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RESUMO

Com o crescente plantio de Corymbia citriodora var. 20 no Brasil, o emprego de técnicas como a micropropagagao,
aliada ao estudo dos efeitos de novos fitorreguladores e sua agdo sobre os nutrientes, tornam-se fundamentais para a
obtencdo de mudas sadias e vidveis fisiologicamente. Este trabalho teve por objetivo avaliar os teores de ferro e zinco
presentes em explantes de Corymbia citriodora var. 20 in vitro, bem como a taxa de crescimento relativo (TCR),
mediante uso de quatro fitorreguladores de crescimento. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso,
com os seguintes tratamentos: TO (sem adi¢ao de fitorreguladores no meio de cultura); T1, T2, T3 e T4 com adigao de
6-benzilaminopurina (BAP), thidiazuron (TDZ), tioureia e calciocianamida no meio de cultura, respectivamente, em quatro
doses (1,1;2,2; 4,4 ¢ 8,8 umol) por tratamento, com trés repetigcdes, avaliados aos 42 dias apds instalagao. Os explantes
foram pesados, secos em estufa e posteriormente moidos, para determinagao dos teores de ferro e zinco e calculo da taxa
de crescimento relativo (TCR) de cada tratamento, mediante teor de matéria seca em estufa. Os maiores teores de ferro e
zinco foram verificados com a dosagem 8,8 pmol. L' para todos os tratamentos. Ja a TCR foi maior significativamente,
nos experimentos com BAP nas dosagens de 2,2 e 4,4 umol. L. A partir das analises constatou-se que os maiores teores
de Fe e Zn foram verificados nos tratamentos com aplica¢ao de 8,8 umol. L' de BAP (6-benzilaminopurina) ¢ TDZ ¢

BAP e tioureia, respectivamente, em explantes de Corymbia citriodora var. 20 in vitro.

Palavras-chave: eucalipto, fitorreguladores sintéticos, meio de cultura, multiplicagdo.

ABSTRACT

With the growing planting of Corymbia citriodora var. 20 in Brazil, the use of techniques such as micropropagation,
combined with the study of the effects of new phytoregulators and their action on nutrients, become fundamental
for obtaining healthy and physiologically viable seedlings. The objective of this work was to evaluate iron and zinc
levels in explants of Corymbia citriodora var. 20 in vitro, as well as the relative growth rate (TCR), using four growth
regulators. The experimental design used was in randomized blocks, with the following treatments: TO (without addition
of phytoregulators in the culture medium); (BAP), thidiazuron (TDZ), thiourea and calcium cyanamide in the culture
medium, respectively, in four doses (1,1; 2,2; 4,4 and 8,8 pmol. L) by treatments, with three replicates, evaluated at
42 days after installation. The explants were weighed, dried in an oven and then milled to determine the iron and zinc
contents and calculation of the relative growth rate (TCR) of each treatment. The highest iron and zinc contents were
verified with the 8.8 pmol. L' dosage for all treatments. The TCR was significantly higher in the BAP experiments at
2.2 and 4.4 pmol. L'. From the analyzes it was verified that the highest Fe and Zn contents were verified in the treatments
with application of 8.8 pumol. L' of BAP (6-benzylaminopurine) and TDZ and BAP and thioureia, respectively, in explants
of Corymbia citriodora var. 20 in vitro.
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INTRODUCAO

A micropropagagdo ¢ uma ferramenta de grande
utilidade no setor florestal, pois possibilita a formagao
e manutengio de microjardins clonais, a partir de clones
rejuvenescidos, permitindo a propagagdo de genotipos
de interesse (Brondani et al., 2012; Oliveira et al,
2016). A estaquia convencional tem sido utilizada para
a manutencdo de jardins clonais de eucalipto, porém,
com esta técnica, o porcentual de enraizamento de alguns
clones ¢é geralmente baixo (Alfenas et al., 2004).

Para a miniestaquia também se observa a falta
de resultados satisfatorios quanto ao enraizamento,
por se tratar de uma espécie considerada recalcitrante,
apresentando indices inferiores aos desejados na produgido
de mudas clonais (De Oliveira et al., 2012). Devido a
essas dificuldades, ha poucos relatos sobre regeneracio
de plantas a partir de mudas ou materiais de alguns clones
de eucalipto como, por exemplo, a Corymbia citriodora.

O interesse na introdu¢do da miniestaquia para
diversas espécies se relaciona a reducdo da area produtiva
(adogdo do minijardim) (Higashi et al., 2002), propagagdo
de genodtipos de dificil enraizamento, com ampliagao
da porcentagem de miniestacas enraizadas ¢ melhoria
do sistema radicular, influenciando diretamente o
desempenho de mudas em campo (Alfenas et al., 2004),
diminui¢do do periodo de enraizamento e aclimatagao
(Higashi et al., 2002).

Estes aspectos sao apontados por Xavier e Santos
(2002) como importantes para ampliacdo da base
silvicultural de espécies nativas com fins econdmicos,
para recuperagdo de areas e de ecossistemas degradados
(Carpanezzi, 2005), possibilitando também o resgate de
genotipos adultos de interesse.

A multiplicagdo ¢ determinada pelo balanco
adequado dos reguladores de crescimento, os quais
sdo substancias sintéticas que aplicadas exogenamente
possuem ag¢des similares aos grupos de hormonios
vegetais conhecidos (auxinas, giberelinas, citocininas,
retardadores, inibidores ¢ etileno) atuando no processo
de desenvolvimento vegetal (sendo os mais utilizados
as citocininas ¢ as auxinas) (Schwalbert et al., 2014;
Xavier et al., 2013; Davies, 2004).

E conhecida a atuagdo predominante de dois

hormonios vegetais, a auxina e a citocinina (Taiz e
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Zeiger, 2009). Auxina ¢ o principal hormonio promotor
da iniciac@o e crescimento das raizes adventicias, o que ja
foi demonstrado por inimeros trabalhos (Hartmann et al.,
2011; Pijut et al., 2011). Em contrapartida, a citocinina
estimula a atividade de divisao celular e o brotamento
quando aplicada diretamente as gemas axilares de diversas
espécies (Taiz e Zeiger, 2009).

Uma das ultimas inovagdes na micropropagagao de
espécies lenhosas tem sido a introduc@o do thidiazuron (TDZ)
(N-fenil-N"-1,2,3-tiadiazol-5-ylureia) na multiplicagdo de
gemas axilares durante a micropropagacdo (Mok et al.,
1982). Outro fitorregulador com potencial de citocinina
¢ a calciocianamida ou cianamida hidrogenada, que
promove a brotag@o de gemas mais precoces de maneira
mais uniforme, aumentando a porcentagem total de
brotacdes de gemas (Perussi, 2009). A calciocianamida
serve para romper a dorméncia das gemas de varias
espécies de plantas deciduas como macieira, amendoeira,
figueira, parreira, pessegueiro, caquizeiro e ameixeira
(Camili, 2007).

Por ultimo tem-se as tioureia que sdo substancias
ndo-especificas como nitratos, nitritos e derivados de
ureia, consideradas promotoras da germinagdo, com
efeito semelhante as citocininas (Delatorre et al., 1997).
No entanto, quando aplicada em altas concentragdes, a
tioureia serve também como inibidor da germinagao e
do crescimento (Colli e Perez, 2002)

Levando-se em conta o uso de fitorreguladores e
sua atuacdo na adsor¢do de nutrientes, a otimizagdo de
um meio de cultura para a micropropagagao, com énfase
na nutri¢do mineral, representa um grande desafio, em
decorréncia dos diferentes requerimentos nutricionais
entre as espécies e da grande interagdo que existe entre
os nutrientes minerais (Poothong e Reed, 2014).

A analise nutricional dos explantes ¢ uma
ferramenta muito til para avaliar o estado das plantas
(Bergmann, 1992; Mourao Filho, 2004). Para eucaliptos,
a determinag@o do estado nutricional esta baseada em
analises quimicas de folhas totalmente desenvolvidas
(Bellote e Silva, 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar os teores
de ferro e zinco em explantes de Corymbia citriodora
var. 20 in vitro, por meio de quatro fitorreguladores de

crescimento.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas brotagdes de gemas caulinares
micropropagadas in vitro da variedade 20 de Corymbia
citriodora. Os explantes foram introduzidos em meio
de cultura Murashige e Skoog (1962) (MS), na forma
solida com adi¢do dos fitorreguladores nas dosagens
pré-estabelecidas. O delineamento experimental foi em
blocos ao acaso, observado aos 42 dias de avaliagdo e
cinco tratamentos com trés repeticoes cada: TO (sem adi¢do
de fitorreguladores no meio de cultura); T1 (adigdo de
BAP no meio de cultura); T2 (adi¢do de TDZ no meio
de cultura); T3 (adigdo de tioureia no meio de cultura)
e T4 (adigdo de calciocianamida no meio de cultura),
com quatro dosagens (1,1; 2,2; 4,4 ¢ 8,8 umol) de
fitorregulador por tratamento.

Para cada tratamento foram preparados 30 frascos
com capacidade de 100 ml, vedados com tampa de
polipropileno gerando um total de 150 frascos e
adicionados em cada frasco 40 ml de meio de cultura
solido (agar). Ajustou-se o pH dos meios de cultura
para 5,8 £ 0,1, antes da autoclavagem. A vidraria
contendo os tratamentos foi esterilizada em autoclave a
121°C sob presséo de 1,05 kg/cm?, durante 20 minutos.
As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25°C =+ 2°C, fotoperiodo de 12 horas,
com 50 umol m? s de radia¢@o fotossinteticamente
ativa (PAR) equivalente a 2000 lux, fornecida por luz
branca fria localizada 30 cm acima do nivel de cada
prateleira, gerada por duas lampadas de 110 W de
poténcia e 250 cm de comprimento aproximadamente,
durante sete semanas (42 dias).

Foram feitas avaliagdes aos 42 dias ap0s a instalagdo
do experimento, para andlise dos teores de Fe ¢ Zn e
Taxa de Crescimento Relativo (TCR). A TCR para
explantes de C. citriodora var. 20 in vitro foi obtida pelo
peso avaliado desde o primeiro dia até o quadragésimo
segundo dia. As amostras foram pesadas para obtengao
da massa fresca e apos, secas em estufa a 60 °C, até peso
constante, para obten¢do da massa seca em gramas.
O material seco foi utilizado para as analises dos teores
de Fe e Zn, bem como a TCR. A TCR foi calculada
utilizando-se a seguinte formula:

In PMS, - In PMS, (1)
T2 - T]

Taxa de crescimento relativo =
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Onde: In = logaritmo neperiano

PMS, = produgdo de matéria seca no periodo final
PMS, = produgdo de matéria seca no periodo inicial
T, = tempo final

T, = tempo inicial

Posteriormente, 0 material foi moido em moinho tipo
Willey (modelo MA680/1) para obtengao de particulas
homogéneas, acondicionado em frascos de vidro,
devidamente tampados, identificados ¢ armazenados em
freezer a -20 °C. Com o material moido, determinaram-se
os teores de Fe e Zn dos explantes conforme metodologia
descrita por Malavolta et al. (1997).

Os dados mensurados no experimento foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk (P<0,05) a fim de
verificar a normalidade e a homogeneidade das varidncias.
Em seguida, foi realizada a andlise de variancia para a
TCR (ANOVA, P<0,05). Para a comparag@o de médias,
utilizou-se o teste de Tukey. O programa computacional
R 3.3.1 (R Development Core Team, 2016) foi utilizado

para a analise estatistica dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de ferro encontrados em explantes de
C. citriodora var. 20 in vitro aos 42 dias ap6s introdugao
in vitro do experimento sdo apresentados na Figura 1.

Os teores de Fe diminuiram a medida que as dosagens
dos fitorreguladores aumentaram principalmente para
os tratamentos com TDZ e calciocianamida. J& ao se
aumentar a dosagem de 4,4 para 8,8 umol. L' de meio,
houve um aumento significativo nos teores de Fe para
os meios com introdugdo de BAP e tioureia. Estudos
feitos por Poothong e Reed (2014) mostraram que quanto
menor os teores de Fe nos explantes, maior o nimero de
brotagdes por explante introduzido. Tais resultados sao
corroborados por De Oliveira et al. (2012) em estudos
com algumas espécies de eucalipto.

Segundo Schwalbert et al. (2014), o suprimento
inadequado de um elemento essencial (excesso ou deficiéncia)
pode resultar em prejuizos para o desenvolvimento vegetal.
O excesso de nutrientes, por exemplo, pode provocar
danos por salinidade, ou seja, ocorre um desequilibrio
osmotico que afeta negativamente a absor¢ao de agua
pelas raizes. A concentragdo do agar no meio aumentou
os niveis de Fe e de outros elementos, como o P, Zn e Al,

e reduziu os niveis de Ca, Mg e Mn no explante.



O Fe age como catalisador na formagao da clorofila
e como carregador de oxigénio. E essencial a sintese de
proteinas e na formacao de alguns sistemas respiratorios
enzimaticos (Unifertil, 2012).

Outro micronutriente tdo importante quanto o Fe ¢
0 Zn, cujos teores em explantes de C. citriodora var. 20
in vitro sdo verificados na Figura 2.

Os maiores teores de Zn foram verificados nos
explantes com adigdo de 8,8 umol. L' de meio com o
uso de TDZ e tioureia. Segundo Dalton et al. (1983),
mesmo em quantidades suficientes, a absor¢@o de alguns
nutrientes como Fe e Zn pode ser impedida por fatores,
como sua precipitacao.

De acordo com a analise de varidncia e o teste

de médias para taxa de crescimento relativo (TCR),

Lima,
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verificou-se efeito significativo para todos os fitorreguladores
nas dosagens e épocas de avaliagdo, com excecdo da
testemunha onde os pesos foram os mesmos adotados
para todos os tratamentos (Tabela 1).

Os valores mantiveram-se entre 2,28 ¢ 2,93 g
durante o periodo de 42 dias de avalia¢@o. Resultados
semelhantes foram encontrados por Schiavon et al. (2018)
em experimentos com girassol. Os maiores valores
foram observados nos tratamentos com adigao de BAP
como fitorregulador de crescimento, nas dosagens de
2,2 e 4,4 umol. L' de meio.

A calciocianamida, segundo Pires et al. (1995),
pode ser letal as plantas em altas concentragdes ou
quando aplicada em estadio fisiologico inadequado;

além disso, tanto a espécie e o cultivar (genotipo), como

Teores de Ferro adsorvido em relacio ao dosagem da cada

fitorreguladores
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Figura 1. Teores de ferro em explantes de C. citriodora var. 20 in vitro aos 42 dias apds implantagdo do experimento.
As dosagens referem-se respectivamente a 1,1; 2,2; 4,4 ¢ 8,8 umol.L!.
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Figura 2. Teores de Zn em explantes de C. citriodora var. 20 in vitro aos 42 dias ap6s implantagdo do experimento.
As dosagens referem-se respectivamente a 1,1; 2,2; 4,4 e 8,8 umol.L".
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Tabela 1. Taxa de crescimento relativo semanal para
explantes de C. citriodora var. 20 in vitro submetidos
a diferentes fitorreguladores e dosagens, Piracicaba,
outubro de 2018.

Taxa de crescimento
Tratamentos  Dosagens

relativo
Testemunha 0 2,48¢c
BAP 1,1 2,65bB
2,2 2,92aA
4,4 2,93aA
8,8 2,83abAB
TDZ 1,1 2,76aAB
2,2 2,57bBC
4.4 2,68 abB
8,8 2,59bBC
Tioureia 1,1 2,68aB
2,2 2,64abB
4,4 2,54bBC
8,8 2,61abB
Calciocionamida 1,1 2,4aCC
2,2 2,33abC
4,4 2,45aC
8,8 2,28bC

Nas colunas, médias seguidas por mesma letra minfiscula
e médias seguidas por mesma letra maitscula, ndo
diferiram significativamente pelo teste de Tukey dentro
dos tratamentos e entre tratamentos, respectivamente,
ao nivel de 5% de probabilidade de erro. As dosagens
referem-se respectivamentea 1.1,2.2,4.4 ¢ 8.8 umol. L.

o estado nutricional, modo de aplicagdo e as condi¢des
climaticas podem influenciar no sucesso do uso da
cianamida hidrogenada.

Os valores da TCR obtidos em todos os tratamentos
para os quatro fitorreguladores avaliados apresentaram-se
dentro da normalidade segundo a bibliografia. Pode-se
constatar que as dosagens utilizadas foram adequadas
para o desenvolvimento.

A analise de crescimento baseia-se, fundamentalmente,
no fato de que cerca de 90%, em média, da matéria seca
acumulada pelas plantas ao longo do seu desenvolvimento
resulta da atividade fotossintética; permitindo avaliar o
crescimento final da planta como um todo ¢ a contribui¢ao
dos diferentes 6rgdos no desenvolvimento total
(CAMPOS et al., 2008). Sendo assim, quanto maior o teor
de matéria seca, maior serd o potencial fotossintético e

consequente arranque no desenvolvimento dos explantes.

CONCLUSOES

Os maiores teores de ferro e zinco em explantes
de Corymbia citriodora var. 20 sdao observados com
aplicac@o de BAP (6-benzilaminopurina) e tioureia, nas

doses de 8,8 pmol. L' de meio de cultura.
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