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Resumo

A aclimatizacdo é a fase mais critica da micropropagac¢ido em razao de varios fatores que podem impactar
a sobrevivéncia das plantas. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de pré-aclimatizacdo
seguido de aclimatizacdo em hidroponia para plantas micropropagadas de Eucalyptus saligna. A pré-acli-
matizacdo consistiu nos tratamentos: 1) controle (frascos cobertos com tampas de polipropileno rigido);
2) frascos cobertos com filme de PVC contendo 10 furos (4 mm?/furo); e 3) frascos de cultura totalmente
descobertos. Foram adicionados 10 mL de dgua destilada e autoclavada nos frascos dos tratamentos 2 e 3.
Apo6s 72h as plantas foram cultivadas em areia grossa em bandeja de polietileno expandido, que flutuava
sobre a solug¢do nutritiva constituida do meio de cultura MS modificado liquido (sais com %2 e FeEDTA com
¥ da concentragdo original e sem os constituintes organicos) dentro de uma bacia de plastico. As bacias do
cultivo hidroponico permaneceram em sala de crescimento por cinco dias e em seguida foram transferidas
para a casa de vegetagdo. O cultivo hidroponico teve duragdo de 14 dias e as plantas foram entdo transfe-
ridas para substrato Plantmax® HT. Ao fim da hidroponia foi observado que a sobrevivéncia das mudas do
tratamento 3 atingiu 90%, sendo significativamente superior ao 1 e 2, com 40% e 60%, respectivamente.
Apo6s 14 dias de cultivo em Plantmax® HT ndo houve variagdes no percentual de sobrevivéncia das plantas.
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Abstract

A pré-aclimatizagdo realizada com os frascos descobertos seguidos de 14 dias em hidroponia permite uma
eficiente aclimatizacdo de plantas micropropagadas de E. saligna.

Palavras-chave: Espécie lenhosa. Hidroponia. Micropropagag¢do. Produgdo de mudas.

Acclimatization is the most difficult stage of the micropropagation process due to several factors that can affect
plant survival. The aim of this work was to develop a protocol for acclimatization of Eucalyptus saligna in hy-
droponics following a pre-acclimatization stage. The pre-acclimatization consisted of the treatments: 1) con-
trol (flasks covered with rigid polypropylene caps); 2) flasks covered with PVC film perforated with 10 holes
(4 mm?/hole); and 3) uncapped culture flasks. Ten mL of distilled autoclaved water were added into the flasks
of treatments 2 and 3. After 72 hours, plants were cultivated in thick sand in an expanded polyethylene tray
floating on a nutritive solution consisting of modified liquid MS medium (salts and FeEDTA with one-half and
one-quarter of the original concentration, respectively, and without organic constituents) inside a plastic
tray. Trays containing the hydroponic culture were placed in a growth room for 5 days and then transferred to
a greenhouse. Hydroponic culture lasted 14 days, then the plants were transferred to Plantmax™ HT substrate.
At the end of the hydroponic cultivation the survival rate of the plants under treatment 3 reached 90%, which
was significantly higher than the rates observed for treatments 1 and 2, with 40% and 60%, respectively. After
14 days of culture in Plantmax™ HT substrate, there was no variation in plant survival. Pre-acclimatization
in uncapped flasks followed by 14 days of hydroponic cultivation allows an efficient acclimatization of micro-

propagated plants of E. saligna.

Keywords: Hydroponics. Micropropagation. Seedling production. Woody species.

Introducao

A espécie Eucalyptus saligna é natural da Australia,
onde ocupa uma faixa costeira extensa. Ocorre des-
de o nivel do mar até 1.000 m de altitude, em clima
temperado ao sul e subtropical ao norte (GONZAGA,
1983). Essa espécie pertence a secdo Transversa-
ria, que também engloba as espécies Eucalyptus uro-
phylla e Eucalyptus grandis (PRYOR, 1976). Ela é mui-
to utilizada para a produ¢do de moirdes, dormentes,
madeira serrada e celulose para a fabricacao de pa-
pel (FERREIRA et al,, 1997).

A propagacao in vitro tem demonstrado grandes
vantagens em relacdo as técnicas convencionais de
producdo de mudas, como redu¢ao do tempo, espa-
¢o e custos, além de permitir a obtencao de gran-
de nimero de plantas geneticamente homogéneas
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1999). Entretanto, o
maior problema que restringe o amplo uso comer-
cial da micropropagacdo é a baixa taxa de sobrevi-
véncia das mudas durante a aclimatizacao ex vitro,
que é resultante de uma alta perda de dgua pela trans-
piracdo (DIAZ-PEREZ et al.,, 1995).

A agua perdida pela planta por evapotranspira-
¢do pode ser reposta diretamente pela solugio nutri-
tiva em um cultivo hidropdnico (SILVA et al., 2007).
Desse modo, o uso da hidroponia podera elevar as
taxas de sobrevivéncia e diminuir o tempo de acli-
matizacdo das mudas. Por exemplo, a aclimatizacdo
convencional de plantas micropropagadas de Dyckia
maritima (Bromeliaceae) ja foi estabelecida com su-
cesso, contudo esse processo é relativamente demo-
rado, necessitando de 120 dias para conclusio dessa
fase (SILVA et al,, 2006a), enquanto 15 dias sao sufi-
cientes quando se realiza a aclimatiza¢do com o uso
da hidroponia (SILVA et al., 2007).

Comparando os processos de aclimatizacio con-
vencional e hidropdnico em Colocasia esculenta (L.)
Schott. (Araceae), foi constatado que o processo hi-
dropodnico foi superior ao convencional, apresentan-
do, ap6s 30 dias de cultivo, maior taxa de sobrevi-
véncia, maior nimero de folhas e altura das plantas
(NHUT et al., 2004). Um breve cultivo hidroponico du-
rante a aclimatizacdo de Cattleya tigrina A. Rich. Ex
Beer (Orchidaceae) permitiu aumento de 40% na
taxa de sobrevivéncia das mudas em comparagio ao
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processo nio hidropdnico (SILVA et al., 2006b). Por
essas razoes, o objetivo deste trabalho foi estabele-
cer um protocolo de aclimatizacdo em hidroponia
para plantas micropropagadas de E. saligna, além de
estudar os efeitos de uma prévia pré-aclimatizacio.

Materiais e métodos
Pré-aclimatizacao

Plantas micropropagadas de E. saligna com 3 cm
de altura, obtidas a partir de explantes cotiledonares e
micropropagadas conforme o protocolo estabelecido
por Dibax (2007) foram utilizadas nos experimentos.

Frascos de cultivo com 5 cm de didmetro e 8,5 cm
de altura foram utilizados. As plantas foram cultiva-
das em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com
reducao de 50% da concentragdo dos sais, adicio-
nando-se 30 g L™! de sacarose, 2,5 g L™* de carvio
ativado e solidificado com 7 g L™" de Agar (Vetec®).
0 pH foi ajustado para 5,8. A pré-aclimatizacdo con-
sistiu nos tratamentos: 1) controle (frascos cobertos
com tampas de polipropileno rigido); 2) frascos co-
bertos com filme de PVC (polivinilcloreto) contendo
10 furos (4 mm? cada furo); e 3) frascos de cultu-
ra totalmente descobertos. Quando os frascos foram
abertos foram adicionados 10 mL de agua destila-
da e autoclavada nos frascos dos tratamentos 2 e 3.
Ap0s 48h foram adicionados mais 5 mL de 4gua des-
tilada e autoclavada no tratamento 3. Cada frasco con-
tinha trés plantulas. A pré-aclimatizac¢io teve dura-
¢do de 72h. As plantas cultivadas antes e durante os
tratamentos de pré-aclimatizacdo permaneceram em
sala de crescimento com temperatura de 25 * 2 °C,
umidade relativa de 30 + 5% e fotoperiodo de 16h,
sob intensidade luminosa de 30 uM m™2 s™* obtida
de lampadas fluorescentes brancas. A perda de dgua
(mL) do meio de cultura e das plantas contidas nos
frascos foi quantificada 24h, 48h e 72h ap6s a instala-
¢do dos tratamentos de pré-aclimatizagio. A quanti-
ficagdo do teor de agua foi realizada considerando as
massas iniciais e finais dos frascos de cultivo.

Aclimatizacao ex vitro em hidroponia

As plantas foram retiradas das condigoes in vi-
tro ap6s os tratamentos de pré-aclimatizagdo e suas

raizes foram lavadas com agua corrente para remo-
¢do dos residuos do meio de cultura. As plantas fo-
ram cultivadas em areia grossa (= 1 mm) contida
nos alvéolos de uma bandeja de isopor. Essa bande-
ja flutuava sobre uma solucdo constituida pelos sais
do meio MS reduzidos a metade de suas concentra-
¢Oes originais e o ferro a um quarto de sua concen-
tracdo original. As vitaminas e o mio-inositol nao
foram adicionados. Essa solugdo ficou contida no
interior de uma bacia de plastico e o pH foi ajustado
em 5,8 a cada trés dias, juntamente com o nivel da
solugdo que foi completado para um litro com agua
destilada. Foram usados 80 mL de solucdo para cada
planta. Durante os cinco primeiros dias as bandejas
permaneceram na sala de crescimento, ap6s esse pe-
riodo foram transferidas para casa de vegetacdo por
nove dias, totalizando 14 dias de cultivo em hidro-
ponia. Apds o cultivo hidropdnico, as plantas foram
cultivadas em substrato Plantmax® HT contido em
tubetes de polipropileno (40 mm de didmetro e 125
mm de altura e preenchidos com 50 cm® de substra-
to) e irrigadas diariamente. A massa fresca das plan-
tas (g), o nimero médio de raizes, a altura da parte
aérea (cm) e a sobrevivéncia das mudas (%) foram
avaliadas apos 14 dias de cultivo hidropdnico e apds
14 dias de cultivo em substrato (282 dia).

0 delineamento experimental utilizado foi intei-
ramente casualisado com trés tratamentos e cinco
repeti¢des de cinco plantas. Os dados foram subme-
tidos a andlise de variancia e ao teste de comparagao
multipla de médias de Tukey ao nivel de 5% de pro-
babilidade de erro. Os dados oriundos de percenta-
gem foram transformados para arcoseno vx/100 e
os de contagem para Vx + 0,5. Os dados foram pro-
cessados com auxilio do programa computacional
GENES (CRUZ, 2001).

Resultados e discussao

A perda de 4gua pelas plantas e pelo meio de cul-
tura variou entre os tratamentos (Tabela 1), entre-
tanto a perda de agua do tratamento controle (ve-
dado com tampa de polipropileno) foi considerada
insignificante. A perda de dgua das plantas e dos
substratos (evapotranspiracdo) foi de 0,84 mL e
5,34 mL por dia nos frascos cobertos com filme PVC
e descobertos, respectivamente. A informacgio a res-
peito da perda de agua dos frascos de cultivo é de
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extrema relevancia para o sucesso da pré-aclimati-
zagdo com base na transpiracdo das plantas, simples-
mente por predizer a quantidade de 4gua que devera
ser adicionada aos frascos para evitar a desidratacdo
da planta e do meio de cultivo.

A remocdo da tampa do frasco sem adi¢do de
agua resultou na desidratacdo das plantas e do meio
de cultura em 24 h, o que consequentemente impe-
diu a sobrevivéncia das plantas (dados nio apresen-
tados). Entretanto, a remog¢do da tampa dos frascos
com adicdo de 4gua manteve as plantas e o meio de
cultura hidratados, o que permitiu que essas plantas
se mantivessem visualmente inalteradas. A perda de
agua favorecida pela remog¢ao da tampa do frasco foi
de 5,34 mL por dia, sendo 6,3 vezes mais que a ob-
servada no tratamento com filme PVC contendo 10
furos (Tabela 1).

Durante os trés primeiros dias de cultivo hidro-
ponico, observou-se que algumas plantas ja esta-
vam em processo de reidratacio, pois apresentaram
folhas dos apices sem murcha enquanto as demais
folhas estavam murchas. No quinto dia observou-se
que essas plantas estavam em processo de reidrata-
¢do, queima e secamento das extremidades distais
das folhas do apice, possivelmente pelo excesso de
umidade do substrato. Aos 12 dias a solu¢do nutriti-
va apresentou coloracdo esverdeada, possivelmen-
te pelo desenvolvimento de algas, o que promoveu

alteracdo do pH para um valor préximo a 5,0. Os trata-
mentos de pré-aclimatizacao indicam que a maior
evapotranspiracdo em condi¢des in vitro favorece
o percentual de sobrevivéncia das plantas (Tabe-
la 2), como encontrado nos frascos sem tampa. No
final do cultivo hidropdnico esse tratamento possi-
bilitou 90% de sobrevivéncia das plantas, sendo sig-
nificativamente superior ao tratamento com filme
PVC com 60% seguido pelo tratamento com tampa
com 40%.

Tabela 1 - Efeitos do tipo do fechamento do frasco na
perda de agua de plantas de Eucalyptus saligna
cultivadas in vitro e do meio de cultura em
fungao do tempo (horas)

Perda
Tipo de tampa® 24 h 48 h 72h  diaria
Filme de PVC 083mL 170mL  2,53mL 0,84 mL
com 10 furos
Sem tampa 540mL  1073mL 1583mL 534 mL

Legenda: * = Frascos de cultura mantidos em sala de crescimento com tempe-
ratura de 25 °C# 2, umidade relativa de 30 = 5% e fotoperiodo de 16
horas, sob lampadas fluorescentes brancas com intensidade luminosa
de 30 mMm?s2

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 2 - Caracteristicas de plantas micropropagadas de Eucalyptus saligna aclimatizadas in vitro por trés dias, cultiva-
das em hidroponia por 14 dias e em substrato Plantmax® HT por 14 dias

Caracteristica Frascos com tampa Frascos com 10 furos Frascos sem tampa CV (%)
Sobrevivéncia (%) 40,0 c* 60,0b 90,0 a 221
Massa fresca (g) 0,15¢ 0,21b 0,25a 6,7
Altura da PA (cm) 340a 3,70a 340a 5,7
Nuamero de raizes 5,22b 722 ab 7,75 a 19,3

Aos 14 dias de cultivo em substrato Plantmax® HT

Caracteristica Frascos com tampa Frascos com 10 furos Frascos sem tampa CV (%)
Sobrevivéncia (%) 40,0 ! 600b 90,0 a 22,1
Massa fresca (g) 0,30 b 0,35b 045a 10,8
Altura da PA (cm) 4,20a 420a 420a 5,6
Numero de raizes 6,67b 10,3 a 8,15 ab 74

Legenda: ! = Médias sequidas pela mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Apenas o cultivo hidropodnico de 14 dias das plan-
tas sem pré-aclimatiza¢do (controle) nao foi eficien-
te para a aclimatizacao de E. saligna, pois promoveu
apenas 40% de sobrevivéncia das mudas, porém em
bromélias da espécie Dyckia maritima foram obser-
vadas taxas de 80% de sobrevivéncia em 15 dias de
cultivo hidropénico (SILVA et al., 2007). No entanto, a
dificuldade que o E. saligna apresentou nessas condi-
¢des pode ser em funcdo de que suas folhas sao mui-
to tenras se comparadas com as folhas carnosas de D.
maritima. Além disso, plantas do género Dyckia apre-
sentam metabolismo CAM (CRAYN et al., 2004), o
qual é uma estratégia eficiente contra a desidratacao.

A altura da parte aérea nao apresentou diferencas
significativas. O maior nimero de raizes foi obtido
nas plantas pré-aclimatizadas em frascos sem tampa,
porém sem diferencgas significativas em relacdo aos
frascos cobertos com PVC (Tabela 2). O maior ndme-
ro de raizes observado para esse tratamento, ao final
do cultivo hidroponico, pode também ter favorecido
maior ganho de massa fresca em funcdo de permitir
maior absorc¢do de nutrientes da solugao.

A massa fresca das plantas pré-aclimatizadas em
frascos sem tampa foi quase o dobro da obtida nos
frascos com tampa, 0,25 g e 0,15 g, respectivamente
(Tabela 2). A maior perda de 4gua observada nes-
se tratamento pode ter favorecido maior transloca-
¢do nos tecidos durante as condic¢des ex vitro, além
de ter favorecido maior acumulagdo de cera epicu-
ticular e o funcionamento normal dos estdmatos
(HAZARIKA, 2003).

A taxa de sobrevivéncia das plantas ap6s 14 dias
de cultivo em substrato Plantmax® HT ndo foi alte-
rada, indicando que as plantas ja estavam aclimati-
zadas no fiml do periodo hidroponico. Entretanto, a
massa fresca permaneceu significativamente supe-
rior nas plantas pré-aclimatizadas em frascos sem
tampa. A altura da parte aérea também ndo demons-
trou diferencas significativas entre os tratamentos
durante esse periodo e o nimero de raizes apresen-
tou valores semelhantes aos encontrados no cultivo
hidropdnico (Tabela 2).

Apesar da espécie E. saligna nao tolerar excesso
de umidade, esses resultados sdo bastante interes-
santes, pois o excesso de umidade normalmente re-
duz o crescimento da planta, causando anaerobiose,
o que leva ao encarquilhamento, clorose, geotropis-
mo negativo das raizes, queima e secamento do dpice
(ALFENAS et al.,, 2004). O sistema hidroponico usado

nesse trabalho ndo possui sistema de aeragdo da so-
lucdo, consequentemente o uso de areia com granu-
lometria superior a que foi usada nesse experimen-
to poderia permitir maior taxa de sobrevivéncia das
mudas, gracas ao fato de permitir maior aeragao. Du-
rante a aclimatizagao em hidroponia de Dyckia mari-
tima foi observado que o substrato influencia a taxa
de sobrevivéncia das mudas e que substratos que
permitem maior aeracdo promovem maiores indices
de sobrevivéncia (SILVA et al,, 2007).

A pré-aclimatizagdo em frascos sem tampa possi-
bilitou maior rustificacdo nas mudas, o que refletiu
na sobrevivéncia ex vitro e no ganho de massa fresca
(Tabela 2). Processos de pré-aclimatizacdo que per-
mitam desenvolver mudas mais adaptadas para con-
di¢des ex vitro sdo extremamente importantes, em
razdo de que diferentes clones de uma mesma espé-
cie apresentam taxas diferentes de sobrevivéncia du-
rante a aclimatizacdo (ROGALSKI et al., 2003). Essas
diferencas entre clones podem resultar em diferen-
tes taxas de sobrevivéncia das mudas em um mes-
mo protocolo de aclimatizagdo. Contudo, processos
de pré-aclimatizacdo podem elevar as taxas de sobre-
vivéncia para clones que apresentam dificuldade de
serem aclimatizados.

Conclusoes

A aclimatizacdo ex vitro realizada somente por
meio da hidroponia ndo é suficiente para promover
altas taxas de sobrevivéncia de plantas de Eucalyptus
saligna, porém se torna bastante eficiente quando
combinada com uma prévia pré-aclimatizacao feita
por meio da remocao da tampa do frasco por trés
dias e com adicdo de agua.
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