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Avaliacao do desenvolvimento de brotacdes de dez progénies de Eucalipto in vitro
Development Evaluation of the shoots of ten Eucalyptus progenies in vitro

Angela Simone Freitag Lima’, Antonio Natal Gongalves? e Daruska Cavalcante Cardim?

Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar o desenvolvimento e qualidade de dez progénies de Eucalyptus
grandis quanto a produ¢ao de massa fresca e seca e o numero de brotos in vitro, durante as fases de
multiplicagdo e alongamento. As brotagdes foram multiplicadas e alongadas em frascos com capacidade
volumétrica de 220 mL, contendo 40 mL de meio de cultura JADS, suplementado com reguladores de
crescimento. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso com 10 tratamentos, com 13
e 5 repeticdes para fase de multiplicacao e alongamento, respectivamente. Cada unidade experimental foi
constituida por um frasco contendo 40 mL de meio de cultura e 4 explantes (aglomerados de brotacdes)
com aproximadamente 1,0 cm de diametro cada. Apés 63 dias foram avaliadas, na fase de multiplicacao,
a producado de massa fresca e seca e na fase de alongamento, o nUmero de brotagdes de cada unidade
experimental. Dentre as 10 progénies de Eucalyptus grandis estudadas, as progénie 3, 6, 7 e 8 obtiveram
bom desenvolvimento, se destacando para os trabalhos in vitro, para diferentes fins. a progénie 7 requer
adigcéo de AlA junto ao meio de cultura para fins de emissao de maior numero de brotagtes.
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Abstract

This study aimed to evaluate the development and quality of ten progenies of Eucalyptus grandis for
fresh and dry mass production and the number of shoots in vitro throughout the period of multiplication
and elongation. The elongated shoots were grown in flasks and volumetric capacity of 220 ml, containing
40 ml of JADS culture medium supplemented with growth regulators. The experimental design for the
analysis of multiplication was completely randomized with 10 treatments (10 progenies) and 13 repetitions,
totaling 130 experimental units and for assessing elongation 10 treatments and 5 replications, totaling 50
experimental units. Each experimental unit consisted of a flask containing 40 ml of culture medium and
4 explants (shoot clusters) approximately of 1.0 cm diameter. After 63 days in the multiplication phase,
the production of fresh and dry weight of each experimental unit, and the elongation phase, the number
of shoots of each experimental unit, and the data obtained by explant were evaluated. Among the 10
progenies of Eucalyptus grandis studied, only 3, 6, 7 and 8 progenies had a good development, especially
for in vitro work, for different purposes. The progeny 7 requires addition of AlA by the culture medium in
order to produce a larger number of shoots.
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INTRODUCAO

O Eucalyptus grandis Hill ex Maiden é uma espécie nativa do Norte de Nova Gales do Sul e da cos-
ta sul de Queensland, na Austrdlia (FAO, 1981). Possui qualidades excelentes, superando qualquer
outra espécie arbérea em relagao ao incremento, quando as condi¢cbes ambientais sio adequadas,
sendo esta a causa de sua grande aceitacao. Dentre suas varias caracteristicas estd o habito de des-
ramar-se espontaneamente, o que da origem a fustes lisos com aspecto colunar (MORA; GARCIA,
2000), destacando-se para serrarias e excelente para producao de celulose.

Fatores como reduzida producgao de sementes dessa espécie dificultam a producao de mudas pela
via sexual. Baseados nisso, alternativamente, devem ser pesquisados métodos de propagacao assexua-
da, entre os quais vém se sobressaindo, nos altimos anos, a micropropagacao (ALFENAS et al., 2004).

Doutora em Ciéncias Florestais. USP - Universidade de Sao Paulo / ESALQ - Escola Superior de Agricultura Luiz de Quei-
roz. Caixa Postal 9 - 13.400-970 - Piracicaba, SP, Brasil. Email: drangelafloresta@gmail.com

2Professor Doutor do Departamento de Ciéncias Florestais. USP - Universidade de Sao Paulo / ESALQ - Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz. Caixa Postal 9 - 13.400-970 - Piracicaba, SP, Brasil. Email: natalgon@usp.br

3Mestre em Ciéncias Florestais. USP - Universidade de Sao Paulo / ESALQ - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz.
Caixa Postal 9 - 13.400-970 - Piracicaba, SP, Brasil.

Sci. For., Piracicaba, v. 44, n. 109, p. 155-161, mar. 2016

DOI: dx.doi.org/10.18671/scifor.v44n109.15




Lima et al. - Avaliacao do desenvolvimento de brotacoes de dez progénies de Eucalipto in vitro

Devido a importancia do E. grandis, muitos estudos sobre cultivo in vitro com Eucalyptus grandis
e hibridos desta espécie tém sido conduzidos devido a importancia que possuem termos de produ-
tividade e caracteristicas desejaveis a industria de papel e celulose (LIMA, 2004).

A resposta de explantes em sistema de cultivo in vitro depende do gen6tipo (SOBROSA; CORDER,
2003; GEORGE; DEBERGH, 2008), do valor nutricional do meio de cultura e sua capacidade de
difusdo, as condigdes ambientais e micro ambientais para o crescimento (SANKARA-RAO; VENKA-
TESWARA, 1985). Ainda, segundo Carvalho et al. (2010), o crescimento ou nao de uma gema é uma
resposta a combinacao de fatores relativos ao ambiente (ecodorméncia), a influéncia de outro 6rgao
do vegetal (paradorméncia) ou a eventos bioquimicos e fisiolégicos que acontecem no interior da
gema (endodormeéncia) onde atuam os reguladores de crescimento ou hormonios vegetais.

Reguladores vegetais sao substancias sintéticas que aplicadas exogenamente possuem agoes
similares aos grupos de hormonios vegetais conhecidos (auxinas, giberelinas, citocininas, retar-
dadores, inibidores e etileno) (DAVIES, 2004). Os reguladores vegetais podem atuar diretamen-
te nas diferentes estruturas celulares e nelas provocar alteracoes fisicas, quimicas e metabdlicas
(CASTRO; VIEIRA, 2001). Sua funcao é transportar informagdes e coordenar o desenvolvimento
vegetal (HINOJOSA, 2000).

Segundo Caldas et al. (1990), a composicao e concentragio hormonais no meio sao fatores de-
terminantes do crescimento e do padrao de desenvolvimento da maioria dos sistemas da cultura de
tecidos. Dentre os reguladores de crescimento, as citocininas sao substancias que estao diretamente
relacionadas com a divisdo celular. Entre as citocininas mais utilizadas in vitro, a 6-bencilaminopu-
rina (BAP), tem se demonstrado a mais eficiente na emissao e desenvolvimento de explantes.

Existem ainda, outros fatores como tipo e tamanho do explante, freqiiéncia de subculturas e
cuidados no procedimento de repicagem que, segundo Correia et al. (1995), influenciam na mul-
tiplicacao de gemas in vitro.

Entre os processos utilizados para obtencao e producao de in vitro, merecem destacam-se a fase
multiplicagio e a fase de alongamento de explantes. A fase de multiplicacao é uma etapa da mi-
cropropagacao na qual o objetivo principal visa obter um maior nimero de brotagoes através de
sucessivos sub-cultivos (DEBERGH; READ, 1990).

Poucos estudos foram realizados sobre a fase de alongamento de Eucalyptus grandis. Entretanto,
esta etapa é necessdria para o sucesso do cultivo in vitro desta espécie (CORREIA et al., 1995), pois
as brotacoes multiplicadas sem a fase de alongamento, apresentam pequeno comprimento e pode-
rdo 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 et al., 2004).

Um dos fatores que afeta o alongamento de brotagoes esta relacionado ao efeito residual do BAP uti-
lizado durante a fase de multiplicagao de gemas em subculturas sucessivas (GRATTAPAGLIA et al., 1987).

Segundo Benincasa (1988), a partir dos dados de crescimento pode-se estimar as causas de cres-
cimento entre plantas geneticamente diferentes ou entre plantas crescendo em ambientes diferen-
tes. O crescimento de uma planta pode ser estudado através de medidas de diferentes tipos: lineares
(altura, comprimento, nimero de brotos, entre outros), superficie (area foliar), peso e unidades
estruturais.

Baseado nisso, presente trabalho tem por objetivo avaliar o desenvolvimento e qualidade de dez
progeénies Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden quanto a producao de massa fresca e seca e o nime-
ro de brotos, na técnica de cultura in vitro, utilizando o meio de cultura JADS, durante as fases de
multiplicacao e alongamento, respectivamente.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido no Laboratério de Fisiologia das Arvores localizado no Departamento
de Ciéncias Florestais da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, campus da Universidade
de Sao Paulo (USP), situado no Municipio de Piracicaba, Estado de Sdo Paulo.

Os explantes de progénies de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden utilizados na instalagdo dos
experimentos foram obtidos por cultura de brotagdes mantidas até a 142 semana de cultivo in vitro.
Estas brotacao foram originadas de hipocétilos distais de 19 plantulas de 20 dias de idade de dez
progénies visando determinar a producao de massa fresca e seca.
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As brotagdes foram multiplicadas e alongadas em frascos com capacidade volumétrica de 220
mL, contendo 40 mL de meio de cultura JADS. Nas fases de multiplicagao e alongamento, o meio
foi suplementado com 0,5 mg L' de BAP (benzilaminopurina) e 0,1 mg L' de AIA (4acido indolacé-
tico) e apenas com 0,1 mg L'! de BAP, respectivamente (CORREIA et al., 1995).

Os materiais inoculados in vitro foram mantidos em sala de crescimento a 93 pmol m= s de ra-
diagao foto sinteticamente ativa (PAR), sob fotoperiodo de 12 horas e com intervalo de iluminagao
das 6 as 18 h e temperatura de 25 + 5 °C.

O delineamento experimental para a andlise da multiplicacao foi inteiramente casualizado com
10 tratamentos (10 progénies) e 13 repeticoes, totalizando 130 unidades experimentais e, para a
avaliacdo de alongamento, 10 tratamentos e 5 repeti¢des, totalizando 50 unidades experimentais.
Cada unidade experimental foi constituida por um frasco contendo 40 mL de meio de cultura e 4
explantes (aglomerados de brotagdes) com aproximadamente 1,0 cm de diametro cada.

As avaliagoes foram realizadas aos 63 dias apos introducao do material in vitro. Na fase de multipli-
cacdo foi avaliada a produgao de massa fresca e seca de cada unidade experimental e, na fase de alon-
gamento, o nimero de brotacdes de cada unidade experimental, sendo os dados obtidos por explante.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia com auxilio do software SAS (SAS INSTITUTE,
INC, 1997), adotando-se o intervalo de confian¢a da média (a-0,95).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 01, sao observadas as médias da producao de massa fresca de brotagdes das progénies
de E. grandis, seguidas da andlise estatistica.
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Figura 1. Producdo de massa fresca de brotagdes de dez progénies de E. grandis na fase de multiplicacdo em meio
de cultura JADS, aos 63 dias de cultivo. Piracicaba, 2006. Letras iguais nao apresentam diferengas signi-
ficativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figure 1. Fresh mass production of shoots of ten progenies of E. grandis in the multiplication phase in JADS culture
medium, after 63 days of cultuvation. Piracicaba, 2006. Figures followed by the same letter do not differ
significantly at 5% probability by the Tukey test.

Pode-se observar que houve diferenca significativa entre os tratamentos. As progénies 7, segui-
das das progénies 3, 6, e 8 foram estatisticamente superiores quanto a produgao de massa fresca,
enquanto que a progénie 9 apresentou estatisticamente, menor produ¢ao de massa fresca durante o
periodo observado. As demais progénies, embora tenham obtido menor producao de massa fresca,
nao apresentaram diferenca significativas entre as mais produtivas.

Dentre os tratamentos com maior producao de massa fresca, as progénies 3 e 7 apresentaram-se
37,65% maiores em producao de massa fresca em relagdo a progénie 9, com menor crescimento.
Tais resultados, mesmo com uma estreita diferenca significativas em relacao aos demais genétipos
testados, demonstram que ha influéncia do genétipo na capacidade organogénica ente as progénies
de uma mesma espécie Correia et al. (1995) multiplicando brotagdes de cinco clones hibridos de
uma mesma espécie de Eucalyptus, também observaram variagdes significativas nas producoes de
massa fresca entre os clones.

Sci. For., Piracicaba, v. 44, n. 109, p. 155-161, mar. 2016
DOI: dx.doi.org/10.18671/scifor.v44n109.15




Lima et al. - Avaliacao do desenvolvimento de brotacoes de dez progénies de Eucalipto in vitro

Na Figura 02, sdo apresentadas as médias de produgao de massa seca de brotagdes das progénies
de E. grandis na fase de multiplicagao.
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Figura 2. Producdo de massa seca de brotacGes de dez progénies de E. grandis na fase de multiplicagdo em meio
de cultura JADS, aos 63 dias de cultivo. Piracicaba, 2006. Letras iguais ndo apresentam diferencas signi-
ficativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figure 2. Dry mass production of shoots of ten progenies of E. grandis in the multiplication phase in JADS culture
medium, after 63 days of cultuvation. Piracicaba, 2006. Figures followed by the same letter do not differ
significantly at 5% probability by the Tukey test.

Observou-se que a progénie 7, mesmo apresentando uma produg¢do de massa seca superior as
demais (0,18 g), estatisticamente, essa diferenca nao foi significativa. Ou seja, ao optar por uma
progénie baseado na producao de massa seca, tanto as progénies 7 como a 3, 6 e 8 se encontram
aprovadas pois a producao foi de 0,18 g, 0,1584 g, 0,1626 g e 0,1691 g, respectivamente. A menor
producao de massa seca foi encontrada na progénie 9 (0,1287 g).

A superioridade de producao de massa seca encontrada na progénie 7 correspondeu a 29,4%
com relacao a menor produciao de massa seca. Nos estudos conduzidos por Higashi (1996) e Lima
(2004), foram observadas, na fase de multiplicacdo de brotagoes, diferencas significativas na pro-
ducdo de massa seca entre clones hibridos de Eucalyptus, aos 21 dias de crescimento. Estes pesqui-
sadores apenas corroboram com este estudo, permitindo-se afirmar que individuos oriundos de
cruzamentos ambientais ou in vitro, pertencentes a uma mesma espécie podem apresentar variagoes
quanto ao desenvolvimento, principalmente no que diz respeito a producao de massa fresca e seca.

Ap6s avaliagao das Figuras 01 e 02, constatou-se que as progénies 3, 6, 7 e 8 apresentaram maior
producao de biomassa, podendo ser destacadas como apta ao cultivo in vitro. Estes dados sao cor-
roborados por Ramage e Williams (2003), pois segundo esses autores, o que se busca na melhoria
do cultivo in vitro sao os ganhos de biomassa e qualidade da cultura, contribuindo para aumentar
o rendimento nas fases de multiplicacao e alongamento das brotagdes. Essa melhoria no processo
pode favorecer o aumento do enraizamento de brotacoes in vitro ou in vivo, por meio de mini esta-
quia ou micro estaquia, e no indice de mudas de qualidade (XAVIER et al., 2001).

Na Figura 3, pode-se observar a média do nimero de brotacdes em dez progénies de E. grandis
em fase de alongamento em meio de cultura JADS.

A maior média no nimero de brotagoes foi encontrada na progénie 6 (153 brotagdes) seguidas
pelas progénies 3 e 8, sendo a progénie 6, 43,92% superior quando comparado com a progénie 7 que,
nas avaliagdes de multiplicacao, foi estatisticamente superior as demais. As progénies 7 e 10, foram
estatisticamente inferiores quanto ao niimero de brotos, com 70 e 67 brotagoes, respectivamente.

Os resultados aqui encontrados sdo corroborados por Ponte et al. (2001), em seus estudos culti-
vando Eucalyptus globulus oriundos de sementes em meio de cultura MS com BAP (0,2 mg L"). Estes
também observaram diferencas significativas para niimero de brotagdes por explante quando com-
parado as culturas mantidas em meios de cultura suplementados com niveis mais elevados de BAP.

Sabe-se que a constituicao basal do meio de cultura, o tipo e a concentragao dos reguladores de
crescimento sdo fatores determinantes para a obtengao de altas taxas de multiplicagao in vitro entre
diferentes genétipos (PEREZ-TORNERO; BURGOS, 2000; PEREZ-TORNERO et al., 2000).
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Figura 3. Numero de brotagGes de dez progénies de E. grandis na fase de alongamento em meio de cultura JADS,
aos 63 dias de cultivo. Piracicaba, 2006. Letras iguais ndo apresentam diferencgas significativas ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figure 3. Number of shoots of ten progenies of E. grandis in the elongation phase in JADS culture medium, after 63
days of cultivation. Piracicaba, 2006. Figures followed by the same letter do not differ significantly at 5%
probability by the Tukey test.

Carvalho (1988), trabalhando com meio de cultura sélido suplementado com 0,05 mg L' de
BAP e 0,01 mg L' de ANA obteve brotacdes com altura média de 1,0 cm. Toth et al. (1993), estudan-
do o alongamento de brotagdes em clones de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla,
avaliados aos 30 dias, constatou que os explantes apresentaram crescimento em altura de 3,0 cm,
cultivados em meio de cultura sélido.

Joshi et al. (2003) obtiveram brotacdes de Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus grandis alongadas
quando cultivadas em meio de cultura sem adicao de reguladores de crescimento. Resultados simi-
lares foram alcangados em Eucalyptus camaldulensis x Eucalyptus tereticornis e Eucalyptus tereticornis
(BISHT et al.,2000).

Muitos fatores podem influenciar o crescimento e desenvolvimento das brotagdes. Dentre os
principais fatores, podem-se destacar a aeracao no meio de cultura e controle de seu fluxo, o termo
periodo, a qualidade e a intensidade de luz e fotoperiodo (CORREIA et al., 1995; WILLIAMS, 1995;
RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

A maneira complexa com que os reguladores de crescimento e as células se interagem indica que,
se o tecido nao esta em um estadio responsivo, ele n3o ira responder adequadamente aos regulado-
res de crescimento exégenos, ndo importando em quais concentragoes e combinagoes esses regula-
dores sao utilizados. A auséncia na resposta a um regulador de crescimento é freqiientemente um
problema maior quando explantes de plantas adultas sdao utilizados, em comparagdo com material
juvenil (BONGA; VON ADERKAS, 2000).

CONCLUSOES

Dentre as 10 progénies de Eucalyptus grandis estudadas, as progénies 3, 6, 7 e 8 obtiveram bom de-
senvolvimento, se destacando para os trabalhos in vitro, para diferentes fins. Ambas apresentaram-se
aptas para fins de crescimento desde que o meio seja suplementado apenas com BAP. No entanto,
a progénie 7, apresentou-se apta aos trabalhos de multiplicacao de desde que haja suplementacao
do meio com BAP e com AIA, devido a sua baixa e missao de brotacoes.
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