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A arvore da serra

Augusto dos Anjos

— As arvores, meu filho, ndo tém alma!
E esta arvore me serve de empecilho...
E preciso corta-la, pois meu filho,

Para que eu tenha uma velhice calmal

Meu pai, por que sua ira ndo se acalma?!
Nao vé que em tudo existe 0 mesmo brilho?!
Deus pOs almas nos cedros... no junquilho...

Esta arvore, meu pai, possui minh’almal...

— Disse — e ajoelhou-se, numa rogativa:
“Nao mate a arvore, pai, para que eu viva!”

E enquanto a arvore, olhando a patria serra,

Caiu aos golpes do machado bronco,
O moco triste se abragou com o tronco

E nunca mais se levantou da terra!



ENRAIZAMENTO IN VITRO DE Jatropha elliptica (Pohl) Mull. Arg.

RESUMO Jatropha elliptica (Pohl) Mull. Arg. € uma euforbiacea dos cerrados
brasileiros conhecida na Baixada Cuiabana como purga de lagarto. Um
protocolo para sua micropropagacao foi elaborado e a espécie passou a ser
empregada como modelo em estudos de enraizamento. Trabalhos
preliminares indicaram que ANA em baixa concentracédo por até sete dias é
eficiente na inducado de raizes de J. elliptica. Foi realizado um estudo para
verificar a relagcdo entre concentragdes de ANA e tempo de duragdo da
inducdo, o efeito de exposicdo a luz durante a inducdo e a relagdo dos
micronutrientes boro e zinco durante as duas fases do enraizamento. O
enraizamento de J. elliptica ocorreu em torno de dez dias. A adi¢cao de
auxina ndo aumentou a porcentagem de plantas enraizadas. A concentracao
de 5 umol.L”" ANA propiciou o maior nimero de raizes (cinco, em média). O
tempo de indugcdo de 5 dias em diante aumentou o numero de raizes
formadas (trés, em média) e o comprimento das raizes (5,33 cm em média),
mas foi observada a formacao de calos nesses tratamentos. A formacéao de
calos foi observada com a aplicagdo de ANA de forma dependente da
concentragdo (10 pmol.L™" ANA em diante) e do tempo de inducéo (5 dias
em diante). Carvao ativado diminuiu o enraizamento. A luz ndo afetou o
enraizamento, quando ANA foi utilizado na fase de indugao. O boro e o zinco
nao afetaram a porcentagem de plantas enraizadas, a quantidade das raizes

formadas e o comprimento das raizes.

Palavras-chave: fase de inducao, acido naftalenoacético, luz.



IN VITRO ROOTING OF Jatropha elliptica (Pohl) Miuill. Arg.

ABSTRACT Jatropha elliptica (Pohl) Mull. Arg. is a euphorbiaceae plant from
Brazilian cerrados known locally in Baixada Cuiabana as purga de lagarto. A
micropropagation protocol was developed and the species became a model
for rooting studies. Previous research showed that NAA in low concentration
during seven days was efficient for J. elliptica root induction. A study was
carried out to verify the relationship between NAA concentrations and
induction time, to evaluate the effect of light exposure and boron and zinc
application responses during both rooting phases. J. elliptica rooting occurred
around ten days. Auxin addition did not increase rooting percentage. 5
umol.L™" NAA concentration provided the higher root number (five, in
average). The induction time of 5 days or above increased the formed root
number (three, in average) and length root (5,33 in average), but callus
formation was observed in these treatments. Callus formation was observed
with NAA application by concentration (10 pymol.L™" NAA or more) and
induction time (5 days or more). Activated charcoal decreased rooting. Light
did not acted on rooting, when NAA was used on induction phase. Boron and

zinc did not act on rooting percentage, root formed number and root length.

Keywords: induction phase, naftaleneacetic acid, light.
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1. INTRODUGAO

A propagacéao vegetativa é freqlientemente praticada em viveiros para
alcangar a multiplicagao rapida de plantas com as vantagens de se manter a
fidelidade na reprodugdo de caracteristicas morfolégicas e tecnoldgicas
(Hartman, 1990).

No contexto da micropropagacao, ou cultura de tecidos vegetais “in
vitro”, o enraizamento é a etapa em que raizes adventicias sao formadas em
partes aéreas provenientes da etapa de multiplicacdo. A inabilidade em
enraizar, porém, limita a clonagem por cultura de tecidos. Embora algumas
especies enraizem ainda durante a multiplicagdo, a maioria das espécies
necessita passar por uma etapa distinta para este fim. Sem enraizamento,
os tecidos micropropragados, geralmente pequenos explantes caulinares
contendo ao menos uma gema e folhas, ndo sobrevivem a transferéncia
para ambiente externo (George, 1993; Assis e Teixeira, 1998).

O processo de formacido de raizes adventicias & influenciado por
fatores internos e externos (Davis, 1988) e reconhecido como um fenémeno
constituido por estagios, ou fases sucessivas. Nao ha convengao quanto ao
numero ou quanto a natureza dos estagios e também acerca da terminologia
usada (Lovell e White, 1986; Jarvis, 1986), mas prevalece o conceito de que
deve haver no processo ao menos trés momentos: inducdo, iniciacéo, e
alongamento das raizes. Na pratica, as duas primeiras requerem auxina e,
as vezes, sao consideradas como uma fase unica enquanto o crescimento
longitudinal é inibido por esta substancia (De Klerk et al., 1999).

Os tipos e concentracbes de auxina sdo os tratamentos que de
maneira geral mais influenciam o enraizamento. O hormonio AlA é produzido

em gemas, folhas e partes em crescimento (Ono e Rodrigues, 1996) sendo



uma das provaveis fungbes a indugdo do enraizamento. No entanto é
comum a aplicagdo de auxina exdgena para estimular a rizogénese. Quando
a concentragcdo de auxina no meio de enraizamento é excessiva, porém,
ocorre formagao de calo na base do explante, comprometendo a rizogénese
e o crescimento da parte aérea (Grattapaglia e Machado, 1998). Em casos
de dificil enraizamento, como em plantas lenhosas, € comum dividir o
processo em duas etapas: a primeira com concentracao alta de auxina e a
seguinte sob baixa concentragdo ou sem auxina. Além da dose de auxina,
outros fatores podem afetar o enraizamento, como a presenca de luz
(George, 1993) e a presenca de boro e zinco no meio de cultivo (Jarvis,
1986).

Em pesquisas anteriores, Afez (2003) verificou a viabilidade em
enraizar Jatropha elliptica in vitro com o uso do acido indole butirico (AIB).
Alguns meses depois Campos (2003) constatou que o AIB possui efeito
inferior ao ANA e em tratamentos mais concentrados houve a formacao de
calos nas bases das microestacas. Este trabalho também mostrou a
viabilidade em transferir as plantas enraizadas in vitro para o solo.

Assim, adotando-se como modelo de estudo a espécie Jatropha
elliptica (Pohl) Mill. Arg. (Euphorbiaceae), o objetivo do trabalho foi avaliar o
efeito da aplicacdo de auxina, da presenca de luz e da adi¢cao de boro e

zinco sobre o enraizamento in vitro.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Jatropha elliptica (Pohl) Mull. Arg.
Conhecida popularmente como purga de lagarto (Figuras 1 e 2),
batata de tiu ou erva de tiu, a espécie € uma herbacea comum nos cerrados

de Mato Grosso (Figura 3).

FIGURAS 1 A 3 1. J. ellitpica cultivada em viveiro, com flores e frutos. 2. Planta
pertencente a uma populacdo nativa. 3. Area de uma populacdo
nativa, Fazenda Experimental da UFMT, municipio de Santo Anténio
do Lerverger, MT. Cuiaba, MT, 2006.

Uma pesquisa etnoecoldgica na regido da Baixada Cuiabana revelou
que € senso comum que os tius, ou teius [Tupinambis merianae (Reptilia:
Teiidae)] se alimentam das raizes dessa planta quando sao feridos por
serpentes e que este seria o principio do uso antiofidico pelas populagdes
humanas da regiéo (Silva et al, 1998a). Em estudos etnobotanicos, verificou-

se que planta tem efeito depurativo e além de ser usada na medicina popular



contra picada de serpentes, é empregada no combate ao reumatismo,
coceiras e sifilis (Guarim Neto, 1996; Pott e Pott, 1994).

Apo6s observar uma populacdo nativa da espécie no municipio de
Santo Antbnio do Lerverger — MT, Coelho et al. (1994) notaram que a
espécie apresenta grande variabilidade nas caracteristicas morfolégicas.
Silva et al. (1998b), também se baseando em populagdes nativas do mesmo
municipio, concluiram que a espécie apresenta padrdo fenoldgico
semideciduo, sistema subterraneo tuberoso que funciona como 6rgao de
reserva e que assegura rapida rebrota e crescimento vegetativo. A principal
época de producdo de sementes ocorre durante a estagcdo chuvosa,
principalmente entre fevereiro e margo, embora a planta florescga e frutifique
durante o ano todo (M.F.B. Coelho, Universidade Federal de Mato Grosso,
Depto. de Fitotecnia e Fitossanidade, Cuiaba, MT, comunicacao pessoal).
Em condi¢cbes experimentais, a germinagao de suas sementes em campo —
apenas 6% — é considerada muito baixa (Silva et al., 1996).

Recentemente se concluiu que a purga de lagarto é amplamente
usada pela populagdo, sendo que o seu extrativismo e comércio atendem
apenas o mercado interno. Suas populagdes sdo de ocorréncia pouco
frequente e do corpo da planta utiliza-se apenas a raiz, 0 que nao permite
que a planta se regenere. Diante destes fatores, a planta foi classificada

como espécie em risco de extingao (Vieira e Silva, 2002).

2.2. Micropropagacao

As plantas podem ser propagadas de duas maneiras: por clonagem
ou por sementes. Ambos os tipos de propagacao sao limitados sob certas
condi¢des. Quando a produgédo de sementes € insatisfatdria ou quando uma
progénie muito heterogénea é obtida devido a uma forte heterozigose, opta-
se pela propagacgao vegetativa (Hartmann et al., 1990).

Nos ultimos anos, apés a descoberta de que plantas podem ser
clonadas mais rapidamente in vitro que in vivo, 0 conhecimento acerca da
propagacao in vitro aumentou rapidamente, incluindo plantas de regides

temperadas e tropicais, e tornou-se possivel clonar espécies que eram



impossiveis de se clonar in vivo. Para propagar plantas in vitro, em principio,
€ necessario que elas sejam capazes de regeneracéo. (Pierik, 1989).

O processo de propagacgao in vitro pode ser dividido em quatro
estagios (George, 2003). O primeiro estagio é o tratamento dado a planta-
matriz (estagio 0). Desta sao selecionados explantes, que sédo desinfestados
e colocados em meio de cultura sob condi¢gdes assépticas (estagio I).
Depois, propagulos s&o multiplicados (estagio Il), enraizados e
transplantados para substratos ou solo (estagio Ill) (Murashige, 1974,
George, 2003). Todas essas etapas sao influenciadas por diversas variaveis,
sendo algumas imponderaveis, que freqientemente restringem a repeticéao
dos resultados e assim s6 ha sucesso apds o controle de um grande numero
de variaveis (Grattapaglia e Machado, 1998).

Um evento relevante a se considerar na micropropagagao € o controle
das contaminagdes. As culturas in vitro normalmente sdo susceptiveis a trés
tipos de infestacdes: as do tipo subito e severo, causadas pela esterilizacédo
ineficiente das superficies dos explantes durante o estabelecimento de uma
cultura; as do tipo tardio, que ocorrem depois do estabelecimento axénico,
geradas por microorganismos enddégenos ou por microorganismos
introduzidos durante o subcultivo; e as do tipo crénico, que acometem
simultaneamente grupos de culturas aparentemente axénicas. Os
microorganismos em questdo normalmente sao bactérias, leveduras ou
fungos, sendo que o primeiro tipo pode ser tratado com procedimentos de
descontaminacdo mais eficientes enquanto que os outros dois tipos séo
mais dificeis de se detectar. As vezes, as infestacdes permanecem ocultas
por um periodo consideravel, depois se tornam visiveis e logo se tornam
severas, levando a perda inevitavel das culturas. Em partes aéreas, o
desenvolvimento de pontos marrons nas folhas ou sinais nas bases também
€ mau sinal. Explantes assim, quando examinados sob microscoépio,
descobre-se conterem bactérias (George, 1993).

As microculturas ou cultura de tecidos apresentam caracteristicas
favoraveis para estudar intensivamente alguns dos fatores que influenciam o

enraizamento adventicio, pela melhoria da repetibilidade e reprodutibilidade



dos ensaios, a padronizagao das variaveis bioldgicas, por meio do controle
preciso do estoque vegetal, livre de patégenos e independente da estacéo
(McCown, 1988).

Como o objetivo do estudo é tratar do enraizamento in vitro de
Jatropha elliptica, esta revisdo se restringira apenas aos aspectos
relacionados a esta etapa da micropropagagdo. George (1993) e
Grattapaglia e Machado (1998) oferecem boas revisbes sobre cultura de

tecidos in vitro.

2.3. Enraizamento

Existem dois tipos principais de enraizamento. O primeiro se refere a
formacao do sistema radicular primario, originado pelo desenvolvimento da
radicula durante a embriogénese. O outro tipo de formacado de raizes é
aquele que ocorre em partes da planta ndo originadas de raizes
embrionarias, isto €, sdo raizes que surgem em regides de partes aéreas
(Barlow, 1986). As consideracbes aqui feitas irdo se restringir apenas ao
segundo tipo.

Lovell e White (1986) apresentam um esquema onde as plantas sao
dispostas em diferentes grupos conforme a “facilidade” ou a capacidade em
formar raizes adventicias. Entre as plantas que necessitam de excisido, ou
seja, por meio de cortes serem transformadas em explantes, as herbaceas
possuem maior potencial para enraizar, em relagdo as lenhosas jovens e
maduras.

Os trabalhos que sugerem subdivisbes para o enraizamento
adventicio consideram que para o melhor entendimento de como o processo
ocorre, deve-se compreendé-lo em fases sequenciais. Varias técnicas sao
aplicadas na tentativa de descrever quantas sdo as fases e como elas se
sucedem. Os resultados variam bastante e sdo bem especificos para cada
especie e assim, ndo podem ser generalizados. Desse modo, nao existe
convengao sobre a quantidade, natureza e terminologia dessas fases
(Haissig, 1986; Jarvis, 1986; Lovell e White, 1986; De Klerk, 1999).



Em alguns estudos, as fases séo caracterizadas de acordo com as
mudangas anatémicas ocorridas nos tecidos das regides basais do caule. Os
estagios iniciais sado caracterizados pela aparéncia das células — com um
nucleo grande localizado centralmente e um pequeno vacuolo — capazes de
se dividirem e originar um primoérdio radicular organizado. Em herbaceas,
independente da espécie ou material, a origem do primérdio é préxima ao
tecido vascular. Subseqlentemente, conexdes vasculares sao formadas
entre o primérdio e o tecido vascular existente e uma raiz funcional é criada.
Estes eventos sdo muito variaveis entre espécies, anatomicamente e em
duracéao (Lovell e White, 1986).

Outros estudos proporcionaram um progresso substancial no
entendimento geral dos eventos metabdlicos que ocorrem durante o
enraizamento adventicio. Merecem destaque as relagdes hidricas, os efeitos
da temperatura, da nutricdo mineral e do oxigénio, o metabolismo de
auxinas, do nitrogénio, de carboidratos, de acidos nucléicos e de proteinas.
Entretanto, ainda se tem pouca certeza relacionada aos controles
metabdlicos especificos do enraizamento (Haissig, 1986).

Como o metabolismo é uma fungao regulada por genes, este tipo
especifico de desenvolvimento também pode ser considerado uma
sequéncia de interpretagdo de um programa detalhado, codificado nas
sequéncias das bases do DNA nuclear (Fosket, 1988). Assim, os estudos
passaram a ser feitos mais baseados na genética, com mutantes de
espécies vegetais agricolas ou n&o, com pouca variagao genética e espécies
com uma caracteristica selvagem. Uma énfase maior é dada na constituigéo
genética das plantas testes para identificacdo de genes, os passos
individuais no metabolismo dos quais o enraizamento especificamente
depende. Entretanto, é dificil tentar separar as especificidades metabdlicas
do enraizamento das generalidades metabdlicas do desenvolvimento da
planta inteira (Haissig, 1986).

Como as rotas de desenvolvimento também sédo determinadas por
fatores ambientais (Fosket, 1988), o ambiente de enraizamento tem

influéncia profunda no sucesso ou falha do estabelecimento de raizes,



tornando-se imprescindivel aperfeicoar esse ambiente para que a etapa seja
realizada com sucesso. Andersen (1986) sugere a influéncia de varios
fatores ambientais no processo do enraizamento e enfatiza a importancia em
se ordenar a influéncia de cada um dos fatores. O presente estudo considera
trés fatores. O primeiro deles é a aplicacdo de auxina, especificamente sob
dois aspectos, dose e tempo de aplicagdo. O segundo fator considerado € a

presenca de luz e o terceiro a presenca dos micronutrientes boro e zinco.

2.3.1. Auxinas

Dentre os reguladores de crescimento, as auxinas tém um papel
central na iniciagdo e desenvolvimento de raizes adventicias e
compreendem o unico grupo de quimicos que consistentemente aumenta a
formacao radicular em tecidos vegetais. Muitas experiéncias sugerem que
junto com outros fatores néo identificados, as auxinas sao o principal
promotor enddgeno da iniciagado dos primordios radiculares (Jarvis, 1986).

As primeiras experiéncias realizadas com auxinas foram feitas ainda
na primeira metade do século 20. Utilizando o acido indoleacético - AlA,
Went (1939) [citado por De Klerk (1999) e Jarvis (1986)] mostrou que esta
substancia induz as primeiras divisdes celulares e a formag¢ao do primérdio
radicular e inibe o crescimento do primérdio ou mesmo sua iniciagado. Esta
observagéao levou Went a sugerir que existem duas fases de agédo da auxina
durante o enraizamento, e mais tarde, outros pesquisadores igualmente
identificaram fases do desenvolvimento adventicio a partir da sensitividade
dos tecidos as auxinas e outros quimicos (Jarvis, 1986; De Klerk, 1999).

O AIA é sintetizado nas gemas apicais e folhas jovens de uma planta
tipica e é transportada caule abaixo por um mecanismo especifico conhecido
como sistema de transporte de auxina (Goldsmith, 1977). Existem outras
auxinas, que sao produzidas sinteticamente. As mais populares delas sdo o
AIB (acido indolebutirico) e o ANA (acido naftalenoacético) (Ono e
Rodrigues, 1996).

De maneira geral, as auxinas regulam o alongamento de internds

jovens e o crescimento de laminas foliares jovens. Elas também promovem a



iniciacdo e a diferenciagao celular em folhas e internds e estimula seu
crescimento. Enquanto ela esta promovendo o crescimento destes tecidos e
orgaos, no caule ela inibe o desenvolvimento de gemas laterais. Isto leva a
uma condigdo conhecida como dominancia apical. A auxina endogena de
folhas e outros 6rgaos inibe a formacgao da zona de abscisdo na sua base. A
auxina também regula a divisdo celular no cambio vascular, que é claro, esta
envolvida no crescimento secundario, e esta implicada na manutencao da
polaridade do tecido (Fosket, 1988).

A auxina pode ter igualmente efeito positivo ou negativo nestes
fenbmenos, dependendo de sua concentragcdo. Ela deve ser abaixo de
alguma concentracéao limite para ser efetiva, e abaixo desta concentragao o
crescimento aumenta como uma fungao linear da concentragao crescente do
horménio. Em algum ponto, entretanto, os aumentos adicionais na
concentragdo de auxina cessam a promog¢ao no crescimento e de fato se
torna inibitorio. Tecidos diferentes variam amplamente na concentracido de
auxina efetiva por promover seu crescimento e/ou desenvolvimento (George,
1993).

As conclusdes sobre o efeito de auxinas muitas vezes sédo obtidas por
meio do exame dos efeitos de auxina aplicada. Tipicamente, uma tentativa é
feita para eliminar as fontes enddgenas de auxina, tais como gemas em
crescimento, e entdo o efeito de horménio aplicado exogenamente é
examinado. O problema desta abordagem é que pode ser dificil determinar

quanto horménio realmente alcanga o tecido (Peres e Kerbauy, 2000).

2.3.2. Luminosidade

As condigdes experimentais in vitro sdo adequadas para o investigar
0 enraizamento devido a um maior controle dos parametros ambientais, tais
como umidade relativa, luz e temperatura (McCown, 1988). Além disso, os
carboidratos adicionados ao meio de cultura podem compensar a
capacidade fotossintética reduzida que prevalece in vitro por causa da

exposicao a baixa intensidade de luz ou mesmo ao escuro (George, 1993).



A luz pode ter influéncia no enraizamento adventicio, por causa de
sua interagdo com as auxinas naturais (McCown, 1988). Evidéncias sugerem
que a auséncia de luz aumenta a sensitividade do explante a auxina.
Segundo George, (1993), o enraizamento é promovido pelo estiolamento,
direta ou indiretamente. Assim, partes aéreas sdo geralmente levadas ao
escuro por um tempo curto e retiradas antes que comecem a se deteriorar, o
que significa que um periodo mais curto ou mais longo pode reduzir a
proporcdo de estacas que enraizam. Embora as aplicacdes simultaneas de
escuro e auxina sejam convencionais e paregam benéficas, ha variacoes
nas técnicas usadas que melhoram o enraizamento in vitro (George, 1993).

Em outros estudos, ao contrario, a irradiancia crescente nas folhas
dos explantes também aumenta o numero de raizes formadas nos
explantes. A explicagao para o fendbmeno pode estar na disponibilidade de
fotossintato presente nos tecidos. Mas, outros efeitos também podem estar
relacionados, como inibidores fendlicos, a acumulacdo de carboidratos
soluveis nas bases das estacas tratadas com auxina, a promog¢ao do
transporte basipeto de auxina e a produgao de acido abscisico, que pode ser
translocado para a base e promover enraizamento. Em alguns estudos,
porém, o aspecto levado em conta € a distribuicdo da luz ao longo do
explante e apontam para o bloqueio da luminosidade apenas na base da

estaca (Andersen, 1986).

2.3.3. Nutrientes inorgéanicos

A deficiéncia mineral e suas consequéncias no enraizamento tém sido
pesquisadas para uma ampla variedade de nutrientes. Varios deles parecem
ser ativos no processo de indugao radicular, mas boro e zinco parecem ser
realmente necessarios (Andersen, 1986).

Existem algumas evidéncias que o fornecimento de nutrientes
especificos durante o enraizamento influencia a iniciacdo e o
desenvolvimento do primérdio. Haissig (1986) admite que o metabolismo do
enraizamento € influenciado pela nutricdo mineral, tanto das plantas

matrizes como de seus explantes durante a propagacao. Entretanto, as



deficiéncias minerais podem ser superadas pela redistribuicdo de minerais
dentro do explante (Haissig, 1986). A vidraria ou mesmo a fonte de agua
utilizada nos ensaios pode ser um fator limitante na investigacdo dos

micronutrientes (Jarvis, 1986; George, 1993).

2.3.3.1. Boro

O micronutriente Boro (B) € um dos minerais mais mencionados em
estudos de enraizamento (Haissig, 1986). Jarvis (1986), em uma abordagem
sobre fatores nutricionais e controle endégeno do enraizamento, relata que
em feijdo (Phaseolus vulgaris L.) o suprimento adequado de B é essencial
para a formacdo do primérdio da raiz, bem como para seu subsequente
crescimento.

Sugere-se também que este micronutriente tenha um papel no
controle dos niveis de auxina. Varias observagdes indicaram que o boro
pode controlar as concentragdes efetivas de auxina nos sitios de iniciagcao
do primdrdio, promovendo um aumento nos niveis de auxina por meio do
estimulo do metabolismo de AIA durante a fase de indugdo e mais tarde
aumentando a atividade de AlA oxidase, fazendo diminuir as concentragoes
de auxina, 0 que é necessario para a organizagdo e o crescimento do
primordio (Jarvis,1986).

Foi levantada a hip6tese do boro atuar como ativador da oxidase de
AlA, deixando o paradoxo de que a degradacdo de AIA mais parece
promover do que inibir o enraizamento. O papel do boro no enraizamento
pode estar mais relacionado ao aparecimento do primérdio do que da fase

de iniciagao em si (Andersen, 1986).

2.3.3.2. Zinco
A necessidade de zinco no processo de enraizamento poderia ser
explicada em termos de ativagao da sintese do triptofano e do acido indole-
aceético, mas nenhuma investigacao recente sobre o envolvimento deste

elemento no enraizamento foi apresentada, devido talvez a baixa ocorréncia
de deficiéncia de Zn (Andersen, 1986).



3. MATERIAL E METODOS

As principais atividades ocorreram no Laboratério BIOTEC, do
departamento de Fitotecnia e Fitossanidade, Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria (FAMEV), Universidade Federal de Mato Grosso, em
Cuiaba, MT, entre marco de 2004 a agosto de 2005.

3.1.0btengao do material vegetal

A identificacdo botanica da espécie em estudo foi feita pela Dra. Maria
de Fatima Barbosa Coelho do Depto. de Fitotecnia e Fitossanidade, da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria (FAMEV/UFMT). Exsicatas
estdo depositadas no Herbario Central da UFMT sob registro n°® 25656.

Plantas matrizes de J. elliptica foram selecionadas em viveiros no
campus universitario e também em populagcbes nativas na fazenda
experimental da UFMT, localizada no municipio de Santo Antbénio de
Lerverger, MT (15°47’S 56°04’W). Ramos foram colhidos, desinfestados pela
imersado e agitacdo em alcool 70° GL durante 2 min e depois em solugao
contendo 1% de hipoclorito de sodio comercial e 6 gotas de detergente
Tween®. Sob fluxo laminar foram retirados segmentos nodais, que foram
inoculados em tubos de ensaio (25x150 mm) com 15 mL de meio de cultura.
Partes aéreas foram multiplicadas em meio de cultura acrescido de 5 umol.
L™ 6-benzilaminopurina (BAP). As microestacas utilizadas nos ensaios de

enraizamento continham entre dois e quatro nos.



3.2.Condigoes gerais das culturas
Os explantes foram inoculados em frascos de vidro (50x80 mm)
contendo 15 mL de meio de cultura preparado com os sais de Murashige e
Skoog (1962), acrescido de 30 g.L™" sacarose, 0,1 g.L™' meso-inositol, 6 g.L™
agar, fechados com tampas plasticas transparentes, lacrados com filme de
PVC e expostos ao fotoperiodo de 16 h (40-50 umol m? s™) sob 25 + 2 °C.

pH ajustado para 5,8 e autoclavados a 121 °C e 1,5 kPa por 15 min.

3.3.Ensaios
Foram realizados quatro ensaios que forneceram informagdes acerca
das duas fases que compde a etapa de enraizamento, a saber: (i)
concentragdo de auxina e tempo de tratamento com auxina; (ii) efeito da
exposicao das microestacas a luz na presenca de auxina; (iii) efeito das
microestacas a luz na auséncia de auxina; (iv) presenca e auséncia de boro

e zinco.

3.3.1. Ensaio 1

O primeiro ensaio visou determinar a melhor faixa de concentracao de
acido 1-naftalenoacético (ANA) e tempo de exposicdo a esta substancia
durante a fase de indugado. Microestacas foram colocadas verticalmente em
frascos com meio de cultura acrescido de cinco diferentes concentracgées (0,
1, 5, 10, 25 umoI.L'1) de ANA e levadas ao escuro durante seis diferentes
tempos (1, 2, 3, 5, 7 e 10 dias). Utilizou-se um delineamento inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 5x6, sendo cinco concentragdes de ANA e
seis tempos de exposi¢cdo. Foram utilizadas sete repeticdes por tratamento
(frasco), e em cada frasco foram colocadas trés microestacas.

Apo6s os tratamentos, as microestacas foram transferidas para o meio
basal acrescido de carvao ativado e deixadas sob fotoperiodo de 16/8 h,
sendo esta a fase de crescimento das raizes. O ensaio foi avaliado a cada
trés dias durante 18 dias. Os parametros avaliados foram porcentagem de
plantas enraizadas por tratamento, quantidade de raizes formadas e o
comprimento das raizes por planta enraizada. Na ultima avaliagédo foram

verificados a porcentagem de plantas com calos e queda foliar. O periodo de



obtencao do material vegetal foi entre os meses de setembro e novembro e
a realizagcdo do ensaio foi entre os dias 23 de novembro e 22 de dezembro
de 2004.

3.3.2. Ensaio 2

Foram examinadas as relacdes das fases de indugao e iniciagdo com
a luz. Microestacas foram colocadas em meio de indugao MS acrescido de 5
umol.L™" ANA (resultado obtido no Ensaio 1) e deixadas sob 4 condi¢cdes de
luminosidade durante a etapa de indugao: fotoperiodo de 16/8 h, tubos com
as bases cobertas, meio acrescido de carvao ativado e escuro completo,
durante 72 horas, conforme resultado obtido no ensaio anterior.

As microestacas foram entao transferidas para o meio de crescimento
basal e expostas as mesmas quatro condi¢gdes de luz descritas para o
estadio anterior, por um tempo de crescimento radicular de sete dias. Esse
tempo foi usado a fim de se isolar o efeito da luz das condi¢cdes padrao de
crescimento em estacas que estavam no escuro durante a segunda fase, por
exemplo.

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, totalizando 16
tratamentos. Foram utilizadas oito repetigdes por tratamento (frasco), sendo
que em cada frasco foram colocadas trés microestacas. O ensaio foi
avaliado aos dez dias. Os parametros avaliados foram porcentagem de
plantas enraizadas por tratamento, a quantidade de raizes formadas e o
comprimento das raizes por planta enraizada. O obtencdo do material
vegetal foi feita nos meses de dezembro e janeiro e o ensaio foi realizado

entre os dias 9 e 22 de fevereiro de 2005.

3.3.3. Ensaio 3

Foram avaliadas as relacdes de luz nas fases de indugao e iniciacao,
porém sem a adicdo de auxina ao meio na primeira fase. Estacas foram
colocadas em meio de indugcao MS basal e deixadas sob quatro condi¢des
de luminosidade: fotoperiodo de 16/8 h, tubos com as bases cobertas, meio

acrescido de carvao ativado e escuro completo, durante 72 h e depois as



estacas foram transferidas para o meio de crescimento MS basal e expostas
as mesmas quatro circunstancias de luz descritas para a fase anterior.

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, totalizando 16
tratamentos. Foram utilizadas oito repetigcdes por tratamento (frasco), sendo
que em cada frasco foram colocadas trés microestacas. O ensaio foi
avaliado aos dez dias e em virtude das respostas terem sido insuficientes
neste periodo, foram realizadas mais duas avaliagdes, aos 20 e 30 dias. Os
parametros avaliados foram porcentagem de plantas enraizadas por
tratamento, a quantidade de raizes formadas e o comprimento das raizes
por planta enraizada. O obtencao do material vegetal foi feita entre os meses
de fevereiro e margo o e o ensaio foi iniciado no dia 2 de abril e foi encerrado
em 11 de maio de 2005.

3.3.4. Ensaio 4

O ensaio considerou a presenca de boro e zinco durante as fases de
inducao e desenvolvimento radicular. Estacas foram colocadas em meio de
indugcdo MS preparado com agua deionizada, acrescido de 5 umoI.L'1 o-ANA
e 4 diferentes tratamentos com boro [(B) 6,2 mg.L™" H3BO3] e zinco [(Z) 8,6
mg.L'1 ZnS0,4.7H,0] durante a fase de inducdo: auséncia de B e Z, presenca
de B e auséncia de Z, auséncia de B e presenca de Ze presengcadeBeZe
deixadas durante 72 h e transferidos para as mesmas quatro concentragoes
na fase de crescimento descritas para a fase anterior.

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, totalizando 16
tratamentos. O ensaio foi avaliado a cada quatro dias durante 32 dias. Os
parametros avaliados foram porcentagem de plantas enraizadas por
tratamento, a quantidade de raizes formadas e o comprimento das raizes
por planta enraizada. O obtengcao do material vegetal foi feita no meses de

maio e junho e o ensaio foi realizado entre 1 de julho e 3 de agosto de 2005.

3.4.Avaliacao dos resultados
Os dados coletados nos ensaios foram tabulados e analisados
estatisticamente com o auxilio dos softwares Microsoft Excel e Minitab v.14.

Para realizar a analise de varidncia, os dados foram submetidos ao teste de



Shapiro-Wilk (similar ao Ryan-Joiner) para avaliar a normalidade da
distribuicdo e para testar a homogeneidade das variancias foram feitos
graficos dos residuos contra valores ajustados. Foram também realizadas
transformacbes de Box-Cox para alcangar as pressuposicoes para a
aplicacao valida do teste de significancia na ANOVA.

Com a realizagdo dos testes de homogeneidade e normalidade dos
dados obtidos nos ensaios de enraizamento, verificou-se que em alguns
parametros analisados as variancias dos residuos eram constantes, mas em
outros 0 mesmo nao ocorreu. Em nenhum momento, porém, os residuos
apresentavam distribuicdo normal.

Na tentativa de se conseguir a homogeneidade de variancias nos
dados que ndo as possuiam e se obter normalidade dos erros de
observacao, foram feitas transformagdes de Box-Cox e foi constatada a
possibilidade de se obter varidncia constante. No entanto, o mesmo nao
ocorreu com a distribuicdo normal, ndo sendo possivel encontrar nenhuma
transformacéo adequada para nenhum dos grupos de dados. Assim, optou-
se pelo teste H de Kruskal-Wallis, uma alternativa ndo paramétrica a Analise
da Variancia (CONOVER, 1980).

Em resumo o procedimento do teste foi o seguinte: os dados foram
ordenados em ordem ascendente em todos os grupos, sendo atribuido a
eles postos de 1 a n. Sendo Ry4, ..., Rip1 0s postos dos ny individuos que
receberam o tratamento 1; R4, ..., Ron2 0s postos dos n, individuos que
receberam o tratamento 2, e assim por diante. Quando ocorreram empates
nas observacgdes, isto €, com o mesmo valor, foi utilizado um posto médio
para cada uma das observagcdes empatadas (CONOVER, 1980). A seguir,
foi determinado o valor da soma dos postos para cada um dos a grupos,

n;
onde R, =Y R, ei=1, .. a
I

Entao, fez-se o teste de igualdade de tratamentos considerando uma

distribuicdo Qui-quadrado aproximada com a-1 graus de liberdade. A

estatistica do teste H utilizada foi:



k=12 3R 504 (1)

Cn(n+)S n

1

Em caso de empates nas observagdes utilizou-se:
1| &R n(n+1)
K= —{2——— , (2)

onde n, € o numero de observagdes no i-ésimo tratamento, » o numero total

de observagbes, e S° ¢ a variancia dos postos. Assumem-se as seguintes

hipéteses:

HO: as classes tém valores iguais;

H1: pelo menos uma das classes tem valor diferente.

O teste de Kruskal-Wallis rejeita HO para valores superiores de K (K
observado maior que K tabelado). Todos os calculos para o teste de Kruskal-
Wallis foram resumidos em tabelas (Anexo A). O valor de P (p-valor),
mostrado no final da tabela diz se as diferencas sdo estatisticamente
significativas ou a probabilidade de rejeitar HO quando esta hipdtese é
verdadeira.

Para expressar os resultados sobre a etapa de enraizamento no texto
foram utilizados graficos do tipo Boxplot, que apresentam como medidas de
localizagdo a mediana (Q2), primeiro (Q1) e terceiro quartis (Q3), na porgéo
central, inferior e superior, respectivamente (Figura 4). Os quartis sdo dados
por:

Q1=(N+1)/4 (3.1)

Q2= (N+ 1)/ 2 (Mediana) (3.2)

Q3=3x(N+1)/4 (3.3)
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FIGURA 4 Representacao esquematica de um grafico Boxplot.

Setas sdo utilizadas nos graficos para mostrar a mediana em
situagdes onde esta medida possui 0 mesmo valor de Q1 ou Q3. Também
sdo informados nos graficos o limite inferior (LIBP) e superior (LSBP) do

boxplot, que sdo dados por:
LIBP =Q01-15x(Q3-01), 4.1)
LSBP = Q03 +15x(Q3-01), 4.2)

Os pontos aberrantes ou discrepantes sdo pontos fora dos limites
LIBP e LSBP, e foram denotados por um asterisco (*).

Na parte inferior a direita dos graficos é apresentado o valor de P do
teste estatistico Kruskal-Wallis, extraido da tabela de calculos necessarios
para a realizagcao do teste.

Para simplificar a apresentagao dos resultados dos Ensaios 2, 3 e 4,
os tratamentos foram indicados por meio da sigla do tratamento em cada
fase do enraizamento (FASE1/FASE2). Assim quando se referiu ao
tratamento claro na primeira fase seguido de claro na segunda fase, o

tratamento foi grafado CL/CL.



Durante a analise estatistica dos dados do experimento 1 percebeu-
se que a porcentagem de plantas enraizadas nao havia avangado apés o
nono DAT. Assim decidiu-se utilizar a leitura realizada no 15 DAT para
realizar a avaliagao do experimento em fungado do numero de elementos que
esta possuia em relacédo ao 18 DAT.

Para analisar o numero de raizes formadas e os seus respectivos
comprimentos foram levados em conta apenas explantes que haviam

enraizado, para evitar que estes nao influenciassem na analise estatistica.



4. RESULTADOS

4.1.Obtencao de material vegetal
Os dados aqui apresentados foram obtidos nas duas etapas
necessarias a producao de microestacas in vitro e que, portanto, antecedem
0 enraizamento: o estabelecimento de culturas assépticas e a multiplicacao

de partes aéreas a partir de gemas axilares.

4.1.1. Contaminagao das culturas

A porcentagem de contaminantes observada ap6s um procedimento
de assepsia de segmentos nodais € ilustrada na Figura 5. O exemplo
mostrado ilustra o ultimo evento de descontaminagdo de materiais vegetais
para a obtencao de culturas assépticas in vitro realizado durante o estudo. O
numero de explantes livres de contaminagédo por microorganismos diminuiu
rapidamente durante os dez primeiros dias de -cultura, ocorrendo a
contaminacdo de mais de 60% do material. Entre os recipientes
contaminados aos 10 dias, 64,3% dos explantes apresentavam bactérias e
35,7% fungos. O aparecimento de contaminagbes bacterianas aumentou
7,5% no vigésimo dia e permaneceu estavel até o fim das observacgdes.

A aparicao de fungos, entretanto, avangou 11,2% até o ultimo dia
observado. Assim, aos 40 dias in vitro, 48,1% dos explantes estavam
contaminados por bactérias e 33,2% por fungos, restando para ser utilizado

na multiplicagado apenas 18,7% do estoque inicial de explantes.
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FIGURA 5 Porcentagem acumulada de contaminantes em fungéo do tempo. DES:
plantas limpas ou “descontaminadas”; BACT: bactérias; FUNG: fungos.
Cuiaba, MT, 2006.

Os resultados observados foram diferentes dos observados por Afez
(2003), que apos 30 dias observou a descontaminagédo de 80,7% dos
explantes in vitro de J. elliptica, aplicando-se a mesma técnica de assepsia
de material vegetal utilizada neste trabalho — imersdo e agitagdo de
segmentos nodais em solugdo 1% HOCIl e 1 mL.L™" de Tween por 60 min;
enxagle em agua estéril, excisdo e inoculagédo dos explantes em tubos de
ensaio sob fluxo laminar.

Na realidade, os resultados obtidos nas descontaminagbes de J.
elliptica variaram muito ao longo do presente estudo, onde se observou a
desinfestacdo de quase todos os explantes em algumas ocasides € na
maioria das vezes, a perda completa dos individuos inoculados devido as
contaminacgdes. E possivel que a variagdo esteja associada & estacdo do
ano em que os tecidos vegetais foram coletados, que poderiam influenciar
na umidade, temperatura e outros fatores ambientais relevantes e nas
interagdes entre as plantas e outros organismos.

Como as plantas matrizes eram, as vezes, selecionadas e colhidas

em populagdes de ocorréncia natural, o combate in vivo as contaminagdes



nao foi priorizado. Coletavam-se apenas partes de plantas jovens e sadias,
sem traumas na epiderme ou deformacdes nas folhas.

O estabelecimento de culturas assépticas € uma das etapas da
micropropagacao mais trabalhosas de se superar. No presente estudo ela foi
um dos maiores obstaculos na realizagdo dos trabalhos. Inicialmente, em
todos os explantes inoculados “in vitro” se observava presenga de
contaminantes e por cerca de quatro meses se tentou eliminar
microorganismos sem sucesso. Assim, executou-se uma série de
descontaminagdes sucessivas e isto proporcionou o0 aprimoramento das
técnicas de assepsia no fluxo e a incorporagdo do uso de alcool 70° GL
antes do banho de hipoclorito de sédio. Por fim, apds varias tentativas, foram
observados explantes livres de patdogenos e assim foi possivel produzir

gemas uteis a multiplicacao de partes aéreas (Figura 6).

FIGURA 6 Explantes in vitro de J. elliptica desinfestados e a formagao de brotagdes
laterais. Cuiaba, MT, 2006.

Nesses explantes aparentemente livres de patdégenos, entretanto, as
contaminacdes continuaram a aparecer durante as etapas de multiplicacéo
de partes aéreas e enraizamento. Na Figura 7 sado apresentados as
porcentagens de contaminagdes ocorridos durante os quatro ensaios de

enraizamento realizados durante o estudo.
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FIGURA 7 Porcentagens de contaminacdo das culturas durante os ensaios de
enraizamento in vitro de microestacas de J. elliptica em fungao do
tempo. DAT: dias apos transferéncia (fase de crescimento radicular).
Cuiaba, MT, 2006.

Como se pode observar, nos ensaios 1 e 2, a presenga de
contaminagdes nas culturas ocorreu em niveis aceitaveis. No ensaio 2 foi
detectado em apenas 5,5% das culturas dez dias apos transferéncia (DAT).
No ensaio 1 as contaminag¢des alcangaram 10,95% das culturas no 12 DAT
e permaneceram assim até o 18 DAT.

No ensaio 3 as contaminagbes atingiram, aos 10 DAT, 21,1% das
microestacas. Dez dias depois, as contaminag¢des haviam avangado pouco
sobre as culturas, sendo observado col6nias de microorganismos em 25,8%
delas. Aos 30 DAT, porém, a quantidade de microestacas contaminadas
aumentou seu ritmo de aparecimento, chegando a 61,7%. As
contaminagdes, portanto, aumentaram mais entre 20 e 30 DAT neste ensaio.

No ensaio 4, da mesma maneira, o aparecimento de contaminacgdes
aos 12 DAT havia atingido 7,8% das culturas, alcangando 12,4% aos 16
DAT e 21,1% aos 28 DAT. Entre o0 28 e o0 32 DAT, porém, as contaminacoes
foram a 45,3% das culturas, aumentando em 23% em relagdo a ultima

avaliacdo. Nos ensaios 3 e 4, perdas de 61,7% e 45,3% respectivamente



significaram a perda de informagdes que os ensaios poderiam fornecer. No
caso do ensaio 3, tratamentos inteiros foram perdidos e o fato comprometeu
o objetivo do ensaio, que foi avaliar diferentes condi¢des de luminosidade
nas duas fases do enraizamento de J. elliptica na auséncia de auxina.
Acredita-se que as contaminagdes surgidas durante as etapas de
enraizamento sejam de origem enddgena. As plantas matrizes utilizadas no
estudo foram coletadas em populacdes naturais no cerrado. Possivelmente,
microorganismos permaneceram no interior dos explantes in vitro, e apenas

depois de algum tempo tornaram-se visiveis nos meios de cultura.

4.1.2. Multiplicagao de partes aéreas

A multiplicagdo de partes aéreas permitiu uma producgao rapida de
material para os ensaios de enraizamento, por meio de ciclos de sub cultivos
sucessivos. Na Figura 8 se ilustra o modo como os parametros levados em

conta na multiplicagédo se comportaram durante um ciclo de subcultivo.
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FIGURA 8 Multiplicagdo in vitro de partes aéreas de J. elliptica em fungao do
tempo. NPA: numero de partes aéreas; ALT: altura; GEM: gemas.
Cuiaba, MT, 2006.



O grafico da pagina anterior mostra que, para cada gema colocada
em meio de multiplicacdo foram formadas em média sete gemas, 1,6 parte
aérea de 3,8 cm. Isto significa que cada gema gerada neste sistema origina,
em meédia, sete gemas adicionais em cada subcultivo. Este resultado é
consequéncia direta do BAP adicionado ao meio MS (George, 1993).

Pela exciséo, individualizagdo e cultivo de gemas caulinares, em um
periodo de dois a quatro meses foi possivel obter as quantidades de
microestacas necessarias a realizacdo de cada ensaio. No primeiro ensaio
foram utilizadas 630 estacas. No segundo, no terceiro e no ultimo ensaio
utilizou-se uma populagao mais reduzida: 384 individuos foram testados.

A Figura 9 mostra plantas com cerca de 30 dias, em sala de
crescimento. Desse periodo em diante, as plantas ja foram utilizadas em

novos subcultivos, ou entdo em ensaios de enraizamento.

FIGURA 9 Multiplicagao in vitro de J. ellitpica, apés 30 dias em sala de crescimento.
Cuiaba, MT, 2006.

4.2.Enraizamento
4.2.1. Ensaio 1
4.21.1. Resultados

As porcentagens de plantas enraizadas a cada dia de avaliagado séo

ilustradas na Figura 10.
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FIGURA 10 Porcentagem de microestacas de J. elliptica enraizadas em fungéo do
tempo de cultivo. Seta: mediana oculta; DAT: dias apds transferéncia.
Cuiaba, MT, 2006.

Os calculos para o teste de Kruskal-Wallis foram resumidos na Tabela
1 (Anexo A). Concluiu-se que as porcentagens das plantas enraizadas em
cada leitura sao estatisticamente diferentes (P=0,000). Seis dias apds o
inicio das avaliagbes foi observado o enraizamento de 33% do material e
aos nove DAT, o enraizamento das microestacas havia atingido sua maior
taxa (67%), nao sendo observado aumento até o fim do ensaio.

A porcentagem de plantas enraizadas em funcéo da concentragao de
auxina é apresentada na Figura 11. Nao foram verificadas porcentagens de
plantas enraizadas estatisticamente diferentes entre as concentracbes de
ANA (Tabela 2, Anexo A). Assim, as diferentes concentragdes de auxina
enraizaram microestacas de J. elliptica de maneira semelhante, porém a

concentracao de 1 umoI.L'1 apresentou menor variagdo em sua resposta.
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FIGURA 11 Porcentagem de plantas enraizadas em fungéo da concentragao de
ANA. Cuiaba, MT, 2006.
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FIGURA 12 Porcentagem de plantas enraizadas em fungéo do tempo de exposi¢ao

das microestacas ao ANA. Seta: mediana oculta. Cuiaba, MT, 2006.



Ao avaliar o efeito do tempo de aplicagdo sobre a porcentagem de
plantas enraizadas (Figura 12), estas apresentaram diferengas altamente
significativas (Tabela 3, Anexo A) o tratamento de um dia mostrou ser
insuficiente ao enraizar menos microestacas que os demais. Os tratamentos
de dois, trés, sete e dez dias de duracao apresentaram médias semelhantes
(67%), sendo os tratamentos de trés dias os que apresentavam menor
variagdo. No tratamento de cinco dias foi observada porcentagem de
enraizamento superior em relagdo aos outros tratamentos (100%).

A quantidade de raizes formadas manteve-se semelhante durante o
ensaio (Figura 13; Tabela 4). Foi verificada uma diminuigao entre o terceiro e
sexto dia, provavelmente relacionada ao aumento consideravel de
microestacas enraizadas nesse periodo (74 e 124 individuos,
respectivamente). Na Figura 13 também é possivel verificar os valores

espurios (*) e o seu aumento em relagao ao tempo.
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FIGURA 13 Quantidade de raizes formadas por microestaca de J. elliptica em

funcao do tempo de cultivo. * : valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.



A quantidade de raizes formadas em fung¢ao da concentragao de ANA
é ilustrada na Figura 14. Foram observadas diferengas significativas entre as
médias (Tabela 5). No tratamento controle foi notado valor inferior aos
demais tratamentos (1,33 raiz;). O tratamento de 5 umol.L™ foi o tratamento
onde se observou resultado superior para o parametro em questdo (5,0
raizes), seguido dos tratamentos de 1 umol.L™" (2,67 raizes) e o 10 umol.L™
(2,50 raizes). No tratamento de 25 umol.L™" (2,17 raizes) foi verificado

resultado inferior entre os tratamentos com auxina.
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FIGURA 14 Quantidade de raizes formadas por microestaca de J. ellitpica em
funcao da concentracdo de ANA. * : valores espurios. Cuiaba, MT,
2006.

A quantidade de raizes formadas por microestaca em fungao do
tempo € mostrada na Figura 15. As médias também diferiram entre si
(Tabela 6). No tratamento de um e dois dias foram observadas menos raizes
em média (1 a 1,33 raiz) que nos demais tratamentos. Microestacas

submetidas a trés dias de indugao formaram 2 raizes por microestaca. Os



tratamentos de cinco dias em diante formaram 3 raizes, em média, mas no

tratamento de dez dias foi conferido maior variagdo nos valores observados.
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FIGURA 15 Quantidade de raizes formadas por microestaca de J. elliptica em
funcao do tempo de exposicao das microestacas ao ANA. * : valores
espurios. Cuiaba, MT, 2006.

Os comprimentos das raizes ao longo do ensaio s&o apresentados
na Figura 16. Nao foi verificado aumento no comprimento das raizes apds o
15 dia (Tabela 7). O comprimento das raizes em fungao da concentragao de
ANA é ilustrado na Figura 17. Nao foram verificadas diferengas estatisticas
nos comprimentos radiculares entre as médias (Tabela 8).

O comprimento das raizes em fungdo do tempo de inducido é
mostrado na Figura 18. Assim como no parametro quantidade de raizes
formadas, os tratamentos de um e dois dias apresentaram respostas
inferiores aos demais tratamentos (2,0 e 2,67 cm, respectivamente) (Tabela
9).
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FIGURA 16 Comprimento das raizes em fun¢ao do tempo de cultivo. * : valores
espurios. Cuiaba, MT, 2006.
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FIGURA 17 Comprimento das raizes em fungao da concentragao de ANA. Cuiab3,
MT, 2006.
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FIGURA 18 Comprimento das raizes em fungédo do tempo de exposicao das

microestacas ao ANA. * : valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.

Nos tratamentos de trés, sete e dez dias as médias de comprimento
radicular foram semelhantes (4,0 cm), embora o tratamento de trés dias
possuisse maior variacdo. O tratamento de cinco dias mostrou ser a melhor
condicao para o crescimento radicular em J. elliptica (5,33 cm). A presencga
de calos e a queda foliar nas microestacas foram avaliadas aos 18 dias, a
ultima avaliagao feita no ensaio.

A frequéncia de plantas com calo em fungdo da concentragao de
auxina € ilustrada graficamente na Figura 19. As médias diferiram
estatisticamente entre si (Tabela 10). Nas microestacas submetidas ao
tratamento controle ndo se observou calos. Nos tratamentos com 1 e 5
umoI.L'1 nao houve formacao desses tecidos desorganizados, mas se pdde
observar variagdo, sendo esta maior no tratamento de 5 dias. Nos
tratamentos mais concentrados, 10 e 25 umol.L™, entretanto, formaram-se
calos em grande parte das microestacas (267%), sendo observado em todas

as microestacas submetidas ao tratamento de 25 umol.L™ (100%).
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FIGURA 19 Porcentagem de plantas com calos em microestacas de J. éelliptica em
funcao da concentracdo de ANA. Seta: mediana oculta; * : valor
espurio. Cuiaba, MT, 2006.
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FIGURA 20 Porcentagem de plantas com calos em microestacas de J. elliptica em
funcao do tempo de exposi¢cao das microestacas ao ANA. Seta:

mediana oculta; * : valor espurio. Cuiaba, MT, 2006.



Quando se considerou o tempo de indugao (Figura 20), também
foram verificadas diferengas altamente significativas (Tabela 11). Nao houve
formacao de calos nos tratamentos com duracado de um dia. Nos tratamentos
que duraram dois e trés dias, ndo houve formagao de calos, mas houve
variagao, sendo mais observada no tratamento de trés dias. Nos tratamentos
que duraram mais de trés dias, os calos apareceram em boa parte das
microestacas (267%), sendo detectados calos em todos os individuos
submetidos a dez dias de tratamento.

A frequéncia de microestacas com queda foliar em funcédo de

diferentes concentragdes de auxina € ilustrada na Figura 21.
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FIGURA 21 Porcentagem de plantas com queda foliar em microestacas de J.
elliptica em fungao da concentracdo de ANA. Q.f.: queda foliar. Seta:

mediana oculta; * : valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.

Nao foram detectadas diferengas significativas entre médias (Tabela
12). Quando se levou em conta o tempo de tratamento em relacédo a

concentragdo de auxina (Figura 22), foram verificadas diferengas altamente



significativas (Tabela 13). Os tratamentos com duragédo de um e trés dias
tiveram média inferior aos outros tratamentos, sendo detectada maior
variagdo no tratamento de trés dias. Os tratamentos de 2, 5, 7 e 10 dias
possuiam em média a mesma quantidade de microestacas com queda de ao
menos uma folha (33%), sendo o tratamento de sete dias o que apresentou

menor variagdo na resposta.
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FIGURA 22 Porcentagem de plantas com queda foliar em microestacas de J.
elliptica em fungao do tempo de exposicao das microestacas ao ANA.

Seta: mediana oculta; * : valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.

4.2.1.2. Discussao
O enraizamento de J. elliptica ja podia ser observado seis dias apds o
inicio da fase de crescimento radicular, alcangando a porcentagem maxima
(67%) apds nove dias (P<0,01). Resultado similar foi observado no
enraizamento in vitro de Phylantus urinaria (Euphorbiaceae), que pdde ser
observado em quatro dias, atingindo o maximo de raizes formadas em 16

dias (Capatan et al., 2002). A quantidade de raizes formadas permaneceu a



mesma em J. elliptica durante a execugcdo do experimento, mas o
crescimento das raizes ocorreu até 15 dias depois do seu inicio.

A concentragdo de ANA né&o afetou a porcentagem de microestacas
enraizadas e o comprimento das raizes formadas em J. elliptica, mas afetou
a quantidade de raizes formadas, sendo a melhor concentragdo 5 umol.L™
ANA (P<0,01). Doses acima de 5 umol.L™" induziram a formagéo de calos
basais, 0 que pode comprometer a funcionalidade das raizes.

Resultados similares foram observados na micropragacédo de
especies do género Phyllantus. As porcentagens de enraizamento in vitro
em P. carolinensis, P. stipulatus e P. urinaria também n&o foram
influenciadas pelas auxinas, sendo obtidas altas porcentagens de
enraizamento sem reguladores de crescimento. O numero de raizes
formadas foi superior em tratamentos de 1,25 pumol.L”" ANA, 1,25 e 2,5
umol.L"' de AIA em P. carolinensis e em P. urinaria as melhores
concentragdes foram entre 1,25 umoI.L'1 eb umoI.L'1 ANA. Em P. stipulatus,

porém, a concentracdo de 5,0 umol.L™" ANA induziu a formacdo de calos
(Capatan et al., 2000; Capatan et al., 2001; Capatan et al., 2002).

Altas concentracdes de auxina muitas vezes induzem a formacéao de
calos em microestacas. Entretanto, em algumas espécies, a inducao de
calos pode ocorrer com a administracdo de doses baixas desta substancia,
dependendo da auxina utilizada e também do gendtipo vegetal em questéo.
Em gengibre Zingiber officinale Rosc.(Zingiberaceae) e em Karwinskia
humboldtiana (Zucc.), por exemplo, as aplicagdes de ANA resultaram na
indugdo de calos friaveis, mesmo em baixas concentragdes, entretanto o
mesmo ndo ocorreu em tratamentos com AIA e AIB (Rout et al., 2001;
Kollarova et al., 2004). Nao se pode generalizar, porém, o efeito calogénico
de ANA para todas as espécies, a exemplo da medicinal Plantago major L.
(Plantaginaceae), que enraizou satisfatoriamente tanto com o AIB como com
ANA (Mederos et al., 1998). O efeito calogénico do ANA péde ser observado

em J. elliptica, em concentragdes a partir de 5 umoI.L'1 (Figura 23).



FIGURA 23 Calos basais em microestacas de J. elliptica enraizadas com altas
doses de ANA. Cuiaba, MT, 2006.

Foram observadas respostas significantes (P<0,01) causadas pelo
tempo de inducdo no enraizamento de J. elliptica. Em microestacas expostas
a cinco dias de indugao, 100% das microestacas enraizaram, havia mais
raizes por microestacas e as raizes eram mais longas. Entretanto, foi
observada a formagao de calos em algumas microestacas submetidas a este
tempo de indugdo, contra a nao formacdo de calos em microestacas
submetidas a trés dias de indugao.

Varias pesquisas em enraizamento adventicio apontam para a divisao
do enraizamento em duas fases, sendo a primeira delas realizada com
auxinas ou outros reguladores de crescimento e a segunda fase livre dessas
substancias. Zaniolo e Zanette (2001), por exemplo, compararam em erva
mate (/lex paraguaiensis St. Hil.) o enraizamento feito em duas fases e em
uma fase continua e concluiram que em duas fases (12 dias de indugéo)
houve maior porcentagem de microestacas enraizadas e mais raizes se
formaram por microestaca. No enraizamento de caju (Anacardium
occidentale L. Anacardiaceae), Boggetti et al. (2001) também observaram
que o tempo de inducido de cinco dias foi superior a uma unica fase de
indu¢do, com duragdo de um més.

O tempo de indugao ja foi estudado em uma grande variedade de
espécies, e muitos resultados se assemelham. Karhu (1997), por exemplo,

aplicou na planta ornamental madressilva azul (Lonicera caerulea) algumas



concentragdes das auxinas (0 — 4 pmol.L™") em diferentes tempos de inducéo
e verificou que tratamentos prolongados com auxinas induziram um grande
numero de raizes, mas reduziram o alongamento e aumentaram o diametro
das raizes, além de induzir a formacdo de calos nas bases das
microestacas. Todas estas caracteristicas podem comprometer a
aclimatacao das plantulas e os resultados levaram a concluir que um pulso
curto de sete dias & preferivel para a indugcdo de raizes na espécie. As
mesmas caracteristicas morfoldgicas indesejaveis a aclimatagdo puderam
ser verificadas em J. elliptica em tratamentos acima de cinco dias de
inducéo.

Para enraizar microestacas de mogno (Swentia macrophylla King),
Lopes et al. (2001) utilizaram tempos de indugao de cinco dias. Rout et al.
(2001) obtiveram o enraizamento de gengibre (Zinzgiber officinale Rosc.
(Zingiberaceae)) com a fase de inducao realizada entre sete e nove dias.
Esses resultados demonstraram que tempos de indugdo curtos sao
suficientes para induzir o enraizamento adventicio nessas espécies.
Acredita-se que entre 3 e 4 dias as auxinas estimulam a formagédo de
meristemas radiculares e apds 4 dias, estas substancias tornam-se
inibitérias ao desenvolvimento radicular (De Klerk et al., 1999), diminuindo as
taxas de enraizamento e causando a deformacao das raizes e a inducéo de
calos basais nas microestacas.

Entretanto, o efeito inibitério das auxinas na fase de crescimento
radicular ndo pode ser generalizado, pois em algumas espécies o
enraizamento também pode ocorrer em uma unica fase, sem prejuizo nas
qualidades das raizes formadas. Em Plantago major L. e em Salix
humboldtiana Hild. (Salicaceae), por exemplo, o enraizamento foi obtido com
tratamentos continuos com auxina superiores a um més. As raizes
formaram-se sem deformacbées e a aclimatacdo das microestacas
enraizadas foi conseguida satisfatoriamente (Mederos et al., 1997; Pereira et
al., 2000).

As folhas nas microestacas tém a funcdo de produzir auxina

endégena (AlA), e por isso, a queda foliar também é um fator relevante no



enraizamento (Ono e Rodrigues, 1996). A frequéncia de microestacas com
queda foliar foi afetada pelo tempo de inducéo, possivelmente em funcao do
etileno, que pode ter sua sintese enddégena aumentada tanto por
tratamentos de auxina como por tecidos feridos. Este horménio pode ser
acumulado na regidao do enraizamento, no meio de cultura e também dentro
do frasco de cultura (De Klerk et al., 1999). O etileno provoca a abscisdo de
folhas e outros 6rgaos (Fosket, 1988). As folhas, por sua vez, sdo algumas
das regides nas plantas onde o AIA é produzido. Assim, menos folhas em
uma microestaca pode significar a diminuigdo na capacidade rizogénica. Em
Calliandra calothyrsus, por exemplo, a variagdo no potencial de
enraizamento foi atribuida principalmente a habilidade das microestacas em

manter as folhas e a area foliar no explante (Dick et al., 1996).

FIGURA 24 Microestacas de J. elliptica enraizadas in vitro com diferentes
concentracdes e tempos de indugdo. A: 0 umol.L™" ANA por 5 dias; B:
10 umol.L™" ANA por 3 dias; C: 25 ymol.L" ANA por 2 dias; D. 25
umol.L”" ANA por 7 dias. Cuiaba, MT, 2006.

4.2.2. Ensaio 2

Neste ensaio apenas uma avaliacdo foi feita, pois se procurava
analisar a influéncia da luz nas duas fases do enraizamento adventicio. O
Ensaio 1 mostrou que a fase de indugao dura cerca de cinco dias e apos
este periodo, os primérdios radiculares comegam a se desenvolver e as
raizes comegam a crescer. Entdo pareceu mais conveniente estipular o

tempo de sete dias para a segunda fase.



4.2.21. Resultados
A porcentagem de plantas enraizadas em fungdo das condigdes de

luminosidade ¢é ilustrada na Figura 25.
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FIGURA 25 Porcentagem de plantas enraizadas em fungéo das condi¢des de
luminosidade em cada fase do enraizamento (F1/F2). BC: bases
cobertas; CA: carvao ativado; CL: claro; ES: escuro. Seta: mediana

oculta; * : Valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.

As porcentagens de plantas enraizadas diferiram estatisticamente
(Tabela 14). Nos tratamentos BC/CL, BC/ES, CL/BC e ES/CL foram
enraizadas mais plantas, em média (67%).

Ficou bem evidente o0 baixo enraizamento nas microestacas
submetidas a tratamentos que utilizavam carvao ativado na fase de inducéo.
Os tratamentos que envolviam carvao ativado na fase de crescimento
também apresentaram resultados inferiores (33%) quando comparados com
tratamentos que submetiam as microestacas a outras condigdes de luz

nessa fase (>50%).



Os tratamentos com BC (isolamento da luz apenas nas regides onde
as raizes serao originadas) na primeira fase pareceram ser benéficos ao
enraizamento de J. elliptica, tanto associados ao CL quanto ao ES na
segunda fase. Entretanto, quando BC/BC (50%) enraizou menos que 0s
outros tratamentos, inclusive menos que CL/BC (67%). Da mesma maneira
CL/CL (50%) enraizou menos que CL/BC, mas foi semelhante ao BC/BC,
embora com menor variagdo na resposta.

O tratamento CL/CL (50%) foi superior ao tratamento ES/ES (33%).
Quando associadas, as duas condigbes mostraram resultados superiores em
ES/CL (67%), mas o mesmo nao ocorreu quando se inverteu a ordem das
condigdes de luz em CL/ES (50%), mostrando que o escuro parece ser mais
adequado na fase de inducgao radicular e o claro na fase de crescimento. Os
tratamentos BC/CL e CL/BC mostraram resultados similares (67%), porém,
BC/CL apresentou maior variagao, e isto enfraquece qualquer inferéncia
sobre o escuro e a fase de inducéo.

A quantidade de raizes formadas em fung¢ao de diferentes condicbes
de luminosidade é ilustrada graficamente na Figura 26. Foram verificadas
diferencas entre as médias (Tabela 15). As microestacas submetidas ao
tratamento BC/BC formaram mais raizes (3,33 raizes) seguido de BC/ES
(2,50 raizes), BC/CL e CL/CA (1,83 raizes). As microestacas expostas a
tratamentos com carvao ativado durante a fase de indugdo radicular
formaram poucas raizes, em média (<0,50 raiz). O tratamento CL/CA (1,83
raiz), entretanto, formou mais raizes que os outros tratamentos que
utilizavam CL na fase de inducgéo (1,67 a 1,0 raiz). O grupo de tratamentos
onde se aplicou ES também mostrou resultados inferiores em relagdo BC e

CL na fase de inducéo radicular.
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FIGURA 26 Quantidade de raizes formadas em fungao de diferentes condi¢des de
luminosidade. Seta: mediana oculta; * : valores espurios. Cuiaba, MT,
2006.

Os comprimentos das raizes formadas em funcdo das diferentes
condigdes de luminosidade nas fases do enraizamento sdo apresentados na
Figura 27. As médias diferiram estatisticamente (Tabela 16). As raizes das
microestacas submetidas ao tratamento BC/BC eram mais longas, em média
(4,0 cm), porém, com grande variagao nos resultados, e foram seguidas dos
comprimentos radiculares dos tratamentos BC/ES (2,75 cm), BC/CL (2,08
cm), CL/ES (2,67 cm), CL/CA (2,50 cm), ES/BC (2,33cm) CL/BC e CL/CL
(2,0). Os tratamentos ES/ES e ES/CA (1,0 e 1,17 cm, respectivamente)
formaram raizes de comprimentos inferiores em relagdo aos outros
tratamentos de ES na primeira fase e também aos tratamentos de CL e BC
na primeira fase. Tratamentos de CA na primeira fase apresentaram os

menores comprimentos radiculares (0,57 a 0,16 cm).
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FIGURA 27 Comprimento das raizes em funcao de diferentes condi¢cbes de
luminosidade. Cuiaba, MT, 2006.

4.2.2.2. Discussao
Acreditava-se que o carvao ativado influenciaria de maneira benéfica
o enraizamento de J. elliptica, quando aplicado na fase de crescimento
radicular, por bloquear a luz na regido do enraizamento, além de promover a
adsorcao de substancias fenodlicas que interferiiam no enraizamento
(George, 1993). A explicagao para o efeito negativo do carvao ativado em J.
elliptica pode estar na adsor¢cdo do ANA aplicado exogenamente, absorvido
pelos tecidos basais das microestacas ou do AlA originado nas folhas dos
explantes, que por meio de transporte basipeto chegaram a regido de
formacao de raizes. De qualquer modo, o carvao ativado enfraqueceu o
potencial dos explantes de J. elliptica em enraizar ao ser utilizado na fase de

crescimento radicular (P<0,05).
Na literatura, nenhuma informacéo relativa ao carvao ativado e niveis
de auxinas em tecidos enddégenos em microestacas foi encontrada. De

maneira geral, os trabalhos disponiveis se restringem em avaliar se o carvao



ativado € ou nao benéfico ao enraizamento, geralmente em protocolos de
micropropagacao. Em lavanda (Lavandula vera D.C.), por exemplo, o carvao
ndo influenciou no enraizamento adventicio (Andrade, et al., 1999). Em
abacaxi ornamental (Ananas porteanus) e acacia negra (Acacia mearnsii
(Fabaceae)) e pereira (Pyrus communis L. cv. Carrick) o carvdo ativado
reduziu o enraizamento (Borges et al, 2001; Eisfeld et al., 2004; Erig et al.,
2004). Em louro-pardo (Cordia trichotomo (Vellozo) Arrabida ex Steudel), por
outro lado, o melhor enraizamento foi obtido com auxina combinada ao
carvao ativado (Mantovani et al., 2001). O efeito do carvao ativado no
enraizamento também nao pode, portanto, ser estendido a todas as
espécies vegetais.

Mencuccini (2003) utilizou um corante negro (Black BN-Sigma) como
alternativa ao carvao ativado e foi bem sucedido em enraizar microestacas
de oliva (Olea europea L.) escurecendo o meio de enraizamento com doses
de 100 a 200 mg.L™" desse corante.

Em muitas pesquisas pode-se encontrar a manutencao das culturas
no escuro como forma de induzir raizes. Em madressilva azul (Lonicera
cuerulea), por exemplo, as culturas permaneceram por sete dias no escuro
antes de serem transferidas para o claro e o tamarindo (Tamarindus indica
L.) permaneceu por trés dias nessa condi¢do (Mehta, et al., 2000; Karhu,
1997). A auséncia de luz nestes trabalhos, no entanto, foi aplicada como
condigdo padrao, nao havendo questionamento sobre a eficacia dessa
condicio para essas espécies.

Varias pesquisas sobre luz e enraizamento adventicio foram feitas em
varias espécies. Em aspargo (Aspargus officinalis L.), a exposi¢cdo dos
explantes ao escuro nao influenciou o enraizamento in vitro sob nenhum
aspecto (Amarante et al., 2001). Em Acacia mangium Willd., manter
microestacas no escuro resultou em um grande numero de raizes
adventicias, mas por outro lado, a manutengao nas condi¢cdes padrao de luz
(16/8h) estimulou o crescimento radicular (Monteuuis e Bon, 2000). Assim,
dependendo da espécie, o escuro durante a fase de indugao pode influenciar

positivamente no enraizamento in vitro, como observado em J. ellitpica.



4.2.3. Ensaio 3

Aos 20 DAT, poucas plantas haviam enraizado, entdo se optou por
conduzir o ensaio por mais 10 dias. Como dito anteriormente, as
contaminagdes atingiram grande parte dos experimentos e isso prejudicou a
interpretacdo dos resultados. Aos 10 DAT o ensaio contava com 101
explantes. Esse numero caiu cerca de 50%, restando aos 30 DAT apenas 49
deles.

4.2.3.1. Resultados

A porcentagem de plantas enraizadas durante o ensaio € ilustrada na
Figura 28. Foram verificadas diferencas significativas entre as leituras
realizadas (Tabela 17). Apenas 33% das microestacas haviam enraizado 30
dias apds o inicio do ensaio. A porcentagem de plantas enraizadas sem
auxina em funcgéo de diferentes condi¢cdes de luz nas duas fases ¢ ilustrada
na Figura 29. N&o foram verificadas diferengas significativas entre os
tratamentos (Tabela 18).

A quantidade de raizes formadas durante o ensaio é ilustrada na
Figura 30 e a quantidade de raizes formadas em funcdo das diferentes
condigdes de luz é mostrada na Figura 31. Nao foram verificadas diferencas
significativas entre os tratamentos quanto a quantidade de raizes formadas
nesse ensaio. (Tabelas 19 e 20).

Os comprimentos das raizes formadas durante o0 ensaio sé&o
ilustrados na Figura 32. Foram detectadas diferengas altamente
significativas entre os comprimentos (Tabela 21). Aos dez dias, as raizes
possuiam comprimento de 0,75 cm e aos 30 dias, as raizes possuiam 2,0
cm, em média. Os comprimentos das raizes formadas em funcdo das
condigdes de luminosidade s&o ilustrados na Figura 33. Nao foram
verificadas diferencas significativas entre os comprimentos médios em

funcao de diferentes tipos de luminosidade (Tabela 22).
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FIGURA 28 Porcentagem de plantas enraizadas em fungéo do tempo. Seta:

mediana oculta; * : valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.
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FIGURA 32 Comprimento das raizes em funcao do tempo. Seta: mediana oculta; * :
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4.2.4. Ensaio 4

A porcentagem de plantas enraizadas ao longo do ensaio € ilustrada
na Figura 34. As porcentagens diferiram estatisticamente no decorrer do
ensaio (Tabela 23). O enraizamento das microestacas no Ensaio 4 ndo havia
sido satisfatorio até o dia 28. No 34 DAT, porém, 33% das microestacas
haviam enraizado. Assim, optou-se por verificar o enraizamento nesse

periodo do ensaio.
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FIGURA 34 Porcentagem de plantas enraizadas em fungéo do tempo. Seta:

mediana oculta; * : valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.

A porcentagem de plantas enraizadas em fungéo da presencga de boro
e zinco € apresentada na Figura 35. Nao foram verificadas diferengas entre
as porcentagens médias (Tabela 24).

A quantidade de raizes formadas durante o ensaio e quantidade de
raizes formadas em fungédo das condi¢des de luz sao ilustradas nas Figuras
36 e 37. Nao foram verificadas diferengas significativas entre os tratamentos

(Tabelas 25 e 26, respectivamente).



Os comprimentos radiculares durante o Ensaio 4 sdo mostrados na
Figura 38. Foram verificadas diferencgas significativas entre os dias de leitura
(Tabela 27). Aos 12 dias, as raizes formadas possuiam em média apenas
0,16 cm. 12 dias mais tarde (24 DAT), o comprimento médio havia superado
a marca de um centimetro (1,08 cm) e ao final do experimento, o valor médio
para comprimento chegou a 1,67 cm, apenas.

Os comprimentos radiculares em funcao da presenca de boro e zinco
sdo apresentados na Figura 39. Nao foram verificadas diferencas
significativas entre os comprimentos médios em funcdo da presenca ou

auséncia de boro e zinco (Tabela 28).
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FIGURA 35 Porcentagem de plantas enraizadas em fungao da presenca de boro e
zinco em cada fase (F1/F2). B: boro; BZ: boro e zinco; C: controle; Z:

zinco. Seta: mediana oculta. Cuiaba, MT, 2006.



® 3

23 - #

]

{

=

o

]

L

2 —

=

{

o

L

&

=

2 1T |

&

|_

=

oy N |

:| -

]

0 —
| | | | | |
12 16 20 24 20 34
DIAS DE CULTURA P=0,145

FIGURA 36 Quantidade de raizes formadas em funcio dos dias de leitura. Seta:

mediana oculta; * : valores espurios. Cuiaba, MT, 2006.

0
g ° 7 i
= - _
[l
]
|_|_ S—
]
g o4 | x
x
[l _
A
w - B ]
=
= T
'_
= L ||
< H ]
-
= — — » — —
|:| —
[ [ [ [ I [ I [ [ [ [ [ [ [ [ [
BB BiC Bf B BEIC ZH [ = IIC

BB Bri BiBL BiiL CBI CIE IBi I

FRESEMCA DE BORO E ZINCO P=0 282

FIGURA 37 Quantidade de raizes formadas em fung¢ao da presencga de boro e zinco
em cada fase. Seta: mediana oculta; * : valor espurio. Cuiaba, MT,
2006.



COMPRIMENTO (Th)
%
|

DIAS DE CULTURA, P=0,000

FIGURA 38 Comprimento das raizes em funcao do tempo. Seta: mediana oculta; * :

valor espurio. Cuiaba, MT, 2006.
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4.2.41. Discussao

O enraizamento de microestacas de J. elliptica tardio e insuficiente foi
a principal caracteristica observada nos ensaios 3 e 4. Outra coincidéncia
entre os ensaios foi o0 aumento nas taxas de contaminagédo apos 30 dias,
causando diminui¢cdes drasticas nas unidades amostrais.

O ensaio 3 teve como objetivo avaliar condi¢gdes de luminosidade sem
ANA. Talvez o enraizamento tardio tenha ocorrido em virtude deste fator. Em
madressilva azul (Lonicera cauerulea L.), por exemplo, o enraizamento foi
obtido sem auxina, mas as raizes demoraram a aparecer, poucas raizes se
formaram e estas eram mais curtas, quando comparadas com raizes
formadas em tratamentos com auxina (Karhu, 1997).

No Ensaio 1, porém, os resultados obtidos em tratamento de inducéo
de trés dias em meio basal ndo ocorreu da mesma forma, sendo observado
0 enraizamento de 67% das microestacas em apenas 12 dias e 100% ao

término do experimento (Figura 40, Tabela 29).
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Figura 40 Porcentagem de plantas enraizadas em microestacas de J. elliptica
submetidas a trés dias de inducdo em meio basal. Seta: mediana
oculta. Cuiaba, MT, 2006.



No ensaio 4, resultados similares foram observados no enraizamento,
mesmo com a aplicacao de ANA durante a fase de inducdo. Possivelmente,
a estacdo do ano em que as plantas matrizes foram coletadas influenciaram
os dois ultimos ensaios. Fatores como temperatura, nivel de irradiancia e
fotoperiodo alteram o estado fisiologico das plantas-matrizes dos vegetais e
tém importancia fundamental no enraizamento e (Moe e Andersen, 1988).

No enraizamento in vitro de Ziziphus spina-christi (L.) Desf., por
exemplo, a melhor estagdo para coleta de explantes foi o verdo (Assareh e
Sardabi, 2005) e em kiwi (Actidina deliciosa Pl. cv. Tomuri) o outono foi a
melhor época (Ono et al., 2005). As melhores épocas para coleta, portanto,
parecem diferir entre as espécies.

Os ensaios 1 e 2 foram feitos com explantes coletados entre os
meses de agosto e dezembro, enquanto que os ensaios derradeiros foram
feitos com material obtido entre margo e maio. Um estudo sobre as estacdes
do ano e enraizamento in vitro de J. elliptica é sugerido para verificar qual a

melhor época para a coleta de explantes.



5. CONCLUSOES

¢ O enraizamento de J. elliptica ocorreu em torno de dez dias.

e A adicdo de auxina ndo influenciou a porcentagem de plantas
enraizadas.

e O pulso de 5 pmol.L™" ANA propiciou o maior nimero de raizes
(cinco, em média).

e O tempo de indugao de 5 dias ou mais aumentou o numero de
raizes formadas (trés, em média) e o comprimento das raizes (5,33 cm em
média), mas foi observada a formacéo de calos nesses tratamentos.

e A formacao de calos foi influenciada pela aplicacdo de ANA de
forma dependente da concentracdo (10 umol.L™" ANA ou mais) e do tempo
de indugdo (cinco dias ou mais).

e O carvéo ativado inibiu o enraizamento.

e A luz ndo afetou o enraizamento, quando ANA foi utilizada na fase
de inducéo.

e O boro e o zinco nao afetaram a porcentagem de plantas

enraizadas, a quantidade das raizes formadas e o comprimento das raizes.
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7. ANEXOS
ANEXO A

Tabela 1 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a variavel leitura.

leit N Median Ave Rank Z
3 200 0,00E+00 349,4 -10, 46
6 193 3,33E-01 494,77 -3,51
9 188 6,67E-01 600,2 1,35

12 187 6,67E-01 632,2 2,81

15 187 6,67E-01 671,1 4,57

18 185 ©6,67E-01 694,4 5,59

Overall 1140 570,5

H = 152,24 DF =5 P = 0,000
H 162,74 DF =5 P 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 2 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a variavel
concentragao de auxina.

aux N Median Ave Rank Z
0 37 0,6667 89,2 -0,61
1 41 0,6667 104,0 1,34
5 35 0,6667 99,7 0,69

10 38 0,6667 91,6 -0,31

25 36 0,6667 84,7 -1,15

Overall 187 94,0

H=23,22 DF =4 P = 0,522
H=3,54 DF =4 P = 0,472 (adjusted for ties)

Tabela 3 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a variavel tempo de

indugao.

tem N Median Ave Rank Z
1 35 0,3333 57,4 -4,44
2 31 0,6667 77,7 -1,83
3 34 0,6667 103,3 1,11
5 33 1,0000 117,2 2,72
7 34 0,6667 104,8 1,29
10 20 0,6667 110,9 1,47

Overall 187 94,0

H=29,21 DF =5 P = 0,000

H= 32,16 DF =5 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 4 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel leitura.

leit N Median Ave Rank Z
3 74 2,333 449,2 0,72
6 124 1,667 404,77 -1,20
9 156 1,667 399,5 -1,67

12 163 1,667 415, 6 -0,80

15 169 2,000 449,06 1,17

18 172 2,333 459,5 1,78

Overall 858 429,5



, 14

= DF
= 8,19

DF

5
5

P
P

0,149
0,146

(adjusted for ties)

Tabela 5 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel concentragao

de auxina.
aux N Median Ave Rank Z
0 35 1,333 53,3 -4,31
1 39 2,667 87,0 0,30
5 29 5,000 109, 0 2,91
10 34 2,500 90,5 0,73
25 32 2,167 89,6 0,59
Overall 169 85,0
H=122,49 DF =4 P = 0,000
H= 22,62 DF =4 P = 0,000 (adjusted for ties)
Tabela 6 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel tempo de
indugao.
tem N Median Ave Rank Z
1 27 1,000 44,9 -4,65
2 27 1,333 62,2 -2,64
3 33 2,000 86,9 0,25
5 31 3,667 107,2 2,79
7 31 3,333 100, 0 1,89
10 20 3,667 109,2 2,36
Overall 169 85,0
H=38,24 DF =5 P = 0,000
H = 38,45 DF =5 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 7 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis do
comprimento das raizes considerando a variavel leitura.

leit N Median Ave Rank Z
3 74 0,8333 139,3 -10,54
6 124 1,5000 255,1 -8,47
9 156 2,3333 371,2 -3,25
12 163 3,0000 471,8 2,42
15 169 4,0000 551,8 7,16
18 172 4,0000 572,77 8,48
Overall 858 429,5
H= 274,82 DF =5 P = 0,000
H= 276,10 DF =5 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 8 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis do
comprimento das raizes considerando a variavel concentragdo de

auxina.

aux N Median Ave Rank Z

0 35 3,333 68,1 -2,30

1 39 4,000 89,1 0,60

5 29 5,333 103,4 2,22
10 34 4,000 86,9 0,26
25 32 4,000 79,8 -0,67
Overall 169 85,0
H=28,9¢ DF =4 P = 0,002
H=29,19 DF =4 P = 0,057 (adjusted for ties)



Tabela 9 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis do
comprimento das raizes considerando a variavel tempo de indugao.

tem N Median Ave Rank Z
1 27 2,000 51,1 -3,92
2 27 2,667 59,5 -2,95
3 33 4,000 95,5 1,38
5 31 5,333 109,2 3,04
7 31 4,000 94,3 1,17

10 20 4,000 95,9 1,06

Overall 169 85,0

H=31,46 DF =5 P = 0,000
H 32,26 DF =5 P 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 10 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas com calos considerando a variavel
concentragao de auxina.

aux N Median Ave Rank Z
0 37 0,00E+00 51,0 -5,33
1 41 0,00E+00 80,3 -1,72
5 34 0,00E+00 91,0 -0,24

10 37 6,67E-01 119,0 3,30

25 36 1,00E+00 125,8 4,09

Overall 185 93,0

H=47,31 DF =4 P = 0,000
H=158,06 DF =4 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 11 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas com calos considerando a variavel tempo de

inducgao.
tem N Median Ave Rank Z
1 35 0,00E+00 51,0 -5,15
2 31 0,00E+00 73,0 -2,28
3 34 0,00E+00 89,8 -0,38
5 33 6,67E-01 109,5 1,95
7 34 8,33E-01 121,1 3,39
10 18 1,00E+00 131,9 3,25
Overall 185 93,0
H=47,99 DF =5 P = 0,000

H=158,89 DF =5 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 12 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas com queda foliar considerando a variavel
concentragdo de auxina.

aux N Median Ave Rank Z
0 37 0,00E+00 90,1 -0,37
1 41 0,00E+400 88,5 -0,61
5 34 0,00E+00 88,6 -0,53

10 37 3,33E-01 97,6 0,59

25 36 3,33E-01 100,06 0,94

Overall 185 93,0

H=1,62 DF =4 P
H=1,98 DF =4 P

0,805
0,739 (adjusted for ties)



Tabela 13 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas com queda foliar considerando a variavel
tempo de indugao.

tem N Median Ave Rank Z
1 35 0,00E+00 61,2 -3,90
2 31 3,33E-01 115,9 2,61
3 34 0,00E+00 68,1 -3,00
5 33 3,33E-01 104,06 1,37
7 34 3,33E-01 108,9 1,92

10 18 3,33E-01 111,0 1,50

Overall 185 93,0

H=231,90 DF =5 P = 0,000
H=238,93 DF =5 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 14 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a condigdo de

luminosidade.

CONDICAO N Median Ave Rank 7
BC/BC 6 5,00E-01 77,6 1,14
BC/CA 8 3,33E-01 60,5 -0,08
BC/CL 8 6,67E-01 76,6 1,25
BC/ES 8 6,67E-01 97,4 2,97
CA/BC 8 0,00E+00 30,9 -2,53
CA/CA 7 0,00E+00 32,3 -2,25
CA/CL 8 0,00E+00 35,0 -2,19
CA/ES 8 0,00E+00 25,9 -2,94
CL/BC 7 6,67E-01 85,5 1,85
CL/CA 8 3,33E-01 63,0 0,12
CL/CL 8 5,00E-01 75,2 1,13
CL/ES 8 5,00E-01 62,2 0,06
ES/BC 8 5,00E-01 77,4 1,32
ES/CA 7 3,33E-01 53,9 -0,58
ES/CL 7 6,67E-01 81,5 1,54
ES/ES 8 3,33E-01 53,9 -0,63
Overall 122 61,5

H 43,33 DF = 15 P = 0,000
H= 47,20 DF =15 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 15 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel condigdo de

luminosidade.
CONDICAO N Median Ave Rank Z
BC/BC 5 3,3333 58,4 1,71
BC/CA 8 0,3333 22,2 -2,38
BC/CL 6 1,8333 52,2 1,21
BC/ES 8 2,5000 62,8 2,75
CA/BC 2 0,5000 16,3 -1,51
CA/CA 2 0,5000 16,3 -1,51
CA/CL 2 0,5000 16,3 -1,51
CA/ES 1 0,3333 8,5 -1,39
CL/BC 7 0,6667 41,3 0,03
CL/CA 6 1,8333 46,8 0,62
CL/CL 6 1,6667 42,4 0,15
CL/ES 5 1,3333 48,5 0,74
ES/BC 7 1,3333 42,9 0,22
ES/CA 5 1,0000 30,9 -0,99
ES/CL 6 1,1667 40,8 -0,02



ES/ES 5 1,0000
Overall 81 41,0

-0,79

H=27,04 DF =15 P = 0,028

H= 27,52 DF =15 P = 0,025 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples

Tabela 16 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis dos
comprimentos das raizes considerando a variavel condicdo de

luminosidade.
CONDICAO N Median Ave Rank 7
BC/BC 5 4,0000 65,3 2,38
BC/CA 8 1,5000 29,7 -1,43
BC/CL 6 2,0833 43,9 0,32
BC/ES 8 2,7500 57,4 2,08
CA/BC 2 00,6667 10,5 -1,86
CA/CA 2 0,5833 7,8 -2,02
CA/CL 2 0,5500 7,0 -2,07
CA/ES 1 0,1667 1,0 -1,71
CL/BC 7 2,0000 51,1 1,18
CL/CA 6 2,5000 48,8 0,85
CL/CL 6 2,0000 43,4 0,26
CL/ES 5 2,6667 44,1 0,30
ES/BC 7 2,3333 51,7 1,26
ES/CA 5 1,1667 31,7 -0,91
ES/CL 6 1,8333 42,9 0,21
ES/ES 5 1,0000 14,6 -2,59
Overall 81 41,0
H = 36,27 DF =15 P 0,002
H = 36,42 DF = 15 P = 0,002 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples

Tabela 17 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a variavel leitura.

Dat N Median Ave Rank Z
10 101 0,00E+00 106,0 -2,01
20 88 0,00E+00 126,0 1,11
30 49 3,33E-01 135,8 1,86
Overall 238 119,5

H= 7,44 DF =2 P = 0,024

H= 10,00 DF =2 P = 0,007 (adjusted for ties)

Tabela 18 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a variavel condi¢cao
de luminosidade, na auséncia de auxina.

Condic
BC/CA
BC/CL
CA/BC
CA/CA
CA/CL
CL/BC
CL/CA
CL/CL
CL/ES
ES/BC

R OO WwWeNDWZ

Median
1,67E-01
3,33E-01
1,67E-01
0,00E+00
0,00E+00
3,33E-01
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00

Ave Rank
23,0
33,5
23,0
17,8
19,5
25,1
20,9
20,9
23,4
12,5

Z
-0,37
1,06
-0,20
-1,06
-0,69
0,02
-0, 60
-0, 68
-0,26
-0,88



ES/CA 5 0,00E+00 25,9 0,15
ES/CL 2 5,00E-01 39,8 1,49
ES/ES 4 5,00E-01 39,8 2,15
Overall 49 25,0

H= 10,68 DF = 12 P = 0,557
H 12,86 DF = 12 P 0,379 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples

Tabela 19 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel leitura.

Dat N Median Ave Rank Z
10 28 0,3333 46,6 -0,09
20 40 0,3333 41,8 -1,61
30 25 0,6667 55,7 1,89
Overall 93 47,0

H=4,09 DF =2 P = 0,130
H= 4,88 DF =2 P 0,087 (adjusted for ties)

Tabela 20 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel condigdo de

luminosidade.

Condic N Median Ave Rank Z
BC/CA 3 0,6667 13,0 0,00
BC/CL 3 0,3333 7,7 -1,34
CA/BC 1 1,0000 17,0 0,55
CA/CA 1 0,3333 5,0 -1,11
CA/CL 1 0,3333 5,0 -1,11
CL/BC 3 0,6667 12,2 -0,21
CL/CA 1 0,6667 13,0 0,00
CL/CL 2 0,5000 9,0 -0,80
CL/ES 2 1,1667 17,0 0,80
ES/CA 2 1,8333 22,3 1,85
ES/CL 2 1,3333 15,0 0,40
ES/ES 4 1,0000 15,0 0,59
Overall 25 13,0

H=9,06 DF =11 P = 0,617
H=29,74 DF =11 P 0,554 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples

Tabela 21 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis do
comprimento das raizes considerando a variavel tempo de inducgao.

Dat N Median Ave Rank Z
10 28 0,7500 27,4 -4,60
20 40 1,8333 48,8 0,57
30 25 2,0000 66,0 4,12
Overall 93 47,0

H=27,40 DF =2 P = 0,000
H 28,76 DF = 2 P 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 22 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis do
comprimento das raizes considerando a variavel tempo de indugao.

Fase 1 N Median Ave Rank Z
BC/CA 3 2,000 10,0 -0,75



BC/CL 3 2,000 7,0 -1,51
CA/BC 1 2,000 10,0 -0,42
CA/CA 1 2,000 10,0 -0,42
CA/CL 1 2,000 10,0 -0,42
CL/BC 3 2,000 10,0 -0,75
CL/CA 1 3,000 20,0 0,97
CL/CL 2 2,000 10,0 -0,60
CL/ES 2 3,000 16,8 0,75
ES/CA 2 4,000 23,5 2,10
ES/CL 2 3,000 16,8 0,75
ES/ES 4 2,083 15,0 0,59
Overall 25 13,0

H=10,13 DF =11 P = 0,519

H

14,85 DF

11 P

0,190 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples

Tabela 23 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas foliar considerando a variavel

leitura.
LEIT N Median Ave Rank Z
12 118 0,00E+00 220,9 -5,78
16 112 0,00E+00 277,5 -1,83
20 107 0,00E+00 304,0 -0,07
24 106 0,00E+00 322,3 1,11
28 101 0,00E+00 336,0 1,94
34 65 3,33E-01 430,3 6,08
Overall 609 305,0
H=66,84 DF =5 P = 0,000
H= 92,64 DF =5 P = 0,000 (adjusted for ties)

Tabela 24 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a variavel presenca
de boro e zinco.

Presenca N Median Ave Rank Z
B/B 4 0,00E+00 43,6 -0,51
B/BZ 7 3,33E-01 51,4 0,03
B/C 8 0,00E+00 52,5 0,15
B/Z 6 0,00E+00 38,6 -1,07
BZ/B 4 5,00E-01 71,4 1,42
BZ/BZ 8 1,67E-01 53,6 0,26
BZ/C 6 3,33E-01 62,0 0,95
BZ/7 4 0,00E+00 43,6 -0,51
C/B 6 0,00E+00 45,3 -0,50
C/BZ 8 1,67E-01 54,9 0,40
c/c 7 3,33E-01 54,3 0,31
c/z 5 0,00E+00 40,6 -0,81
Z/B 5 3,33E-01 56,6 0,44
7/BZ 7 0,00E+00 45,6 -0,50
Z/C 8 1,67E-01 54,9 0,40
7/ 8 0,00E+00 46,1 -0,50
Overall 101 51,0

H=16,33 DF =15 P = 0,974
H=7,80 DF =15 P = 0,931 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples



Tabela 25 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel leitura.

LEIT

12

16

20

24

28

34
Overall

H=7,83
H =

Tabela 26 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
quantidade de raizes formadas considerando a variavel presenca de

Presenca
B/B
B/BZ
B/C

B/Z
BZ/B
BZ/BZ
BZ/C
BZ/7Z
C/B
C/BZ
c/C

C/7

7Z/B
Z/BZ
Z/C

7/
Overall

H
H

16,84
17,64

N Median
11 0,3333
30 1,0000
38 1,0000
44 1,0000
45 1,0000
49 1,0000

217

DF =5 P =20
DF =5 P

0

Ave Rank
58,1
113,3
112,2
113,3
112,7
108,1
109,0

,166
,145

boro e zinco.

Median
1,0000
0,3333
2,3333
0,6667
2,0000
0,8333
1,1667
1,3333
0,8333
1,1667
0,3333
1,3333
1,3333
0,3333
0,8333
0,6667

QWD WWE SDMNNEDSDWERE WDSRF,Z

fis

DF = 15 P =
DF 15 P

Ave Rank
24,5
8,0
40,3
18,5
29,0
26,0
29,6
31,0
19,5
26,8
15,0
31,0
23,3
13,5
20,5
23,0
23,0

0,329
0,282

* NOTE * One or more small samples

Tabela 27 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis dos
comprimentos das raizes considerando a variavel leitura.

LEIT

12

16

20

24

28

34
Overall

H = 50,76

H 51,07

N Median
11 0,1667
30 0,5000
38 0,8333
44 1,0833
45 1,3333
49 1,6667

217
DF =5 P =
DF = 5 P =

Ave Rank
22,9
71,2
97,0

112,9
123,06
143,9
109,0

0,000
0,000

(adjusted

Z
-2,76
0,40
0,34
0,50
0,45
-0,12

(adjusted for ties)

0,12
-2,39
2,37
-0,35
0,82
0,48
1,06
0,62
-0,39
0,60
-1,28
0,62
0,05
-1,30
-0, 40
0,00

(adjusted for ties)

Z
-4,67
-3,55
-1,30

0,46
1,75
4,43

for ties)



Tabela 28 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis dos

comprimentos das raizes considerando a variavel presenga de boro e

zinco.
Presenca N Median Ave Rank Z
B/B 1 1,0000 18,5 -0,35
B/BZ 4 0,5000 11,4 -1,85
B/C 3 33,6667 41,5 2,53
B/Z 1 2,0000 31,5 0,65
BZ/B 3 2,0000 25,5 0,34
BZ/BZ 4 1,1667 21,1 -0,30
BZ/C 4 2,5833 29,3 1,00
BZ/Z 1 3,0000 39,0 1,23
C/B 2 1,3333 23,3 0,03
C/BZ 4 2,1667 28,1 0,82
c/c 4 2,0000 28,1 0,82
Cc/z 1 1,66607 27,5 0,35
Z/B 3 0,5000 10,0 -1,77
7/BZ 3 0,3333 8,5 -1,98
zZ/C 4 1,0833 21,4 -0,26
7/ 3 1,1667 19,3 -0,50
Overall 45 23,0
H = 20,43 DF =15 P = 0,156
H = 20,57 DF =15 P = 0,151 (adjusted for ties)

* NOTE * One or more small samples

Tabela 29 Calculos necessarios para realizar o teste de Kruskal-Wallis da
porcentagem de plantas enraizadas considerando a variavel
concentracao basal e tempo de inducao de trés dias.

Dat N Median Ave Rank Z
3 7 0,00E+00 6,0 -3,66
6 7 3,33E-01 14,2 -1,72
9 7 3,33E-01 20,4 -0,27
12 7 6,67E-01 27,4 1,38
15 7 6,67E-01 29,0 1,77
18 7 1,00E+00 32,1 2,50
Overall 42 21,5
H= 23,11 DF =5 P = 0,000
H=24,74 DF =5 P = 0,000 (adjusted for ties)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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