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RESUMO

DESINFESTAQAO E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
Eucalyptus urophylla S.T. BLAKE: PROPOSTA DE DESENVOLVIMENTO DO
PRIMEIRO CLONE PARA A REGIAO SUDESTE DO ESTADO DO ACRE

O Eucalyptus urophylla apresenta grande potencial para o cultivo na regido Sudeste do Estado
do Acre, Brasil, devido a sua origem na regido de Flores, Indonésia, com diagrama climatico
semelhante. Considerando-se o desempenho silvicultural, as plantas selecionadas poderdo
compor fenologias para futuras plantacdes na regido. A clonagem de plantas superiores pode
ser realizada por meio da da micropropagacdo de material juvenil proveniente de arvores
adultas, com de técnicas especiais e métodos de desinfestacdo de explantes na cultura de
tecidos, para promover condicbes favoraveis de estabelecimento, crescimento e
enraizamento. Atualmente, a micropropagacédo do Eucalyptus é utilizada principalmente para
0 rejuvenescimento de materiais clonais para a produ¢do massal de mudas em minijardins
clonais e, para a formagdo de bancos de germoplasma de arvores selecionadas. Na
micropropagacdo do Eucalyptus, um dos métodos mais utlizados no controle da
contaminacao de explantes por fungos e bactérias, € por meio de hipoclorito de sodio (NaClO)
e etanol (CHsCH,OH). Além disso, o estabelecimento de explantes para a multiplicagcdo na
cultura de tecidos é realizado em diferentes meios de cultura. Com o objetivo de testar a
utilizacdo de etanol e diferentes concentra¢des de hipoclorito de soédio na desinfestacéo de
explantes de segmento nodal de brotacées epicormicas de Eucalyptus urophylla S.T. Blake,
avaliou-se a probabilidade de contaminacdo de explantes com fungos, com bactérias ou
oxidados, sem a presenga de algum destes microrganismos em diferentes meios de cultura,
bem como, daqueles explantes estabelecidos in vitro e considerados saudaveis. Os melhores
resultados no controle da contaminacdo por bactérias e no estabelecimento dos explantes,
foram observados nos tratamentos com o meio de cultura WPM. O controle de contaminacéo
por fungos e a menor probabilidade de ocorréncia de oxidagdo, foram observados nos
tratamentos com o meio de cultura ¥2 MS e nos tratamentos com a utilizacdo de etanol a 70%
(V/V).

Palavras-chave: Banco de germoplasma; Resgate de matrizes; Cultura de tecidos;
Micropropagacéo; Meios de cultura; Desinfestacdo de explantes.



ABSTRACT

DISINFESTATION AND ESTABLISHMENT IN VITRO OF
Eucalyptus urophylla S.T. BLAKE: DEVELOPMENT PROPOSAL OF THE FIRST
CLONE FOR THE SOUTHEAST REGION OF THE STATE OF ACRE

Eucalyptus urophylla shows great potential for the cultivation in Southeast region of the State
of Acre, Brazil, as a result of its origins in Flores region, Indonesia, with similar climate system.
Considering the forestry performance, the selected plants can be an excelente alternative to
future plantation in the region. The cloning of plants could be performed through
micropropagation of juvenile shoots from adult trees, by special techniques and disinfestation
methods of explants in tissue culture, to promote favorable establish, growth and rooting
condition. Currently, the Eucalyptus micropropagation is mainly used for the rejuvenation of
clonal mass production in clonal minigarden seedlings and for the formation of germoplasm
bank from selected trees. In Eucalyptus micropropagation, one of the most used methods in
fungi and bacteria’s contamination explants control, it is by the use of the concentration of
sodium hypochlorite solution (NaOCl) and ethanol (CHsCH>OH). Moreover, the explants
establishment for the tissue culture multiplication is carried in different culture medium. With
the aim to test the use etanol and different concentration of NaOCI in explants disinfestations
of the nodal segmento of Eucalyptus urophylla S.T. Blake epicormic sprouting,it was evaluated
the explants contamination probability with fungus, with bacteria or oxidized, without the
presence of some of those microorganism in different tissue culture, as well as those in vitro
established explants and considered healthy. The best results in bacteria’s contamination
control and in the expants establishment, were observed in the treatments with the woody plant
medium (WPM). The fungi contamination control and the lesser probability of occurrence of
oxidation, were observed with the half-strength MS medium and in the treatments with the use
of ethanol 70% (v/v).

Keywords: Germoplasm bank; Redemption of trees matrices; Tissue culture;
Micropropagation; Culture médium; Disinfestation of explants.
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1 INTRODUCAO

O eucalipto (Eucalyptus spp., Corymbia spp.) compreende mais de 820
espécies de plantas utilizadas pela humanidade para a producéo de 6leos essenciais,
madeira para celulose, madeira para energia elétrica, lenha, carvao, papel,
construcdes rurais, construgdo civil urbana e moveis e painéis, a exemplo do MDF.

As primeiras plantas foram introduzidas no Brasil no inicio do século XX para a
producdo de dormentes de estrada de ferro e, desde entdo o pais desenvolveu
grandioso parque industrial nas diferentes cadeias de valor da madeira do eucalipto.

O Brasil possui 5,6 milhdes de hectares de florestas de eucalipto e ocupa
posicdo de destaque no ranking global de produtividade devido as tecnologias
adotadas no cultivo de suas florestas plantadas.

Na regido Norte do Brasil, os estudos de florestas plantadas com espécies de
elevado potencial de crescimento que torne possivel a viabilidade da atividade de
reflorestamento, sdo escassos. Neste sentido, a pesquisa do eucalipto no Acre é
fundamental para iniciar o desenvolvimento cientifico e fenoldégico em silvicultura.

O novo Cadigo Florestal, Lei Federal N° 12.651, de 25 de maio de 2012, tem o
propdsito de regular a protecédo da vegetacado nativa e, dentro outros, o suprimento de
matéria prima florestal. O Art. 59, estabelece que a Unido, os estados e o Distrito
Federal deverdo implantar Programas de Regularizacdo Ambiental - PRA’s de posses
e propriedades rurais, com o objetivo de adequa-las nos termos da lei.

Na construcédo do marco legal do Programa de Regularizacdo Ambiental - PRA
no estado do Acre, publicado por meio da Lei N° 3.349, de 18 de dezembro de 2017,
adotou-se como uma das principais diretrizes, que a recomposicao florestal em
iméveis e posses rurais, deve conciliar objetivos ecoldgicos e econdmicos na area
objeto da regularizacéo, conforme promulgado no novo Cédigo Florestal.

Ainda, o Art. 66, 8§ 3° da Lei Federal 12.651 de 2012 prevé, observado alguns
parametros, que a recomposicao de passivos florestais em areas de Reserva Legal
poderd ser realizada mediante o plantio intercalado de espécies nativas com exoticas
ou frutiferas, em sistema agroflorestal (Brasil, 2012).

O plantio de eucalipto dentro de um processo de recomposicéo florestal para a
producdo de madeira para lenha, geracao de energia elétrica, a producdo de estacas
de cerca e mourdes e para o setor de construcao civil, devera diminuir a pressao sobre

as florestas nativas.
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A mais de meio século, a silvicultura de eucalipto no Brasil tem expandido a
possibilidade da implantacdo de reflorestamentos em areas até entdo nao indicadas,
principalmente pelas limitacdes anteriores de materiais genéticos disponiveis,
tornando-se de grande importancia para sua evolugcao, o desenvolvimento de novos
clones.

O desenvolvimento de clones de eucalipto por melhoramento genético para a
formacdo de povoamentos florestais com elevada produtividade e homogeneidade
promove a racionalizacdo da utilizagdo dos recursos e a planificacdo da producao
florestal possibilitando a ampliacdo dos plantios em todo o territério nacional, para as
mais diversas finalidades.

Um dos métodos de melhoramento genético de plantas adotado na silvicultura
de eucalipto é a selecdo de gendtipos superiores em populagéo de espécie pura, apés
a avaliacdo fenotipica. Os gendtipos superiores podem ser utilizados como genitores
para cruzamentos ou como plantas matrizes para a obtencéo de clones que, apds 0s
testes clonais para verificagdo de produtividade e estabilidade, os clones adaptados e
estvaveis sao indicados para plantio comercial.

Para o resgate de plantas matrizes, a clonagem por macroestaquia e/ou por
micropropagacao in vitro sao as técnicas mais utilizadas.

Uma vez obtidos os clones, o desenvolvimento de tecnologia para a
multiplicacdo das plantas € fundamental, de modo a se ter mudas em quantidade
suficiente para os plantios comerciais, que demanda mais de 900 mudas por hectare.

As atividades de pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovacao da cadeia
produtiva de Eucalyptus spp. no Acre, poderdo contribuir para a geracdo de
conhecimento cientifico e oferta de tecnologia de propagacdo massiva de mudas
clonais para a formacéo de plantios comerciais.

A producdo de mudas via micropropagacdo do Eucalyptus é utilizada
principalmente para o rejuvenescimento de materiais clonais para a producao massal
de mudas em minijardins clonais e para a formacédo de bancos de germoplasma de
arvores selecionadas, estratégias da clonagem para o setor florestal.

O objetivo do presente estudo foi avaliar métodos de desinfestagdo para o
estabelecimento in vitro de explantes provenientes de brotagdes epicormicas de um
individuo adulto de Eucalyptus urophylla, apos a selecao fenotipica de plantas com
caracteristicas silviculturais superiores, para a formacdo de um banco de

germoplasma.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A IMPORTANCIA DO GENERO Eucalyptus e o Eucalyptus urophylla

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, tem sua origem na
Australia e em ilhas na Oceania, como as espécies Eucalyptus urophylla S.T. Blake e
Eucalyptus deglupta Blume (EUCALIPTO, 2018). Atualmente, ha registros de 822
espécies identificadas e aceitas (EUCALYPTUS, 2018), que apresentam diferentes
exigéncias quanto a fertilidade de solo, tolerancia a geadas e a seca, o0 que torna
possivel seu plantio em diversas regiées no mundo.

Os primeiros registros da introducdo do género no Brasil, datam de meados do
século XIX e pela auséncia de notacdes historicos mais precisas, ndo se sabe ao certo
0 ano em que foi trazido ao pais. Edmundo Navarro de Andrade, foi um dos pioneiros
na cultura do eucalipto no Brasil e por meio da Companhia Paulista de Estradas de
Ferro, implementou seu cultivo como potencial recurso madeireiro para fabricacéo de
dormentes, lenha e carvao, no inicio do século XX (FOELKEL, 2005).

Eucalyptus urophylla, sempre despertou bastante atencao na silvicultura clonal
desde as primeiras introducdes e é atualmente uma das espécies mais plantadas no
Brasil, pois apresenta tolerancia ao cancro do eucalipto causado por Chrysoporthe
cubensis e possui boa adaptacdo em diversas condicBes edafocliméticas,
principalmente em regides de clima tropical, além de boa capacidade de brotacéo de
cepas (MORI et al., 1988; FERREIRA et al., 2004; SCANAVACA JUNIOR et al., 2004;
FONSECA et al., 2010; SOUZA et al., 2011).

Santos et al. (1990) e Ferreira (1992) relatam que em 1976 a 1978, foram
realizadas pelas companhias Vale do Rio Doce, Aracruz Florestal, Siderurgica Belgo
Mineira, Suzano Papel e Celulose, Duratex Florestal, Klabin, Riocell e Embrapa, as
primeiras missdes a regido de origem de ocorréncia do E. urophylla, para a coleta de
sementes obtidas individualmente em arvores selecionadas fenotipicamente e em
diversas populagbes selvagens destas regides e sua importagcdo ao Brasil, para
obtencéo de novos materiais genéticos e para o estabelecimento de populagdes base
mais representativas.

Eucalyptus urophylla € uma espécie de arvore geralmente de grande porte, com
fuste reto e forte dominancia apical, com casca rugosa e folhas longas e estreitas, que

ocorre naturalmente em ilhas do arquipélago Sonda, regidao da Indonésia e Timor
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(Flores, Lomblem, Alor, Adonara, Pantar e Wetar), de caracteristicas tropicais e
ocorréncia natural, em locais de latitudes entre 7°30" S e 10°00" S e longitudes de
122°00'L e 127°00' L, (MARTIN & COSSALTER, 1976) em altitudes que variam entre
350 metros até cerca de 3.000 metros, nas ilhas ao Norte da Australia (MOURA,;
FERREIRA et al., 2004).

Segundo Ferreira (1982), o E. urophylla foi introduzido em Séao Paulo, com a
nomenclatura de Eucalyptus alba. Em 1919, Navarro de Andrade, introduziu a espécie
em Rio Claro - SP, oriundas de coletas de sementes da ilha de Java, do Instituto de
Bogor, provavelmente de uma ou duas arvores isoladas.

O desenvolvimento de plantios de Eucalyptus esta crescendo rapidamente no
Brasil (XAVIER et al., 2010) e em muitas partes do mundo (GONZALES et al., 2011a;
MIRANDA et al., 2017).

Segundo dados da Associacao Brasileira de Produtores de Florestas Plantadas
- ABRAF (2013), no ano de 2012 no Brasil, a &rea de plantios de Eucalyptus totalizou
aproximadamente de 5,1 milhGes de hectares, com crescimento de 4,5% comparado
a 2011 e as maiores areas de cultivo, em ordem decrescente, estdo localizadas nos
estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Bahia e Mato Grosso do Sul, respectivamente.

Considerando o periodo de 2011 a 2016, a evolucéo da area plantada no Brasil
e principalmente no estado de Mato Grosso do Sul obteve ganhos significativos,
fazendo com que saltasse da quarta para terceira posi¢cédo, no ranking dos estados
com a maior area plantada com Eucalyptus (IBA, 2017).

Para IBGE (2016), publicado por meio do periddico da Producdo da Extracéo
Vegetal e da Silvicultura - PEVS 2016, a silvicultura segue ganhando espaco em
relacdo a extracdo vegetal na producdo madeireira nacional e a producdo de
Eucalyptus representou 54,7% da producdo nacional de madeira em tora para
diversas finalidades. Como principal responsavel deste crescimento, a area plantada
com Eucalyptus corresponde a mais de 7,55 milhdes de hectares, representando
75,3% do total de macicos florestais plantados no Brasil.

Vieira et al. (2007), citam que a metade da producdo de madeira em toras é
proveniente da Regido Amazodnica e classifica a atividade florestal na Regido Norte
fundamental para o pais.

Como estratégia para a regido amazoénica, Bentes-Gama (2005), argumenta
que a utilizacdo de matéria-prima proveniente de florestas plantadas € importante no

sentido da ampliagdo de possibilidades econd6micas, para melhoria das condigbes
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sociais e para que haja a promoc¢ao da recuperacdo ambiental em areas alteradas
pela agricultura e pecuaria.

Araujo et al. (2012), demonstram que a utilizacdo da madeira de florestas
plantadas de Eucalyptus para producéo de estacas de cerca, apresenta-se como uma
excelente alternativa frente a exploracdo irresponsavel de madeira de espécies
nativas amazoénicas, pois a utilizacdo econbmica destas arvores, onde, em alguns
casos, de espécies sob ameaca de extincdo, aliada as ac¢fes antrdpicas, tem
promovido forte pressdo exploratéria sobre algumas espécies de arvores nativas,
ocasionando a diminuicdo do estoque original destes recursos florestais.

O Brasil vem aumentando a sua producéo de lenha e o0 segmento industrial que
mais a utiliza é o setor de cerdmica e considerando também o carvao vegetal, suas
respectivas cadeias produtivas muitas vezes sao incompletas, pois a oferta de
madeira como matéria prima, oriunda de floretas nativas, aliado aos baixos precos
praticados, desestimulam o desenvolvimento de florestas plantadas na Amazonia
(SIMIONI et al., 2017). Ainda segundo esse autor, estudando o mercado entre 2001 e
2013, a participacdo percentual da lenha produzida no pais proveniente de florestas
plantadas saltou de 38% para mais de 64%.

Ainda sédo poucos os estudos que foram desenvolvidos com Eucalyptus na
regido Norte do Brasil e no estado do Acre, em especifico, FERREIRA et al., 2004,
OLIVEIRA et al., 2009; ARAUJO et al., 2012; SANTOS et al. 2014; SILVEIRO et al.,
2015; SILVEIRO et al., 2016; SANTOS et al., 2016; QUEIROZ et al., 2016.

Assim como verificado por Queiroz et al. (2016), em pesquisa realizada sobre
alguns aspectos econémicos de plantios de Eucalyptus no Acre, 0s estudos sdo mais
amplamente realizados nas regides Sul e Sudeste do Brasil sendo insipiente na regiéo
Norte.

Em Rondénia, a produgéo de Eucalyptus ainda é pouco expressiva e devido a
expansao das areas de cultivo de grdos no Sul do estado, seu cultivo vem sendo
expandido para producéo de lenha para os secadores e mesmo faltando estudos para
aprimorar a selecdo de espécies e progénies de acordo com a regido, é possivel
indicar materiais de forma geral, com os quais poderdo ser obtidas produtividades
elevadas, se conduzidos adequadamente (CIPRIANI, 2015a, b).

Golfari (1978a), elaborou um zoneamento ecoldgico para Eucalyptus no Brasil,
principalmente por meio da comparacéao de variaveis climaticas e definicdes de zonas

bioclimaticas entre Brasil e Australia, e o estado do Acre é classificado em uma Unica
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zona climatica (19) com indicacbes das espécies E. deglupta, E. terenticornis, E.
torelliana, E. robusta e E. urophylla.

Avaliando a produtividade de plantios de eucalipto por meio da interacéo entre
genotipo, temperatura e precipitacdo, em 36 localidades no Brasil e Uruguai, em um
gradiente de 3.500 quildmetros, Binkley et al. (2017) observaram que a produtividade
variou em cinco vezes em todos o0s sitios avaliados e aproximadamente duas vezes
entre os genotipos dentro de cada sitio, ressaltando a importancia de combinar
gendtipos com as condicdes locais.

2.2 RESGATE DE ARVORES MATRIZES DE Eucalyptus

As estratégias para o melhoramento genético de espécies florestais,
geralmente podem ser substanciadas na selecdo de espécies ou procedéncias e a
selecdo individual dentro de populacdes base, obtida pela variabilidade genética
natural existente entre populacdes e entre individuos (FERREIRA, 1992).

A selecao de matrizes de arvores de Eucalyptus é essencial para a obtencéo
de plantios clonais resistentes a doencas e de alta produtividade e os critérios de
selecdo, baseados em caracteristicas fenotipicas de interesse, variam de acordo com
a finalidade de uso da madeira (ALFENAS et al., 2009).

O resgate destas arvores superiores pode ser realizado em plantios seminais
heterogéneos, obrigatoriamente requerendo a obtencéo de material juvenil e o resgate
do rejuvenescimento (reversdo da fase adulta a fase juvenil) de matrizes adultas é
normalmente realizado a partir de brotagbes epicormicas, com maior aptiddo ao
enraizamento adventicio (ALMEIDA et al., 2007; ALFENAS et al., 2009).

O método de resgate vegetativo mais comum utilizado pelas empresas
florestais para obtencdo de propagulos (brotagdes) de Eucalyptus € a talhadia ou
conducado da brotacdo de arvores adultas abatidas, uma técnica que fornece brotos
juvenis excelentes, geralmente localizados em regides inferiores ou centrais da planta
matriz, pois possuem caracteristicas mais juvenis (BONGA, 1982; HIGASHI et al.,
2000; WENDLING, 2014), favorecendo o enraizamento nas estacas (BACCARIN et
al., 2015).

Muitas vezes, entretanto, faz-se necessario a utilizacdo de outros métodos para
0 resgate da juvenilidade sem a necessidade do abate da arvore matriz, como o
anelamento da base do caule, o uso do fogo na base da arvore, o uso de galhos
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podados para a inducdo de sua brotacdo em casa de enraizamento, por meio de
injurias mecanicas nas raizes e aplicacao de substancias reguladoras de crescimento
(ASSIS et al., 1998; ALFENAS et al., 2009). Séo técnicas que podem promover a
brotacdo para producéo de estacas e obtencdo de mudas clonais.

Almeida et al. (2007), avaliaram o resgate de arvores selecionadas de
Eucalyptus por anelamento de caule e verificaram que essa técnica apresenta

potencial para a indugéo de brotacoes.

2.3 MICROPROPAGACAO DO EUCALIPTO

O desenvolvimento de tecnologias na propagacdo clonal de Eucalyptus,
oferece vantagens pelo processo, pois maximiza os ganhos em homogeneidade e
produtividade, em uma Unica geracdo (BRONDANI et al., 2009).

A cultura de tecidos vegetais, uma técnica empregada na biotecnologia para a
propagacdo e manutencgado de plantas, consiste no cultivo asséptico in vitro de células,
tecidos e 6rgdos vegetais, sob condicdes fisicas e quimicas definidas. E uma
ferramenta importante em estudos basicos e aplicados, bem como para uso comercial.
Sua historia teve inicio com as ideias do cientista alemao, Haberlandt, nas primeiras
décadas do século XX e a década de 1990 viu a expansao continua das tecnologias
in vitro e um aumento do niumero de espécies de plantas propagadas (THORPE, 2007,
NETO et al., 2011).

Existem inmeras pesquisas e aplicacbes comerciais da cultura de tecidos in
vitro, incluindo a propagacéo e conservacao de valiosos recursos genéticos de elite
(JAIN et al., 2017) e a propagacao clonal de espécies arbdreas, geralmente de dificil
crescimento e diferenciagéo (HIGASHI et al., 2000).

Os estadios de desenvolvimento da propagacdo in vitro sdo compostos de
etapas que compreendem a selecéo do explante para a desinfestacdo e obtencéao de
tecidos livres de agentes contaminantes, a multiplicacdo e alongamento dos
propagulos vegetativos, o enraizamento e a aclimatizacdo na condi¢cdo ex vitro das
plantas obtidas in vitro (XAVIER et al., 2009).

O Eucalyptus é um género bastante pesquisado na cultura de tecidos e ainda
sao poucos os resultados efetivos com sua multiplicacdo continua (DUTRA al., 2009).

As aplicagbes e objetivos da micropropagacgéo in vitro de Eucalyptus séo: i)
producdo em massa de genotipos selecionados superiores de espécies ou hibridos
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gue possuam altas taxas de crescimento, tolerancia a baixas temperaturas e
salinidade do solo e resisténcia a pragas e doencas; ii) resgate e conservacao de
germoplasma, inclusive de espécies raras ou com risco de extin¢ao; iii) como veiculo
de pesquisa em genética molecular; iv) como método para o rejuvenescimento e
aumento do potencial de enraizamento de clones por meio de sucessivos subcultivos
in vitro e v) limpeza clonal, na obtencdo de culturas livres de microrganismos
patogénicos (WATT et al., 2003; ALFENAS, et al., 2009; DUTRA et al., 2009; XAVIER
et al., 2009).

A cultura de tecidos para Eucalyptus é um método que pode ser utilizado para
micropropagar rapidamente genotipos valiosos, preservar germoplasma in vitro e
promover a juvenilidade de plantas. (ALFENAS, et al., 2009; REZENDE et al., 2014;
TRUEMAN et al., 2018).

Entre os métodos de micropropagacdo do Eucalyptus, aquele que utiliza a
técnica da proliferacéo de gemas axilares pré-formadas nos explantes € mais simples
quando comparada a técnica de inducdo de gemas adventicias por organogénese
direta ou indireta ou a técnica da embriogénese somética. Este método possibilita
altas taxas de fidelidade genética do material produzido e bom crescimento das
plantas. A técnica compreende as fases de iniciacdo da cultura in vitro, multiplicacao
e alongamento, enraizamento e a aclimatacéo ex vitro (XAVIER et al., 2009).

De maneira geral, os melhores explantes séo aqueles obtidos a partir de plantas
matrizes sadias, vigorosas, isentas de qualquer tipo de estresse e, em pleno
crescimento vegetativo os explantes podem ser selecionados de varias partes da
planta, mas em geral, segundo Pasqual et al. (2001), devem ser preferidos aqueles
proximos as regides apicais nas plantas.

Na prética, os explantes mais utilizados s&o 0s que possuem maior proporcao
de tecido meristematico ou que apresentam maior capacidade de expressar a
totipoténcia celular (TORRES et al., 1998). Assim, a selecdo dos explantes deve ser
realizada a partir de brotacdes fsiologicamente ativas em estadio primario de
crescimento (OLIVEIRA et al., 2013).

Torres et al. (1998), categorizam o0s processos da micropropagacao nas
seguites etapas: coleta, desinfestacao, isolamento e cultivo dos explantes em meio de
cultura sob condicdes assépticas. A desinfestacdo superficial dos tecidos vegetais &

uma atividade operacional critica no laboratério para o inicio do cultivo in vitro. O
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insucesso total desta operacgéo resulta no apodrecimento dos explantes e na perda do
trabalho, inviabilizando por completo a execucao do projeto.

Segundo Oliveira et al. (2013) a desinfestacéo e o estabelecimento in vitro, sdo
fases criticas para iniciagdo da cultura in vitro das plantas lenhosas, principalmente
guando se utiliza matrizes selecionadas em campo, em que 0s propagulos vegetais
apresentam altas taxas de contaminacdo bidtica. Portanto, alguns aspectos
importantes devem ser considerados, entre eles, a assepsia destes propagulos.

Existem varios métodos e produtos tecnolégicos que séo utilizados para a
desinfestacdo de propagulos e, os mais utilizados, segundo Dutra el al. (2009), sdo o
etanol (CHsCH20H) a 70% (v/v) e o hipoclorito de sodio (NaClO) em diversas
concentracoes.

Ha diferentes respostas de uma planta quanto a sensibilidade em funcdo do
tipo de propagulo vegetal e o tempo de exposicdo do mesmo ao hipoclorito de sodio
(NaClO), que normalmente € utilizado em concentracdes que variam de 0,25% a 2,5%
(v/v) de cloro ativo em agua (GEORGE, 1993).

A eficicia da técnica de desinfestacdo depende da correta aplicacdo do método
estabelecido para cada tipo de propagulo e para cada tipo de planta, sendo que, uma
desinfestacao eficaz € aquela que resulta em propagulos livres de agentes bibticos na
superficie, porém viaveis para o inicio do cultivo in vitro.

Algumas plantas, principalmente espécies de ocorréncia em regifes de clima
tropical, contém elevadas concentracdes de compostos fendlicos, que oxidam as
células quando estéo feridas ou senescentes. Esta rea¢cdo quimica pode ocorrer na
cultura de tecidos e o explante oxidado escurece e ndo se desenvolve, tornando-se
um problema grave na micropropagacéo (GEORGE, 2008).

Segundo Ribeiro et al. (2012) a oxidacdo de explantes pode ser ocasionada
pela utilizagdo de reguladores de crescimento no meio de cultura.

Para reducdo da oxidacdo, deve-se lavar os explantes em agua corrente e
lixiviar os compostos fendlicos previamente a desinfestacdo. Além disso, deve-se
adicionar aos meios de cultura substéncias antioxidantes, como o acido ascorbico, o
polivinilpirrolidone (PVP) e o carvao ativado (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998;
GEORGE, 1996) e iniciar o cultivo na auséncia de luz ou baixa intensidade luminosa
(CARVALHO et al., 2012) por sete a quatorze dias (DUTRA et al., 2009).

Apobs o processo de desinfestacdo, o explante entéo é isolado e inoculado em

meio de cultura, para o inicio da fase de estabelecimento. Durante esta fase, o0 meio
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de cultura deve conter em sua composicao, a presenca de reguladores de crescimento
e carboidratos, sais minerais e poliaminas, necessarios ao desenvolvimento da planta
(SOUZA e PEREIRA, 2007).

Para George (2008), a manutencdo da micropropagacdo é promovida pela
incorporacdo de reguladores de crescimento no meio de cultura. Na maioria das
vezes, esse tratamento efetivamente remove a dominancia dos meristemas apicais,
de forma que os brotos axilares séo utilizados para multiplicacdo de plantas.

Xavier et al. (2009) citam diversos meios de cultura que podem ser utilizados
no cultivo de espécies lenhosas. Os meios de cultivo mais utilizados na
micropropagacao de plantas sdo os meios de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG
1962), 0 JADS (CORREIA et al. 1995), o WHITE (WHITE 1943), o B5 (GAMBORG et
al. 1968), o QLP (QUOIRIN e LEPOIVRE 1977) e o WPM (LLOYD e MCCOWN 1980).

O meio de cultura MS e suas modificacdes tém apresentado bons resultados
para micropropagacao de Eucalyptus (OLIVEIRA et al., 2016) e segundo Dutra et al.
(2009), além do MS, os meios de cultura mais utilizados para o cultivo in vitro desse
género sédo o JADS e WPM. Estes autores recomendam para plantas lenhosas meios
de cultura com baixas concentracbes de nutrientes, como por exemplo o MS com
metade (Y2 MS) da concentracdo de seus sais componentes.

O sucesso de um protocolo de micropropagacao depende diretamente da fase
de estabelecimento in vitro. As etapas seguintes de multiplicacdo e posterior
transferéncia de plantulas para condi¢cfes ex vitro, sdo possiveis se executadas apos
0 estabelecimento de culturas assépticas e com bom vigor vegetativo (GEORGE e
DEBERGH, 2008).

Para Borges et al. (2012), o sucesso da micropropagacdo e obtencdo de
plantas livres de contaminantes e aptas as condi¢fes ex vitro, se da por meio do
manejo adequado de matrizes e do estabelecimento in vitro, onde a oxidacéo fendlica
e a contaminacao por fungos e bactérias, sdo os principais fatores negativos para a
cultura de tecidos.

Na etapa inicial, os resultados obtidos na micropropagacédo sdo diretamente
influenciados pelo gendtipo, estado fisioldégico da planta matriz, sele¢éo, coleta e tipo
de explante, a assepsia utilizada, meio de cultura, entre outros, fatores limitantes para
a propagacao in vitro. Desta forma, é fundamental avaliar as respostas destes novos

materiais ao cultivo in vitro e, posteriormente, realizar 0os ajustes necessarios para
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otimizar o processo de micropropagacdao (BORGES et al.,, 2012; OLIVEIRA et al.,
2015).

Xavier et al. (2009) demonstram que ocorre variabilidade nas etapas da
micropropagacédo entre diferentes clones da mesma espécie de Eucalyptus e, entre
as espécies, pois nao existe um protocolo Unico, e, portanto, € necessario ser ajustado

um meétodo para cada clone em questao.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 CARACTERIZAGAO DA AREA DE COLETA

A area de plantio seminal de Eucalyptus urophylla, esta localizada no Municipio
de Placido de Castro, Acre, na Fazenda Chalana, no Km 62 da Rodovia Federal BR
364 (Figura 1) e coordenadas geograficas de latitude 10°03’43,9’S e longitude
67°19’54,8”0. O talhdo de E. urophylla compreende 1.415 mz2 e foi estabelecido em
12 de dezembro de 2012, em espacamento de plantio de 3 x 3 metros, em uma
densidade de 1.111 plantas x hat.

América do Sul Brasil Acre
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Figura 1 — Localizagdo da &rea de plantio da matriz de Eucalyptus urophylla

As mudas utilizadas no plantio do talhdo de E. urophylla, foram produzidas com
sementes F2 da Area de Producédo de Sementes (APS-F2), da Estacdo Experimental
de Ciéncias Florestais de Anhembi - EECFA, localizada no Municipio de Anhembi,
Séo Paulo, pertencente ao Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ/USP. As
arvores matrizes da EECFA foram plantadas de propagulos de E. urophylla coletados
na ilha de Flores, Indonésia, de regiées com altitudes que variam de 600 a 1000
metros.

O clima da regidao da area de resgate da matriz de E. urophylla, segundo a
classificacéo pelo método de Kdppen-Geiger é do tipo Am - Clima tropical imido ou
subumido. E uma transicdo entre o tipo climatico Af e Aw e caracteriza-se por

apresentar temperatura média do més mais frio sempre superior a 18°C, apresentando
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uma estacao seca de pequena duracdo que € compensada pelos totais elevados de
precipitacdo (GOLFARI et al., 1978b).

A temperatura média anual é de 24,5°C, aproximadamente uniforme para todo
o estado do Acre (ACRE, 2010). Segundo os numeros do Banco de Dados Climaticos
do Brasil (INMET), a Precipitacdo Média Anual da regido do plantio € de 1.941 mm.
Existe um periodo de seca curto (de junho a agosto), um més de transi¢cao entre seca
e chuvas (setembro), um periodo chuvoso mais prolongado (de outubro a abril), sendo
de dezembro a margo o periodo mais chuvoso e uma transicdo (més de maio) na
passagem da época de chuvas para a seca.

Os solos encontrados na regido do plantio (Figura 2), sdo predominantemente
Argissolos e Latossolos e em termos de classe dos niveis de subordem, Argissolos
Amarelo Distréfico e Vermelho Amarelo Aluminico, assim como Latossolos Vermelho
Amarelo Distréfico e Vermelho Distrofico (ACRE, 2010).

+ " Classificacao)de Solos/na|Regiao de Coleta’
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LATOSSOLO VERMELHO Distréfico tipico
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Figura 2 — Mapa de classificacdo dos solos encontrados na regido, segundo Acre (2010),
da area de plantio da matriz de Eucalyptus urophylla
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A cobertura vegetal da regido de entorno da area do plantio, apresenta-se
bastante descaracterizada de sua condi¢ao original, pelas a¢des antropicas, ocorridas
ao longo do tempo.

Os remanescentes de vegetagdo nativa no entorno apresentam cobertura
vegetal constituida de pequenos e esparsos fragmentos, em diversos estagios
sucessionais e predominantemente em uma matriz de paisagem composta por areas
de pastagem com capim e macigos de vegetacao classificada, segundo Acre (2010),
como Floresta Ombrdfila Aberta Terras Baixas com Bambu + Floresta Ombrdfila

Aberta Terras Baixas com Palmeiras.
3.2 SELECAO E RESGATE DA MATRIZ DE Eucalyptus urophylla
3.2.1 Sele¢ado da matriz, calculo do volume total e incremento médio anual

Foi realizado o inventario florestal diagndstico em uma Unica ocasido, para
quantificar e identificar os maiores individuos plantados no talhdo e com
caracteristicas de interesse para sua selecdo, verificado os parametros e variaveis
descritas por Shimizu et al. (1982).

Foram observadas, caracteristicas fenotipicas superiores em relacdo ao
diametro, a altura, o vigor, a forma do tronco, o padrdo de ramificacdo, conicidade do
fuste e arquitetura de copa.

Na realizacdo das medicdes para o calculo do volume total, foram aferidas de
todos os individuos do talhdo, a Circunferéncia com casca a Altura do Peito (CAP) a
altura de 1,3 m das arvores com o auxilio de fita métrica e a Altura Total (Ht),
mensurada com o auxilio de equipamento hipsémetro modelo Vertex IV®.

Posteriormente foi realizado o calculo do Diametro com casca a Altura do Peito
(DAP):

Em que,

CAP
DAP = —

Onde,

DAP = diametro a altura do peito (cm)

CAP = circunferéncia a altura do peito (cm)

T = constante matematica equivalente a 3,1416
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A Area Basal (G) foi entdo calculada para a estimativa do Volume Individual
das arvores:

Em que,
m x DAP?

40.000
Onde,

G = area basal (m?)

DAP = diametro a altura do peito (cm)

O Volume Individual com casca, foi calculado utilizando-se a seguinte férmula:
Em que,

Volume (cc) = Gx Htx ff
Onde,

Volume (cc) = volume individual com casca (m?);
G = area basal (m?)
Ht = altura total da arvore (m)

ff = fator de forma (0,5)

Com isso, 0 Volume Total foi estimado com o fator de forma comum (ff) de 0,50
(CIPRIANI, 2015a), multiplicado pela Area Basal (G) e Altura Total da arvore (Hi). O
volume de madeira por hectare, foi estimado ponderado pela taxa de sobrevivéncia
de 65% dos individuos verificada no talhdo (721 individuos por ha), aos 57 meses
(4,75 anos).

O Volume Total com casca por hectare, foi calculado utilizando-se a seguinte

férmula:
Volume (total) = V(cc) x N
Onde,

Volume (total) = volume total com casca (m3);
V(CC) = média aritimética da soma dos Volumes individuais com casca (cc)

N = nimero de arvores por hectares (721 individuos)
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O célculo do Incremento Médio Anual (IMA) de volume com casca dos
individuos por hectare, foi realizado pela seguinte formula:

Volume (total)

IMAy =
tw

Onde,

IMA = Incremento médio anual de volume (m® x ha™! x ano™)
Volume (total) = volume total com casca (m3)

t = idade do plantio

i = 4,75 anos

Para a selecdo de arvores dominantes de E. urophylla, foram identificados 14
individuos no talhdo (1.415 m?) utilizando-se o conceito da altura dominante de
Assmann (1970), que considera a média das alturas das 100 arvores de maior DAP

por hectare e, por ultimo, selecionado a arvore com as caracteristicas de matriz.

3.2.2 Resgate da matriz e producdo de mudas para o jardim clonal

Visando a obtencdo de clones das matrizes selecionadas, as arvores foram
injuriadas na base do tronco para a obtencéo de brotacdes de E. urophylla.

O procedimento de resgate da arvore de E. urophylla selecionada em campo
foi realizado por meio da técnica de anelamento parcial do caule (semi-anelamento),
através da abertura de um painel horizontal até a metade do perimetro do tronco da
arvore. Foi realizado uma incisao de cerca de 4-5 cm de largura sem danificar o lenho,
a uma altura aproximada de 30 cm em relagcéo ao solo (Figura 3).

Apbs 45 dias, foi verificado a ocorréncia de brotagdes epicormicas, abaixo da
area da incisdo e algumas destas foram coletadas com auxilio de tesoura de poda
(Figura 3) e as estacas foram acondicionadas em sacolas com agua, hermeticamente
fechadas, para evitar a desidratacdo e posteriormente armazenadas em recipiente
térmico para o transporte do material coletado até a area de viveiro.

As estacas foram beneficiadas, com 15-20 cm de comprimento e com um ou
dois pares de folhas cada, seccionadas na metade da sua area e entao repicadas para
tubetes de polipropileno de volume de 115 cm3, preenchidos com substrato comercial
a base de casca de Pinus, Subras Nativas/Florestal® (Subras®), fertilizado com 6 g x
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Lt de fertilizante de liberacdo controlada (FLC) de 8 meses de duracéo, Osmocote
Plus® (Scotts®), com propor¢éo de 15-9-12 de N-P-K e 1,3% de magnésio (Mg), 6%
de enxofre (S), 0,02% de boro (Bo), 0,05% de cobre (Cu), 0,46% de ferro (Fe), 0,06%
de manganés (Mn), 0,02% de molibdénio (Mo) e 0,05% de zinco (Zn).

Figura 3 — Procedimento de anelamento parcial do caule de Eucalyptus (A); Altura do painel
para a indugdo de brotag6es epicormicas do clone de Eucalyptus urophylla (B);
BrotacOes epicormicas do clone de Eucalyptus urophylla (C); Coleta de brotacdes
epicérmicas de Eucalyptus urophylla para a producédo de estacas e mudas (D)

Na regido da base de cada estaca, anteriormente a repicagem para os tubetes,
foi aplicado o regulador de crescimento acido indolbutirico (AIB) em talco, na
concentracéo de 2.000 ppm, diluido em solucéo de hidroxido de sédio (0,1 N) para a
induc&o do enraizamento.

ApGs o enraizamento, as mudas foram mantidas em casa de sombra a 50% de
luminosidade durante trés meses e, logo apés, foram repicadas para vasos de 20
litros, alocados ao pleno sol, com o mesmo substrato utilizado nos tubetes, sob
irrigacao por micro aspersao durante oito minutos, quatro vezes ao dia e lamina d’agua
de 5 mm por dia.

As mudas foram conduzidas durante 40 dias ao sol sob condi¢do de cepas para
a promocao de novas brotacdes laterais e obtencédo de material juvenil, utilizado como

fonte de explante para a micropropagacao.

3.3 DESINFESTACAO E ESTABELECIMENTO DE EXPLANTES

Este estudo foi realizado na Biofabrica de Mudas Micropropagadas, localizada
no Viveiro da Floresta, unidades de producdo de mudas de espécies florestais e

frutiferas, da Secretaria de Estado de Meio Ambiente do Acre - SEMA.
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A partir das cepas das plantas matrizes mantidas no viveiro, foram coletadas
as brotacdes laterais e utilizado como fonte de explante, o0 segmento nodal, parte do
ramo imediatamente anterior ao 4pice caulinar das brota¢cdes, com uma ou duas
gemas laterais cada um. Os explantes desinfestados foram reduzidos com o auxilio

de bisturi para aproximadamente um centimetro de comprimento (Figura 4).

Figura 4 — Cepa do clone de Eucalyptus urophylla podada para a obtencdo de brotacdes
laterais (A); BrotagOes laterais de cepa do clone de Eucalyptus urophylla uma
semana apo6s o procedimento de poda (B); Brotacdes laterais de cepa do clone
de Eucalyptus urophylla trés semanas ap6s o procedimento de poda (C);
BrotacOes laterais de cepa do clone de Eucalyptus urophylla com padréo utilizado
para obtencdo de explantes para a micropropagacéo (D); Detalhe do segmento
nodal extraido de brotacdes do clone de Eucalyptus urophylla para a
micropropagacéo (E)

Inicialmente os explantes foram submetidos a lavagem com agua destilada
esterilizada em autoclave, sob temperatura de 118°C por 15 minutos e 1,3 atm de
pressdo, com trés gotas de detergente neutro liquido, seguida de triplice lavagem em
agua destilada esterilizada.

A manipulacdo do material vegetal foi realizada dentro de camara de fluxo

laminar horizontal, sob condi¢cdes assépticas, para evitar que alguma contaminacao
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ocorresse durante o trabalho. Foram utilizados pincas, bisturis e placas de petri
esterilizados em autoclave.

Metade dos explantes entdo foram imersos em solucdo aquosa de etanol
(CH3CH20H) a 70% (v/v) durante 30 segundos. Como agente desinfestante foi
utilizada solucdo de hipoclorito de sédio (NaClO) por 10 minutos e, por fim, 0s
explantes foram lavados em agua destilada esterilizada sob agitacdo por oito vezes.

Foram realizados tratamentos variando a concentragdo de cloro ativo em
NaClO a 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0%, os explantes entdo imersos sob constante
agitacao e posteriormente inoculados em meio de cultura.

Os meios de cultura utilizados foram MS (MURASHIGE; SKOOG,1962), WPM
(LLOYD; MCCOWN, 1980) e ¥2 MS, com a metade da concentragdo do MS. Todos 0s
meios foram enriquecidos com 30 g x L' de sacarose, 800 mg x L de antioxidante
polivinilpirrolidona (PVP) e adicionados os fitorreguladores, 0,1 mg x L* de
benzilaminopurina (BAP) e 0,1 mg x L' de acido naftaleno acético (ANA).

Foi realizado o ajuste de pH dos meios de cultura para 5,8+2 com hidréxido de
potassio (KOH (1 N)) e acido cloridrico (HCI (1 N)) e todos os meios foram solidificados
com 6,5 g x L't de agar e autoclavados a uma pressdo de 1,3 atm e temperatura de
118°C por 15 minutos.

Para a inoculacdo dos explantes foram utilizados tubos de ensaio (132 x 25
mm) contendo 10 mL de meio de cultura cada, esterilizados em autoclave sob as
mesmas condi¢des descritas anteriormente. Em cada tubo de ensaio foi inoculado
apenas um explante.

Por fim, os explantes foram acondicionados em sala de crescimento sob
condi¢bes controladas de temperatura a 25+2°C (Figura 5), mantendo-os inicialmente
por sete dias na auséncia de luz para evitar a oxidacdo. Apos este periodo os tubos
de ensaio foram expostos a iluminacéo florescente branca fria com irradiacao de 20

umolm=2x st e 16 horas de fotoperiodo diarias por mais 28 dias (Figura 5).
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Figura 5 — Explante do clone de Eucalyptus urophylla inoculado individualizado em meio de
cultura no tubo de ensaio (A); Disposi¢céo dos tratamentos com explantes do clone
de Eucalyptus urophylla inoculados em diferentes meios de cultura utilizados nos
tratamentos (B).

O experimento foi estruturado com 24 tratamentos e 10 repeticdes, em um
universo amostral de 240 explantes. As avaliacdes foram realizadas por meio de
inspecéo visual da ocorréncia de contaminacfes no meio de cultura e/ou no explante,
além da oxidacdo de tecido vegetal do explante. Os explantes que apresentaram
ocorréncia de brotacdes foram considerados estabelecidos.

A primeira avaliagdo das variaveis de resposta, ocorréncia de contaminagéo
dos explantes por fungos; ocorréncia de contaminacdo dos explantes por bactérias e
ocorréncia de oxidacdo dos explantes, foi realizada aos sete dias e, assim
semanalmente até os 35 dias, apds a inoculacdo dos explantes nos meios de cultura
avaliados.

A avaliacdo da variavel de resposta, estabelecimento de explantes, por meio
da verificacdo de ocorréncia de brotacdes, livres de contaminacdo por fungos e
bactérias e ndo oxidados, foi realizada em uma Unica ocasido, aos 35 dias.

3.3.1 Estratégia para analise estatistica do experimento

Para avaliar as variaveis de resposta do experimento, foi realizada Andlise de
Variancia, de acordo a Teoria dos Modelos Lineares Generalizados, considerando um

Delineamento Inteiramente ao Acaso, com o0 seguinte modelo estatistico:
Yijom = B+ a;+ B+ T + 4+ 6ij + Ouc + @i + wji + i + Emijiny

Em que,
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Tijki
Yijir = Mijir = 108(3 )=n+ a;+ B+ 1+ i+ O + @i + €ijiy

— Tijkl
Assim:
i =% MS; WPM; MS; tipos de meios de cultura;
j=0,5;1,0;1,5; 2,0; unidades de concentracdes de hipoclorito de sddio (NaClO);
k = 0, 1; niveis de etanol (CH3CH20H);
1=1, 2, 3, ...,10 tubos de ensaio por tratamento (repeticao);

;. = probabilidade do explante no 1-ésimo tubo de ensaio onde aplicou-se o i-€simo

meio de cultura combinado com a j-ésima concentracdo de NaClO e o k-ésimo nivel
de CHsCH20H, possuir brotacdo e que este nao esteja contaminado por fungos ou

bactérias, ou esteja oxidado;

n = média geral da funcéo logaritmica;

a; = efeito fixo do /~ésimo tipo de meio de cultura;

p; = efeito fixo da j-ésima concentragédo de NaClO;

7, = efeito fixo do &-ésimo nivel de CH3zCH20H;

A, = efeito fixo do I-ésimo quantidade de dias de medi¢cédo do experimento;

w;;= efeito fixo da interacdo entre o i-ésimo tipo de meio de cultura e o |-ésimo

guantidade de dias de medicéo do experimento;

wj=efeito fixo da interagdo entre o j-€simo nivel de hipoclorito de sodio e o |-€simo

guantidade de dias de medic&o do experimento;

8;; = efeito fixo da interacdo entre o i-ésimo tipo de meio de cultura e a j-ésima

concentracéo de NaClO;

0;, = efeito fixo da interacao entre o ~ésimo tipo de meio de cultura e 0 &~ésimo nivel

de alcool;

@jx = efeito fixo da interacéo entre a j-ésima concentragédo de NaClO e o 4-ésimo nivel

de alcool;

&iji) = efeito aleatdrio dos residuos.
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No caso do Modelo Linear Generalizado, os valores das variaveis de resposta
(Ocorréncia de contaminacéao por fungos; Ocorréncia de contaminacéo por bactérias;
Ocorréncia de oxidacao do explante e Ocorréncia de brotagdes) foram avaliados pela
funcéo de ligacéo logaritmica e analisada considerando a Distribuicdo Binomial.

Para avaliar a Ocorréncia de contaminacdo por fungos; Ocorréncia de
contaminacdo por bactérias; Ocorréncia de oxidacdo do explante, foi utilizado um
modelo misto, visto que cada unidade experimental (tubo de ensaio) foi avaliada
repetidas vezes ao longo do tempo. Esta estratégia permitiu considerar dentro da
analise estatistica o efeito de medi¢cBes correlacionadas entre si no mesmo tubo de
ensaio. Para tal, utilizou-se a matriz de variancia e covariancia auto regressiva de
primeira ordem (AR1), visto que a correlagdo da variavel de reposta diminui com o
aumento do tempo entre as medigdes.

Para toda a analise estatistica, considerou-se efeito significativo aqueles que
apresentaram valores de probabilidade menores ou iguais que 0,05. Todas as
comparacdes de médias foram realizadas por meio do teste ajustado de Tukey-
Kramer utilizando o procedimento GLIMMIX, no software SAS® (Instituto SAS®, Cary,
Nova lorque). Para melhor visualizacdo dos resultados, os dados originais foram

transformados em porcentagens.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CRESCIMENTO E PRODUCAO

Considerando a taxa de sobrevivéncia do talhdo de 65% dos individuos e a
densidade inicial de plantio de 1.111 arvores x ha™!, calculou-se o estande de 721
arvores x hal. Com este estande foi estimado o volume de 178 m3x ha™* aos 57
meses de idade (sem colheitas parciais).

Considerando a densidade de plantio encontrada no talhdo (721 arvores x ha™)
pdde-se estimar o Incremento Médio Anual (IMA) aos 57 meses (4,75 anos) do plantio
seminal em 39,9 m3x ha™*x ano™.

A arvore matriz do clone de E. urophylla, apresentou um IMA de 0,16 m3 x ano™
aos 57 meses. A projecdo do desenvolvimento deste individuo estimada,
considerando a densidade encontrada no talhdo (721 arvores x ha™), portanto,
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resultaria em um IMA de 112 m3x ha ' x ano™ aos 4,75 anos idade da floresta naquele
sitio.

Na Tabela 01 estéo representados os dados obtidos da medicdo das 14 arvores
dominantes no talh&do estudado, com caracteristicas de matrizes, onde foi realizado o
anelamento parcial do caule para a obtencdo de brotacBes epicormicas e para a
selecdo do individuo com as melhores caracteristicas observadas. O individuo
selecionado de E. urophylla apresentou o segundo maior didmetro das arvores
dominantes e a maior altura total do talh&o, além do maior Incremento Médio Anual

aos 57 meses.

Tabela 1 — Variaveis dendrométricas das arvores dominantes no plantio de Eucalyptus

urophylla
Arvore DAP (cm) Altura Total (m) IMA (m3 x arvore? x ano)
01* 26,7 26,3 0,16
02 27,1 24,2 0,15
03 26,4 26,1 0,15
04 25,3 21,8 0,12
05 23,6 25,0 0,11
06 23,3 22,1 0,10
07 22,8 23,8 0,10
08 22,3 23,8 0,10
09 22,3 23,8 0,10
10 22,3 24,2 0,10
11 22,2 22,0 0,09
12 21,6 24,2 0,09
13 21,3 23,6 0,09
14 21,3 22,9 0,09

(*) Arvore matriz selecionada para a clonagem

Para o célculo do volume por individuo e IMA aos 4,75 anos, foi utilizado o fator
de forma comum (ff) de 0,50, assim como verificado por Cipriani et al. (2015a, b) para
Eucalyptus no sul de Rondénia, ndo foram encontradas informagdes sobre fator de
forma e o autor observa que estes valores transitam entre 0,40 e 0,60. Estes valores
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de ff normalmente sao proximos de 0,50, ou seja, o volume real de madeira equivale
a 50% do volume cilindrico.

Pode haver correlacdo entre o crescimento do clone selecionado e demais
arvores dominantes e a menor densidade de plantio verificada no talhdo, ocasionada
pela mortalidade precoce de alguns individuos. Como observado por Lisita et al.
(1997) e Scheeren et al. (2004), um dos efeitos da morte de arvores no plantio € o
estimulo do crescimento em didmetro das &arvores remanescentes pela menor
densidade do povoamento, 0 que resulta em uma maior produtividade a partir de um
namero menor de arvores.

De acordo Simioni et al. (2017), segundo dados da Industria Brasileira de
Arvores (2015), a produtividade medida pelo Incremento Médio Anual (IMA) dos
plantios clonais de Eucalyptus nas empresas associadas, foi de 39 m3x ha'x ano™
em 2014. Portanto, o IMA aferido no talhdo seminal deste estudo € superior a média
observada no Brasil demonstrando o potencial deste clone de E. urophylla para a
regido Sudeste do Acre, considerando ainda que os dados médios de produtividade
foram calculados antes do ciclo de corte médio de 6-7 anos, normalmente empregado

em muitas empresas e propriedades.

4.2 DESINFESTACAO DE EXPLANTES
4.2.1 Ocorréncia de contaminacao por fungos

Os critérios de ajuste estatistico mostraram que o modelo Binomial apresentou
ser satisfatério para descrever os dados de ocorréncia de fungos no experimento,
conforme Tabela 2. A dispersao residual (relacédo entre o Qui-quadrado e os graus de
liberdade generalizado) mostrou valor abaixo de 1 (0,95) indicando que nao ha
problemas de superdisperséo dos valores.

A infestagéo por fungos nos explantes de E. urophylla ndo aumentou com o
passar do tempo de medicdo do experimento conforme descrito na Tabela 2 (Tempo,
Pr > F = 0,2326). Esse resultado indica que a contaminacdo severa nos explantes
apos 14 dias de instalado o experimento (31% das unidades amostrais contaminadas)

influenciou a significancia do efeito tempo avaliado no experimento.
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Tabela 2 — Teste para os efeitos fixos avaliados no experimento para a ocorréncia de fungos
nos explantes de Eucalyptus urophylla

Efeito avaliado/ G.L. G.L.

Bondade de ajuste Numerador  Denominador Valor de F P>k
Tempo 4 36 1,47 0,2326
Tempo x Meio de cultura 8 72 0,17 0,9938
Tempo x NaCIO 12 108 0,11 0,9999
Tempo x CH3CH20H 4 36 0,03 0,9997
Meio de cultura 2 18 6,99 0,0057
NaClO 3 27 4,21 0,0144
CH3CH20H 1 9 22,82 0,0010
NaClO x CH3CH20H 3 27 4,48 0,0112
Log Pseudo-Verossimilhanca 6519,96
Qui-quadraddo generalizado/GL 0,95

Tempo= Periodo de avaliagdo (35 dias); NaClO = hipoclorito de sédio; CH3CH20H = etanol;

Esse comportamento de infestacdo severa também foi relatado por Dutra et al.
(2009), em que a contaminacdo na cultura de tecidos de Eucalyptus, pode ser
perceptivel ja na primeira semana de cultivo.

O efeito de severidade da contaminacgao tornou todas as interacdes de efeitos
combinado com o tempo de medicdo néo significativo conforme observado na Tabela
2 para os meios de cultura, MS, ¥2 MS e WPM (Pr > F = 0,9938), concentracdes de
hipoclorito de sédio (NaCIO) (Pr > F = 0,9999) e para o fator etanol (CH3CH20H) (Pr
> F =0,9979).

Quando avaliados os efeitos, de forma independente um do outro, o tipo de
meio de cultura utilizado no experimento influenciou a contaminacdo dos explantes
por fungos de forma significativa (Pr > F = 0,0057), bem como quando utilizado a
desinfecdo dos explantes com diferentes concentracdes de NaClO (Pr > 0,0144) e
CH3CH20H (Pr > F = 0,0010), conforme pode ser observado na Tabela 02.

O efeito combinado da utilizagdo do NaClO e CH3CH20H, da mesma forma
como descrito na Tabela 02, também influenciou significativamente a ocorréncia de

fungos nos explantes de E. urophylla.
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Figura 6 — Probabilidade de ocorrer contaminagdo de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla por fungos, quando avaliados em diferentes
meios de cultura. Percentuais com letras iguais n&o diferiram
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey-
Kramer

Os tratamentos com o0 meio de cultura ¥2 MS apresentaram os melhores
resultados, com a menor probabilidade (4,3%) de contaminacdo dos explantes por
fungos (Figura 6).

A avaliacdo da eficiéncia do controle da contaminacdo pela ocorréncia de
fungos nos explantes, com diferentes concentragdes de NaClO, mostrou que n&o
houve diferencga significativa entre os tratamentos com 1,5% e 2,0%. Os tratamentos
com 1,5% né&o apresentaram diferenca significativa comparados aqueles com 0,5%
de cloro ativo (v/v) (Figura 7).

Além disso, pode ser observado por meio da analise da Figura 8, que a
probabilidade da ocorréncia de contaminacao por fungos nos tratamentos onde se
utilizou o etanol, foi baixa, indicando sua utilizagcdo ser um bom método para
desinfestacdo dos explantes.

Pode-se observar, portanto, que a menor probabilidade da ocorréncia de
contaminacdo dos explantes por fungos, ocorreu nos tratamentos em que foram
aplicadas as maiores concentracdes de cloro ativo em hipoclorito de sédio (NaCIO) e
guando utilizado etanol (CH3CH20H), como agentes desinfestantes.



100

90

m0,5% =21,0% #15% m2,0%

80

70

60

50

fungos (%)

40

30

20

10

Probabilidade de contaminagéo de explantes por

Hipoclorito de sodio (NaClO)

Figura 8 — Probabilidade de ocorrer contaminacdo de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla por fungos, quando avaliados em diferentes
concentracdes de hipoclorito de sédio (NaClO) para desinfestacéo.
Percentuais com letras iguais n&o diferiram significativamente a 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey-Kramer
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Figura 7 — Probabilidade de ocorrer contaminacdo de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla por fungos, quando avaliados com o fator
etanol (CHsCH.OH) para desinfestacdo. Percentuais com letras
iguais ndo diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey-Kramer
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A analise estatistica revelou que houve influéncia significativa quando se
utilizou hipoclorito de sodio combinado com etanol, para a desinfestacdo dos
explantes (Pr > F = 0,0112), conforme ilustrado na Figura 9.

Quando comparado a eficiéncia no controle de fungos entre os tratamentos
com as quatro concentracdes de NaClO, com o CH3CH20H, foi observado que néo
houve diferenca significativa entre eles e, portanto, ndo é possivel a indicacéo de qual
método integrado de desinfestacdo se mostrou superior aos demais.

A contaminacao de fungos nos explantes observada em todos os tratamentos
com utilizacdo do fator etanol (CHsCH20H), combinado com todas as concentragdes
de NaClO, foi, de forma geral, mais baixa quando comparada a todos os tratamentos
em que néo foi utilizado o etanol. Pode ser observado a menor probabilidade (3%) de
contaminagao, no tratamento com 0,5% de NaClO e com etanol (CH3sCH20H).

Ainda, observado a Figura 9, € possivel constatar a baixa eficiéncia entre os
tratamentos com diferentes concentracdes de NaClO, sem o CH3sCH20H, no controle
da contaminacao por fungos. A contaminacao, contudo, foi inferior nos tratamentos
sem a utilizacédo do alcool e com hipoclorito de sddio nas concentragfes 1,5% e 2,0%
de cloro ativo.

Brondani et al. (2009), avaliando a desinfestacdo de clones de Eucalyptus
benthamii x Eucalyptus dunnii, verificou quanto ao tratamento asséptico que nao
existiu interacdo as diferentes concentracdes de cloro ativo testadas e a utilizacao de
etanol durante 15 segundos, no controle da contaminacéo por fungos, por se tratar de
material proveniente diretamente do campo e recomenda a concentracao de 0,5% de
cloro ativo para a desinfestacdo de explantes do material hibrido proveniente de

minijardim clonal cultivado em leito de areia.
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Figura 9 — Probabilidade de ocorrer contaminacéo por fungos nos explantes do
clone de Eucalyptus urophylla, quando tratados com diferentes
concentragbes de NaClO, combinado com a utilizagdo de etanol
(CHsCH,OH), para desinfestacdo. Percentuais com letras iguais néo
diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey-Kramer

4.2.2 Ocorréncia de contaminacao por bactérias

A analise estatistica para avaliacdo da ocorréncia da contaminacdo dos
explantes de E. urophylla por bactérias, durante o periodo de avaliacdo do
experimento, revelou a significancia do efeito tempo no experimento (Pr > F =0,0047).
Portanto, a infestacéo se intensificou no decorrer do periodo de avaliacao.

Contudo, quando avaliada a contaminacéo por bactérias, combinado o tempo
de medicdo com todas as interacdes de efeitos, meios de cultura, MS, ¥2 MS e WPM,
concentracdes de hipoclorito de sodio (NaClO) e para o fator etanol (CH3CH20H), foi

observado nao haver efeito significativo, conforme pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3 — Teste para os efeitos fixos avaliados no experimento para avaliacdo da ocorréncia
de bactérias nos explantes de Eucalyptus urophylla

Efeito avaliado/ G.L. G.L.

Bondade de ajuste Numerador  Denominador Valor de F P>k
Tempo 4 36 4,51 0,0047
Tempo x Meio de cultura 8 72 0,25 0,9791
Tempo x NaCIO 12 108 0,35 0,9774
Tempo x CH3sCH20H 4 36 0,71 0,5923
Meio de cultura 2 18 7,82 0,0036
NaClO 3 27 10,95 <0,0001
CH3sCH20H 1 9 87,10 < 0,0001
NaClO x CH3CH20H 3 27 9,00 0,0003
Log Pseudo-Verossimilhanca 5339,34

Qui-quadraddo generalizado/GL 0,96

Tempo= Periodo de avaliagéo (35 dias); NaClO = hipoclorito de sédio; CHsCH>OH = etanol

Quando avaliado os efeitos de forma independente um do outro, pode ser
observado por meio da Tabela 3, que o efeito do meio de cultura utilizado no
experimento, influenciou a contaminacéo por bactérias de forma significativa (Pr > F
= 0,0036), bem como quando utilizado a desinfecdo dos explantes com diferentes
concentracfes de NaClO (Pr > 0,0001) e CH3CH20H (Pr > F = 0,0001).

Os tratamentos com o meio de cultura WPM apresentaram os melhores
resultados, com a menor probabilidade (29%) de contaminacdo dos explantes por
bactérias (Figura 10).

A avaliacdo da eficiéncia no controle da contaminacdo de bactérias nos
explantes, com diferentes concentracdes de NaClO, mostrou que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos com 1,0% e 1,5%, entretanto foram os que
apresentaram os melhores resultados para desinfestacao (Figura 11).

Diferente do observado por Almeida et al. (2008), avaliando desinfestacao de
segmentos nodais de Eucalyptus dunnii Maiden visando estabelecimento in vitro, ndo
encontrou diferengas significativas entre as concentragdes utilizadas de NaCIlO na

contaminacao bacteriana.
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Figura 10 — Probabilidade de ocorrer contaminagéo de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla por bactérias, quando avaliados em
diferentes meios de cultura. Percentuais com letras iguais néo
diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey-Kramer

A avaliacdo do fator alcool para o controle da contaminacdo, pode ser
observada por meio da andlise da Figura 12, onde a probabilidade da ocorréncia de
bactérias nos explantes nos tratamentos em que nao foi utilizado o etanol
(CH3CH20H), foi baixa, diferentemente quando comparada com a avaliagao realizada
para fungos.

Ainda pode-se observar que a menor probabilidade da ocorréncia de
contaminacdo dos explantes por bactérias, ocorreu nos tratamentos em que foram

aplicadas concentragdes intermediarias de cloro ativo em NaClO (1,0% e 1,5%) v/v.
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Figura 11 — Probabilidade de ocorrer contaminagéo de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla por bactérias, quando tratados com
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Figura 12 — Probabilidade de ocorrer contaminacao de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla por bactérias, quando tratados com o fator
etanol (CHsCH,OH) para desinfestacdo. Percentuais com letras
iguais ndo diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukev-Kramer
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A analise estatistica revelou que houve influéncia significativa quando se
utilizou hipoclorito de sodio combinado com etanol, para a desinfestacdo dos
explantes (Pr > F = 0,0003), conforme ilustrado na Figura 13 e observado na Tabela
03.

Quando comparado a eficiéncia no controle de bactérias entre os tratamentos
com as quatro concentracdes de NaClO, sem o CH3CH20H, foi observado que ndo
houve diferenca significativa entre eles e, portanto, ndo é possivel a indicacao de qual
método de desinfestacdo se mostrou superior aos demais.

Ainda, conforme demonstrado na Figura 13, € possivel constatar a baixa
eficiéncia entre os tratamentos com diferentes concentracbes de NaClO, com o
CH3CH20H, no controle da contaminac¢do por bactérias. A contaminacao, contudo, foi
inferior nos tratamentos sem a utlizacgo do CH3CH2OH e com NaClO nas
concentracdes 0,5%, 1,0% e 1,5% de cloro ativo.

A contaminacdo de bactérias nos explantes observada em todos o0s
tratamentos sem a utilizacao do fator etanol (CHzCH20H), combinado com todas as
concentracbes de hipoclorito de sodio, foi, de forma geral, mais baixa quando

comparada a todos os tratamentos em que foi utilizado o alcool.
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Figura 13 — Probabilidade de ocorrer contaminacao por bactérias nos explantes
do clone de Eucalyptus urophylla, quando tratados com diferentes
concentracoes de hipoclorito de sddio (NaClO), combinado com a
utilizacdo de etanol (CHsCH2OH), para desinfestacdo. Percentuais
com letras iguais ndo diferiram significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey-Kramer



47

Foi observado que a menor probabilidade de ocorréncia de contaminacao por
bactérias (23%) foi verificada em explantes que ndo receberam o tratamento com
etanol e 29% de probabilidade de contaminagéo em explantes, quando inoculados em
meio de cultura WPM.

Os métodos mais eficientes no controle da contaminacéo por bactérias com a
menor probabilidade de ocorréncia destes patégenos, foi observado quando néo foi
utilizado o CH3sCH20H e por meio da utilizagdo do NaCIlO nas concentracoes de 0,5%,
1,0% e 1,5% de cloro ativo, como agente desinfestante dos explantes.

4.2.3 Ocorréncia de oxidacdo dos explantes

A andlise estatistica para avaliacdo da ocorréncia de oxidacdo nos explantes
do clone de E. urophylla durante o periodo de avaliacdo, revelou a significancia do
efeito tempo no experimento (Pr > F = 0,0001). Portanto, a oxidacdo também se
intensificou no decorrer do periodo de avaliacao.

No entanto, quando avaliada a ocorréncia da oxidacdo, combinado o tempo de
medicdo com todas as interacfes de efeitos, meios de cultura, concentracfes de
hipoclorito de sddio e para o fator etanol (CHsCH20H), foi observado ndo haver efeito
significativo, conforme descrito na Tabela 4.

Tabela 4 — Teste para os efeitos fixos avaliados no experimento para avaliacdo da ocorréncia
de oxidag&o nos explantes de Eucalyptus urophylla

Efeito avaliado/ G.L. G.L.

Bondade de ajuste Numerador  Denominador Valor de F Pr>F
Tempo 4 36 9,20 < 0,0001
Tempo x Meio de cultura 8 72 0,09 0,9995
Tempo x NaCIO 12 108 0,05 1,0000
Tempo x CH3CH20H 4 36 0,04 0,9967
Meio de cultura 2 18 16,67 <0,0001
NaClO 3 27 5,40 0,0048
CH3CH20H 1 9 15,90 0,0032
NaClO x CH3CH20H 3 27 2,40 0,0901
Log Pseudo-Verossimilhanca 5325,90

Qui-quadraddo generalizado/GL 1,00

Tempo= Periodo de avalia¢éo (35 dias); NaClO = hipoclorito de sédio; CHsCH,OH = etanol
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Quando avaliado os efeitos de forma independente um do outro (Tabela 4), o
tipo de meio de cultura utilizado no experimento influenciou a ocorréncia de oxidacéo
dos explantes de forma significativa, bem como quando utilizado a desinfe¢cdo dos
explantes com diferentes concentracfes de hipoclorito de sédio (NaCIlO) e o etanol
(CH3CH20H).

A menor probabilidade, 27%, de ocorréncia de oxidacdo de explantes, foi
encontrada nos tratamentos com o meio de cultura %2 MS (Figura 14), de 26% nos
tratamentos com 0,5% de NaClO (Figura 15) e com a utilizacdo de CH3CH20H, de
30% (Figura 16).

A oxidacdo normalmente pode ser controlada em diferentes espécies lenhosas
pela reducéo da concentracdo de sais e de reguladores de crescimento no meio de
cultura (Bassan, 2006) e este fator pdde ser observado por meio dos resultados
encontrados, com a menor probabilidade de ocorrer a oxida¢do nos explantes quando
avaliados no meio de cultura 2 MS, com metade das concentracdes de sais em

relacdo ao MS.
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Figura 14 — Probabilidade de ocorrer oxidacdo de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla, quando tratados em diferentes meios de
cultura. Percentuais com letras iguais nao diferiram
significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey-
Kramer
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Figura 16 — Probabilidade de ocorrer oxidacdo nos explantes do clone de
Eucalyptus urophylla, quando tratados com diferentes
concentracdes de hipoclorito de sodio para desinfestagéo.
Percentuais com letras iguais ndo diferiram significativamente a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey-Kramer
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Figura 15 — Probabilidade de ocorrer oxidacdo de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla, quando tratados com o fator etanol
(CH3CH2OH) para desinfestacdo. Percentuais com letras iguais
nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey-Kramer
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Foi observado que houve efeito significativo da interacdo entre os niveis do
fator meio de cultura e niveis do fator etanol (CH3CH20H) (Pr > F = 0,0004), na
ocorréncia de oxidacdo dos explantes, como demonstrado. Por isso, observando a
Figura 17, pode-se constatar a menor probabilidade de oxidag&o (17%) ocorreu nos
tratamentos com o meio de cultura ¥2 MS e com a utilizacao do etanol na desinfestacéo

dos explantes, antes da desinfestacdo com hipoclorito de sédio.
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Figura 17 — Probabilidade de ocorrer oxidagdo nos explantes do clone de
Eucalyptus urophylla, quando tratados com etanol (CH;CH.OH) e
cultivados em diferentes meios de cultura. Percentuais com letras
iguais nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey-Kramer

4.3 ESTABELECIMENTO DE EXPLANTES

A analise estatistica revelou (Tabela 5) para o clone de E. urophylla, que
guando avaliados os efeitos de forma independente um do outro, o tipo de meio de
cultura utilizado no experimento e o fator etanol (CH3CH20H), influenciaram o
estabelecimento de explantes de forma significativa. Assim, o meio de cultura WPM
foi 0 que apresentou a maior probabilidade de estabelecimento, em 29% do estande
de explantes com brotagdes (Figura 18).

Quando avaliada a utlizagdo do CH3CH20H previamente ao NaClO nos
tratamentos de desinfestacéo (Figura 19), foi possivel verificar a influéncia deste fator

no estabelecimento do clone avaliado. A maior probabilidade de estabelecimento de
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explantes (29%), foi nos tratamentos sem a utilizacdo do etanol como agente
desinfestante.

Foi observado que nédo houve influéncia significativa para o estabelecimento
dos explantes, o efeito nos tratamentos com diferentes concentracdes de NaClO na
desinfestacdo (Pr > F = 0,5369).

Tabela 5 — Teste para os efeitos fixos avaliados no experimento para a avaliacdo da
ocorréncia de brotacdo para o estabelecimento dos explantes de Eucalyptus

urophylla
Efeito avaliado/ G.L. G.L.
Bondade de ajuste Numerador  Denominador Valor de F P>k
Meio de cultura 2 227 3,32 0,0381
NaClO 3 227 0,73 0,5369
CHsCH20H 1 227 11,70 0,0007
Log Pseudo-Verossimilhanca 226,53
Qui-quadraddo generalizado/GL 1,09

NaClO = hipoclorito de sddio; CH3;CH2OH = etanol
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Figura 18 — Probabilidade de explantes saudaveis do clone de Eucalyptus
urophylla, estabelecidos in vitro com diferentes meios de cultura.
Percentuais com letras iguais ndo diferiram significativamente a
5% de probabilidade pelo teste de Tukey-Kramer
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Assim como observado por Oliveira et al. (2016), estudando o estabelecimento
para geracdo de protocolo para organogénese indireta em explantes de um clone E.
grandis x E. urophylla, verificou-se que a maior porcentagem de brotacdes foi obtida

no meio de cultura WPM.
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Figura 19 — Probabilidade de estabelecimento de explantes do clone de
Eucalyptus urophylla, quando tratados com a utiliza¢ao de etanol
(CH3CH2OH), para desinfestacdo. Percentuais com letras iguais
nao diferiram significativamente a 5% de probabilidade pelo teste
de Tukev-Kramer

A micropropagacdo é uma técnica que pode ser utilizada no resgate de arvores
adultas. A introducdo da cultura de Eucalyptus in vitro é uma etapa complexa na
micropropagacgéao de arvores a partir do campo, pelos altos niveis de contaminagéo
por patogenos (ALFENAS et al., 2009) representando limitacdes ao estabelecimento
das culturas em condig¢des in vitro (XAVIER et al., 2013).

A micropropagacao é uma estratégia importante considerando que milhares de
espécies de plantas superiores necessitam ser mantidas em bancos de germoplasma,
visando a preservacao e a utilizacéo de fontes de genes para futuros projetos (NETO
etal., 2011).

A contaminacao dos explantes por fungos e bactérias no cultivo in vitro do clone
de E. urophylla, poderia vir ainda a ser menor, se realizado previamente a aplicacéo
de defensivos agricolas nas cepas cultivadas em ambiente de viveiro coberto e

protegido da chuva.
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Considerando o ciclo da micropropagacdo € necessario a continuidade dos
estudos com o enraizamento e a multiplicacdo in vitro do clone de E. urophylla.

Para determinar a realizagdo dos ganhos potenciais esperados na
micropropagacédo do clone de E. urophylla, é necesséria a realizacdo de testes de
campo replicado, das plantas produzidas in vitro.

A auséncia de informacdes para o Estado do Acre, requer estudos para o ajuste
de modelos de crescimento e producdo para os plantios comerciais de Eucalyptus,
com projecéo de rendimentos;

Para o fomento de florestas plantadas de Eucalyptus no Estado do Acre, devem
ser promovidos mais testes de espécies, procedéncias e progénies, conduzidos em
varios locais, durante trés a sete anos, expondo-os a condi¢cdes edafoclimaticas

distintas.
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5 CONCLUSOES

- A menor probabilidade de contaminag&o de explantes por fungos foi verificada nos
tratamentos com meio de cultura %2 MS, tratados com hipoclorito de sédio na
concentracéo de 2% de cloro ativo (v/v) e com a utilizacdo de etanol;

- A menor probabilidade de contaminacg&o de explantes por bactérias foi verificada nos
tratamentos com meio de cultura MS e WPM, tratados com hipoclorito de sodio nas
concentracdes de 1,0% e 1,5% de cloro ativo (v/v) e sem a utilizacdo de etanol;

- A menor probabilidade de oxidacao de explantes foi verificada nos tratamentos com
meio de cultura ¥2 MS, tratados com hipoclorito de sédio na concentracao de 0,5% de
cloro ativo (v/v) e com a utilizacdo de etanol;

- A menor probabilidade de oxidac&o de explantes foi verificada nos tratamentos onde
houve a interacdo do meio de cultura %2 MS com a utilizacdo de etanol;

- A maior probabilidade de estabelecimento de explantes foi verificada nos

tratamentos com meio de cultura WPM e nos tratamentos com a utilizagdo de etanol;
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APENDICE A - QUADRO DE DISTRIBUICAO DOS TRATAMENTOS AVALIADOS

Tratamentos Meios de Cultura Cdznl\(l:aegltgat(;\?/s? (CHEstéllr—lISCl)H)
T1 Y2 MS 0,5 % Auséncia
T2 Yo MS 1,0 % Auséncia
T3 Y2 MS 1,5 % Auséncia
T4 Y2 MS 2,0% Auséncia
T5 Y2 MS 0,5 % Presenca
T6 Y2 MS 1,0 % Presenca
T7 Yo MS 1,5 % Presenca
T8 Yo MS 2,0% Presenca
T9 MS 0,5 % Auséncia
T10 MS 1,0% Auséncia
T11 MS 1,5% Auséncia
T12 MS 2,0% Auséncia
T13 MS 0,5 % Presenca
T14 MS 1,0 % Presenca
T15 MS 1,5 % Presenca
T16 MS 2,0% Presenca
T17 WPM 0,5 % Auséncia
T18 WPM 1,0 % Auséncia
T19 WPM 1,5% Auséncia
T20 WPM 2,0 % Auséncia
T21 WPM 0,5% Presenca
T22 WPM 1,0 % Presenca
T23 WPM 1,5% Presenca
T24 WPM 2,0% Presenca
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APENDICE B — IMAGENS DA CONTAMINACAO DOS EXPLANTES POR FUNGOS
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APENDICE C - IMAGENS DA CONTAMINACAO DOS EXPLANTES POR
BACTERIAS




APENDICE D - IMAGENS DO ESTABELECIMENTO DE EXPLANTES
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