicatiarsing microstumps kej vitro, was tested whether or not the
addition of 1,5 g [* of activated charcoal to the basic medium on tieelpction of shoots. At 30 and 60 days,
concerning to the first and second cuts of micnogts, were evaluated the number and length of shootsber
of leaves and internodes of the shoots, and thebaumf microcutting. Rootingn vitro microcuttings were
maintained in basic medium plus 1,5 g &f activated charcoal and IBA (1,5 or 2,0 mg) LAt 45 days were
evaluated the presence of roots and callus, theepege of survival and sprouting. In cutting, webserved
the formation of shoots on the cuttings, but they mot rooted. The cutting type and dose of IBA dat
influence the rooting and survival. In micropropéga was found that the sterilization of seeds vb#h of
sodium hypochlorite for 5 min. allowed thevitro establishment of aseptic seedlings. The induaifahoots in
the explants was not influenced by different doseBAP. The presence of activated charcoal in thkuce
medium favored the formation and growth of shontsnicrostumps. The use of 1,5 or 2,0 myIBA did not
promote the rooting of microshoots of louro-pardo.

Key words: plantlet production, vegetative propagation, cagttimultiplication, microstump, native species.
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1 INTRODUCAO GERAL

A crescente demanda por madeira estabelece umicende, de um lado encontram-se
0s plantios comerciais de espécies exoticas delaapiescimento, para as quais ja existe
consideravel conhecimento cientifico e tecnolégim processo produtivo, e, de outro, a
necessidade de madeiras mais nobres, essencialrdentespécies florestais nativas, que
apresentam informagdes técnicas e silviculturaiassas. Dentre as espécies nativas, destaca-se
o louro-pardo Cordia trichotoma Vell.), uma &rvore que apresenta madeira de leitanui
apreciada nos mercados interno e externo, espexitdnpelo emprego na fabricacdo de médveis
de luxo e pela facilidade de produzir pegas endargacom excelentes atributos decorativos
(CARVALHO, 2003).

A propagacdo do louro-pardo pode ser realizadavi@isexuada, porém o uso dessa
técnica limita a producdo comercial de mudas, j&8 @3 sementes sdo recalcitrantes ao
armazenamento, perdendo a viabilidade em curtogerde tempo (CARVALHO, 2003), além
de possuirem germinacgédo lenta e irregular (MENDOMNCEAI., 2001). Ainda, espécies florestais
apresentam elevada taxa de fecundacdo cruzaddiameleu em uma grande variabilidade
genética entre e dentro da progénie. Diante dsgmopagacdo de louro-pardo por sementes
resulta em mudas desuniformes (em relacdo a ataa didmetro de colo) e sujeitas a baixa
qualidade, o que pode ser prejudicial & uniformédadprodutividade dos povoamentos. Ja a
reproducdo assexuada, ou propagacao vegetativajtper fixacdo de gendtipos selecionados,
evitando a variabilidade genética caracteristiaplivoamentos formados por mudas de origem
seminal (HIGASHI et al., 2000).

A propagacao vegetativa tem como ponto de partskleggdo de gendtipos superiores e a
subsequente clonagem massal. Contudo, 0 processeeldedo desses genoétipos ocorre
basicamente na fase adulta, o que torna a propagagé@tativa um desafio, pela dificuldade de
enraizamento de propagulos vegetativos madurosatiiracdo do material vegetal, decorrente
da transicdo da fase juvenil para a adulta, tembido atencéo especial em plantas lenhosas, por
provocar alteracdes bioquimicas e fisiolégicagjuass determinam as respostas de enraizamento

dos propagulos vegetativos (WENDLING, 2002). A mpopagacdo possibilita o
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rejuvenescimento de espécies florestais, recuperandcompeténcia do enraizamento de
propagulos advindos de arvores adultas (ASSIS,et392).

Para espécies nativas e exoéticas, a producdo dasnpeda micropropagacdo tem sido
realizada em diversos paises, possibilitando angétede individuos de forma rapida, continua,
livres de doencas e em pequeno espaco fisico (GRRAGLIA & MACHADO, 1998). Para o
louro-pardo, essa tecnologia vem sendo estudadeo dommma alternativa de reproducéo
assexuada (MANTOVANI et al., 1996; MANTOVANI et aR001; FICK et al., 2007). No
entanto, se fazem necessarias melhorias tecnodogasgociadas ao processo produtivo,
especialmente para o enraizameimovitro dos propagulos produzidos e a aclimatizacdo das
plantas, tornando a micropropagac¢ao um processmetoamente viavel.

1.1 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi o de avaligr@pagacédo vegetativa do louro-pardo

pelas técnicas de estaquia e micropropagacao.

Os objetivos especificos foram:

a) avaliar a estaquia como método de propagacadate@, utilizando estacas apicais e basais e

a aplicacéo ou ndo do acido indolbutirico (AIB);

b) verificar a eficacia do hipoclorito de sodioe diferentes tempos de imersdo das sementes na

desinfestacdo e germinag&ovitro, para o estabelecimento de plantulas assépticas;

c) avaliar a influéncia de diferentes doses daititna 6-benzilaminopurina (BAP) na inducao de

brotos em apices caulinares excisados de plardatapticas;

d) avaliar o efeito do carvao ativado na produgéibrdtos em microcepas mantidasitro;

e) avaliar a eficacia de diferentes doses de AlBnraizamentin vitro de microestacas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Descricao da espécie

Pertencente a familia Boraginace&®rdia trichotoma (Vell.) Arrabida ex Steudel,
comumente conhecida por louro-pardo, € uma espaéeieampla distribuicdo geografica,
ocorrendo desde o nordeste até o sul do Brasitondeste da Argentina, leste do Paraguai e sul
da Bolivia (REITZ et al., 1988; CARVALHO, 2003). NRio Grande do Sul, essa espécie ocorre
frequentemente nas florestas do Alto Uruguai e eatasnabertas e capdes dos campos da
depresséo central (LORENZI, 1992). Pertencente rapogsucessional secundario inicial a
secundario tardio, com tendéncia a pioneira, colqarrdo é exigente em relacdo ao tipo de solo,
se adaptando melhor em solos com fertilidade me&dilia, profundos, bem drenados e textura
franca a argilosa (CARVALHO, 2003).

A arvore de louro-pardo (Figura 1A) é caducifopardendo as folhas de julho a agosto
(RIZZINI, 1971), com 8 a 20 m de altura e 40 a 60de didmetro a altura do peito (DAP), mas
pode atingir cerca de 35 m de altura e 100 cm d® DA idade adulta. A copa é estreita,
comprida e com folhagem densa. As folhas sdo ssnpléernas, ricas em pélos, verde-escuras
na face adaxial e grisdceas na abaxial (Figura(RB)TZ et al., 1988). As flores apresentam
coloracdo de branca a pardas, perfumadas, comatéde comprimento, reunidas em grandes
paniculas terminais densamente ramificadas, cord516m de comprimento (CARVALHO,
2003). O fruto é subcilindrico, totalmente encesrpdlo tubo da corola e pelo calice persistentes
(Figura 1C e 1D) (RIZZINI, 1971).0 tronco é retaiBndrico, com um fuste bem definido que
atinge 15 m de altura, apresentando casca cinzentlcos longitudinais (Figura 1E)
(CARVALHO, 2003).

O louro-pardo é uma planta poligama, com florescolasas e hermafroditas, polinizadas
especialmente por abelhas (CARVALHO, 2003). No Brande do Sul, a floracdo ocorre nos
meses de fevereiro a abril, e a maturacédo dossfdgomaio a julho (REITZ et al., 1988). Os
frutos apresentam dispersdo anemocorica, sendol ckgg contém aproximadamente 27.800
frutos (RIZZINI, 1971). A reproducdo sexuada daéesp é dificultada pela rapida perda da
viabilidade das sementes, quando mantidas em atebigio controlado, por apresentarem
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comportamento recalcitrante ao armazenamento (MARH, 1984). A germinacao é do tipo

epigea, geralmente irregular e com percentuaisvgriam de 14 a 80% (MARCHETTI, 1984;

MENDONCA et al., 2001; CARVALHO, 2003). Além dissdependendo da regido de origem,
as sementes podem apresentar dorméncia tegumAMARAL et al., 1988), ou ainda, ataque

de pragas ap0s a maturidade dos frutos (MENDONGA €2001).

Figura 1 —Cordia trichotoma Vell.: (A) arvore; (B) filotaxia e floragéo; (C) pscto do fruto maduro; (D) sementes;

(E) aspecto da casca do fuste; (F) aspecto da raaente: Lorenzi, 1992.

Estudos indicam que, em plantacdes bem manejadésjro-pardo pode atingir um
incremento volumétrico superior a 20 m3 hectaaro® (REITZ et al., 1988). Sdo recomendados

plantios mistos ou com baixa densidade de plam&simizando a incidéncia dos insetos da
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familia tingidae (ordem hemiptera), que atacamodsa$ causando manchas amareladas, com
posterior descoloracdo e queda. O conhecimentdiivral do louro-pardo é ainda incipiente,
existindo importantes aspectos a serem estudaalescdmo a heterogeneidade do crescimento
dos individuos plantados, a identificacdo de pr@gemais produtivas, e o controle de tingideos,
gue retardam o crescimento e desenvolvimento (CARN®G, 2003).

O louro-pardo € uma das espécies nativas mais gpsonais para plantio na regido sul,
centro-oeste e sudeste do Brasil, pois apresentacombinacdo de aspectos favoraveis, dentre
0s quais se destacam a regeneracdo natural vigerostuste com boa forma (CARVALHO,
2003). A espécie integra o grupo das madeiras ideséedo muito apreciada nos mercados
interno e externo pela excelente qualidade. A mad@&igura 1F) é facil de trabalhar, polir,
entalhar e vergar, podendo ser empregada na faldode molduras, cadeiras, revestimentos
multiplos e na decoracdo de interiores. A utilizaein tornearia permite a obtencdo de pecas
valiosas, além da vasta aplicacdo na construc@mdarcacdes (RIZZINI, 1971; REITZ et al.,
1988). As arvores apresentam valor ornamental,ag@&sco, e na recuperacdo de areas
degradadas (CARVALHO, 2003).

2.2 Propagacéo vegetativa

A propagacao vegetativa é um processo baseadone d@ totipoténcia, que apresenta o
principio de que todas as células vivas tém a odg@ae de reproduzir um organismo inteiro,
desde que possuam condi¢cdes adequadas e inforngaiEas necessarias para ocorrerem as
transformacfes morfogenéticas, originando orgaagados vegetais. Esse processo ocorre por
mecanismos de divisdo e diferenciacdo celular,ilpiitendo a regeneracdo de raizes, ramos,
folhas, calos e embrides (HARTMANN et al., 2002).

Sendo assim, a propagacao vegetativa € uma ferranmelispensavel nos programas de
melhoramento genético de espécies florestais, idpente por permitir a producédo de plantas
geneticamente idénticas a arvore matriz doadograjgagulos (WENDLING et al., 2005), pela
manutencdo dos componentes aditivo e ndo aditiw@adancia genética, a cada ciclo de selecéo
(ASSIS & TEIXEIRA, 1998). No Brasil, 0 melhoramergenético tem propiciado o crescimento
do setor florestal, sobretudo pela maximizacdo dadygdo de madeira. Isso porque o

melhoramento florestal possibilita 0 estabelecimela plantios mais homogéneos (WENDLING
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et al., 1999) e com maior resisténcia a pragasngésee estresses ambientais (FLORIANO,
2004).

Para os métodos de melhoramento utilizados em iespépie tém facilidade de
reproducdo assexuada, o grande esfor¢co da pesg@satralizado na identificacdo de plantas
gue relnam as caracteristicas favoraveis, pardasxgeneticamente. Ja para as espécies em que
ainda ndo estdo estabelecidas as técnicas de pgdmagegetativa em larga escala, os estudos
sdo direcionados para a descoberta desses métddos.logo estejam disponiveis, séo
incorporados aos programas de melhoramento como aestnatégia auxiliar na obtencéo de
materiais resistentes e produtivos (PAIVA, 1998).

A propagacdo vegetativa de espécies arboreas podedizada por diversas técnicas,
sendo o método definido conforme o objetivo, a espé caracteristica genotipica da planta
matriz, os tipos de propagulos, a época do ancg entras (WENDLING et al., 2005). Dentre as
técnicas de propagacdo vegetativa, pode-se citagestaquia, enxertia, miniestaquia e
micropropagacdo, as quais sdo amplamente utilizadaproducdo de mudas de eucalipto
(Eucalyptus spp.) (ASSIS et al., 1992; WENDLING, 1999; HIGASetlal., 2000; TITON et al.,
2003; WENDLING & XAVIER, 2003; SANTOS et al., 200B6)na propagacéao de diversas outras
espécies florestais (PICHET, 1997; KALIL FILHO ét 2001; STUMPF et al., 2001; CHAVES
et al., 2003; XAVIER et al., 2003; FERRIANI, 2008CK et al., 2007; NAZARIO et al., 2007).

A técnica da estaquia € a mais utilizada para pagagéo vegetativa de plantas lenhosas,
sobretudo pela facilidade no manuseio e pela otemgediata de gendtipos superiores aptos ao
estabelecimento em jardins clonais. A micropropagagestaca-se como técnica de clonagem
comercial, porque possibilita a obtencéo de gravioheero de plantas a partir de poucas matrizes,
em curto espaco de tempo e em reduzida area datéabo (PAIVA & GOMES, 1993).

2.2.1 Propagacéo por estaquia

A estaquia € um dos processos mais importantesogagacao vegetativa, que se destaca
como um método economicamente viavel para a proddeanovos individuos, principalmente
por ser uma técnica cujos custos sdo menores quangoarados com os dos métodos de cultivo
in vitro, por exemplo (XAVIER e COMERIO, 1996). A metodagonsiste na inducdo de

partes aéreas e raizes adventicias em estacaasotigdfolhas, raizes ou porcdes de caules da
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planta matriz selecionada, pelo cultivo em sulsfBERRANDO, 2003). A estaca caulinar é a
mais utilizada e divide-se em quatro grupos dedicoom a natureza do lenho: estacas lenhosas
(apresentam tecidos endurecidos), estacas herb@masentam tecidos tenros), semilenhosas e
semi-herbaceas (apresentam um estagio intermediditie os dois extremos) (HARTMANN et
al., 2002). A utilizacdo de fitorreguladores, a rap® do acido indolbutirico (AIB), acido
naftalenacético (ANA) e acido indolacético (AlA¢m sido uma pratica comumente empregada
para auxiliar a rizogénese, sendo essencial ernslgasos, sobretudo em espécies de dificil
enraizamento (FACHINELLO et al., 1994).

O uso de fitorreguladores em estacas de erva-riateparaguariensis Saint Hilaire)
estimulou a rizogénese, possibilitando 0 aumentolsioero de estacas enraizadas e de raizes por
estaca, além da reducéo do periodo requerido pameaizamento (IRITANI & SOARES, 1981).
Em estacas obtidas de brotos do ano de arvoremsdid erva-mate, a dose de 5000 rigle
AIB possibilitou até 62% de enraizamento (GRACAakf 1988).Na estaquia de pau-de-leite
(Sapium glandulatum (Vell.) Pax.), o melhor desempenho de enraizaméitobservado em
estacas tratadas com 6000 myde AIB, com média de 52% (CUNHA et al., 2004). Botro
lado, no enraizamento de estacas de pau-sa@gari celtidifolius Baillon), foi verificado um
baixo potencial rizogénico mesmo nos tratamentagecalo AlB, com melhores respostas (30%)
quando utilizado 3000 mg“Ldo fitorregulador (KNAPIK et al., 2002). Estesuttados indicam
gue as auxinas podem auxiliar no enraizamento stacas de diversas espécies, contudo, é
necessario que haja um adequado balanco hormaon&teidos das estacas, sendo este especifico
para cada geno6tipo (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

Se, por um lado, a estaquia é largamente utilizeala simplicidade operacional, por
outro pode ser vista como uma técnica de grandepleaidade, pois sofre a influéncia da
interacdo de fatores intrinsecos a planta, taisocuvenilidade ou maturidade dos propagulos,
condicéo fisiologica (presenca de carboidratosstéugias nitrogenadas, aminoacidos, auxinas,
compostos fendlicos e outras substancias nédo fidens), presenca de folhas e gemas, e estado
nutricional da planta matriz; e de fatores extriose dentre os quais se destacam, a composi¢ao e
o pH do substrato, o uso de fitorreguladores, airasidade, a temperatura e a umidade
(HARTMANN et al., 2002).

A posicao de coleta do propagulo para a estagoibém tem influéncia no enraizamento.

A escolha do melhor tipo de estaca para a clonagessencial para que ndo ocorram perdas
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devido a incapacidade de regeneracdo do matemalnea formacdo de mudas com baixo vigor
(WENDLING & XAVIER, 2001).

Em espécies de facil enraizamento, as estacas peelecoletadas em qualquer época do
ano, enquanto que para aquelas de dificil rizoggéreeperiodo de maior enraizamento coincide
com a estacdo de repouso ou com a estacao denwmasti(PAIVA & GOMES, 1993). As
estacas coletadas em um periodo de crescimentotatiege intenso (primavera/verao)
apresentam-se mais herbaceas, e as colhidas emeriotd@ de repouso vegetativo ou de
dorméncia (outono/inverno) apresentam-se maisfiogiias e de um modo geral tendem a
enraizar menos (HARTMANN et al., 2002). Porém, Etzono outono pode permitir a obtencéo
de estacas num periodo em que a planta apreseataanmoentracdo elevada de reservas, o que
pode favorecer o enraizamento (ANTUNES et al., 1996

O fator juvenilidade dos propagulos exerce granfleéncia no enraizamento de estacas,
uma vez que a formacédo de raizes adventicias dirdimedida que avanca a idade da planta
matriz fornecedora dos propagulos (HARTMANN et 2002). Ha um gradiente de juvenilidade
em direcdo a base da planta, sendo este varidirel @spécies, 0 que promove um aumento da
maturidade em funcdo da maior proximidade com osteena apical (HIGASHI et al., 2000). A
maior juvenilidade da regido basal das plantas ese o fato de que os meristemas mais
proximos da base se formaram em épocas mais préxdmgerminacdo. do que aqueles das
regides terminais ((HARTMANN et al., 2002). Esseoftem limitado a propagacéo de diversas
espécies florestais por estaquia, fazendo-se mugteess necessario o uso de métodos capazes de
reverter as plantas do estado maduro ao juverslctano o revigoramento e rejuvenescimento,
tornando possivel o processo de enraizamento ddiee(BONGA & VON ADERKAS, 1983).

O revigoramento consiste na aplicacdo de pratmaso adubacdo, irrigacdo, sombreamento,
podas e controle de pragas e doencas, que visemmaeia planta a um estado de alto vigor
fisiologico. J& o rejuvenescimento pode ser comaatecomo a forma de reverséo do tecido das

plantas do estado maduro para o juvenil (WENDLIR®@)2).

2.2.2 Rejuvenescimento de espécies lenhosas

A maturidade frequentemente é confundida com aeidadnoldgica da planta, embora a

maturidade seja reversivel e a idade provavelme&ite Com o avanco da idade, a planta ou
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orgao tende a senescéncia e morte, poréem o megisdpimal maduro de plantas pode ter a
juvenilidade restaurada (HUANG et al., 1990). Rata necesséario utilizar métodos capazes de
reverter ou manter a juvenilidade das plantas,rderg quais se destaca a propagacao vegetativa
seriada (WENDLING & XAVIER, 2001).

A miniestaquia seriada é um processo que prop@ci@pidez no enraizamento,
tornando-se um método alternativo e promissor juveaescimento de clones de eucalipto. No
entanto, ainda h& caréncia de informacdes sobreétdm da miniestaquia seriada no
rejuvenescimento de espécies arboreas (WENDLINGAX ER, 2003). Ja a enxertia de ramos
adultos em porta-enxertos é um método de maior lexidade, sendo necesséria a realizacdo de
enxertia em cascata, ou seja, sucessivas enxettimmndo os brotos formados no enxerto.
Outras desvantagens dessa técnica seriam o attg aumaior demanda de tempo, os problemas
de incompatibilidade entre enxerto e porta-enx@eldDRIDGE et al., 1994) e a promoc¢ao de
rejuvenescimento apenas parcial dos brotos do EnX&RATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

A micropropagacdo tem sido utilizada tanto no resgganto no rejuvenescimento de
arvores adultas, sendo realizada por subcultivosssivos (ALFENAS et al., 2004) em meio de
cultura contendo citocinina, proporcionando a recapdo da competéncia do enraizamento de
propagulos advindos de espécies lenhosas (ASSHh,€1992). Para o rejuvenescimento de
espécies florestais, a micropropagacao tem sid@pfe, mas o uso ainda € limitado pela falta de
tecnologias especificas, pelos elevados custos hate® no processo (WENDLING &

XAVIER, 2001) e pela dificuldade de estabelecimentatro de plantas matrizes adultas.

2.2.3 Micropropagacéao

A micropropagacgéao se baseia no cultivo de plantgsantes, denominados explantes, em
meio de cultura apropriado e asséptico, sob coadic¢i® temperatura, umidade, fotoperiodo e
irradiancia controlados em sala de crescimento XEERA & TORRES, 1998). O meio de
cultura possui substancias essenciais que supreneassidades metabdlicas, energéticas e
estruturais das células, sendo constituido basit@m#e macro e micronutrientes, sacarose,
vitaminas e fitorreguladores (CALDAS et al998). Os fitorreguladores sédo utilizados para

induzir respostas especificas nos explantes, sem@uxinas e citocininas substancias de maior
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destaque na promocao da competéncia e da deteéminalular dos tecidos a formacgéo de parte
aérea e raizes (TAIZ & ZEIGER, 2004).

A micropropagacdo apresenta as seguintes fasesndjcionamento da planta matriz,
relacionado com o estagio fisiol6gico, com o amigiende se encontra e com as condi¢cdes de
sanidade (DEBERGH & READ, 1991); i) selecado dosdaxes, desinfestacdo e cultivo em meio
nutritivo, sob condi¢cdes assépticas; i) multipt@a dos propagulos mediante sucessivos
subcultivos, objetivando a producdo do maior nunterglantas possivel, em menor espaco de
tempo; iii) transferéncia da parte aérea para @ meienraizamentio vitro; iv) transplantio das
plantas para substrato e manutencdo em casa deagé@mesob condi¢cdes de alta umidade
(MURASHIGE, 1974).

Durante os ultimos anos houve um expressivo auntenisso da micropropagacao. 1sso
porque essa tecnologia proporciona o aumento dicseBide enraizamento dos propagulos e uma
rapida multiplicacdo de individuos com caracterésti de interesse econémico ou ambiental
(TITON et al., 2003), aléem de possibilitar o cofgrgobre a sanidade do material propagado
(MELO et al., 1999). No caso do louro-pardo, a mpcopagacdo foi apontada como uma
alternativa para a propagacao vegetativa (MANTOVAdtIal., 1996; MANTOVANI et al.,
2001; FICK et al., 2007).

2.2.3.1 Estabelecimentin vitro de plantulas

Explantes provenientes de plantulas estabeleads o sdo excelentes propagulos para
a micropropagacao, especialmente por apresent@@dos$ juvenis com pronta capacidade de
crescimento e resposta morfogénica a aplicacdoitdeefjuladores (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Contudo, a obtencao de plantulagpscas pela desinfestacdo de sementes
€ uma etapa problematica, pois 0 agente desinfestifizado na assepsia do material vegetal
deve eliminar os microorganismos de superficie,, ®emtudo, danificar os tecidos (BONGA &
DURZAN, 1985). Diversas substancias com ac¢do geédmisdo utilizadas para a assepsia de
explantes, sendo o etanol e o hipoclorito de sédie calcio, as substancias mais eficazes. Além
disso, o uso do detergente Tween 20, em conceesapie variam de 0,01 a 0,05% (v/v), pode
aumentar as taxas de desinfestacdo, pelo fato @@ciar um maior contato das solucdes
desinfestantes a base de cloro com o tecido dasnsesn(GRATTAPAGLIA & MACHADO,
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1998). Sementes de aroeiMyfacrodruon urundeuva Fr. All) desinfestadas por 30 s. em alcool
70%, seguido da imersdo em 1% de hipoclorito ddospdr 10 min., ndo apresentaram
contaminagdo (ANDRADE et al., 2000). Em sementesce@dro Cedrela fissilis Vell.) foi
necessaria a aplicacao de 2 % de hipoclorito d® gt 75 min. para uma desinfestacdo eficaz
(NUNES et al., 2002). Em sementes de modetenia macrophylla King) foi observado 89 %
de contaminacédo nos tratamentos sem substanciasedentes, mostrando a importancia desse
agente na assepsia de sementes (COUTO et al.,.2004)

Para o louro-pardo, a retirada do tegumento e as@nedas sementes em solugcao de
alcool 70% por 30 s foram suficientes para a oldterde 95% de desinfestacdo, permitindo a
producaade plantulas assépticas (FICK et al., 2007). Pocélate de sementes pode influenciar
nos resultados de assepsia, pois 0s biomas hmsilapresentam diferentes composicoes
microbiologicas associada as plantas (FERMINO JURNEKD al., 2009), sendo a incidéncia de
microorganismos, a exemplo de bactérias e fungasawel conforme a origem das sementes.
Desse modo, faz-se necessaria a realizacdo desstditionais que abordem a desinfestacdo de
sementes de louro-pardo, para favorecer o estaipelet in vitro de um grande ndimero de

plantulas assépticas.
2.2.3.2 Multiplicagaan vitro

A multiplicagdo envolve o isolamento e a inoculagéovitro de explantes contendo
gemas axilares pré-existentes, que serdo indudiflasnacao dos brotos (DEBERGH & READ,
1991). Para indugao dos brotos, comumente saaduos fitorreguladores ao meio de cultura,
gue direcionardo as respostas morfogénicas dosrdrpl para a formacao e o crescimento de
estruturas vegetativas. As citocininas sao osréguladores mais indicados para a quebra da
dominancia apical e inducédo de gemas axilares (HMARNIN et al., 2002), com destaque para o
6-benzilaminopurina (BAP), que tem promovido boaspostas de brotacdo em explantes de
diversas espécies, além do baixo custo de aquigigando comparado as demais citocininas.

Na multiplicacaoin vitro de aroeira Nlyracrodruon urundeuva Fr. All.), explantes de
segmento nodal e apical tratados com 4,5 uM de BARbculados em meio MS modificado,
apresentaram brotos mais alongados, quando congsaaad tratamentos com 0; 2,3 ou 6,7 UM
da citocinina (ANDRADE et al., 2000). A adicéo dasd de 1 mgt de BAP ao meio de cultura
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WPM (LLOYD & McCOWN, 1981) estimulou o crescimente gemas axilares em segmentos
nodais de caixetaDfdymopanax morototoni (Aubl.)), proporcionando maiores taxas de
multiplicacdo (MANTOVANI et al., 1999). Para o lamipardo, o meio de cultura WPM,
suplementado com 0,1 mg'lde BAP e &cido giberélico (GA promoveu a maior taxa de
multiplicagdo e o maior comprimento dos brotos (MADANI et al., 2001). Por outro lado, a
adicao de fitorreguladores ao meio de cultura WRM imfluenciou no nimero e comprimento
dos brotos formados em segmentos nodais e apieaditb-pardo, embora tenha possibilitado a
manutencdo de microcepas para novas coletas despraumentando assim a taxa de
multiplicacdo (FICK, 2007).

2.2.3.3 Enraizamento vitro

A fase de enraizamento se caracteriza pela formdeamizes adventicias nos brotos
provenientes da etapa de multiplicacdo. A qualiddmke brotos € determinante nesse processo,
pois se estes apresentarem entrendés muito curtbsen&onstituem explantes adequados ao
enraizamento (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Alémisko, a utilizacdo de auxinas
tem otimizado a rizogénesen vitro, sendo aplicadas sozinhas ou em combinacdo com
citocininas, em doses que variam de 0,1 a 1,0 thgctnforme a espécie ou genétipo que esta
sendo propagado. Dentre as auxinas comumente eslagglestacam-se o acido indolbutirico
(AIB), o 4cido naftalenacético (ANA) e o acido inawetico (AIA) (FACHINELLO et al., 1994).

Em brotos de caixeta inoculados em meio de cukumementado com 0,50 mg'lde AIB e
1,5 g L'* de carvéo ativado, foi observado um maior enrairameos explantes (MANTOVANI
et al., 1999). Segmentos cotiledonares de anginnelbo Parapiptadenia rigida Benth. Bren.)
tratados com 1,0 mgLde AIB apresentaram maior potencial de enraizaméntvitro e
forneceram mudas com maior porcentagem de sobreiav@urante a aclimatizacao (KIELSE et
al., 2009).

A utilizacédo de carvao ativado no meio de cultera,doses que variam de 0,1 a 2% (p/v),
pode ser benéfica ao enraizamento. Essa substéantia funcao fisica de estimular a condicéo
de escuro necessaria a formacdo de raizes em t@gld@ algumas espécies, além da fungéo
guimica de fixar citocininas residuais dos tecidas plantas e adsorver compostos toxicos que
inibem o enraizamento (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998Para o louro-pardo, os
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tratamentos utilizando 0,5 mg*lde AIB e 1,5 g [* de carvéo ativado promoveram 73% de
enraizamentan vitro (MANTOVANI et al.,, 2001). Porém, estudos que aleondo efeito das

auxinas no enraizamento adventiciddedia trichotoma (Vell.) ainda sdo escassos.



3 CAPITULO 1 — ESTAQUIA DE LOURO-PARDO

3.1 Introducéo

Pertencente a familia boraginaceae, o louro-pa@dod{a trichotoma Vell.) € uma das
espécies nativas mais promissoras para planti@giaa sul, centro-oeste e sudeste do Brasil,
apresentando rapido crescimento, boa forma, maderaxcelente qualidade e regeneracao
natural vigorosa (CARVALHO, 2003). A propagacaolalaro-pardo ocorre naturalmente por via
sexuada, porém, o fato de apresentar sementesitiecdbs ao armazenamento e germinacao
irregular (CARVALHO, 2003), torna necesséaria a imado de estudos sobre técnicas
alternativas que possam viabilizar o processo deyzéo de mudas dessa especie.

O emprego de tecnologias em plantios florestaisdel@ selecdo de plantas matrizes até
métodos eficientes de producdo de mudas, tem boidd de maneira significativa ao
desenvolvimento do setor florestal brasileiro. Aadisa de individuos superiores, associada ao
uso de processos capazes de propaga-los vegetatitegmiabilizou técnica e economicamente a
producdo de mudas de diversas espécies. A estaquim dos métodos utilizados para a
clonagem de plantas perenes, pois possibilita atiphchcdo de arvores adultas com
caracteristicas superiores (THORPE et al., 19%1pmducado de mudas com menor variabilidade
genética, favorecendo a formagdo de povoamentos oraformes e de alta produtividade
(XAVIER & SANTOS, 2002).

Apesar de a estaquia ser uma possivel alternadirea @ producdo de mudas @erdia
trichotoma Vell., ndo ha referéncias que abordem o enraizamnédatestacas da espécie. Em
Cordia alliodora (Ruiz & Pavon) Oken foi observado que a formacé@aaizes em estacas foi
beneficiada com o uso do AIB, embora tenha sidatadb que as condicdes do ambiente de
enraizamento devem ser cuidadosamente reguladasexswcerem grande influéncia nos
processos rizogénicos dessa espécie (MESEN et98l7). Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi o de avaliar o efeito do AIB no eneaiento de estacas basais e apicais de arvores
matrizes de louro-pardo.
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3.2 Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Medtmoento e Propagacéo Vegetativa
de Plantas (LMPVP), na casa de sombra e em camada,upertencentes ao Departamento de
Fitotecnia, da Universidade Federal de Santa MBM&&EM), Santa Maria, RS. O material vegetal
foi constituido de ramos coletados de trés arvadsltas de louro-pardo, situadas em
propriedade rural na localidade de Faxinal da Pabuoh as coordenadas geogréficas: latitude
29°45°13 Sul e longitude 53°34°45,73 Oeste, munidle Santa Maria, RS. A coleta foi
realizada no més de agosto de 2009. As plantaszemtloadoras de propagulos M01, M02 e
MO3 foram georeferenciadas (Figura 2), com o amxde um aparelho de Sistema de
Posicionamento Global (GPS Garmin Etrex Legend).

Figura 2 — Imagem de satélite da localizagdo deéréores matrizes de louro-pardo doadoras de gubgs(MO1,
MO02, M03), situadas em propriedade rural na loeal@de Faxinal da Palma, municipio de Santa MB®a,Santa
Maria, RS, 2010.
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Os ramos coletados e mantidos em baldes com agara foansportados para o LMPVP,
onde foram lavados em agua corrente, durante 5, para a limpeza. Para realizacdo do
experimento, o material vegetal foi confeccionado estacas basais (0,7 cm de diametro) e
apicais (0,4 cm de didametro), desprovidas de folba® 12 cm de comprimento e um corte em
bisel na base. A base das estacas foi imersa psréd 0 ou 8000 mg“ide AIB, diluido em
solucdo alcodlica na proporcdo de 50% e entdo fopdenmtadas em bandejas plasticas
(Figura 3A) contendo substrato composto por umaungisie areia, substrato comercial a base de
casca de pinus e vermiculita (1:1:1 v/iv/v).

O material foi acondicionado em camara Umida caigacdo por aspersao, durante 1
min. a cada 30 min. no periodo mais quente doalijpor 1 min. a cada hora no periodo de
temperaturas mais baixas, com tempo controladgpgramador horario. Aos 40 dias, foram
avaliadas as porcentagens de sobrevivéncia, dez@mento, de presenca de calos e de brotacéo
(Figura 3B); o numero e o comprimento de brotos aumero de folhas. A avaliacdo da

porcentagem de sobrevivéncia foi realizada aos&) d

Figura 3— Aspecto das estacas de louro-pardo aos 40 dipsrd&néncia em camara Umida (A); Detalhe de broto

em estaca basal de louro-pardo sem tratamento ¢Br(B). Santa Maria, RS, 2010.

O experimento foi conduzido em um fatorial 2 x dqgls de AIB e tipo de estaca), no
delineamento em blocos ao acaso, sendo cada blatespondente a uma arvore matriz,

totalizando 3 repeticbes de 30 estacas cada umala@ss foram submetidos a analise de
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variancia e as médias comparadas pelo teste dey/,Terkenivel de 5% de probabilidade de erro.
Para a realizacdo das analises utilizou-se o pragBSTAT (Unesp-Jaboticabal). Os dados de

porcentagem foram transformados para arcose60.

3.3 Resultados e discussao

Nao houve interacédo entre o tipo de estaca e a d@mFEB aos 40 dias de avaliacéo,
indicando que estes fatores sao independentestdms os parametros de brotacdo, ndo houve
diferenca significativa entre as estacas basamoaia de louro-pardo (Tabela 1). Essa resposta
ndo era esperada, pois ao longo do ramo poderedifdrenca no conteldo de carboidratos,
aminoacidos e de outras substancias, como auxqas,servirdo como reserva energética
necessarias para que ocorram respostas morfogémsapropagulos (HARTMANN et al.,
2002). Além disso, nao foi observado o enraizamdasoestacas. Dessa forma, é provavel que o
fator de maior influéncia nas respostas obtidas,of@lto grau de lignificacdo das estacas
lenhosas, dificultando a regeneracdo do materisthdas mais lignificadas apresentam maior
dificuldade para enraizar, seja pela presenca dennehde esclerénquima continuo, que pode
constituir uma barreira fisica a emergéncia dagesaiou pela menor habilidade fisiolégica em
formar primordios radiculares (TOFANELLI, 1999).

Tabela 1 — Respostas de brotagdo em estacas bagziisais de louro-pardo, cultivadas em substrateposto por
uma mistura de areia, substrato comercial & basagsta de pinus e vermiculita (1:1:1 v/iv/v), tragdu ndo com
8000 mg L*de AIB, e mantidas por 40 dias em cAmara UmidaaSdaria, RS, 2010.

_ Brotacdo Numero de Comprimento  Numero de
Tipo de estaca

(%) brotos de brotos (cm) folhas
Basal 53 a* 1,85a 0,62 a 6,81 a
Apical 45 a 1,30 a 0,61a 505a

* Médias seguidas de letras iguais na vertical dif&rem entre si, significativamente, pelo
teste de Tukey (P<0,05).
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Foi observado que a aplicacdo ou ndo de AIB na baseestacas nao influenciou

significativamente as respostas de brotacéo, imdkgpee do tipo de estaca utilizado (Tabela 2).

Tabela 2 — Respostas de brotagdo em estacas deplango tratadas ou ndo com 8000 rigde AlB, cultivadas em
substrato composto por uma mistura de areia, substomercial a base de casca de pinus e vermiculit

(1:1:1 viviv), e mantidas por 40 dias em camaradanfsanta Maria, RS, 2010.

AIB Brotacdo Numero de Comprimento  Numero de
(mg L™ (%) brotos  de brotos (cm) folhas

0 46 a* 1,52 a 0,65 a 6,17 a

8000 53 a 1,63 a 0,58 a 57a

* Médias seguidas de letras iguais na vertical diferem entre si, significativamente, pelo
teste de Tukey (P<0,05).

Um aspecto importante a ser considerado na propagay estaquia € a idade fisiologica
do ramo coletado. No presente estudo, as estata® fwoletadas no més de agosto de 2009,
periodo em que as arvores se encontravam em repegstativo. Foi observada a porcentagem
de 100% de sobrevivéncia aos 40 dias em camaraayaicto no tratamento sem presenca de
AIB guanto no tratamento utilizando 8000 m dle AIB, porém néo ocorreu formacao de calos
ou raizes. Em testes preliminares de estaquiawle-fzardo realizados no més de abril de 2009,
periodo vegetativo de crescimento intenso, namlieervado o surgimento de calos, brotos ou
raizes em estacas apicais tratadas com 0, 6000000 &g L', e antes dos 30 dias de
permanéncia em camara Umida, observou-se o indic&08% de mortalidade (dados nao
apresentados). Além disso, neste estudo as ediemtasam e ndo enraizaram, o0 que pode ser
explicado pelo fato de que em algumas espéciesnsumo de reservas para a formacdo de
brotos prejudica o enraizamento (HARTMANN et aD02). Contudo, para o louro-pardo néao
existem relatos sobre o enraizamento de matenidlcadendo necessaria a realizacdo de estudos
complementares, testando fatores como tipos ddratdss épocas de coleta e doses de AIB,
possibilitando a comprovacao da existéncia dadelagversa entre a capacidade de brotacdo e o

enraizamento das estacas dessa espécie. Resdtadthante foi observado em estacas adultas
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de vassourao-branceiptocarpha angustifolia Dusén), onde os propagulos coletados no outono
apresentaram brotos, mas nao enraizaram, e posterite morreram (FERRIANI, 2006).

O fato de as estacas, aos 40 dias em camara lapi@sentarem 100% de sobrevivéncia,
sugere que a aplicacdo de AIB e a posicdo de cdketestaca no ramo nao influenciaram a
sobrevivéncia das mesmas, e que, durante essel@ehouve uma adequacdo do ambiente a
manutencdo da sobrevivéncia dos propagulos vegetale louro-pardo, o que ndo ocorreu para
a rizogénese. A utilizacdo de um ambiente adeqaamton nebulizacdo aumentam as chances de
sobrevivéncia das estacas (GRACA et al., 1988), weragque as condi¢cOes ideais de umidade e
de temperatura garantem o seu turgor hidrico, eend@obrevivéncia na casa de vegetac¢do nao
seja uma garantia para o posterior enraizamentdAIR & SOARES,1983).

Aos 80 dias de permanéncia em camara Umida foiy@bsealizar apenas a avaliacao de
sobrevivéncia das estacas, na qual se observou #i@Obbortalidade, precedida pela morte e
gueda dos brotos, indicando que o surgimento dasno® em estacas provenientes de plantas
adultas de louro-pardo néo garante a sobrevivénmcia enraizamento. Além disso, estacas de
espécies de dificil enraizamento, mantidas poropgddo periodo em camara de nebulizacao,
podem ser prejudicadas pelo excesso de umidade KINKEAL et al., 1994). Também se
observou que a morte das estacas teve inicio coecrase na base, indicando que as condi¢des
do substrato podem estar envolvidas na elevadampagem de mortalidade.

Espécies florestais nativas apresentam grande@ias na capacidade de enraizamento
de estacas obtidas de propagulos adultos. Em céDebtea puberula Benth Hooke Ocotea
pretiosa Nees) nado foram verificadas respostas rizogémaasestacas tratadas com 0, 2000 ou
4000 mg [* de AIB (SILVA, 1984). Estacas de acoita-cavalaishea divaricata Mart.)
apresentaram 26,5% de enraizamento no tratamenmt®860 mg [* de AIB (NAZARIO et al.,
2007). Em estudo com o pinheiro-do-paraAga(caria angustifolia (Bertoloni) Otto Kuntze.)
também foi verificada baixa porcentagem de enragram das estacas, com 10,42% de
enraizamento para a testemunha e apenas 2,08%oquéiirhdas as doses de 5000 nmigde
AIA e 1000 mg [* de AIB (IRITANI & SOARES, 1983). J4 em corticeida-banhado
(Erythrina crista-galli L.) ocorreram altos indices de enraizamento dasa&st variando de 60 a
100%, de acordo com o tipo de propagulo utilizalldAVES et al., 2003).

Os resultados de enraizamento das estacas de pardo-também podem ter sido

afetados pela baixa capacidade genética das arvoatszes para a formacdo de raizes
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adventicias, uso de propagulos com idade fisiod¥glesfavoravel ao enraizamento, e com
tamanho inadequado, embora o fator preponderantadiirauldade de enraizamento de
propagulos maduros seja o grau de juvenilidade (FMMRNN et al., 2002). O fator juvenilidade
exerce grande influéncia na propagacdo vegetatpms a velocidade e facilidade de
enraizamento dos propagulos decresce com a idadelatda matriz que 0s originou
(HARTMANN et al., 2002). Para muitas espécies lealso a estaquia a partir de mudas de
origem seminal oferece maiores chances de sucessaraizamento do que com material adulto,
por se tratar de material juvenil (GRACA et al.882 Em erva-mate, estacas de matrizes adultas
atingiram uma porcentagem meédia de 26,7% de emmaiz® (HORBACH, 2008). Estacas
provenientes de mudas a porcentagem de enraizactegou a 60% (HIGA, 1985). Em estudo
desenvolvido com cedraCédrela fissilis Vell.) houve 100% de enraizamento de miniestacas
caulinares de plantulas (XAVIER et al., 2003). Enmigstaquia de louro-pardo, apesar da alta
sobrevivéncia, apenas quatro miniestacas, subrsetidando a aplicacdo de AIB, enraizaram,
embora este resultado tenha sido atribuido em pastemas condicbes ambientais de
enraizamento (FICK, 2007).

Os resultados negativos de sobrevivéncia e emneizd das estacas, aos 80 dias de
avaliagdo, demonstram que os procedimentos adotamlgwesente estudo ndo se mostraram
eficientes tecnicamente para a propagacado vegetdtiviouro-pardo por estaquia e sdo ainda
inconclusivos. Recomenda-se a realizacao de estwdosnaior nimero de individuos e também
com material juvenil, a exemplo de brotos coletagimsminicepas (miniestacas) e a adoc¢éo de
técnicas que promovam o rejuvenescimento dos tecids estacas, permitindo a elucidagéo dos
processos envolvidos no enraizamento destas. Aléso,dadmite-se a grande importancia da
realizacdo de andlises anatdbmicas e bioquimicagestasas, para verificar possiveis barreiras
fisico-quimicas que possam estar impedindo a ghcialo enraizamento adventicio em estacas

de louro-pardo.

3.4 Concluséao

A imersdo da base das estacas apicais ou bas&@6@mg [* de AIB ndo promove o

enraizamento.



4 CAPITULO 2 — MICROPROPAGACAO DE LOURO-PARDO

4.1 Introducéao

O uso de tecnologias que aperfeicoem o procesgoodieicdo de mudas do louro-pardo
(Cordiatrichotoma Vell.) pode contribuir as atividades de reflorestato e recuperacdo de areas
degradadas, considerando seu importante papello@izagdo de areas alteradas, pois pertence
ao grupo sucessional secundario inicial a secumd&ardio, com tendéncia a pioneira
(BOTELHO et al.,, 2006). A reproducdo sexuada daé@spé dificultada pela perda da
viabilidade das sementes, quando armazenadas eraréenbdo controlado, e pela germinacéo
lenta e irregular (MENDONCA et al., 2001). Issoulés na producdo de mudas de baixa
gualidade genética e em povoamentos de alta Visdede, o que inviabilizaria economicamente
o plantio comparado com espécies exoticas, paruas ja existe consideravel conhecimento
cientifico e tecnolégico do processo produtivo miaslas, incluindo a propagacéo vegetativa.

A propagacao vegetativa pode ser uma alternatiregaroducdo de mudas uniformes e
de alta qualidade genética de espécies nativasreDas técnicas existentes, a micropropagacao,
gue possibilita a regeneracdo e propagacdo de mbaats e permite acelerar o processo de
propagacao clonal (HARTMANN et al.,, 2002), pode senduzida pela inducdo de gemas
adventicias (via organogénese direta ou indirgtela embriogénese somatica, ou ainda, pela
proliferacdo de gemas axilares pré-formadas (GRAHAGLIA & MACHADO, 1998), sendo a
Ultima a técnica mais utilizada na regeneracadatggs lenhosas (BONGA & DURZAN, 1985).

A maioria das espécies sdo micropropagadas pefaraude apices vegetativos e segmentos
caulinares, tanto para a producdo massal de indigidom interesse comercial quanto para a
preservacao de genotipos superiores ou que estémeata extincdo (TERMIGNONI, 2005).

O meio nutritivo utilizado no cultivan vitro deve fornecer os nutrientes essenciais para o
crescimento dos tecidos e controlar o padrdo dendetsimentoin vitro. Baseia-se nas
exigéncias das plantas quanto aos nutrientes nsneoam algumas modificacfes para atender as
necessidades especificas vitro (CALDAS et al.,, 1998). Diversos estudos testaramaum
variedade de meios de cultura para o culiiveitro de espécies lenhosas (MANTOVANI et al.,
1999; ZANIOLO & ZANETTE, 2001; MELO et al., 1999; UNES et al., 2002; AMARAL,
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2006; ROCHA et al., 2007). Plantulas de louro-paedtabelecidas em meio de cultivo WPM
(LLOYD & McCOWN, 1981) apresentaram maior cresciteese comparadas as mantidas em
meio de cultivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com tage da concentracdo de sais
(FICK et al., 2007). Na multiplicagdo com segmemtogais de louro-pardo, o meio de cultura
WPM proporcionou um maior estimulo ao desenvolvimelas gemas axilares, tanto no nimero
guanto no comprimento dos brotos formados (MANTOVANal., 2001).

Plantulas obtidas pela germinacdo de sementes aedicdes assépticas, embrides ou
tecido das sementes sao utilizados como fontesimide explantes para a regeneracdo de
espécies lenhosas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998)orPisso, faz-se necesséaria a
utilizacdo de métodos capazes de promover a detgi® das sementes, para que plantulas
sirvam como fonte segura de explantes (COUTO et2@D4). A relevancia do hipoclorito de
sodio (NaOCI) na assepsia de sementes foi relggadadiversas espécies. Sementes de mogno
(Swietenia macrophylla King), sem o tegumento, apresentaram apenas 89¢omtaminacao
guando ndo tratadas com NaOCI (COUTO et al., 2Qem sementes de canjarababfalea
canjerana (Vell.) Mart.) foi verificado 75% de estabelecinlemgquando utilizado esse agente
desinfestante (ROCHA, 2005). Diversas substancam acdo germicida sdo utilizadas na
assepsia de sementes, sendo que o tipo, a com@nttas agentes desinfestantes e o tempo de
exposicao a estes compostos pode variar conforsamsbilidade do tecido a ser desinfestado
(MONTARROYOS, 2000).

O objetivo deste trabalho foi o de estabelecer totopolo de desinfestacdo e germinagao
invitro de sementes e de micropropagacéao de louro-pardo.

4.2 Materiais e Métodos
4.2.1 Condicdes de cultivo

Os experimentos foram conduzidos no LaboratorioMighoramento e Propagacao
Vegetativa de Plantas, pertencente ao Departangentéitotecnia, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS. As inoculagdesmm realizadas em meio de cultura base
WPM (LLOYD & McCOWN, 1981) (Tabela 3), acrescido 88 g L' de sacarose, 7 g'lde

agar, e pH ajustado para 5,8 antes da autoclava@pds a inoculagdo em camara de fluxo
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laminar, os frascos foram fechados com filme de €Mreto de Vinila (PVC) e mantidos em
sala de cultivo com temperatura de 25 + 2 °C, fatigplo de 16 h, sob intensidade luminosa de

14,3 uE nif S* fornecidas por lampadas fluorescentes.

Tabela 3 — Composi¢cdo do meio de cultura WPM (LLO&DMcCOWN, 1981) utilizado no experimento de

micropropagacéo do louro-pardo.

Componentes WPM (mg L)
Macronutrientes
Ca(NG),.H0 556,00
NHsNO3 400,00
CaCbH,0O 96,00
MgSQ, H.0 370,00
K2SOy 990,00
Micronutrientes
MnSQ, 4H0 22,30
ZnSQ,H0 8,60
H3BO3 6,20
NapMoO4 ,H-O 0,25
CuSQ:H,0 0,25
Ferro-EDTA
NaEDTA 37,25
FeSQ /H,O 27,85
Vitaminas
Tiamina-HCI 1,00
Piridoxina-HCI 0,50
Ac. Nicotinico 0,50
Glicina 2,00
Mio-inositol 100,00

4.2.2 Estabelecimenta vitro de plantulas

Foram utilizadas sementes de louro-pardo coletadasidade de Porto Alegre - RS.
Inicialmente, as sementes foram embebidas por #8nhdgua destilada e autoclavada, para
facilitar a retirada do tegumento. Apos, as sensefitelm submetidas a uma pré-assepsia em
solucéo de 5% de hipoclorito de sddio (NaOCI) s grétas de Tween 20 por 100 mL de solucao,
por 30 min. Apds, procederam-se a retirada do tegtore a imersdo em etanol na concentracéo
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de 70%, durante 30 s. (FICK et al., 2007). Parasinfestacéo, foram testadas as doses de 2% e
5% de NaOCI, acrescido de trés gotas de Tween @@nte 5, 10, 15 ou 20 min., mais o
tratamento controle, que correspondeu apenas aspepsia das sementes. Entre cada
procedimento, as sementes foram lavadas trés vapesigua destilada e autoclavada. As
inoculagdes foram realizadas em frascos de 10 mtendo 5 mL de meio de cultura base; e os
cultivos mantidos em sala de crescimento por 3§, giarmanecendo nos primeiros sete dias em
fotoperiodo negativo.

O delineamento experimental foi o inteiramente abzado, em um fatorial 2 x 5 (doses
de NaOCI x tempo de imersao), com cinco repeti¢fgesito sementes cada uma. Aos 30 dias
foram avaliadas as porcentagens de desinfestag@ocentaminacdo por fungos e/ou bactérias.
As taxas de germinacdo foram obtidas em intervddosés dias, até 30 dias apds a inoculagéo,
possibilitando o calculo do tempo médio de gernm@nagxpresso pela equacdo TMG 3TN+
NoT2 + ...+ NnTn) / (N+ N2+ ... + Nn), sendo N o numero de sementes germsnadao tempo
em dias (HARRINGTON, 1972). O critério considergolra contabilizar a germinagéo foi a

protusdo da radicula das sementes.

4.2.3 Multiplicagadn vitro

4.2.3.1 Efeito da citocinina 6-benzilamonopurineABB na inducdo de brotos em &pices

caulinares

Os explantes foram retirados de plantulas de lpardo com 30 dias apds a germinagéo
in vitro. Apices caulinares, com 0,8 a 1,0 cm de comprimemin n6 e 2 a 3 folhas, foram
inoculados em meio de cultura base, acrescidosifdesntes doses de BAP (0; 0,25; 0,5 ou
0,75 mg ). O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagesrexplantes foram inoculados
verticalmente em frascos de 150 mL contendo 30 enindio de cultura.

O delineamento experimental foi o inteiramente ab®gado, com quatro repeticdes de
qguatro frascos, e um explante por frasco. Aos 4fs dim sala de cultivo avaliaram-se o
comprimento, o numero de folhas e de entrenés do®d) a porcentagem de calos e a

sobrevivéncia dos explantes.
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4.2.3.2 Producgéo de brotos em microcepas maritidétso

Para multiplicagédn vitro utilizando microcepas como fonte de explantesntBlas
assépticas foram estabelecidas/itro, conforme descrito no item 4.2.2, tiveram a paéeca
podada acima da primeira folha, constituindo-seigsocepas que foram mantidas em frascos de
150 mL contendo 30 mL de meio de cultura base (FIZIK7), acrescido ou ndo de 1,54de
carvao ativado. Foram efetuados dois cortes pdesacdos brotos, aos 30 e aos 60 dias, sendo
gue, na ocasido das podas, as microcepas forarateglds manualmente, com cerca de 1 mL de
meio WPM. Cada microcepa foi identificada, posgdnildo o controle do material genético e do
desempenhin vitro de cada matriz.

O delineamento experimental foi o inteiramente absado, com quatro repeticdes de
trés microcepas cada uma, e uma microcepa porofraszs 30 e 60 dias, primeiro corte e
primeira rebrota das microcepas, foram avaliado8mero e comprimento dos brotos, o nimero
de folhas e de entrends dos brotos, e 0 numeroicteastacas. Considerou-se microestacas 0s

segmentos de brotos que apresentaram tamanhdgheel,0 cm e um par de folhas.

4.2.4 Enraizamentim vitro

Brotos obtidos 30 dias ap6s o primeiro corte dagounepas estabelecidasvitro foram
utilizados para preparar microestacas, com 0,8fMi0de comprimento, e um par de folhas
cortadas ao meio. Para 0 enraizamento, as miccasstaram cultivadas em frascos de 150 mL
contendo 30 mL de meio de cultura base, acresedn%lg [* de carvdo ativado, e acrescido de
AlIB (1,0 ou 1,5 mg I).

O delineamento experimental foi o inteiramenteuabhsado, com quatro repeticbes de
oito microestacas cada uma e dois explantes pgedrahos 45 dias foram avaliadas a presenca

de raizes e calos, e as porcentagens de sobreigiede brotacao.

4.2.5 Andlise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise de varianasameédias comparadas pelo teste de

Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erropela andlise de regresséo. As analises foram
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realizadas com o auxilio do programa ESTAT (Unespotlcabal). Os dados de porcentagem
transformados para arcosem100 .

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Estabelecimenta vitro de plantulas

Houve interacdo entre as doses de hipoclorito déos® o tempo de imersédo para a
porcentagem de sementes desinfestadas de louro-ffaiglra 4). A maior porcentagem de
desinfestacéo (100%) ocorreu nos tratamentos eragjgementes foram imersas em 2 ou 5% de
hipoclorito de sodio (NaOCI), durante 15 min. Remibs similares foram obtidos nos

tratamentos com 5% de NaOCI, durante 5 min. (97,5Quido do tratamento com 2% de
NaOCl, durante 10 min. (90%).
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Figura 4- Porcentagem de sementes de louro-pardo desinfestada diferentes doses de hipoclorito de sddio

(NaOCl) e tempos de imerséo, avaliada 30 dias afidsculagdo. Santa Maria, RS, 2010.

No tratamento controle (5% de NaOCI por 30 minmoo tegumento, e etanol 70%

durante 30 seg., sem o tegumento) foram verificadasienores porcentagens de desinfestacao
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(34%), indicando a necessidade de se utilizar Na®€Imo apds a retirada do tegumento das
sementes de louro-pardo. Fick (2007) verificou gpenas esse tratamento, considerado como
controle neste trabalho, foi suficiente para unetivd assepsia das sementes de louro-pardo,
chegando a 95% de desinfestacdo. A discordanciaedofados pode estar associada aos lotes
de sementes utilizados, provenientes de épocgenordiferentes. Em sementesRieus spp. foi
observada uma grande variacdo nas respostas thiedrdos de desinfestacdo, demonstrando a
importancia da determinacdo do estado sanitariocatia lote de sementes, jA que estes
apresentam diferencas dentro de uma mesma es@OieLE, 2007). O fato de as sementes
transportarem uma série de microorganismos, patm@Erou nao, que podem apresentar
microfauna variavel em diferentes regides, tornzes®aria a realizacdo de testes de sanidade de
sementes para determinar o estado sanitario deaumatra de sementes e, consequentemente,
do lote que representam (BRASIL, 1992).

Neste trabalho foi verificada a contaminacdo dases¢es de louro-pardo por bactérias
(Tabela 4) ou fungos (Tabela 5), sendo as bactéggsatégenos com maior ocorréncia. Além
disso, foi observado durante o periodo de germagé, mesmo na presenca de patdogenos,
muitas sementes foram capazes de germinar, indicgquel a presenca desses microorganismos
ndo foi limitante. Resultado semelhante foi ena@drcom angico-vermelhddrapiptadenia
rigida Benth. Bren.), em que a presenca de patogenosnpialiu a germinacdo das sementes
(KIELSE, 2008). Contudo, a presenca de patdgendsfiicos em sementes € uma das mais
importantes causas de perda de material vegetagrido estudos de desinfestacdo de sementes

de fundamental importancia quando se deseja utpizatas assépticas como fonte de explante.

Tabela 4- Porcentagem de contaminagdo por bactérias em sesnde louro-pardo, aos 30 dias, tratadas com

diferentes doses e tempos de imersdo em hipoctigisidio. Santa Maria, RS, 2010.

Tempo de embebicao (min.)

0 5 10 15 20
Bactérias
NaOCI (%) 2 72 aA* 25 aB 18 aB 0aC 12 aB
5 31 bA 0bC 21aB 0aC 37 aAB
Média 21,6
CV (%) 25,68

*Médias seguidas de letras diferentes (minUscudagentical e maitsculas na horizontal) diferem
entre si, significativamente, pelo teste de Tules0(05).



47

Os tratamentos de desinfestacdo com 2 ou 5% de Nd@@nte 5, 10 ou 15 min. foram
eficientes para a obtencdo plantas assépticasude-pardo. Contudo, a maior porcentagem de
germinacdo (60%) ocorreu quando as sementes fomadas com 5% de NaOCI por 5 min.
(Figura 5), seguido do tratamento controle. Assadl@germinacao apresentaram grande variacao
em funcdo dos tratamentos, sendo observadas pegeestentre 15 e 32,5%, quando utilizado
2% de NaOCl, e entre 5 e 60%, quanto utilizado 8%aOCI.

Tabela 5- Porcentagem de contaminagdo por fungos em semdatdguro-pardo, aos 30 dias, tratadas com

diferentes doses e tempos de imersédo em hipocligigidio. Santa Maria, RS, 2010.

Tempo de embebicéo (min.)

0 5 10 15 20
Fungos
NaOCI (%) 2 O0bA* 13aA O0DbA 0 bA 13 aA
5 17 aB 0 bB 0 bA 0 bA 0 bB
Média 4,30
CV (%) 39,84

*Médias seguidas de letras diferentes (minUscudagentical e maildsculas na horizontal) diferem
entre si, significativamente, pelo teste de Tukes0(05).

Nos tratamentos com 5% de NaOCI foi possivel olasemvna menor porcentagem de
germinacdo a medida que se aumentou o tempo desigdipodas sementes ao agente
desinfestante. Além disso, essa mesma dose de Na@Ohaiores tempos de imerséo, provocou
a necrose de algumas radiculas. Esses resultadesmmer explicados pelo efeito fitotoxico do
NaOCl, pois a utilizagcdo de elevadas concentragliesproduto podem ser vantajosas nha
desinfestacdo das sementes, porém muitas vezemaetprejudiciais & germinacdo. Sementes
de capicovaHrechtites valerianaefolia DC.) tratadas com NaOCI tiveram potencial germuaati
reduzido em 24%, além do retardo de aproximadam2/®e dias no tempo de germinacao

(ZAYAT & RANAL, 1997).
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Figura 5- Porcentagem de germinac@ovitro de sementes de louro-pardo e o tempo médio deirgggéao (TMG)
em funcéo de tratamentos com diferentes dosegdelbiito de sodio e tempos de imerséo, avalia@adid® apos a

inoculagédo. Santa Maria, RS, 2010.
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No tratamento com 2% de NaOCI foi verificada bamaiacdo no TMG, permanecendo
no periodo compreendido entre 18 e 21 dias. Ponéntratamento com 5% de NaOCI, as
sementes apresentaram germinacao lenta, além dmaimavariacdo entre os diferentes tempos
de imersdo. Aos 15 e 20 min. o TMG atingiu os \e#anaximos, 25 e 20 dias respectivamente.
Tais resultados novamente refletem o efeito prejaldide doses elevadas do NaOCI, reduzindo a
germinacdo ou aumentando o tempo médio da mesnszjauafetou a germinagao e o vigor das

sementes.

4.3.2 Multiplicagaan vitro

4.3.2.1 Efeito da citocinina 6-benzilamonopurineABB na inducdo de brotos em &pices

caulinares

Para todos os parametros avaliados, ndo houvesnigf@rsignificativa entre as diferentes
doses de BAP utilizadas (Tabela 6). A sobrevivédomexplantes atingiu niveis satisfatdrios em
todos os tratamentos, o que pode ser explicado grede@m do material vegetal, que eram
plantulas assépticas, possibilitando, assim, ossaceo estabelecimento dos explamtegtro.
Além disso, geralmente a sobrevivéncia dos expdadie espécies lenhosas é afetada pela
liberacdo de compostos fendlicos no meio de cylttaasando danos a base dos explantes e,
consequentemente, reduzindo a absorcdo de nugrientditorreguladores (THOMAS &
RAVINDRA, 1997). Nos explantes de louro-pardo fbservada baixa oxidacdo basal em todos
os tratamentos (dados ndo apresentados), o querampbde explicar os bons resultados de
sobrevivéncia. Houve a formacao de broto Unico 86%d dos explantes, independente das doses
de BAP utilizadas (dados nao apresentados). A fgiimade brotos mesmo nos explantes
inoculados em meio livre de fitorregulador indiceeqao ha necessidade de uma fonte exdgena
de citocinina para estimular a brotagao.

Em diversos estudos de multiplicacdo de espécigwséas, o comprimento dos brotos
aumentou na medida em que se elevaram os nivEBIAEBEPINTO et al., 1994; MANTOVANI
et al., 1999; ANDRADE et al., 2000; SOUZA et al003; KIELSE et al., 2009). As citocininas
estimulam a formacgé&o e o crescimento de parteagéaté uma determinada concentracdo, a qual

varia de acordo com a espécie, sendo, a partia dieste, prejudicial na promog¢éo de respostas
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morfogénicas nos explantes (GRATAPAGLIA & MACHADQ1998). Nos tratamentos
utilizados no presente estudo nao foi verificadseesfeito, provavelmente porque as doses
testadas ndo atingiram niveis 6timos para o aloegtondos brotos, ou que provocassem

toxicidade nos explantes de louro-pardo.

Tabela 6 — Porcentagem de sobrevivéncia e de méinero de entrends, de folhas e altura de brotasdesmem
apices caulinares de louro-pardo cultivados em meicultura WPM acrescido de 30 g te sacarose, 7 g'lde
agar, e de diferentes doses de BAP; aos 45 diesltie. Santa Maria, RS, 2010.

BAP Sobrevivéncia Numerode  Numerode  Altura (cm) Formacao de
(mg L™ (%) folhas entrenos calos (%)
0 94 A* 3.02A 0.87 A 0.34 A 42 A
0,25 66 A 241 A 0.68 A 0.25A 47 A
0,50 94 A 2.83 A 0.56 A 0.31A 45 A
0,75 94 A 3.57 A 0.88 A 0.37 A 33 A

* Médias seguidas de letras iguais na verticaldifewsem entre si, significativamente, pelo testd dkey (P<0,05).

As respostas de brotacdo nos explantes tratados B ndo foram consideradas
satisfatorias, pois ndo possibilitaram o incremerg@ltura e no nimero de entrends, suficientes
para a individualizacdo dos propagulos, podends g0, se refletirem na taxa de multiplicacédo
do louro-pardo. Esses resultados estédo de acordmsabtidos anteriormente, quando a adicéo
de fitorreguladores ao meio de cultivo WPM, isolda em combinacao, também ndo promoveu
maior crescimento da parte aérea (FICK, 2007).0Bto lado, em outro trabalho, em segmentos
nodais inoculados em meio basal WPM suplementado®t mg [* de BAP e de GA foram
observados brotos com maior altura da parte afrearecendo a individualiza¢do, a contagem e
0 aproveitamento dos explantes de louro-pardo (MAMANI et al., 2001).

Foi observada a ocorréncia de calo na base doarggplem todos os tratamentos, sendo
a porcentagem de formacéo calogénica uniforme dersido as diferentes doses de BAP
utilizadas. Similarmente, em estudo de multiplicag& louro-pardo utilizando BAP, ANA ou
GAs, isoladamente, nas doses de 0,05; 0,10; 0,15 ound0"; ou a combinacdo de 0; 0,1 ou
0,2 mg L* de GA com 0 ou 0,05 mg't de ANA, foi verificado que a formacéo de calos em

apices caulinares e segmentos nodais de louro-peralaliferiram entre os tratamentos (FICK,
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2007). Quantidades excessivas de citocininas elstima formacdo de calo, o que nédo é o
objetivo na fase de multiplicacdo, pois a formagh® calos na base do explante pode
comprometer a proliferacdo de gemas axilares (GRMPAGLIA & MACHADO, 1998). No
presente estudo, ocorreram altas porcentagensl@@as explantes, em ambos os tratamentos,
indicando que outras doses de citocininas deventestadas, isoladas ou em combinagdo com
outros tipos de fitorreguladores, podendo-se cande as quantidades de BAP testadas
comprometeram ou ndo a indugao e o crescimenteooti@sinos apices caulinares.

Em algumas espécies, elevadas doses de citocidicgoreadas ao meio de cultura
aumentam a toxicidade, o que nao ocorreu nestalli@bEm geral, os brotos apresentaram
folhas verdes, vigorosas e brilhantes em amboantexttos aplicados. Isso pode reforcar a
necessidade de se testar doses maiores e men@é@$dpara que seja possivel concluir sobre a
dose 6tima e a dose toxica para apices caulinarksicb-pardo.

Em face dos resultados obtidos, nota-se que apficditdoin vitro de louro-pardo é
viavel, porém recomenda-se a realizacdo de novodasstestando-se outras doses de BAP em
explantes, isoladas e em combinagcdo com diferelo®ss de giberelinas e auxinas, ja que essas
atuam conjuntamente na morfogéneeevitro dos explantes, e também porque os dados
apresentados ndo permitiram a determinacdo de otmcpto consistente para a multiplicacdo da

espécie por meio de segmentos apicais.

4.3.2.2 Produgéao de brotos em microcepas maritidétso

No primeiro e segundo cortes das microcepas establatin vitro, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos para o numerdodeos, folhas, entrends e microestacas
produzidos (Tabela 7). Para a altura dos brotogjmero de folhas, o nimero de entrends e o
numero de microestacas, em ambos os cortes, feivyebobservar a superioridade do meio de
cultivo base acrescido de carvéo ativado. Aos @6 do primeiro corte, a adicdo de 1,5Yde
carvdo ativado ao meio de cultivo incrementou araltdos brotos de 1,63 cm (sem carvao

ativado) para 2,62 cm.
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Tabela 7 — Parametros observados em microcepasisepardo inoculadas em meio de cultura WPM aiteste
30 g L* de sacarose, 7 g'lde &gar, e acrescido ou ndo de 1,5'gle carvéo ativado; avaliadas aos 30 dias ap6s o
1° e 2° corte. Santa Maria, RS, 2010.

1° Corte 2° Corte
Tratamentos
NB HB NF NE NM NB HB NF NE NM
Comcanvdo g1, p62a 374a 226a 11Ba 133a 1194843, L7la 094a
ativado
Se_m Carvao 150a 1,63b 408a 196a 094a 1,83a 0,99ala3,11,47a 0,73a
Ativado

CV (%) 15,57 14,19 17,01 15,13 16,46 37,40 59,44,298 34,67 51,87

* Médias seguidas de letras diferentes diferemeesir significativamente, pelo teste de Tukey (P850 NB:
nimero de brotos, HB: altura dos brotos, NF: numd@gofolhas, NE: nimero de entrenés, NM: nimero de
microestacas.

Aos 30 dias do segundo corte (primeira rebrotatotas microcepas mantidas em meio
de cultura base com carvao ativado, quanto as ogpes em meio livre de carvao ativado,
forneceram um menor numero de microestacas se cadgsaas obtidas no primeiro corte. Tal
fato pode indicar a necessidade de um ajuste rtoqmio para a manutencdo das microcepas
vitro, especialmente no que se refere a hidratacdo dssas, recomendando-se o aumento do
numero de reidratacdes pela adicdo de solucdo dd, Wi ainda, a transferéncia periddica das
microcepas para novo meio de cultura, e a adicéoitdeininas e gibereleninas ao meio de

cultivo, para melhorar o crescimento dos brotos.

4.3.3 Enraizamentim vitro

Para todos os parametros avaliados de enraizamenwtiro, ndo houve diferenca
significativa entre as doses de AIB (Tabela 8)tr@mmentos utilizados nao foram eficientes na
inducdo de raizes adventicias em microestacasule-pardo, sendo observadas apenas altas
porcentagens de sobrevivéncia e brotacdo, alérorde¢do de calo na base das microestacas.
Quando a concentragdo de auxina no meio é excessivae a formacdo de calo na base dos
explantes, comprometendo a rizogénese (GRATAPPAGLIMACHADO, 1998). Em estudo
anterior com louro-pardo, foi observado 73% dedsatom 2 cm de comprimento enraizados,
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porém adicionou-se uma dose inferior de AIB & aplicno presente estudo (0,5 nmit) ko meio
WPM (MANTOVANI et al., 2001). Sabe-se que as augigaralmente estimulam a formacao de
raizes, observando-se um alto grau de enraizamamtexplantes juvenis, seja pela maior
concentracdo enddégena desse hormdnio, ou pelaegsamdibilidade desses tecidos a aplicacao
exdgena (ARTECA, 1995). No presente estudo, o@nmrealtas porcentagens de formacédo de
calos na base dos explantes, porém, ndo se podemiafijue a auséncia de enraizamento dos
propagulos esteja relacionada somente ao efedtfico que a auxina, em doses excessivas,
pode provocar. Outros fatores podem estar envavio fenbmeno, como o tamanho dos
explantes, o tempo de permanéncia dos propagulosalaade cultivo, e o tempo em que
permaneceram em meio de cultivo suplementado canxima. Portanto, novos estudos devem
ser realizados para ajustar o protocolo de enr@mtoncomo por exemplo, a adicdo de menores
doses de AIB ao meio de cultivo, no intuito de a¢ea resultados conclusivos sobre a rizogénese

invitro de apices caulinares e segmentos nodais de lowlo-pa

Tabela 8 — Enraizamento de microestacas de loudppaoculadas em meio de cultura base WPM acrestid
1,5 g L de carvdo ativado, e 1,5 ou 2,0 mg e &cido indolbutirico (AIB); avaliadas aos 45sd@pds a

inoculagdo. Santa Maria, RS, 2010.

AIB (mg L™ Calo (%) Brotac&o (%) Sobrevivéncia (%)
1,5 57 a 63 a 88 a
2,0 35a 74 a 90 a
CV (%) 75,51 37,07 21,33

* Médias seguidas de letras diferentes diferenessitrsignificativamente, pelo teste de Tukey (FB5D

S&o inimeras as dificuldades que podem ser endaste longo das diferentes etapas da
micropropagacao. Uma das limitacbes dessa técnca@mraizamenton vitro ou ex vitro dos
explantes de determinadas espécies lenhosas (SSBEIXEIRA, 1998). No primeiro caso, 0s
brotos séo colocados em um meio de enraizamenioadicdes asseépticas e, posteriormente, a
planta é transplantada para o substrato para $iematizada. No segundo caso, brotos séo
manipulados como microestacas e o0 enraizamentacénaatizacdo ocorrem em substrato, com

ou sem a utilizagdo de auxinas para promover géizese (GRATTAPAGLIA & MACHADO,



54

1998; HARTMANN et al., 2002). Em enraizamento det@@nxerto de pereira “Old home” x
“Farmingdale” 9, as porcentagens de enraizamentaraan de 0 a 50% adicionando-se doses de
ANA ou AIB ao meio de cultivo (MELLO-FARIAS et al1996). Em brotos de pereira cv.
Bartlett inoculados em meio contendo AIB, ndo foraifntidas respostas satisfatorias de
enraizamento (LEITE et al., 1994).

4.4 Conclusdes

Para o lote utilizado, a imersdo das sementes,ostagumento em 5% de NaOCI por 5
min. possibilitou o estabelecimenitovitro de uma alta porcentagem de plantulas assépticas de
louro-pardo.

A adicdo de diferentes doses de BAP ao meio dareauWPM ndo aumenta a
multiplicac&oin vitro de 4pices caulinares.

A adic&o de carvao ativado ao meio de cultura W&Mrece a producéo de microestacas
em microcepas estabelecidagitro de louro-pardo.

A adicdo de 1,5 ou 2,0 mg'lde AIB ao meio de cultura ndo promove o enraizamient

vitro de microestacas apicais de louro-pardo.



5 CONSIDERACOES FINAIS

A propagacado vegetativa de arvores adultas de-oardo ainda € um desafio, e até o
presente momento nao existem tecnologias que fpldssiba producdo massal de mudas, mesmo
gue de origem seminal. A espécie apresenta diidalsl na clonagem pela técnica da estaquia,
pois, além dos ramos serem muito lenhosos, mosteamuito exigentes quanto a umidade e
luminosidade para o enraizamento. O periodo ideataleta, que se relaciona com a idade
fisiologica dos ramos, e o melhor tipo e tamanhoeatdacas ainda néo foram definidos, podendo
ser estes fatores limitantes para o sucesso dagao@o vegetativa do louro-pardo. Em testes
preliminares, propagulos coletados de arvores efogmde intenso crescimento vegetativo (més
de abril) ndo enraizaram, embora diversos outrosda possam estar envolvidos nesse processo.
Estacas basais e apicais coletadas de arvores dod@ele repouso vegetativo (agosto)
brotaram, porém ndo enraizaram e posteriormenteenaon. A relacdo entre a capacidade de
brotacdo e de enraizamento precisa ser investigadan como as doses de auxinas que podem
estimular ou inibir o enraizamento de propagulodalgo-pardo. A utilizacdo de propagulos
juvenis, como miniestacas, bem como a realizac@mékse anatdmica e bioguimica das estacas,
sao ferramentas que poderdo auxiliar na eluciddgdprocesso de enraizamento adventicio de
louro-pardo. Além disso, o desenvolvimento da t&nide enxertia e da mergulhia aérea
(alporquia), comumente utilizada em espécies lashade dificil enraizamento, podem se
constituir em uma alternativa viavel para a progdgavegetativa de matrizes selecionadas de
louro-pardo.

A época e origem das sementes de louro-pardo padiéuenciar nas respostas de
assepsia e germinacéo vitro. Foi possivel estabelecer um novo protocolo de tedecéo e
germinacaon vitro de um lote de sementes, por meio do uso de 5%padeldrito de sodio
(NaOCl) por 5 min., cujo tratamento néo foi reqderpara outro lote de sementes (FICK et al.,
2007). As plantulas produzidas forneceram apicefinzaes que serviram de explantes para a
micropropagacao, os quais foram tratados com BA® panducdo dos brotos. Entretanto, faz-se
necessario testar diferentes doses de BAP, asasc@adjiberelinas e auxinas, para otimizar a
formacéo de brotos em segmentos apicais, bem camaliaacido de testes com outros tipos de
explantes (segmentos nodal e cotiledonar). Micragapvitro, obtidas com a manutencdo do
sistema radicular e a parte aérea das plantulaadpedcaté a primeira folha verdadeira, mantidas
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em meio de cultura base WPM, acrescido ou ndo Sley 1,* de carvdo ativado, forneceram
explantes para a multiplicacdo vitro, podendo a manutengédo das microcepas ser um metodo
interessante para aumentar as taxas de multipticdgdouro-pardo. A reidratacdo periddica das
microcepas com solucdo de WPM e a adicao de ditssetoses e combinagdes de citocininas e
gibereleninas ao meio de cultivo podem incremeatgroducdo sustentavel de propagulos,
favorecendo o processo de multiplicacdo da espéeenraizamento, a adicdo de 1,5 ou
2,0 mg L* de AIB favoreceu altas porcentagens de sobreviaéadorotacdo nos explantes,
porém foi verificada a formagéo de calo na baseedmantes e a auséncia de raizes. Dessa
forma, novos testes com outras doses menores eermi#s auxinas, com tamanhos maiores de
explantes e em meio liquido, em diferentes faseeraizamento e em maior tempo de
permanéncia em meio de cultivo devem ser conduzAlés disso, experimentos para verificar

a possibilidade de enraizamemtovitro devem ser conduzidos.
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7 ANEXOS

ANEXO A -Localizagéo geografica das trés arvores matrizésute-pardo (M01, M02, M03),

situadas em propriedade rural na localidade denBbgia Palma, municipio de Santa Maria, RS.
Santa Maria, RS, 2010.
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8 APENDICES

APENDICE Al — Resumo da anélise de variancia dagmtagem de brotacdo em estacas basais
e apicais de louro-pardo, independente da dosdRleasaliadas aos 40 dias.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
BLOCOS 2 479.9691 239.9846  6.62 NS
TRATAMENTOS 1 33.2356 33.2356  0.92 NS
RESIDUO 2 72.4936 36.2468

TOTAL 5 585.6984

DESVIO PADRAO  6.0205 MEDIA GER AL 45.0401
ERRO PADRAO DA MEDIA  3.4760 COEFICIEN TE DE VARIAGAO 13.37

APENDICE A2 — Resumo da andlise de variancia doerande brotos formados em estacas
basais e apicais de louro-pardo, independente sladoAIB, avaliadas aos 40 dias.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F

BLOCOS 2 0.0320 0.0160  0.29 NS
TRATAMENTOS 1 0.4593 0.4593  8.18 NS
RESIDUO 2 0.1122 0.0561

TOTAL 5 6035

DESVIO PADRAO ~ 0.2369  MEDIA GER AL 1.5767

ERRO PADRAO DA MEDIA ~ 0.1368  COEFICIEN TE DE VARIACAO  15.02

APENDICE A3 — Resumo da andlise de variancia dopconento dos brotos formados em
estacas basais e apicais de louro-pardo, independamniose de AIB, avaliadas aos 40 dias.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
BLOCOS 2 0.0252 0126 0.62 NS
TRATAMENTOS 1 0.0003 0003 0.01 NS
RESIDUO 2 0.0405 0203

TOTAL 5 0660

DESVIO PADRAO . 0.1424 MEDIA GER AL 0.6200

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.0822 COEFICIEN TE DE VARIACAO 22.96
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APENDICE A4 — Resumo da andlise de variancia doerdrde folhas nos brotos formados em
estacas basais e apicais de louro-pardo, independamniose de AIB, avaliadas aos 40 dias.

CAUSAS DE VARIACAO ~ G.L. SQ. Q.M. F
BLOCOS 2 0.2940 01470  0.12NS
TRATAMENTOS 1 4.6464 4.6464  3.92NS
RESIDUO 2 2.3707 1.1853

TOTAL 5 7.3111

DESVIO PADRAO ~ 1.0887

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.6286

MEDIA GERAL 5.9333

COEFICIENTE DE VARIAGAO  18.35

APENDICE A5 — Resumo da andlise de variancia dagmagem de brotacdo em estacas de
louro-pardo tratadas com 0 ou 8000 myde AlB, independente do tipo de estaca, avaliadas
40 dias.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
BLOCOS 2 462.0894 231.0447  33.73*
TRATAMENTOS 1 26.7550 26.7550  3.91NS
RESIDUO 2 13.7001 6.8500

TOTAL 5 502.5445

DESVIO PADRAO 26173

ERRO PADRAO DA MEDIA  1.5111

MEDIA GERAL 44.8955

COEFICIENTE DE VARIACAO 5.83

APENDICE A6 — Resumo da andlise de variancia doararde brotos formados em estacas de
louro-pardo tratadas com 0 ou 8000 mijde AlB, independente do tipo de estaca, avaliadas
40 dias.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
BLOCOS 2 0.0305 0.0153 17.62 NS
TRATAMENTOS 1 0.0160 0.0160 18.48 NS
RESIDUO 2 0.0017 0.0009

TOTAL 5 0.0483

DESVIO PADRAO 0.0294 MEDIA GE RAL 1.5783

ERRO PADRAO DA MEDIA 0.0170 COEFICIE NTE DE VARIACAO 1.87
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APENDICE A7 — Resumo da anélise de variancia dopecomento de brotos formados em
estacas de louro-pardo tratadas com 0 ou 8000 tgeLAIB, independente do tipo de estaca,

avaliadas aos 40 dias.

CAUSAS DE.VARIACAO ~ G.L. S.Q. QM. F
BLOCOS 2 0.0252 0.0126  0.36 NS
TRATAMENTOS 1 0.0067 0.0067  0.19 NS
RESIDUO 2 0.0709 0.0355

TOTAL 5 0.1028

DESVIO PADRAO ~ 0.1883

ERRO PADRAO DA MEDIA ~ 0.1087

MEDIA GERAL 0.6200

COEFICIENTE DE VARIAGAO  30.38

APENDICE A8 — Resumo da andlise de variancia doerarde folhas nos brotos formados em
estacas de louro-pardo tratadas com 0 ou 8000 geLAIB, independente do tipo de estaca,

avaliadas aos 40 dias.

CAUSAS DE.VARIACAO ~ G.L. sS.Q. Q.M. F
BLOCOS 2.0 0.2925 0.1462 0.16 NS
TRATAMENTOS 1.0 0.3313 03313 0.35NS
RESIDUO 2.0 1.8721 0.9361

TOTAL 5.0 2.4960

DESVIO PADRAO ~ 0.9675

ERRO PADRAO DA MEDIA ~ 0.5586

MEDIA GERAL 5.9350

COEFICIENTE DE VARIACAO  16.30

APENDICE A9 — Resumo da andlise de variancia dagmagem de desinfestacdo de sementes
de louro-pardo tratadas com 2,0 ou 5,0% de hipibalde sédio (NaOCI), durante 0, 5, 10, 15 e

20 min., avaliadas 30 dias ap0s a inoculacao.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M.

FATOR A 1 170.1085 170.1085 .0.8567 NS
FATOR B 4  17875.6555 4468.9139  22.5052 **
FATOR AXB 4 2903.5677 725.8919  3.6555*
TRATAMENTOS 9  20949.3317 2327.7035

RESIDUO 40 7942.9071 198.5727

MEDIA GERAL DO ENSAIO  68.6915 COEFICI ENTE DE VARIACAO 20.5143
DESVIO PADRAO 14.0916
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APENDICE A10 — Resumo da andlise de variancia degmbagem de contaminacdo por fungos
em sementes de louro-pardo tratadas com 2,0 ou &OBipoclorito de sodio (NaOCI), durante
0, 5, 10, 15 e 20 min., avaliadas 30 dias ap6s@uiacao.

CAUSA DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

FATOR A 1 33.9913 33.9913 2.8320 NS
FATOR B 4 766.8718 1 91.7180 15.9731**
FATOR AXB 4 1809.7895 4 52.4474 37.6959 **
TRATAMENTOS 9  2610.6526 2 90.0725
RESIDUO 40 480.1022 12.0026

MEDIA GERAL DO ENSAIO 4.3
DESVIO PADRAO 3.4645
COEFICIENTE DE VARIACAO 39.8410

APENDICE All — Resumo da andlise de variancia decgmbagem de contaminagdo por
bactérias em sementes de louro-pardo, tratadas 2;6mou 5,0% de hipoclorito de sodio
(NaOCl), durante 0, 5, 10, 15 e 20 min., avalig®agias apds a inoculagéo.

CAUSA DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

FATOR A 1 895.6171 89 5.6171  26.2357 **

FATOR B 4 8853.5722 221 3.3931 64.8378**

FATOR AXB 4 2023.0531 50 5.7633  14.8155**
TRATAMENTOS 9 11772.2424 130 8.0269

RESIDUO 40 1365.4948 3 4.1374

MEDIA GERAL DO ENSAIO  21.6 COEFICIE NTE DE VARIACAO 25.6810
DESVIO PADRAO 5.8427

APENDICE A12 — Resumo da andlise de variancia dagmtagem de germinacdo de sementes
de louro-parddratadas com 2,0 ou 5,0% de hipoclorito de sé6dad@l), durante 0, 5, 10, 15 e
20 min., avaliadas 30 dias ap0s a inoculacao.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L.  S.Q. Q.M. F
FATOR A 1 5.0156 5 0156  0.0345 NS
FATOR B 4 3315.9400 828 9850  5.7097 **
FATOR AXB 4 30583795 764 5949  5.2662 **
TRATAMENTOS 9 6379.3351 708 8150

RESIDUO 40 5807.5536 145 .1888

MEDIA GERAL DO ENSAIO  27.9613
DESVIO PADRAO 12.0494
COEFICIENTE DE VARIACAO 43.0932
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APENDICE A13 — Resumo da andlise de variancia doerd de folhas em brotos de segmentos
apicais, mantidos em meio de cultura WPM acresd&l@ g I* de agar, 30 gt de sacarose, e
0; 0,25; 0,50 ou 0,75 mg'Lde 6-benzilaminopurina (BAP), avaliados 30 diassapinoculac&o.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 2.7927 0.9309 1.70NS
RESIDUO 12 6.5545 0.5462

TOTAL 15 9.3472

DESVIO PADRAO  0.7391

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.3695

MEDIA GERAL 2.9613

COEFICIENTE DE VARIAGAO 24.96

APENDICE Al14 — Resumo da andlise de variancia dmerd de entrends em brotos de
segmentos apicais, mantidos em meio de cultura Ve€recido de 7 g't.de &gar, 30 gL de
sacarose, e 0; 0,25; 0,50 ou 0,75 riigde 6-benzilaminopurina (BAP), avaliados 30 diassap
inoculacéo.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 0.2955 0.0985 0.78 NS
RESIDUO 12 1.5164 0.1264

TOTAL 15 1.8119

DESVIO PADRAO ~ 0.3555  MEDIA GERAL 0.7525
ERRO PADRAO DA MEDIA  0.1777  COEFICIENTE D E VARIAGAO 47.24

APENDICE A15 — Resumo da andlise de variancia tlmaatlos brotos formados em segmentos
apicais, mantidos em meio de cultura WPM acresd&@ g I* de agar, 30 gt de sacarose, e
0; 0,25; 0,50 ou 0,75 mg’Lde 6-benzilaminopurina (BAP), avaliados 30 diassapinoculac&o.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 0.0283 0.0094  0.86 NS
RESIDUO 12 0.1319 0.0110

TOTAL 15 0.1602

DESVIO PADRAO ~ 0.1048

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.0524

MEDIA GERAL 0.3213

COEFICIENTE DE VARIACAO 32.63
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APENDICE A16 — Resumo da andlise de variancia da@emiagem de calo em segmentos
apicais, mantidos em meio de cultura WPM acresd&l@ g * de agar, 30 gt de sacarose, e
0; 0,25; 0,50 ou 0,75 mg'Lde 6-benzilaminopurina (BAP), avaliados 30 diassapinoculacéo.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 457.1577 152.3859  0.59 NS
RESIDUO 12 3122.8818 260.2401

TOTAL 15 3580.0395

DESVIO PADRAO ~ 16.1320

ERRO PADRAO DA MEDIA  8.0660

MEDIA GERAL 42.3357

COEFICIENTE DE VARIAGAO 38.10

APENDICE Al17 — Resumo da andlise de variancia decgmbagem de sobrevivéncia de
segmentos apicais, mantidos em meio de cultura Ve€rescido de 7 g't.de &gar, 30 gL de
sacarose, e 0; 0,25; 0,50 ou 0,75 riigde 6-benzilaminopurina (BAP), avaliados 30 diassap
inoculacéo.

CAUSAS DE VARIACAO  G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 3 1988.2403 662.7468  3.78 NS
RESIDUO 12 2102.6966 175.2247

TOTAL 15 4090.9369

DESVIO PADRAO  13.2372 MEDIA GERAL _ 75.8785
ERRO PADRAO DA MEDIA  6.6186 COEFICIENTE DE VARIACAO 17.45

APENDICE A18 — Resumo da andlise de variancia doara de brotos coletados no 1° corte
das microcepas de louro-pardo, mantidas em mealtiera WPM acrescido de 7 g'lde gar,
30 g L* de sacarose, 0 ou 1,5 g He carvéo ativado, avaliadas 30 dias apés a iacéal

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 0.3486 0.3486  4.94 NS
RESIDUO 6 0.4234 0.0706

TOTAL 7 0.7720

DESVIO PADRAO 0.2656 MEDIA GE RAL 1.7063

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.1328 COEFICIE NTE DE VARIACAO 15.57
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APENDICE A19 — Resumo da andlise de variancia dopconento dos brotos coletados no 1°
corte das microcepas de louro-pardo, mantidas eim aeecultura WPM acrescido de 7 g He
agar, 30 g L' de sacarose, 0 ou 1,5 g He carvéo ativado, avaliadas 30 dias ap6s a iacéal

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 1.9306 1.9306  21.20 **
RESIDUO 6 0.5464 0.0911

TOTAL 7 2.4770

DESVIO PADRAO  0.3018

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.1509

MEDIA GERAL 2.1263

COEFICIENTE DE VARIACAO 14.19

APENDICE A20 — Resumo da andlise de variancia doara de folhas em brotos coletados no
1° corte das microcepas de louro-pardo, mantidamein de cultura WPM acrescido de 77§ L
de &gar, 30 g L de sacarose, 0 ou 1,5 ¢ lde carvdo ativado, avaliadas 30 dias apds a
inoculacéo.

CAUSAS DE VARIAGAO G.L. S.Q. QM. F
TRATAMENTOS 1 0.2346 0.2346  0.53NS
RESIDUO 6 2.6569 0.4428

TOTAL 7 2.8915

DESVIO PADRAO  0.6654

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.3327

MEDIA GERAL 3.9113

COEFICIENTE DE VARIAGAO 17.01

APENDICE A21 — Resumo da analise de variancia doerd de entrends de brotos coletados no
1° corte das microcepas de louro-pardo, mantidamein de cultura WPM acrescido de 77§ L
de &gar, 30 g t de sacarose, 0 ou 1,5 ¢ lde carvdo ativado, avaliadas 30 dias apds a
inoculacéo.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 0.1860 0.1860 1.83NS
RESIDUO 6 0.6111 0.1019

TOTAL 7 0.7972

DESVIO PADRAO 0.3192 MEDIA GER AL 2.1100

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.1596 COEFICIEN TE DE VARIACAO 15.13
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APENDICE A22 — Resumo da andlise de variancia doerd de microestacas obtidas de brotos
coletados no 1° corte das microcepas de louro-pardmtidas em meio de cultura WPM
acrescido de 7 g'tde agar, 30 gt de sacarose, 0 ou 1,5 & He carvao ativado, avaliadas 30
dias ap0s a inoculacgéo.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 0.1200 0.1200 3.95NS
RESIDUO 6 0.1825 0.0304

TOTAL 7 0.3026

DESVIO PADRAO  0.1744

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.0872

MEDIA GERAL 1.0600

COEFICIENTE DE VARIACAO 16.46

APENDICE A23 — Resumo da andlise de variancia doara de brotos coletados no 2° corte
das microcepas de louro-pardo, mantidas em mealtiera WPM acrescido de 7 g'lde 4gar,
30 g L* de sacarose, 0 ou 1,5 g He carvéo ativado, avaliadas 60 dias ap6s a iacéal

CAUSAS DE VARIAGAO G.L. S.Q. QM. F
TRATAMENTOS 1 0.5000 0.5000 1.43NS
RESIDUO 6 2.0956 0.3493

TOTAL 7 2.5956

DESVIO PADRAO 05910 MEDIA GERAL 15800
ERRO PADRAO DA MEDIA  0.2955......COEFICIENTE DE VARIAGAO  37.40

APENDICE A24 — Resumo da andlise de variancia dopeonento dos brotos coletados no 2°
corte das microcepas de louro-pardo, mantidas eim aeecultura WPM acrescido de 7 g He
agar, 30 g [* de sacarose, 0 ou 1,5 g He carvao ativado, avaliadas 60 dias apds a iag&al

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. QM. F
TRATAMENTOS 1 0.0841 0.0841 0.20 NS
RESIDUO 6 2.5190 0.4198

TOTAL 7 2.6030

DESVIO PADRAO ~ 0.6479

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.3240

MEDIA GERAL 1.0900

COEFICIENTE DE VARIACAO  59.44
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APENDICE A25 — Resumo da anélise de variancia duoerd de folhas de brotos coletados no
2° corte das microcepas de louro-pardo, mantidamein de cultura WPM acrescido de 7§ L
de &gar, 30 g t de sacarose, 0 ou 1,5 ¢'lde carvdo ativado, avaliadas 60 dias apds a
inoculacao.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 0.2628 0.2628  0.72NS
RESIDUO 6 2.1798 0.3633

TOTAL 7 2.4426

DESVIO PADRAO  0.6027

ERRO PADRAO DA MEDIA 0.3014

MEDIA GERAL 3.2963

COEFICIENTE DE VARIAGAO 18.29

APENDICE A26 — Resumo da anélise de variancia doera de entrends de brotos coletados no
2° corte das microcepas de louro-pardo, mantidamein de cultura WPM acrescido de 7§ L
de &gar, 30 g t de sacarose, 0 ou 1,5 ¢ lde carvdo ativado, avaliadas 60 dias apds a
inoculacao.

CAUSAS DE VARIAGAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 0.1152 0.1152 0.38NS
RESIDUO 6 1.8171 0.3029

TOTAL 7 1.9323

DESVIO PADRAO  0.5503

ERRO PADRAO DA MEDIA ~ 0.2752

MEDIA GERAL 1.5875

COEFICIENTE DE VARIAGAO 34.67

APENDICE A27 — Resumo da andlise de variancia doard de microestacas obtidas de brotos
coletados no 2° corte das microcepas de louro-pardmtidas em meio de cultura WPM
acrescido de 7 gtde agar, 30 gt de sacarose, 0 ou 1,5 ¢ He carvéo ativado, avaliadas 60
dias ap0s a inoculagéo.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 0.0840 0.0840 0.45NS
RESIDUO 6 1.1321 0.1887

TOTAL 7 1.2161

DESVIO PADRAO 0.4344 MEDIA GE RAL 0 .8375

ERRO PADRAO DA MEDIA  0.2172 COEFICIE NTE DE VARIACAO 51.87
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APENDICE A28 — Resumo da andlise de variancia dagmagem de calo em microestacas de
louro-pardo inoculadas em meio de cultura WPM aidesde 7 g [ de &gar, 30 g t de
sacarose, 1,5 g'Lde carvdo ativado, 1,5 ou 2,0 mg te acido indolbutirico (AIB), avaliadas
aos 45 dias ap6s a inoculacéo.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 546.5691 546.5691  0.53 NS
RESIDUO 6 6141.5856 1023.5976

TOTAL 7 6688.1548

DESVIO PADRAO ~ 31.9937 COEFICIEN TE DE VARIACAO 75.51
ERRO PADRAO DA MEDIA ~ 15.9969

MEDIA GERAL 42.3705

APENDICE A29 — Resumo da anélise de variancia degmagem de brotacdo em microestacas
de louro-pardo inoculadas em meio de cultura WPMsaido de 7 g T de &gar, 30 g L de
sacarose, 1,5 g'Lde carvdo ativado, 1,5 e 2,0 mg dle 4cido indolbutirico (AIB), avaliadas aos
45 dias ap0s a inoculacéo.

oM. F

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q.

TRATAMENTOS 1 210.2948 210.2948  0.44NS
RESIDUO 6 2887.3803 481.2300

TOTAL 7 3097.6751

DESVIO PADRAO ~ 21.9370 MEDIA GE RAL _ 59.1836
ERRO PADRAO DA MEDIA  10.9685 COEFICIE NTE DE VARIAGAO 37.07

APENDICE A30 — Resumo da andlise de variancia decgmbagem de sobrevivéncia de
microestacas de louro-pardo inoculadas em meiaulfera WPM acrescido de 7 g'lde agar,
30 g L* de sacarose, 1,5 g'lde carvao ativado, 1,5 ou 2,0 mg tle &cido indolbutirico (AIB),
avaliadas aos 45 dias ap0s a inoculacao.

CAUSAS DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TRATAMENTOS 1 2.0198 2.0198 0.01 NS
RESIDUO 6 1597.2934 266.2156

TOTAL 7 1599.3133

DESVIO PADRAO 16.3161 MEDIA GER AL 76.4849

ERRO PADRAO DA MEDIA  8.1581 COEFICIEN TE DE VARIACAO 21.33



