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Resumo
O objetivo deste trabalho foi testar a desinfestagéneios de cultura para o estabelecimentitro de
segmentos nodais déquidambar styraciflua L. Os explantes foram coletados de minicepas gaujss
pelo processo de estaquia e manejadas em minijaidimal sob sistema semi-hidropbénico em leito de
areia. O experimento foi conduzido em delineamenteiramente casualizado no arranjo fatorial
(3x2x2), sendo os fatores constituidos por trésedolL 26, L 35 e L 63), duas metodologias de
desinfestacéo (Al - hipoclorito de sddio (NaOClyamhte 10 minutos a 2,5% v/v de cloro ativo e A2 -
explantes mergulhados durante 40 minutos em solag¢@mse ddenomyl a 1% p/v) e dois meios de
cultura (WPM e MS), com quatro repeti¢cBes. Os dam@o diferiram em relagdo a assepsia e meio de
cultura, obtendo-se média de 4% de explantes setgocontaminagdo. Contudo, cerca de 80% dos
explantes apresentaram contaminacédo bacteriariearidd a necessidade do desenvolvimento de um
protocolo de desinfestagdo mais eficiente. Eml@mraam ocorrido poucas diferencas entre os meios de
cultura testados, o meio de cultura MS apresentperioridade em relagdo ao WPM para a maioria das
caracteristicas morfolégicas estudadas.
Palavras-chave: Micropropagacao; assepsia; contaminagéo bacterdpoclorito de sddidyenomyl.

Abstract
Disinfestation and culture medium for the in vitro establishment of Liquidambar styraciflua nodal
segments. The objective of this research was to test tHaum medium sterilization for thim vitro
establishment oLiquidambar styraciflua L. nodal segments. Ministumps, from which the arpd
were collected, were propagated by cutting proe@ssmanaged in clonal mini garden under semi-
hydroponic system in a sand bed. The experimentcaaducted in a completely randomized design
under factorial arrangement (3x2x2); the factorsewehree clones (L 26, L 35 and L 63), two
sterilization methods (A1l - sodium hypochlorite5@. v/v of active chlorine) during 10 minutes; A2 -
explants immersed during 40 minutes in a solutibemomyl 1% w/v) and two culture mediums
(WPM and MS), with four replications. The cloned diot differ in relation to the asepsis and culture
medium. In average, 4% of the explants were freeomtamination. However, almost 80% of the
material presented bacterial contamination, whalicated the necessity of developing a more
efficient sterilization protocol. Although only #@tle difference between the culture mediums had
been observed, the MS medium showed superioritglation to the WPM regarding the majority of
the morphological characteristics studied.
Keywords: Micropropagation; asepsis; bacterial contamimgtgmdium hypochloritehenomyl.

INTRODUGAO

O liguidambar iquidambar styraciflua L.), pertencente a familia Hamamelidaceae e catheo
termo inglés como sweetgum (McCARTER; HUGHES, 1984)ma espécie folhosa, monoica, autoestéril
(SCHMITT; PERRY, 1964; WILCOX, 1967). E originadas Américas do Norte e Central, distribuindo-se
desde a latitude 41° N até 13° N. No México e Ao@&fCentral, ocorre mais frequentemente em regifes

FLORESTA, Curitiba, PR, v. 40, n. 3, p. 541-554, jul./$$110.

Brondani, G. Eet al. 541



montanhosas, com altitudes compreendidas entren990.600 m, particularmente ao longo de rios. &less
local, forma arvores que chegam a 45 m de altsperiores a 1,0 m de DAP (didmetro acima do peito)
apresentando-se com caules retos, ramificacdo degepa fina (McCARTER; HUGHES, 1984). Sua
reproducdo se da principalmente por rebrotos dmsapodendo ocorrer também através de sementes
(MUNOZ, 1992) e por reproducido assexuada (WENDLENE., 2010).

Uma importante caracteristica dessa espécie éazidape de se desenvolver em solos Umidos
(SHIMIZU; SPIR, 2004). Além disso, apresenta rapidescimento, cuja madeira, de elevada qualidade,
pode ser empregada na industria madeireira (GURGERRIDO et al., 1997; SHIMIZU; SPIR, 2002),
na fabricacdo de méveis, chapas, gabinetes, rma de interiores, pisos, laminados, compensados,
aglomerados, embalagens e barris (McCARTER; HUGHE84). A espécie produz terebentina, que é
utiizada para a fabricacdo de perfumes e adestvogsada na indulstria do tabaco e produtos
farmacéuticos, existindo plantagdes com fins ormdaie e outras para fins produtivos (MUNOZ, 1992;
DAl et al., 2004), perfazendo multiusos.

O liquidambar tem sido avaliado em alguns paisggsantando potencial madeireiro no Brasil,
Zimbabue e Africa do Sul (McCARTER; HUGHES, 1988himizu; Spir (1999) salientam que a espécie
apresenta-se como alternativa potencial para ¢ ssdeireiro, dada a sua capacidade de adaptacéo e
crescimento no Brasil. Gurgel Garridbal. (1997), trabalhando em Paraguacu Paulista (®9Rg|wram
gue a producdo de madeira ldguidambar styraciflua pode ser comparavel a alcangada por algumas
espécies dos génerBmus e Eucalyptus. Shimizu; Spir (2004), avaliando a produtividadendadeira de
liquidambar em Quedas do Iguagu (PR), concluiram egsa espécie constitui uma valiosa alternativa
para reflorestamento no sudoeste do Paran4, caitpidade de madeira em torno de 40 m3.laad".

Diante do potencial de aplicacdo da espécie na fletestal brasileiro, surge a necessidade de
se desenvolverem protocolos de multiplicacdo détimrs superiores selecionados, visando aprimorar o
melhoramento genético da espécie para futuros amag de plantios florestais. Entre as técnicas
biotecnolégicas de multiplicagcdo massal, a culideaecidos tém sido empregada em diferentes formas
para a clonagem de cultivares superiores de plas¢sslo geralmente utilizada em algumas etapas do
melhoramento, ndo necessariamente no desenvolvinténgto de novos cultivares (FERREIRAal.,
1998). Entre as varias técnicas, a micropropagéagiaplicacdo mais pratica da cultura de tecidosie
maior impacto no que se refere a multiplicacao sjgeies arboreas madeireiras (HARTMANNa .,
2002; NEHRAet al., 2005; BUZZYet al., 2007).

Contudo, a fase de estabelecimento de explantesiro é sempre uma etapa complexa na
micropropagacdo de arvores, em razdo dos altogsnfiee contaminacdo dos tecidos, inclusive por
bactérias enddgenas, as quais sao dificeis ddisgnaglas (NIEDZ; BAUSHER, 2002; WATTEt al.,
2003). A desinfestacdo € realizada assepticamentecamara de fluxo laminar (GEORGE, 1993;
ALFENAS, 2004), e a dificuldade maior nessa etagmide em se obter tecido descontaminado sem
conduzi-lo a morte quando isolado (SOUZA; JUNGHAIZ806; BRONDANIet al., 2009).

Varios séo os fatores que afetam a obtengao deéaplanpartir da culturan vitro, entre eles a
oxidacao fendlica, a contaminacdo de material prieveée do campo e a composi¢cdo do meio de cultura
(CARVALHO et al., 1990). Muitas substancias com ac¢do germicidautiivadas para a desinfestacéo
dos explantes e, juntamente com o etanol, o clar@rdncipio ativo mais utilizado, em geral na faerde
hipoclorito de sddio (NaOCI), sendo facilmente ericado em formula¢des comerciais de dgua sanitaria.
As concentracBes mais comuns variam de 0,5 a 2,0&ode ativo, e o tratamento geralmente dura até
40 minutos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Adicionalente, para a eliminacdo de fungos, o
principio ativobenomyl pode ser utilizado em cultuia vitro, para evitar a contaminacdo do meio
nutritivo e dos tecidos vegetais (FLORESal., 1999; SILVAet al., 1999; SALGADOet al., 2001;
WATT etal., 2003).

Além disso, o meio de cultura deve suprir teciddsgéios vegetativos com nutrientes essenciais
ao crescimento, quando cultivados em condigdestro. Basicamente, o0 meio de cultura ndo fornece
apenas macro e micronutrientes, também pode st @@ncarboidratos, geralmente representados pela
sacarose. Adicionalmente, visando o maior cresdimpemcluem-se compostos orgénicos, como
vitaminas, aminoacidos e reguladores de crescimétiém as concentracfes desses compostos irdo
depender das respostas dos diversos materiaisgenétcondicdes ambientais.

Entre os primeiros relatos na literatura para dguibar, Sutter; Barker (1985) estabeleceram
brotacdes apicais (1 a 1,5 cm de comprimento) d&eés de um ano de idade, mantidas em condigfes de
casa de vegetacao, ao exporem os explantes ddfantnutos em 0,1% de NaOCI (0,1% de Tween 20),
seguido de quatro lavagens com agua destiladanRecente, estudos de embriogénese somatica com a
espécie pura e alguns de seus hibridos foram éstatms via origem seminal (MERKLE; BATTLE,
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2000; VENDRAME €t al., 2001; DAl et al., 2004), porém estudos de micropropagacao visando
estabelecimento de segmentos nodais a partir dgateesie genotipos selecionados em campo sao
€scassos.

Com base no exposto, o presente trabalho teve obietivo avaliar diferentes metodologias de
desinfestacdo e meios de cultura, para o estabveetin vitro de segmentos nodais de trés clones de
Liquidambar styraciflua L., provenientes de minijardim clonal manejado é&tesa semi-hidrop6énico.

MATERIAL E METODOS

Origem das brota¢des e manejo das minicepas

O experimento foi instalado no ano de 2005, no Laidoio de Cultura de Tecidos Vegetais
pertencente & Embrapa Florestas, Colombo, PR. @rialatitilizado para a obtencéo dos explantes foi
proveniente de minicepas propagadas pela técnieatdguia convencional de arvores selecionadas, com
15 anos de idade, as quais foram identificadas do2®, L 35 e L 63. Mudas produzidas por estaquia e
com 120 dias de idade foram plantadas em sistematséroponico (100 minicepas:fy em canaletéo
com areia média, as quais, ap6és uma semana, tiverapice podado para inducdo de brotacfes para
formar as minicepas. O corte foi efetuado 15 crmadila brotacédo de cada estaca enraizada, tomando-se
0 cuidado de deixar, no minimo, um par de folhasamescentes por minicepa, para reduzir o estresse e
facilitar a iniciacdo da brotacdo posterior, confer metodologia descrita por Wendling (1999),
constituindo dessa forma o minijardim clonal.

As minicepas receberam diariamente nutrientes ptejamento a uma vazdo de 5 EnA
solucdo nutritiva foi composta por monoamoénio fasf0,04 g.[!), sulfato de magnésio (0,40 ).
nitrato de potassio (0,44 g%}, sulfato de aménio (0,31 g}, cloreto de célcio (0,79 g1, 4cido bérico
(2,88 mg."), sulfato de manganés (3,70 md)Lmolibdato de sédio (0,18 mg'), sulfato de zinco
(0,74 mg.LY) e hidroferro em pé (81,80 mg'). A cada troca de solugéo (realizada a cada én@ssas)
ou quando a condutividade elétrica da solucdo deesa tornava maior que 4,0 mSka 25 °C, foi
realizada irrigacdo com agua para lavar o excesssais, usando-se aproximadamente 11°L@npH
das solucgdes iniciais foi ajustado para 5,6 + dnde-se HCIl e NaOH (1 M).

Coleta e preparo dos explantes

Visando a desinfestacdo prévia dos explantes, misepas receberam pulverizacdo por sete dias

previamente a coleta das brotacdes, com fungicidatus D a 3 g.I* (p/v) (ALFENASet al., 2004).
As brotacdes utilizadas foram provenientes da guinteta (150 dias apds a poda do apice da minicepa
de trés clones identificados como L 26, L 35 e L&3acondicionadas em sacos de polietileno contendo
solugdo a 1% (v/v) de acido ascérbico, para miram processo oxidativo e a perda da turgescéncia
celular.

Em laboratério, as brota¢des foram lavadas com égitmizada, visando a remog¢éo superficial
de particulas e poeira dos tecidos. Os explantasnfeonstituidos de segmentos nodais com 2,0 cm de
comprimento e um par de gemas axilares sem assfollwtlo o equipamento utilizado foi desinfestado
com alcool etilico a 70% (v/v).

Desinfestacdo dos explantes

Em cémara de fluxo laminar, os explantes foram so®rem solucdo a 70% de alcool etilico
(v/v) por 15 segundos e enxaguados por duas vemesagua deionizada e autoclavada. Apods, 0s
explantes foram submetidos aos tratamentos assgptil - mergulhados em NaOCl| a 5% (v/v)
(aproximadamente 2,5% de cloro ativo) por 10 minugo#2 - mergulhados durante 40 minutos em
solucdo a base denomyl a 1% (p/v) como principio ativo. Finalmente, foranxaguados por trés vezes
com agua deionizada e autoclavada e inoculadosalenente em tubos de ensaio contendo os meios de
cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) e MS (MURASHIGEKOOG, 1962).

Condicdes de cultivo

Os explantes foram cultivados em sala de incubag#o temperatura do ar mantida a 25 °C
(x2 °C), com umidade relativa do ar variando emndode 50% e 60%, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade de radiacdo de 40 umdlsh, a partir de lampadas fluorescentes brancas fiasxplantes
permaneceram nessas condi¢6es por 30 dias.
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Preparo do meio de cultura de isolamento

Apo6s o preparo dos meios de cultura com &gua dmidaj foram ajustados os valores do pH
para 5,8 com HCl e NaOH (0,1 M), e entdo autoclagadtemperatura de 121 9C1(0 kgf.cnf) durante
20 minutos. Os meios de cultura foram distribuiglmstubos de ensaio cénicos (15 cm x 2 cm) contendo
10 ml do meio de isolamento na auséncia de regigdadie crescimento.

Variaveis-resposta

Ao final do experimento, 30 dias ap6s a inoculagd@jiaram-se a sobrevivéncia em relacao a
contaminacdo fungica e bacteriana e a oxidacdo. lpfantes que nao apresentaram contaminacao
fungica e oxidacdo, foram mensuradas a producdnadsa fresca das brotagées em balanga de preciséo
(0,001 g), o comprimento médio de broto e o nimaeofolhas emitidas. Consideraram-se como
explantes sadios somente 0s segmentos nodais qagresentaram fonte de contaminagéo e oxidagéo.

Dos explantes que ndo apresentaram oxidacdo enuoatgiio fungica, foram mensuradas as
caracteristicas da massa fresca das brotacdes @MB)nprimento médio de brotos (CMB), o nimero de
folhas emitidas (NF) e o nimero de brotacdes (NB).

Delineamento e analise estatistica

O experimento foi conduzido em delineamento inteeate casualizado no arranjo trifatorial
(3x2x2), sendo os fatores constituidos por trésedald.. styraciflua L., duas assepsias e dois meios de
cultura, perfazendo um total de 12 tratamentos qoatro repeticdes e 10 explantes para compor as
unidades experimentais de cada repeticao.

Inicialmente, os dados foram submetidos ao testeildefors (p<0,05), a fim de verificar a
condicdo de normalidade da distribuicdo dos dadpsm seguida, procedeu-se a andlise de variancia
(p<0,01 ep<0,05). As médias obtidas das varidveis que api@sen significancia foram comparadas
pelo teste de Tukey€0,05). Utilizou-se o pacote estatistico SOC (EMBRA 1990) para a realizagao
dos procedimentos estatisticos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados da andlise de varidnc# gsacaracteristicas mensuradas, pode-se
observar que ndo existiu interacdo entre clonespas® e meio de cultura para as variaveis-resposta
referentes a porcentagem de contaminacao fuangidezacieriana, porcentagem de oxidacédo e explantes
sadios aos 30 dias ap0s a inoculagéo (Tabela 1).

Tabela 1. Resultado da andlise de variancia ppracentagem de contaminagéo flungica (F), bacteriana
(B), oxidacéo (O) e explantes sadios (S).dgyraciflua em funcdo dos tratamentos testados.
Table 1. Result of variance analysis for the petag of fungical (F) and bacterial (B) contaminatio
oxidation (O) and healthy explants (S)Lofstyraciflua in function of tested treatments.
Quadrados médios

Causas da

oa GL E® B® ow s®

variacdo
(%) -

Clone (CI) 2 0,057% 0,0141™ 0,0327* 0,0391™
Assepsia (As) 1 0,245 0,0793* 0,0403* 0,0223*
Meio (Me) 1 0,0087 0,0042* 0,0403* 0,0223*
Cl*As 2 0,1421* 0,0831™ 0,0173* 0,0391™
Cl *Me 2 0,00986* 0,0058"* 0,0403* 0,0056™
As *Me 1 0,0589* 0,0042* 0,0026™ 0,0223*
CI* As * Me 2 0,0479¢ 0,0331™ 0,0026™ 0,0726"
Residuo 36 0,1307 0,0338 0,0327 0,0484
Média - 14,00 80,00 2,00 4,00
CVeyp (%) - 34,58 8,70 23,85 26,99

"Svalor de F ndo significativo ao nivel de 5% de philidade de errd” dados transformados par0,5f° pelo teste de Lilliefors
ao nivel de 5% de probabilidade de emojado amostrado; GL: graus de liberdade&\¢oeficiente de variagdo experimental.
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Uma possivel explicagdo para o efeito ndo sigrifiosentre os clones L 26, L 35 e L 63 pode
ser inferida quanto a homogeneidade entre os ragtetbnais, visto que as plantas-matrizes (mirdsgp
foram manejadas nas mesmas condi¢cdes de minijactmal, as quais, segundo diversos autores
(HIGASHI et al., 2000; WENDLING; XAVIER, 2003; ALFENASt al., 2004; MAFIA et al., 2005;
BRONDANI et al., 2009) estdo relacionadas ao maior controle artddjefitopatolégico, hidrico e
nutricional das minicepas, bem como a maior unifdatie das miniestacas produzidas e a menor
variacéo sazonal.

Provavelmente, essas condicdes de manejo interagilauiram respostas semelhantes aos
clones, ndo sendo detectada diferenca significgtela andlise de variancia, em relagdo tanto & font
contaminante quanto aos explantes estabelecides. rEsultado assemelha-se ao relatado por R#cha
al. (2007), que, durante o estabeleciméntgitro de segmentos nodais de porta-enxerto de pessegueir
cv. Tsukuba, ndo verificaram efeito significativo cheio de cultura em relacdo a fonte contaminante e
aos explantes estabelecidos. Em outro estudo, Broetdal. (2009) também néo verificaram diferenca
significativa entre clone e assepsia para 0 esteine¢ntoin vitro de segmentos nodais provenientes de
minicepas deEucalyptus benthamii x E. dunnii manejadas em condi¢cdes de minijardim clonal, sendo
recomendada a concentracdo de 0,5% de cloro atracapdesinfestacao dos explantes.

Em termos gerais, obteve-se média de 4% de explastabelecidos, independentemente do
clone, assepsia e meio de cultura (Tabela 1). Aacginacdo flngica e a taxa de explantes oxidados
foram reduzidas, com valores médios de 14% e 2%.,ectspmente, o que denota eficiéncia e
viabilidade das assepsias testadas (Al e A2) pammnitrole dessas fontes contaminantes, ao se
introduziremin vitro segmentos nodais de styraciflua provenientes de minijardim clonal manejado em
sistema semi-hidrop6nico. Contudo, independentesndattratamento aplicado, os clones apresentaram
elevada porcentagem de contaminagdo bacterianapeatia geral de 80%, sendo essa a principal fonte
de contaminacéo. Esse fato indica a necessidadeie prudéncia no controle asséptico utilizadsao
trabalhar com essa fonte de material (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios para a porcentagem damamicao fangica (F), bacteriana (B), oxidacao (O)
e explantes sadios (S) Hestyraciflua em funcdo dos tratamentos testados.

Table 2. Mean values to the percentage of fundi€pbnd bacterial (B) contamination, oxidation (O)
and healthy explants (S) bf styraciflua in function of tested treatments.

] ] E () BV o s(1)
Clone Assepsia  Meio de cultura %)

Al WPM 15,0 £ 0,50 75,0 £ 0,50 0,0 £0,00 10,0 £ 0,58
MS 20,0 + 0,82 75,0 £ 0,50 0,0 +£0,00 5,0 £0,50
L 26 A2 WPM 15,0 £ 0,96 80,0 +1,15 0,0 £0,00 5,0£0,56
MS 15,0 £ 0,50 80,0 + 0,82 0,0 £0,00 5,0 £0,45

Média 16,25 77,50 0,00 6,25
Al WPM 15,0 £ 0,96 80,0 + 0,82 0,0 £0,00 5,0 £0,50
MS 5,0+0,65 85,0 + 0,96 5,0+0,50 5,0 £0,50
L35 A2 WPM 15,0 £ 0,96 85,0 + 0,96 0,0 £0,00 0,0 £0,00
MS 25,0+ 1,50 70,0 £ 1,00 10,0 +1,00 0,0 +£0,00

Média 15,00 80,00 3,75 2,50
Al WPM 5,0+0,55 95,0 + 0,50 0,0 £0,00 0,0 £0,00
MS 5,0+0,50 90,0 + 0,58 0,0 £0,00 5,0 £0,50
L 63 A2 WPM 15,0 £ 0,50 70,0 £0,58 5,0£0,50 10,0 £ 0,58
MS 20,0 + 0,82 75,0 £ 0,50 5,0 £0,50 0,0 £0,00

Média 11,25 82,50 2,50 3,75

Al: explantes mergulhados em NaOCI (5% v/v) pomiButos; A2: explantes mergulhados durante 40 rogat solucéo a base
debenomyl (1% p/v).*)dados apresentados como média + desvio padréo.

Taxas elevadas de contaminacao bacteriandtro sdo comumente encontradas em espécies
lenhosas (GEORGE, 1993), como as registradal enparaguariensis (BERNASCONI et al., 1996) e
Mangifera indica (CORDEIROEet al., 2002),as quais séo dificeis de se estabelecer quanderpentes
do campo. Para se obter maior éxito no estabelatimam condi¢deimn vitro de L. styraciflua, outros
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tratamentos assépticos deverao ser testados, bamtqms de explantes a partir de meristemas apicai
terminais e/ou axilares, como os estudados por; Eagtes (2002), que obtiveram até 92,9% de
estabelecimentm vitro dePyrus spp. a partir de isolamento de meristemas apicais.

Embora ndo tenha ocorrido diferenca significativa relacdo aos explantes sadios, assepsia e
meio de cultura (Tabela 1), pode-se verificar gsi€lones L 26 e L 63 apresentaram 10% de explantes
isentos de contaminacdo em meio de cultura WPNpemiwamente, ao se utilizarem as assepsias Al e
A2 (Tabela 2). Ja para o clone L 35, obtiveramt&es8 de explantes isentos de contaminag¢édo quando se
utilizou a assepsia Al, independentemente do neeutiura.

Apesar dos valores terem sido baixos, os matesigsin estabelecidos apresentaram-se aptos
para o cultivo na fase subsequente de multiplicaddogemas. Embora ndo tenha sido constatada
diferenca significativa, observa-se que a assepfiaapresentou tendéncia de aumentar a taxa de
oxidacdo para os clones L 35 e L 63, sendo queedsite ndo ocorreu para o clone L 26, o qual ndo
apresentou taxa de oxidacdo. Além disso, a ass&psapresentou tendéncia de ser mais eficientetquan
a eliminacdo da contaminacdo flngica em relacdo2a(Pabela 2), corroborando os resultados
encontrados por Watdt al. (2003).

Existiu interacdo entre os fatores clone e meiouleira para as caracteristicas da massa fresca
das brotacdes (MB)€0,05), comprimento médio de brotos (CMPBxQ,05) e nimero de folhas (NF)
(p<0,01) (Tabela 3). Pode-se observar que o tratanmasseptico também influenciou a Mi<0,01).

A interacdo entre os fatores assepsia e meio dwmraufoi observada apenas para as
caracteristicas do numero de folhas por explante) (#<0,01). Além disso, os clones diferiram
significativamente{<0,05) quanto a essa variavel (Tabela 3).

O numero de brotacdes emitidas por explante (NB) vériou em funcdo dos tratamentos
testados, apresentando valor médio de 1,13 brotosxplante aos 30 dias ap6s a inoculagdo (Tabela 3

Tabela 3. Resultado da andlise de variancia paam@&teristicas da massa fresca da brotagao (MB),
comprimento médio de brotos (CMB), nimero de folfidB) e numero de brotos (NB) por
explante de.. styraciflua em funcéo dos tratamentos testados.

Table 3. Result of variance analysis to the charatics: fresh weight of shoots (MB), medium léngt
of buds (CMB), leaves number (NF) and shoots nunii&) per explants, of. styraciflua in
function of tested treatments.

Quadrados médios

\?;‘i‘;gésoda GL MB CMB NF NB (D
(mg.explante')  (cm.explante}) = ----eeeee- (explante?) ----------
Clone (Cl) 2 404,74 ** 0,0642* 3,7852 * 0,0005°
Assepsia (As) 1 572,01 ** 0,0009 0,1576™ 0,0001™
Meio (Me) 1 1954,58 ** 0,025% 0,5526™ 0,0030%
Cl* As 2 154,87¢ 0,1141™ 1,3090* 0,0007"
Cl*Me 2 283,98 * 0,2151 * 5,4952 ** 0,00086
As * Me 1 9,45"* 0,1484™ 7,4813 ** 0,0007¢
Cl * As * Me 2 118,63 0,0953" 1,7908* 0,0004*
Residuo 36 74,54 0,0431 0,7498 0,0012
Média - 43,01 0,72 4,02 1,13
CVeyp (%) - 20,07 28,96 21,52 10,19

"Svalor de F néo significativo ao nivel de 5% de philidade de erro. * e ** valor de F significatiam nivel de 5% e 1% de
probabilidade de erro, respectivamehtédados transformados pav10)°° pelo teste de Lilliefors ao nivel de 5% de probiddile
de erron: dado amostrado; GL: graus de liberdadeg\Coeficiente de variagdo experimental.

O tratamento asséptico com hipoclorito de sodio ¥B#durante 10 minutos (Al) apresentou o
maior valor médio para a massa fresca das brotagdidislas, a qual correspondeu a 47 mg por explante
diferindo significativamente do tratamento com esip@o dos explantes em principio atikenomyl
(1% p/v) durante 40 minutos (A2), o qual correspmnd 39,6 mg (Tabela 4).

Embora em outras condi¢cdes de trabalho, Brondaal. (2007) também constataram efeito
positivo ao submeterem segmentos nodaisudal yptus benthamii x E. dunni de 1,5 cm de comprimento
a concentracdes de hipoclorito de sodio (NaOClamher 10 minutos, previamente a inoculagéuitro.
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Ao final de 21 dias de estabelecimento, os auteeeficaram que as concentragfes situadas entra 1,0
1,5% de NaOCI resultaram no maior valor médio datahdes, cerca de 1 cm por explante, sendo
constatada resposta quadratica.

Tabela 4. Valores médios para a massa fresca debes (MB) por explante de styraciflua aos 30
dias apés a inoculacéo.
Table 4. Mean value of fresh weight of shoots (M) explant olL. styraciflua at 30 days after the

inoculation.
. Massa fresca das brotacBes
Assepsia a1
(mg.explante’)
Al 46,5 a
A2 39,6 b

Médias seguidas por mesma letra n&o diferem sigtifiamente pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro. Al: explantes mergldhaem NaOCI (5% v/v) por 10 minutos;
A2: explantes mergulhados durante 40 minutos eat&ola base denomyl (1% p/v).

Efeitos positivos do hipoclorito de sédio quandbticago em baixas concentragdes para assepsia
de meios de cultura foram observados por Ribei®0gp, o qual relatou aumento do comprimento médio
de ramos em explantes Beacalyptus pellita, maior nUmero de brotacdes e maior peso de messzaf
paraAnanas comosus e maior formacgédo de ramos p&sguoia sempervirens. O autor sugere que o cloro
na presenca de compostos organicos contidos no aeedultura pode formar substancias cloradas que
ficam retidas no meio nutritivo, sendo que alguessés compostos podem ser responsaveis por efeitos
benéficos ao crescimenitovitro, contudo eles ainda néo foram identificados.

Esses resultados sugerem que o hipoclorito de ,séldim de apresentar efeitos na assepsia em
cultivo in vitro, como a eliminagdo superficial de patégenos, tampéde favorecer o crescimento dos
explantes quando aplicado em determinadas conc¢éasa formas de aplicacdo, considerando as suas
propriedades oxidantes. Sabe-se que o cloro (G @€lemento essencial ao desenvolvimento vegetal,
atuando na fotossintese (TAIZ; ZEIGER, 2004), bema podendo afetar o potencial osmético da planta
(HECKMAN, 1995). Contudo os efeitos benéficos e matk acdo do NaOCI no cultiva vitro de
vegetais ndo estdo bem elucidados, sendo focdytaras estudos a serem desenvolvidos.

Quando os explantes do clone L 26 foram cultivastosmeio de cultura MS, foi observado o
maior valor médio da massa fresca da brotacdo gplarte, a qual foi de 59,6 mg, diferindo
significativamente do meio de cultura WPM, que apngéou valor médio para massa fresca de 38,1 mg
por brotacdo emitida para cada explante. Esseogfeisitivo na massa fresca da brotacao, quando os
explantes dd.. styraciflua foram cultivados em meio de cultura MS, corresgond um acréscimo de
36% em comparacéo ao observado no meio de culted.W

Os demais clones, L 35 e L 63, ndo diferiram sigaiivamente em relacdo a massa fresca da
brotacéo ao variar o meio de cultivo. Contudo, goam meio de cultura utilizado foi o MS, o clon@t
diferiu significativamente dos clones L 35 e L &3sa diferenca entre os clones ndo ocorreu quando o
meio de cultura foi o WPM, apresentando valor méldic86,7 mg, independentemente do clone avaliado
(Figura 1a).

Em relacdo ao comprimento médio da brotacdo empida explante aos 30 dias apo6s a
inoculacdo, ndo foi observada diferenca signifigatentre os clones ao variar o meio de cultura,
apresentando valor médio de 0,72 cm por explaotén®, quando o meio de cultura foi o0 MS, observou-
se efeito superior do clone L 26 em relacdo aosaderiones avaliados, apresentando o maior valor
médio do comprimento da brotacdo emitida por explam qual correspondeu a cerca de 1 cm. Cabe
ressaltar que esse efeito ndo ocorreu quando danga® foram cultivados em meio de cultura WPM
(Figura 1b).

O ndmero de folhas variou significativamente emseclones quando o meio de cultura foi o
WPM, sendo que os clones L 35 e L 63, ambos cormnacde 5 folhas por explante, diferiram
significativamente do clone L 26, com cerca de [Ba®. Esse efeito ndo ocorreu quando o meio de
cultura foi o MS. N&o existiu diferenca significatido nimero de folhas emitidas por explante ao se
comparar o mesmo clone em relacdo aos demais aeiagtura (Figura 1c).
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Segundo Hartmanmt al. (2002) e George (1993), cada material genéticte pesponder
diferentemente a técnica de propagacgdo vegetatasamais variadas formas de aplicacdo e condigdes.
Essa afirmacéo esta de acordo com o presente eammde comparar o clone L 26 em relagdo aos clones
L35 e L 63, que apresentaram diferente padrdo decienento em relacdo a massa da brotacéo,
comprimento médio da brotacdo e nimero de folhedependentemente do meio nutritivo avaliado.
Porém o efeito superior do clone L 26 aos demaised também foi condicionado ao meio de cultura,
sendo mais pronunciado ao ser cultivado em memullera MS.

Diversos efeitos sé@o relatados no estabelecimantatro de tecidos vegetativos lenhosos
guando provenientes de matrizes manejadas em @asdig vitro. O meio de cultivo MS é o mais
comumente empregado, sendo muito frequentemenigideda concentracéo total de seus componentes.

Merkle; Battle (2000) estabeleceram, em meio daulMS, explantes provenientes de gemas
florais de arvores de. styraciflua com 20 anos de idade. Joshal. (2003), pard&ucalyptus tereticornis
x E. grandis, e Bishtet al. (1999), pareE. tereticornis x E. camaldulensis, também estabeleceram

segmentos nodais em meio MS.

NN L26 E=L35 [MMLe3 Y L26 E L35 [ L63
Ab Aa
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Figura 1. Valores médios da) massa fresca das brota¢des (MB),comprimento da brotagéo (CMB)

e (c) numero de folhas (NF) por explante dos clones L1285 e L 63 dd.. styraciflua em
funcdo dos meios nutritivos testados. Médias seguibr uma mesma letra maidscula entre o
mesmo clone nos diferentes meios de cultura esletiadsculas entre os clones dentro do
mesmo meio de cultura ndo diferem significativaragrglo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Figure 1. Mean value ofa) fresh weight of shoots (MB)b) shoots length (CMB) angc) leaves
number (NF) per explant df. styraciflua L 26, L 35 and L 63 clones, in function of tested
culture mediums. Means followed by the same upgeréetter to the same clone in different
culture mediums and lower case letter between slanéhe same culture medium do not differ

statistically by Tukey test at 5% of error probapilevel.
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Coutoet al. (2004) recomendam o uso do meio de cultura M8zidd a 50% da concentragéo
total dos seus componentes para o estabelecimentorth-enxerto dBrunus sp., resultando em maior
namero de brotacBes emitidas por explante, bem aod@gemas.

Brondani (2008) estabeleceu segmentos nodai&.dsenthamii x E. dunnii em meio MS,
sugerindo um periodo minimo de 21 dias para tabgrbtendo-se cerca de 2 brotacdes emitidas por
explante, contendo 5 folhas e cerca de 1 cm de Gor@pto. Em outras condi¢des de trabalho, Brondani
et al. (2007) estabeleceram o mesmo material genéticanein de cultura JADS e MS, contudo néo
observaram diferenca significativa em relacdo anerd de brotacfes formadas por explante e da massa
fresca da brotacao por explante, aos 35 dias ap@salacao.

Em relagéo ao efeito do meio nutritivo e assepsdiados, observou-se variagdo somente para o
nimero de folhas emitidas (NF) por explante. Adisaao meio de cultura MS independentemente do
WPM, observa-se que nado existiu diferenca signifisapara o NF. Porém, quando foi utilizado o
tratamento com principio ativieenomyl, os explantes cultivados em meio WPM apresentaramaior
valor médio, cerca de 5 folhas por explante, difiwisignificativamente do MS, o qual apresentogaer
de 4 folhas por explante. Essa diferenca ndo acamwando o tratamento asséptico foi conduzido com
hipoclorito de sédio (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios do nimero de folhas (MF)egplante dé. styraciflua em funcao dos meios
nutritivos testados e assepsia.

Table 5. Mean values to the leaves number (NFepplant ofL. styraciflua in function of the nutritive
medium tested and asepsis.

Meio de cultura

Assepsia

MS WPM
Al 4,3 Aa 3,7 Aa
A2 3,6 Ba 4,6 Aa

Nas linhas, médias seguidas por mesma letra méd@jsewnas colunas, médias seguidas por
mesma letra mindscula nédo diferem significativaraeuelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Al: explantes mergulhadosNa®Cl (5% v/v) por 10 minutos; A2:
explantes mergulhados durante 40 minutos em soku@ase deenomyl (1% p/v).

Efeitos positivos ddenomyl ao crescimento de tecidos vegetativos sdo apeskEnpor Flores
et al. (2006), os quais verificaram que as solu¢Besecmiat fungicidadbenomyl, alcool etilico, hipoclorito
de sddio e bicloreto de mercurio foram eficazes adesinfestacdo e regeneracdo de pl&faita
tuberosa a partir de segmentos nodais, resultando em mai@ de multiplicacdan vitro quando
comparada a dos explantes apicais. Salghdb. (2001) observaram que somente os tratamentos com
benomyl aumentaram a quantidade de matéria verde de eglah¢a crisantemo Diendranthema
morifolium). Esses trabalhos expressam o efeito positivbedomyl para a desinfestagdo de explantes,
bem como relatam aumento do crescimento de tecwgetativos, a semelhanca dos resultados
observados no presente estudo.

Porém o hipoclorito de s6dio € um dos produtos nimsn sucedidos em termos de
aplicabilidade e eficiéncia para desinfestacdoxgéaates no cultivan vitro de tecidos vegetais. Ribeis
al. (2005) verificaram que o tratamento de imersécselmgdo de NaOCI a 0,25%, durante 10 minutos,
foi satisfatério para a desinfestacdo de brotagidsais de peroba-ros@spidosperma polyneuron),
tendo em vista que esse tratamento proporcionoczaade 70% de sobrevivéncia. Vengadesaal.
(2003) estabeleceram segmentos nodai&odeia sinuata com variacdo de 3 a 4 cm de comprimento ao
desinfestarem em solucdo contendo 5,25% de hiptlde sodio durante 10 minutos. Sutter; Barker
(1985) definiram protocolo de estabelecimento abnmmierem brotacdes apicais de arvoresLde
styraciflua de um ano de idade durante 15 minutos em 0,1% @CNE@,1% de Tween 20), seguido de
quatro lavagens com agua destilada. A maior peagemt de sobrevivéncia de segmentos nodais de
macieira Malus domestica Borkh.) ocorreu com o uso de hipoclorito de s6&RIG; SCHUCH, 2003).

Em termos gerais, para o estabelecimémtotro de segmentos nodais Hestyraciflua, 0 meio
de cultura MS apresentou efeito superior para escteisticas morfoldgicas avaliadas em comparagéo
com o meio WPM, corroborando o0s resultados obses/apor Bassanet al. (2006) para o
estabelecimentdn vitro de Peltophorum dubium (Spreng.) Taub. Possivelmente, esses efeitos podem
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estar relacionados com a concentracdo dos elemeonssituintes empregados para a composigéo total
do meio de cultura, como sais e vitaminas, por @@nos quais diferem muito entre 0s meios nutgiv
avaliados. Em relacdo a assepsia utilizada, a fdstaigdo com hipoclorito de sédio mostrou-se mais
eficiente quando o meio de cultura foi o MS, além sbr facilmente empregada em termos de
aplicabilidade para a assepsia de segmentos nd#@iém outras formas de aplicacdo e tratamentos
deverdo ser testadas, tendo em vista a elevadancioaizdo bacteriana.

CONCLUSOES

* Os clones nao diferiram em funcao dos tratamergsépdicos e meios de cultura no estabelecimento
invitro de segmentos nodais.

e A assepsia com hipoclorito de sddio durante 10 fmB1§Al) promoveu maior massa fresca de
brotagdo e maior nimero de folhas por explante ero de cultura MS.

e O tratamento com principio ativeenomyl durante 40 minutos (A2) promoveu maior nimero de
folhas em meio de cultura WPM.

e« O meio de cultura MS é o0 mais indicado para o es&tabnentoin vitro de segmentos nodais de
Liquidambar styraciflua.

AGRADECIMENTOS
Ao CNPQ e Embrapa Florestas (CNPF), pelo apoioextido.
REFERENCIAS

ALFENAS, A. C.; ZAUZA, E. A. V.; MAFIA, R. G.; ASS$, T. F.Clonagem e doencas do eucalipto
Vicosa, MG: Editora UFV, 2004. 442 p.

BASSAN, J. S.; REINIGER, L. R. S.; ROCHA, B. H. GEVERO, C. R. P.; FLORES, A. V. Oxidac&o
fendlica, tipo de explante e meios de cultura rakedecimentan vitro de canafistulaRgltophorum
dubium (Spreng.) Taub.Ciéncia Florestal Santa Maria, v. 16, n. 4, p. 381-390, 2006.

BERNASCONI, N. K.; MROGINSKI, L. A.; SANSBERRO, R.; REY, H. Y. Micropropagacion de la yerba
mate (lex paraguariensis St. Hil.): efecto del tipo de explante en el eskadimiento de los cultivos vitro.
Phyton: International Journal of Experimental Botany, BueAges, v. 58, n. 1/2, p. 23-31, 1996.

BISHT, P.; SHARMA, V. K.; JOSHI, |.; KAPOOR, M. LMicropropagation of newly produced F1
hybrid of Eucalyptus (E. tereticornis Sm. xE. camaldulensis Dehn. Southern Formpilvae Genetica
Frankfurt, v. 48, n. 2, p. 104-108, 1999.

BRONDANI, G. E.Miniestaquia e micropropagac¢éo deEucalyptus benthamii Maiden & Cambage x
Eucalyptus dunnii Maiden. 188 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Rialjes Setor de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Parana, Curi2bag.

BRONDANI, G. E.; DUTRA, L. F.; GROSSI, F.; WENDLING.; HANSEL, F. A.; AZEVEDO, J. Hin
vitro establishment and multiplication of the hyb#micalyptus benthamii Maiden & Cambage .
dunnii Maiden. In: IUFRO - TREE BIOTECHNOLOGY. PROPAGATNO AND IN VITRO
MANIPULATION, 2007, Ponta Delgad#®roceedings..Ponta Delgada, Azores, Portugal, 2007. p. 15.

BRONDANI, G. E.; DUTRA, L. F.; GROSSI, F.; WENDLINGI.; HORNIG, J. Estabelecimento,
multiplicacdo e alongamenta vitro de Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage Eucalyptus dunnii
Maiden.Revista Arvore, Vigcosa, MG, v. 33, n. 1, p. 11-19, 2009.

BUZZY, N. S.; HERRERA, R. R.; AVALOS, R. M. G.; CAGH, J. R. K.; CORTES, J. M.; PACHECO,
L. C. G.; CANTO, A. FIGUEROA, F. Q.; VARGAS, V. M.. Advances in coffee tissue culture and its
practical applicationdn Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant Heidelberg, v. 43, n. 6, p.
507-520, 2007.

FLORESTA, Curitiba, PR, v. 40, n. 3, p. 541-554, jul./2&10.

550 Brondani, G. Eet al.



CARVALHO, D.; PINTO, J. E. B. P.; PASQUAL, M. Uscedungicida e antioxidantes em cultura “in
vitro” de segmentos nodais @icalyptus grandis Hill ex Maiden.Ciéncia e Pratica Lavras, v. 14, n. 1,
p. 97-106, 1990.

CORDEIRO, M. C. R,; CID, L. P. B.; PINTO, A. C. QGOMES, A. C.; ANDRADE, S. R. M;;
RAMOS, V. H. V. Ensaios preliminares para o estabelecimento de umrqiocolo de assepsia,
visando a micropropagacao de cultivares de mangueir Planaltina: Embrapa Cerrados, 2002. 20 p.
(Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento, 43).

COUTO, M.; BRAHM, R. U.; OLIVEIRA, R. P. Estabelegéentoin vitro de porta-enxertos derunus
sp.Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, v. 26, n. 3, p. 561-563, 2004.

DAl J.; VENDRAME, W. A.; MERKLE, S. A. Enhancindné productivity of hybrid yellow-poplar and
hybrid sweetgum embryogenic culturds. Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant
Heidelberg, v. 40, n. 4, p. 376-383, 2004.

EMPRESA BRASILEIRA DE PESQUISA AGROPECUARIA (EMBRAY. Programa SOC-Software
Cientifico: Versao 2.1. Campinas, 1990.

ERIG, A. C.; FORTES, G. R. L. Estabelecimento desjpa Pyrus spp.)in vitro a partir de meristemas e
gemasCiéncia Rural, Santa Maria, v. 32, n. 4, p. 577-582, 2002.

ERIG, A. C.; SCHUCH, M. W. Tipo de explante e coidr da contaminacdo e oxidacdo no
estabelecimentan vitro de plantas de macieiraMélus domestica Borkh.) cvs. Galaxy, Maxigala e
MastergalaRevista Brasileira de Agrociéncialavras, v. 9, n. 3, p. 221-227, 2003.

FERREIRA, M. E.; CALDAS, L. S.; PEREIRA, E. A. Apla¢Bes da cultura de tecidos no melhoramento
genético de plantas. In: TORRES, A. C.; CALDAS,3.; BUSO, J. A. (Ed.Cultura de tecidos e
transformagédo genética de plantasBrasilia, DF: EMBRAPA-SPI| / EMBRAPA-CNPH, 1998.21-43.

FLORES, R.; LESSA, A. O.; PETERS, J. A;; FORTES,RG.L. Efeito da sacarose e denomyl na
multiplicagdoin vitro da macieiraPesquisa Agropecuaria Brasileira Brasilia, DF, v. 34, n. 12, p.
2363-2368, 1999.

FLORES, R.; MALDANER, J.; NICOLOSO, F. T. Otimizag@a micropropagacao drfaffia tuberosa
(Spreng.) HickenCiéncia Rural, Santa Maria, v. 36, n. 3, p. 845-851, 2006.

GEORGE, E. FPlant propagation by tissue culture 2"ed. Edington: Exegetics, 1993. v. 1.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacédo.nt TORRES, A. C.; CALDAS, L. S;;
BUSO, J. A. (Eds.Lultura de tecidos e transformacédo genética de pléas. Brasilia, DF: EMBRAPA-
SPI/ EMBRAPA-CNPH, 1998. v. 1, p. 183-260.

GURGEL GARRIDO, L. M. A;; FARIA, H. H.; CRUZ, S. FPALOMO, M. Variabilidade genética de
caracteristicas silviculturais dequidambar styraciflua L. em teste de origens em Paraguacgu Paulista -
SP.Revista do Instituto Florestal S&o Paulo, v. 9, n. 2, p. 125-132. 1997.

HARTMANN, H. T.; KESTER, D. E.; DAVIES, JUNIOR. FT.; GENEVE, R. L.Plant propagation:
principles and practices™&d. New Jersey: Prentice-Hall, 2002. 880 p.

HECKMAN, J. R. Corn responses to chloride in maximyield researchAgronomy Journal, Madison,
v. 87, n. 3, p. 415-419, 1995.

HIGASHI, E. N.; SILVEIRA, R. L. V. A.; GONCALVES, AN. Propagacao vegetativa Hacalyptus:
principios basicos e a sua evolu¢do no Brasil.ck@ba: Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais
2000. 11 p. (Circular Técnica IPEF, 192).

JOSHI, I.; BISHT, P.; SHARMA, V. K.; UNIYAL, D. P.n vitro clonal propagation of mature
Eucalyptus F1 hybrid Eucalyptus tereticornis Sm. x E. grandis Hill ex. Maiden). Silvae Genetica
Berlim, v. 52, n. 3/4, p. 110-113, 2003.

FLORESTA, Curitiba, PR, v. 40, n. 3, p. 541-554, jul./$$110.

Brondani, G. Eet al. 551



LLOYD, G.; MCCOWN, B. Commercially-feasible micraggagation of mountain laureKalmia
latifolia, by use of shoot-tip cultur€ombined Proceedings of the International Plant Prpagators
Society, Carlisle, v. 30, p. 421-427, 1980.

MAFIA, R. G.; ALFENAS, A. C.; FERREIRA, E. M.; ZARELON, T. G.; SIQUEIRA, L. Crescimento
de mudas e produtividade de minijardins clonaisdealipto tratados com rizobactérias selecionadas.
Revista Arvore, Vicosa, MG, v. 29, n. 6, p. 843-851, 2005.

McCARTER, P. S.; HUGHES, C. Riquidambar styraciflua L. — a species of potential for the tropics.
Commonwealth Forestry Review Oxford, v. 63, n. 3, p. 207-216, Sep. 1984.

MERKLE, S. A.; BATTLE, P. J. Enhancement of embrgoig culture initiation from tissues of mature
sweetgum tree®lant Cell Reports Heidelberg, v. 19, n. 3, p. 268-273, 2000.

MURNOZ, V. L. Apuntes sobre algumas latifoliadasrdadeiras valiosas 3 — Liquidambaiduidambar
styraciflua L.). Ciéncia e Investigacion ForestalSantiago, v. 2, n. 6, p. 335-348, 1992.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for ragidowth and bioassays with tobacco tissue
cultures.Physiologia Plantarum Kopenhagen, v. 15, p. 473-497, 1962.

NEHRA, N. S.; BECWAR, M. R.; ROTTMANN, W. H.; PEARS\, L.; CHOWDHURY, K.; CHANG,
S.; WILDE, H. D.; KODRZYCKI, R. J.; ZHANG, C.; GAUS, K. C.; PARKS, D. W.; HINCHEE, M. A.
Invited review. Forest biotechnology: innovative thues, emerging opportunitiel Vitro Cellular
and Developmental Biology — PlantHeidelberg, v. 41, n. 6, p. 701-717, 2005.

NIEDZ, R. P.; BAUSHER, M. G. Control ah vitro contamination of explants from greenhouse- and
field-grown treesin Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant Heidelberg, v. 38, n. 5, p.
468-471, 2002.

RIBAS, L. L. F.; ZANETTE, F.; KULCHETSCKI, L.; GUERA, M. P. Micropropagacdo de
Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa) a partir de segmentos nodais de srjudanis.Revista Arvore,
Vicosa, MG, n. 4, p. 517-524, 2005.

RIBEIRO, J. M.Comparagdo entre as técnicas de esterilizagdo de io® de cultura de tecidos
vegetais com hipoclorito de sédio e por autoclavage 47 f. Tese (Doutorado em Producéo Vegetal) —
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuariasyddsidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro, Campos dos Goytacazes, 2006.

ROCHA, P. S. G.; SCHUCH, M. W.; BIANCHI, V. J.; FAGNELLO, J. C.; MISTURA, C. C.
Estabelecimentdn vitro de porta-enxerto de pessegueiro em diluicdes dm WS acrescido de
concentracdes de BABiosciencelournal, Uberlandia, v. 23, n. 4, p. 83-87, 2007.

SALGADO, S. M. L.; CUNHA, R. L.; NIELLA, G. R.; TEXEIRA, H.; PASQUAL, M. Efeito da
utilizacdo de TDZ denomyl na micropropagacéo do crisantenieeridranthema morifolium). Ciéncia e
Agrotecnologia Lavras, v. 25, n. 2, p. 274-280, 2001.

SCHMITT, D.; PERRY, T. O. Self-sterility in sweetguForest ScienceMaryland, v. 10, n. 3, p. 302-
305. 1964.

SHIMIZU, J. Y.; SPIR, I. H. Z. Avaliacdo de procedéas e progénies de liquidambar da América
Central, do México e dos Estados Unidos, em AguBoesil. Boletim de Pesquisa FlorestalColombo,
n. 39, p. 93-108, 1999.

SHIMIZU, J. Y.; SPIR, I. H. Z. Produtividade de ned de liquidambar de diferentes procedéncias em
Quedas do Iguacu, PRoletim de Pesquisa FlorestalColombo, n. 44, p. 3-12, 2002.

SHIMIZU, J. Y.; SPIR, I. H. Z. Produtividade de ne@rd de liquidambariquidambar styraciflua L.) de
diferentes procedéncias, em Quedas do IguacuRP®sta Arvore, Vicosa, MG, v. 28, n. 4, p. 487-491,
2004.

FLORESTA, Curitiba, PR, v. 40, n. 3, p. 541-554, jul./2&10.

552 Brondani, G. Eet al.



SILVA, A. C. F.; ROSA, C. R. E.,; MELO, I. S. Sentitbade de isolados d&richoderma spp. a benomil
e iprodione Ciéncia Rural, Santa Maria, v. 29, n. 3, p. 395-399, 1999.

SOUZA, A. S.; JUNGHANS, T. Gintroducdo a micropropagacdo de plantas Cruz das Almas:
Embrapa Mandioca e Fruticultura, 2006. 152 p.

SUTTER, E. G.; BARKER, P. BIn vitro propagation of maturkiquidambar styraciflua. Plant Cell
Tissue Organ Culture Netherlands, n. 5, p. 13-21, 1985.

TAIZ, L.; ZEIGER, E.Fisiologia vegetal SANTAREM, E.R.et al. (Trad.). 3. ed. Porto Alegre: Artmed,.
2004. 719 p.

VENDRAME, W. A.; HOLLIDAY, C. P.; MERKLE, S. A. Claal propagation of hybrid sweetgum
(Liguidambar styraciflua x L. formosana) by somatic embryogenesRlant Cell Reports Heidelberg, v.
20, n. 8, p. 691-695, 2001.

VENGADESAN, G.; GANAPATHI, A.; PREAM ANAND, R.; SEVARAJ, N. In vitro propagation of
Acacia sinuata (Lour.) Merr. from nodal segments of a 10-year-tide. In Vitro Cellular and
Developmental Biology — PlantHeidelberg, v. 39, n. 4, p. 409-414, 2003.

WATT, M. P.; BERJAK, P.; MAKHATHINI, A.; BLAKEWAY, F. In vitro field collection techniques
for Eucalyptus micropropagatioRlant Cell, Tissue and Organ Culture Netherlands, v. 75, n. 3, p.
233-240, 2003.

WENDLING, I. Propagacao clonal de hibridos de Eucalyptus spp. pominiestaquia. 77 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Florestal) - Usidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG ,1999.

WENDLING, I.; BRONDANI, G. E.; DUTRA, L. F.; HANSELF. A. Mini-cuttings technique: a neex
vitro method for clonal propagation of sweetgudew Forests Dordrecht, 2010. (DOI: 10.1007/s11056-
009-9175-2).

WENDLING, I.; XAVIER, A. Miniestaquia seriada no juwenescimento de clones daicalyptus.
Pesquisa Agropecuaria BrasileiraBrasilia, DF, v. 38, n. 4, p. 475-480, 2003.

WILCOX, J. R. Duration os pistillate flower recepty in sweetgumForest ScienceMaryland, v. 13, n.
1, p. 95-96, 1967.

XAVIER, A; COMERIO, J. Microestaquia: uma maximiZa da micropropagacdo deicalyptus.
Revista Arvore, Vicosa, MG, v. 20, n. 1, p. 9-16, 1996.

FLORESTA, Curitiba, PR, v. 40, n. 3, p. 541-554, jul./$$110.

Brondani, G. Eet al. 553



FLORESTA, Curitiba, PR, v. 40, n. 3, p. 541-554, jul./2&10.

554 Brondani, G. Eet al.



