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ALONGAMENTO in vitro DE GENOTIPOS DE Eucalyptus dunnii MAIDEN

Marcio Carlos Navroski'*, Lia Rejane Silveira Reiniger?, Mariane de Oliveira Pereira®,
Aline Ritter Curti?, Aline Ferreira Paim?

* Autor para correspondéncia: navroskiflorestal@yahoo.com.br

RESUMO: Brotagdes com pequeno alongamento poderdo apresentar reduzida formagao de raizes se forem diretamente cultivadas
em meios de enraizamento ou, ainda, resultar em mudas de baixa qualidade para aclimatiza¢do. No presente estudo, objetivou-se
avaliar o alongamento in vitro de gen6tipos de Eucalyptus dunnii sob diferentes concentraq()es de Acido Giberélico (GA,). Segmentos
nodais foram cultivados em meio nutritivo MS reduzido a metade da concentragio de sais ('/, MS) suplementado com 0,5 mg L'
de Acido alfa-Naftaleno Acético (ANA), 0,1 mg L' de 6- Benzﬂammopurma (BAP), e Varlando se 0 GA,, conforme tratamentos.
Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, em arranjo bifatorial 6 x 4, resultante da combinacao de seis genotipos e quatro
concentragdes de GA, (0,0; 0,2; 0,4 ¢ 0,8 mg L"). Apos 30 dias de cultivo in vitro, foram efetuadas as avaliagdes. Para a maioria
dos genotipos, a auséncia de GA, resultou no maior namero de brotagdes alongadas por explante e maior comprimento de gemas
alongadas Em geral, os genotipos que apresentaram maior nimero de brotagdes também tiveram brotagdes maiores. Com o emprego
da maior concentragdo testada de GA , observou-se mais de 50% de calogénese em um dos genotipos e intensidade diferenciada nos
demais. GA, ndo apresenta efeito no alongamento in vitro de Eucalyptus dunnii e, inclusive, em sua presenca os genotipos reduzem
0 numero de brotagdes alongadas e o comprimento das brotagdes, aumentando a formagdo de calos. Os gendtipos de Eucalyptus
dunnii avaliados apresentam desempenho in vitro diferenciado em relagdo ao alongamento, o qual € passivel de selegao.

Palavras-chave: Acido giberélico, cultura de tecidos, micropropagagio, silvicultura clonal, reguladores de crescimento.

In vitro ELONGATION OF MINICUTINGS OF Eucalyptus dunnii Maiden GENOTYPES

ABSTRACT: Shoots that have short lengths may present low percentage of survival if they are directly grown on rooting media, or
give rise to low quality seedlings for the acclimatization phase. The objective of this study was to evaluate the in vitro elongation of
Eucalyptus dunnii minicuttings under different concentrations of giberellic acid. Minicuttings were prepared and inoculated under
aseptic conditions on MS nutritive medium with half of the salt concentration ('/, MS). We used fixed concentrations of NAA (0.5 mg L")
and BAP (0.1 mg L") varying GAaccording to the treatment. The experiment was conducted in a randomized design, using a 6 x 4
factorial scheme, where the levels of factor “A” refer to different genotypes and the levels of factor B, the concentrations of GA, (0.0,
0.2, 0.4, and 0.8 mg L"), each replicate was composed of a flask containing three explants. Thirty days after in vitro culture, evaluations
were performed. For most genotypes, the absence of GA, produced the highest number of elongated shoots for explant and a longer
length of elongated shoots. In general, genotypes with the highest number of shoots also had larger shoots. The non-addition of GA,
to the nutritive medium did not promote calli formation, reaching over 50% in the use of higher concentration of GA, tested (0.80 mg

L"). The calli formation was different in different genotypes. Gibberellic acid (GA,) has no effect on in vitro elongatlon of Eucalyptus
dunnii. In the presence of GA, genotypes reduce the number of elongated shoots and shoot length, increasing the formation of calli.
The genotypes of Eucalyptus dunnii evaluated present differently in relation to in vitro elongation, which is able to be selected.

Key words: Giberellic acid, tissue culture, micropropagation, clonal forestry, plant growth regulators.

1 INTRODUCAO

As caracteristicas florestais apresentadas por
Eucalyptus dunnii oferecem perspectivas promissoras para
o cultivo dessa espécie no Rio Grande do Sul. Entre essas
caracteristicas, merecem destaque a tolerancia a geadas
intensas e severas, ¢, também, o baixo potencial invasivo de
Eucalyptus dunnii, que produz poucas sementes, dificultando
sua propagacao aleatoria (BILLARD; LALLANA, 2005).

Por outro lado, a reduzida produgido de sementes
dificulta, em muito, a produg@o de mudas pela via sexual.

"Universidade do Estado de Santa Catarina — Lages, Santa Catarina, Brasil

Alternativamente, devem ser pesquisados métodos de
propagacao assexuada, entre os quais vém se sobressaindo,
nos ultimos anos, a micropropagacao (ALFENAS et al.,
2004).

Na area florestal, a micropropagacao, encontra-
se embutida nos programas de melhoramento, que,
na maioria das vezes, objetivam a maximizagdo ou a
manutengio do valor genético do clone a ser propagado,
permitindo, assim, acelerar os métodos convencionais de
propagac¢ao vegetativa, entre outras finalidades (XAVIER
et al., 2009).

*Universidade Federal de Santa Maria — Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil

3Universidade Federal do Parana — Curitiba, Parana, Brasil
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Na micropropagacao, sobre a fase de alongamento
in vitro de Eucalyptus dunnii, em particular, poucos
estudos foram realizados. Entretanto, essa etapa tem sido
necessaria para o sucesso do cultivo in vitro na maioria
das espécies de Eucalyptus (CORREIA et al., 1995).
As brotagdes multiplicadas que apresentam pequeno
comprimento poderdo apresentar reduzida rizogénese, se
forem diretamente cultivadas em meios de enraizamento,
ou dar origem a mudas de baixa qualidade para a fase,
posterior, de aclimatizacao (SILVA, 2004).

Um dos fatores que afeta o alongamento in vitro
de brotacoes esta relacionado ao efeito residual de
6-Benzilaminopurina (BAP), utilizado durante a fase
de multiplicacdo de gemas em subculturas sucessivas
(GRATTAPAGLIA et al., 1987).

Uma das formas de estimular o crescimento das
brotagdes é por meio da adi¢io de Acido Giberélico
(GA,) ao meio nutritivo, o qual promove o aumento do
comprimento das brotagdes, pelo estimulo da divisdo e
alongamento das células (METRAUX, 1987). A adigio
de GA, também reverte parcialmente o efeito depressivo
das citocininas sobre a proliferacao de raizes (HU; WANG,
1983).

Em brotagdes de Eucalyptus globulus Labill.
cultivadas in vitro, em meio de cultura MS, foram
obtidas brotagdes alongadas com a adicdo de 0,1 mg
L' de GA, (CALDERON-BALTIERRA, 1994). Além
disso, essa concentragdo de GA, resultou em melhorias
na produtividade, na altura dos brotos e na taxa de
enraizamento.

Objetivou-se, com o presente estudo, avaliar o
alongamento in vitro de brotagdes de Eucalyptus dunnii
sob diferentes concentragdes de GA,.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta e preparo do material genético

O material genético utilizado no presente estudo foi
coletado em plantio comercial localizado no municipio de
Alegrete - RS, com cerca de trés anos de idade, originados
pelo plantio de mudas produzidas por sementes.

Foram escolhidas 10 arvores com altura e diametro
superior, bom desenvolvimento de copas, desprovidas
de sintomas de deficiéncia nutricional ou hidrica e de
ataques de pragas e doencas. As arvores selecionadas
foram abatidas, deixando-se uma cepa com cerca de 45
cm de altura. Na sequéncia, apds o inicio das brotagdes,
foram realizados tratamentos sanitarios preventivos com
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a aplicacdo intercalada, semanalmente, dos fungicidas
Captan® (Dicarboximida), a 2,4 g L', ¢ Benomyl®
(Benzimidazol), a 1,0 g L.

Decorridos 60 dias do abate das arvores, foram
coletadas brotagdes (1-1,5 cm de comprimento) das arvores
selecionadas. Foram coletados 0 3° e 0 4° par de folhas do
apice em direcdo a base, posigdo geralmente utilizada para
formar microestacas de Eucalyptus (XAVIER et al., 2009).

As brotagdes foram coletadas nas primeiras horas
da manha, acondicionadas em frascos de vidro contendo
4gua destilada e autoclavada acrescida de Acido Ascorbico
a 1% (p/v) para minimizar o efeito da oxidagdo fenolica.
Os frascos contendo essas brotagdes foram colocados
em caixa de isopor contendo gelo e transportados até
o Laboratério de Biotecnologia Vegetal localizado no
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Santa Maria

A desinfestacao foi efetuada em capela de fluxo
laminar, ¢ as brotagdes, apos eliminacdo das partes
oxidadas, foram inoculadas em frascos, contendo 30 ml
do meio nutritivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962).
Decorridos 30 dias do estabelecimento dos explantes,
segmentos nodais de seis gendtipos (de nimero 2, 3, 4,
6, 7 ¢ 10) que obtiveram estabelecimento superior a 30%
foram transferidos para a fase de multiplicagdo. Durante
essa fase, os explantes foram cultivados em meio nutritivo
MS cuja concentragdo de sais foi reduzida a metade (/,
MS), acrescido de 0,01 mg L de Acido alfa-Naftaleno
Acético (ANA) e 0,25 mg L' de 6-Benzilaminopurina
(BAP), permanecendo nessa condi¢@o por mais 30 dias.

2.2 Alongamento in vitro das gemas

Para a iniciacdo da fase de alongamento, as
brotagdes multiplicadas in vitro foram preparadas e
inoculadas, sob condigdes assépticas, em frascos com
capacidade para 150 ml, contendo 30 ml de meio nutritivo
1AMS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescidode 6 g ™!
de agar, 30 g L' de sacarose ¢ 50 mg L' de mio-inositol.

O meio nutritivo foi preparado utilizando-se agua
deionizada e o pH foi ajustado para 5,8, antes da adigdo do
agar e da autoclavagem. Na sequéncia, os frascos foram
vedados com papel aluminio e autoclavados a 121°C (1,5
kgf cm?) por 20 minutos.

Os frascos contendo os explantes inoculados foram
mantidos em sala de cultivo com temperatura de 25 +2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 20 pmol
m? s fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias
tipo luz do dia durante todo o experimento.
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Utilizaram-se concentragdes fixas de ANA (0,5
mg L") e de BAP (0,1 mg L"), variando-se o GA,,
conforme tratamentos. O experimento foi realizado em
delineamento inteiramente casualizado, utilizando-se
um esquema bifatorial 6 x 4, em que os niveis do fator
“A”, referiram-se aos diferentes gendtipos e os niveis do
fator “B”, as concentragdes de GA, avaliadas (0,0; 0,2;
0,4; ¢ 0,8 mg L"). Foram usadas cinco repeti¢des, cada
uma composta por um frasco contendo trés explantes,
totalizando 120 unidades experimentais ¢ 360 segmentos
nodais introduzidos in vitro.

Trinta dias apos a inoculagdo dos explantes, foram
avaliadas as seguintes variaveis: numero de brotagdes
alongadas (NB), comprimento das brotagdes alongadas
(CMB, em mm) e porcentagem de formacdo de calos
(formagao de calo em qualquer parte do explante).

2.3 Analises estatisticas

Apos avaliar a normalidade dos erros pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov ¢ a homogeneidade de variancias por
meio do teste de Bartlett, os dados foram transformados
pela funcdo /x + 0,5 e submetidos a analise de variancia.
Quando o valor de “F” foi significativo, médias de
tratamentos qualitativos foram submetidos a comparagéo de
médias por meio do teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de
probabilidade de erro. Médias de tratamentos quantitativos
foram submetidas a analise de regressdo polinomial. Os
resultados apresentados sdo as médias originais obtidas.
O programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000) foi
utilizado para a analise estatistica dos dados.

A precisdo dos experimentos foi medida pela
acuracia seletiva (AS) calculada por ~1-1/Fcal,
que corresponde a correlacdo linear entre os valores
genotipicos e fenotipicos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve intera¢ao (p<0,01) entre os fatores testados
para numero de brotagdes alongadas por explante e
comprimento médio de brotacdes (Tabela 1). Para a
formagdo de calos, houve efeito significativo dos fatores
principais genotipo e GA,. A acuracia seletiva (AS)
foi elevada para as trés variaveis avaliadas, conforme
classificagdo de Resende e Duarte (2007), demonstrando alta
confianga na avaliacdo e nos valores genotipicos preditos
com fins de selecdo. A estatistica AS ndo depende apenas da
magnitude do erro experimental e do nimero de repeti¢des,
mas também da propor¢do entre as variagdes de natureza
genética e residual associadas ao carater em avaliagdo.
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Tabela 1 — Resultado da analise de variancia para nimero de
brotagdes alongadas por explante (NB), comprimento médio
de brotagdes (CMB) e porcentagem de formagdo de calos
em segmentos nodais de seis genotipos de Eucalyptus dunnii
submetidos a diferentes concentragdes de GA,, apos 30 dias
de cultivo in vitro em meio nutritivo %> MS. Santa Maria-RS/
UFSM, 2010.

Table 1 — Results of analysis of variance for number of elongated
shoots per explant (NB), mean length of shoots (CMB) and
percentage of calli formation in nodal segments of six genotypes
of Eucalyptus dunnii subjected to different concentrations of GA ,
after 30 days of in vitro culture on > MS nutrient medium. Santa
Maria-RS/UFSM, 2010.

Quadrados médios (significancia)

Fogte fi N GL Formacao
varagao NB CMB de calos (%)
Genotipo (G) 5 8,830* 41,701* 4.177,96*
GA, 3 9,570* 88,700*  16.827,60*
(G)* GA, 15 2,416%* 3,750%* 701,25™
Residuo 96 0,9461 1,877 601,87
Meédia - 2,73 6,48 31,66
AS 0,94 0,97 0,92

" F ndo-significativo a 5% de probabilidade; * F significativo
a 5% de probabilidade; AS = acurécia seletiva, faixas: < 0,5
(Baixa); 0,5<AS 0,7 (Moderada); 0,7<AS 0,9 (Alta); >0,9
(Muito Alta).

Para o nimero de brotagdes alongadas houve ajuste
polinomial quadratico para todas as curvas, observando-
se interagdo entre genotipos e concentragdes de GA,. Por
conseguinte, o comportamento dos genoétipos ¢ diferente
quando se varia a concentra¢do de GA, (Figura 1).

Para a maioria dos gendtipos, a auséncia de GA,
resultou no maior nimero de brotagdes alongadas por
explante. Os gendtipos 7, 2 e 10 apresentaram, inclusive,
grande redug¢do no numero de brotagcdes quando foi
adicionada a giberelina, mesmo na menor concentragao
testada (0,2 mg L'). Esses resultados sugerem um
efeito inibitorio do GA, sobre alongamento caulinar em
Eucalyptus dunnii. Ja, o gendtipo 6 apresentou redugao,
observada na maior concentracdo testada, porém essa
diminuicao foi de menor magnitude. Esta registrado na
literatura que o uso de GA, em algumas situagdes, pode
inibir a proliferacao de partes aéreas (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Por outro lado, os genétipos 3 e 4 ndo apresentaram
grande variagdo no nimero de brotagdes com a adi¢ao de
GA,, sendo que o gendtipo 4, inclusive, apresentou um

Cerne, Lavras, v. 19, n. 4, p. 545-550, out./dez. 2013
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Gendtipo 3: y = 3,90301 - 2,2965x + 2,62272x° - R* = 0,92
Genotipo 7: y = 4,61225 - 9,67133x + 9,6681x° - R* = 0,87
Genodtipo 6:y =2,9614 + 1,765409x - 2,99204x” - R* = 0,97
Genotipo 2: y = 3,8609 - 8,72036x + 7,5818x" - R* = 0,86
Gendtipo 10: y =4,0416 - 11,9671 + 11,0159x” - R* = 0,99
Gen6tipo 4: y = 1,7095 + 0,96304x - 0,460227x" - R* = 0,84
_5 5,00,
§° 4,50
2 4,008 _
O o -
23,50 Te—Gendtipg3
O N B
23,000 N S, T
£250 Son
8200 e e
1,500 o T Gendt
§ 1,00
0,50
0,00 0,20 0,40 0,60 0,80
GA, (mgL")

Figura 1 — Numero de brotagdes alongadas por explante em
genotipos de Eucalyptus dunnii, apos 30 dias de cultivo in vitro
em meio nutritivo 2 MS, em fung¢io das concentragdes de GA.,.
Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Figure 1— Number of elongated shoots per explant in genotypes
of Eucalyptus dunnii, after 30 days of in vitro culture in nutritive
medium 7> MS, depending on the GA, concentrations. Santa
Maria-RS/UFSM, 2010.

leve aumento nas brotagdes alongadas com o aumento
da concentragdo da giberelina. O genétipo 3 apresentou
o maior numero de brotagdes alongadas na auséncia
de GA, e, também, na maior concentragdo testada (0,8
mg L), entretanto, na presenga de 0,8 mg L' de GA,
houve formacdo de calos na base dos explantes, o
que ¢ indesejavel na multiplicagdo. Pode-se observar,
portanto, uma recalcitrancia dos genotipos 2 e 10 para
o alongamento na presenca de GA, e, para o genotipo 4,
independente da giberelina.

Os resultados obtidos no presente estudo foram
discordantes daqueles observados em clones de Eucalyptus
benthamiix Eucalyptus dunnii em que o maior alongamento
das brotagdes ocorreu na presenga de 0,1 ou 0,2 mg L' de
GA, combinados com 0,1 mg L' de BAP ¢ 0,5 mg L' de
ANA (BRONDANI, 2008).

Para o comprimento das brotacdes alongadas
houve, igualmente, um ajuste polinomial quadratico para
todos os gendtipos, observando-se interagcdo entre os
fatores principais (Figura 2).

Quanto ao comprimento das brota¢des alongadas,
obteve-se comportamento semelhante ao niumero de
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Gendtipo 3: y =311,5803 - 19,9368x +18,3793x" - R* = 0,84
Gendtipo 2: y = 10,7848 - 19,9160x +17,1704x” - R* = 0,90
Genotipo 4: y = 10,042 - 22,2143x - 22,21136x" - R* = 0,90
Genétipo 7: y = 7,5326 - 7,62063x +5,04321x* - R = 0,86
Genotipo 6: y = 6,8631 - 7,91868x + 8,3784x” - R* = 0,89
Genotipo 10: y = 5,9258 - 10,78668 +10,2784x” - R* = 0,99
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Figura 2 — Comprimento médio das brotagdes alongadas (mm)
em genoétipos de Eucalyptus dunnii, apods 30 dias de cultivo in
vitro em meio nutritivo %2 MS, em fun¢do das concentragdes de
GA,. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Figure 2 — Average length of elongated shoots (mm) of genotypes
of Eucalyptus dunnii, 30 days after inoculation, depending on
the GA , treatments. Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

brotagdes alongadas, em que, na auséncia de GA,
observaram-se os melhores resultados. Em geral, os
gendtipos que apresentaram maior numero de brotagoes
também foram aqueles cujas brota¢des tiveram maior
tamanho. O gendtipo 4 constituiu-se em uma excecao,
obtendo a menor média de brotacdes alongadas e,
simultaneamente, um dos maiores comprimentos
médios de brotacdes entre os seis genotipos avaliados,
principalmente na auséncia de GA,.

Todos os gendtipos apresentaram brotagdes
mais compridas na auséncia de GA,, havendo grande
diminuicdo no comprimento das brotagdes com a adi¢ao
dessa giberelina o que indica que a combinagdo ANA e
BAP ¢ suficiente para promover o alongamento in vitro
de segmentos nodais de Eucalyptus dunnii.

Em brotagdes de arvores de 30 anos de idade de
Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus grandis multiplicadas
em meio nutritivo MS adicionado de 1 mg L' de
BAP combinado com 1 mg L' de ANA foi obtido um
comprimento médio de 25 a 30 mm, 15 dias apos a
inoculacdo dos explantes (JOSHI et al., 2003). Em
Eucalyptus urophylla o comprimento médio das brotagdes
alongadas foi de 25 mm apo6s 40 dias de cultivo in vitro,
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utilizando 0,1 mg L' de Benziladenina (BA), 0,1 mg L™
de ANA e 0,1 mg L' de GA, (HUANG et al., 2010).
Provavelmente, as diferentes espécies e idades das arvores
tenham interferido na resposta observada, com o maior
alongamento ocorrendo na presenga da giberelina.

Quanto a formagdo de calos, os genoétipos 7, 2, 3
e 10 apresentaram as menores médias, diferenciando-se
de 6 ¢ 4 (Tabela 2). O gendtipo 4 foi o que apresentou a
maior média de formag@o calogénica.

Tabela 2 — Formagdo de calos (%) em genoétipos de Eucalyptus
dunnii aos 30 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo %2 MS.
Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Table 2 — Calli formation (%) in genotypes of Eucalyptus dunnii
at 30 days of in vitro culture on 7> MS nutritive medium. Santa
Maria-RS/UFSM, 2010.

Genotipo Formagao de calos (%)
7 15,0 a*
2 2333 a
3 26,6 a
10 30,0 a
6 383b
4 56,66 ¢

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro.

A elevada formagao de calos no gendtipo 4 pode,
portanto, explicar o reduzido numero de brotagdes
alongadas. A formacgdo dessas estruturas prejudica o
cultivo in vitro, quando o objetivo ¢ a propagacdo direta. A
formacao de calos na base do explante pode comprometer
a proliferacdo de gemas axilares e o alongamento
de brotagdes, afetando o desenvolvimento in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Em relagdo a concentragdo de GA, no meio
nutritivo, a formacao de calos ajustou-se a uma funcao
quadratica positiva (Figura 3), com o aumento da
concentragdo da giberelina observou-se cerca de 55%
de explantes com estruturas calogénicas a 0,8 mg L.
Apenas na auséncia de GA, no meio nutritivo testado
para o alongamento in vitro ndo foram formados calos
nas brotagdes.

De uma maneira geral, a adigdo de GA, no
meio nutritivo ndo foi favoravel ao alongamento. Ao
contrario, a presenca da giberelina promoveu um reduzido
alongamento, menor tamanho das brota¢des e formacao
de estruturas calogénicas.
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Figura 3 — Brotagdes de Eucalyptus dunnii apresentando
formacao de calos (%) apos 30 dias de cultivo in vitro em meio
nutritivo %2 MS acrescido de diferentes concentragdes de GA.,.
Santa Maria-RS/UFSM, 2010.

Figure 3 — Shoots of Eucalyptus dunnii showing calli formation
(%) after 30 days of in vitro culture on %> MS nutritive medium
supplemented with different concentrations of GA . Santa Maria-
RS/UFSM, 2010.

4 CONCLUSOES

Acido giberélico (GA,) ndo apresenta efeito no
alongamento in vitro de Eucalyptus dunnii. Na presenga
de GA, os genotipos reduzem o numero de brotagdes
alongadas e o comprimento das brota¢des, aumentando
a formacao de calos. Os genoétipos testados apresentam
desempenho in vitro diferenciado em relagdo ao
alongamento, o qual ¢ passivel de selegao.
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