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RESUMO

Crescimento e desenvolvimento de brotagdes de
progénies de Eucalyptus grandis in vitro.

O objetivo deste estudo foi avaliar o crescimento e desenvolvimento de
brotagdes de progénies de Eucalyptus grandis in vitro. Brotagdes oriundas de explantes
de hipocatilos distais de 10 progénies foram utilizadas no meio de cultura JADS
(CORREIA et al.,, 1995). Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com 10 tratamentos g10 progénies). No meio de cultura suplementado
com 0,5 mg L' de BAP e 0,1 mg L™ de AIA, efetuaram-se 3 subcultivos e aos 63 dias
foram avaliadas as massas fresca e seca. O meio de cultura com 0,1 mg L™ de BAP foi
utilizado no alongamento das brotacbes e em brotagdes individualizadas. No
alongamento de brotagdes, procederam-se 3 subcultivos, e aos 63 dias foram avaliadas
as massas fresca e seca e numero de brotacbes. No alongamento de brotacdes
individualizadas, aos 21 dias foram avaliadas a altura e a ocorréncia de raizes.
Existiram respostas diferenciadas das progénies; algumas progénies mostraram maior
producdo de massa fresca e seca e outras se destacaram no alongamento e
enraizamento in vitro.

Palavras-chave: Eucalyptus; progénies; crescimento; desenvolvimento; alongamento;
enraizamento; in vitro



ABSTRACT
Growth and development of Eucalyptus grandis progeny shoots in vitro

The aim of this work was to evaluate the growth and development of eucalyptus
grandis progeny shoots in vitro. Shoots from distal hypocotyl explants of 10 progenies
were cultivated in the JADS (CORREIA et al., 1995) tissue culture medium. The culture
medium was suplemented with 0,5 mg L' de BAP e 0,1 mg L" de IAA. Three
subcultures where made and at 63™ day of culture, the fresh and oven dry weight and
number of shoots were evaluated. At the elongation phase, using the culture medium
suplemented with 0,1 mg L' de BAP, three subcultures were made and at the 63™ day
of culture, fresh and oven dry weight, shoot height and rooting percentage were
evaluated. There were differentiated progeny responses. Some showed higher fresh and
oven dry weight production and others showed higher elongation rates and rooting
percentage.

Keywords: Eucalyptus; progenies; growth; development; elongation; rooting; in vitro



1 INTRODUGAO

“Ainda realizando, ainda buscando,
aprende a trabalhar
e a esperar “.

Henry W. Longfellow

O desenvolvimento da tecnologia silvicultural no Brasil nas ultimas décadas e as
condicbes naturais favoraveis propiciou, além dos ganhos de produtividade, o
encurtamento dos ciclos de rotagao das florestas cultivadas, conseguindo, com isso,
reduzir os custos de producao dos reflorestamentos. O menor custo da madeira
reflorestada no Brasil, em relacdo aos paises do hemisfério norte, cria importantes
vantagens de custos na produgao industrial dos produtos de origem florestal, podendo
ser até 25% mais baixos, no caso da celulose (HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES,
2000). Em consequéncia desse avango, as conquistas da biotecnologia no setor da
producao florestal possibilitaram o estabelecimento de um programa de clonagem e
multiplicagao in vitro, que sdo um caminho para alcangar rapidamente os ganhos de
produtividade desejados (XAVIER; COMERIO, 1996).

A micropropagacgédo de eucalipto foi desenvolvida em mais de 55 espécies, e em
um grande numero de hibridos, utilizando técnicas convencionais de organogénese a
partir de tecidos juvenis como cotilédones e embrides, e de arvores adultas empregando
brotos epicérmicos, nds e rebrotacbes como fonte de explantes (JONES ; VAN
STADEN, 1997). A aplicagdo em escala comercial destas técnicas véem-se limitadas
por fatores como as baixas taxas de multiplicacdo, qualidade dos explantes, e altos
custos ocasionados pelo uso intensivo de mao-de-obra nas etapas de multiplicacédo e
enraizamento (McCOMB; BENNETT, 1986).

A variabilidade genética existente na populagdo de melhoramento é a matéria
prima sobre a qual sdo realizados processos de selecdo e recombinagdo, com a
finalidade de obter variedades, ou hibridos, capazes de apresentar maior rendimento
possivel, com produtos de alta qualidade e capazes de se a adaptar as condi¢des de

um determinado ambiente, além de exibirem resisténcia as principais pragas e doengas.
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Entretanto, para a otimizacdo da micropropagacéao depende a melhor interagdo entre o
potencial do gendtipo e os fatores ambientais.

Como fator ambiental de maior importancia no método in vitro, destaca-se o meio
de cultura, sua especificidade com as exigéncias nutricionais da espécie e/ou clone e a
capacidade de difusao para influenciar no crescimento e desenvolvimento, aumentando
o0 desempenho em
todas as fases da micropropagacao (CORREIA et al., 1995).

Muitas sédo as dificuldades encontradas para propagacéao in vitro, sendo muitas
vezes associadas a falta de conhecimento sobre fisiologia do crescimento e
desenvolvimento da cultura in vitro da espécie.

Segundo Benincasa (1988), a partir dos dados de crescimento pode-se estimar,
as causas de crescimento entre plantas geneticamente diferentes ou entre plantas
crescendo em ambientes diferentes. O crescimento de uma planta pode ser estudado
através de medidas de diferentes tipos: lineares (altura, comprimento entre outros),
superficie (area foliar), peso e unidades estruturais. Com o presente trabalho, procurou-
se levantar as relagdes entre as diferentes progénies e seu diferencial em crescimento e

desenvolvimento na técnica de cultura in vitro do Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Género Eucalyptus

De ocorréncia natural na Australia, este género possui cerca de 600 espécies
adaptadas as diversas condigdes de clima e solo. Dentro dessa grande diversidade,
somente duas espécies nao sao originarias da Australia: o Eucalyptus urophylla e o
Eucalyptus deglupta (MORA; GARCIA, 2000).

Na grande maioria de espécies desse género, sdo conhecidas como arvores
tipicas de florestas altas, com 30 a 50 m de altura e de florestas abertas, com arvores
de 10 a 25 m de altura. Aproximadamente, 30 a 40 espécies sao arbustivas (MORA,;
GARCIA, 2000). Situadas na faixa compreendida entre as latitudes 9°N e 44°S,
encontram-se amplamente espalhadas na natureza em altitudes que variam de 30 até
1000 m (ELDRIDGE et al., 1994).

O Brasil encontra-se entre os maiores produtores mundiais de eucalipto, e sua
destinagdo serve basicamente a produgdo de celulose e papel e ao carvao que
abastece as siderurgicas, gerando um grande numero de empregos diretos e indiretos.
Entre as centenas de espécies do género Eucalyptus, cerca de trinta tém mostrado
potencial para cultivos de alta produtividade. Entretanto, estima-se que apenas dez
espéecies sado exploradas na plantacdo mundial ocupada pela cultura do eucalipto
(MORA; GARCIA, 2000).

2.2 Eucalyptus grandis

O Eucalyptus grandis Hill ex Maiden € uma espécie nativa do Norte de Nova
Gales do Sul e da costa sul de Queensland, na Australia. Distribui-se principalmente
entre as latitudes 26 a 32° S e altitudes de 0-300 m e se adapta muito bem em regides
com precipitacdo entre 1000 e 1750 mm com valores de temperatura médias maximas
entre 29-32°C e médias minimas entre 5° e 6°C (FAO, 1981).

A madeira desta espécie é considerada medianamente leve e facil de trabalhar
em operacgdes de usinagem, sendo considerada de baixa estabilidade dimensional e de

elevada permeabilidade. E uma das espécies mais versateis e indicadas para usos
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multiplos apresentando, no entanto, problemas de empenamento, contracbes e
rachaduras nas operagdes de desdobro e secagem (EYRE, 1980).

Muitos estudos sobre cultivo in vitro com Eucalyptus grandis e hibridos com esta
espécie tém sido conduzidos devido a importdncia que possui, em termos de
produtividade e caracteristicas desejaveis a industria de papel e celulose (CORREIA et
al., 1995; HIGASHI, 1996; LANGER, 2000; BASSO et al., 2003; LIMA, 2004; VERA
BRAVO, 2005).

2.3 Micropropagagao

Com a crescente demanda de produtos florestais e o interesse de manutencgao
das florestas nativas, ha a necessidade constante de desenvolvimento de técnicas
visando o aumento da produtividade das florestas. Dentre varias técnicas, a
micropropagacao tem sido a de maior impacto nas técnicas de cultura de tecidos com
aplicagéo no setor florestal (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990; HIGASHI; SILVEIRA;
GONCALVES, 2000). Esta importancia esta relacionada a possibilidade de propagar
gendtipos desejaveis sem a perda da arvore matriz, obtendo alta taxa de multiplicagao
com uso da reversao a juvenilidade, reduzindo o tempo para obter-se este gendtipo e
estabelecendo-se alternativas a estratégia do melhoramento genético (GONCALVES,
1982).

Segundo Mullins et al. (1997), os procedimentos convencionais de
micropropagac¢ao em eucalipto se dao pela ativacdo de gemas axilares em cultura.

Protocolos eficientes de micropropagacdo de eucalipto pela via organogénica
foram apresentados por Azmi et al. (1997); Bandyopadhyay et al. (1999); Chen; Tsay e
Chung (1996); Ho et al. (1998); Mullins et al. (1997), Subbaiah e Minocha (1990) e Tibok
et al. (1995), os quais utilizaram materiais juvenis como fonte de explantes, a exemplo
de cotilédones e hipocdtilos. Trabalhos de organogénese in vitro utilizando explantes
foliares de clones micropropagados de Eucalyptus grandis foram realizados por Lainé e
David (1994), os quais constataram a existéncia de diferencas no requerimento com
relacdo aos reguladores de crescimento, para organogénese, entre os diferentes clones,
e que o tamanho do explante ndo afeta a habilidade destes de produzir gemas. Esses

autores verificaram, também, que as condi¢cdes de luminosidade constituem importante
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parametro, sendo os melhores resultados obtidos na auséncia de luz nas primeiras
quatro semanas de cultivo.

Normalmente, na propagagao in vitro os reguladores de crescimento constituem-
se numa primeira etapa a ser abordada, em que o modo de interacdo entre auxinas e
citocininas é frequentemente dependente da espécie da planta e do tipo de tecido
utilizado na cultura (COENEN; LOMAX,1997; PIERIK, 1997; PEREZ; KERBAUY, 2004).
A maneira complexa com que os reguladores de crescimento e as células se interagem
indica que, se o tecido ndo estd em um estadio responsivo, ele ndo ira responder
adequadamente aos reguladores de crescimento exdégenos, ndo importando em quais
concentragcdes e combinagdes esses reguladores sao utilizados. A auséncia na resposta
a um regulador de crescimento é frequentemente um problema maior quando explantes
de plantas adultas sdo utilizados, em comparagao com material juvenil (BONGA; von
ADERKAS, 1992).
Apesar do freqlente uso da micropropagagao como meio de diminuicdo do tempo de
reproducdo das mudas selecionadas para o plantio, tém-se encontrado nessa técnica
problemas relacionados as exigéncias de manipulagdo continua do material in vitro, o
que dificulta as etapas de operacionalizagao, consequentemente elevando o custo do
sistema (AITKEN-CHRISTIE; KOSAI; TAKAYAMA, 1995).

2. 4 Multiplicagao de gemas

A multiplicagdo € uma etapa da micropropagacéo na qual o objetivo principal visa

obter um maior numero de brotacdes através de sucessivos subcultivos (DEBERGH,;
READ, 1990).
Fontes de explantes de material juvenil de Eucalyptus grandis tém apresentado maior
proliferagdo de gemas in vitro do que quando obtidas de material adulto (FURZE;
CRESSWELL, 1985; SITA; RANI, 1986). Todavia, as taxas de multiplicagdo estao
relacionadas ao potencial genético do material, ao valor nutricional do meio de cultura e
sua capacidade de difusdo, as condicdbes ambientais e microambientais para o
crescimento (SANKARA-RAO; VENKATESWARA, 1985; CORREIA et al., 1995).
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Em culturas estabelecidas, fatores como tipo e tamanho do explante, frequéncia
de subculturas e cuidados no procedimento de repicagem, influenciam na multiplicagao
de gemas in vitro (CORREIA et al., 1995).

Para a estimulagédo e proliferagdo de gemas axilares, o BAP tem sido o regulador de
crescimento mais utilizado em meio de cultura, para espécies de Eucalyptus (NICCOL;
REGAN; DE FILIPPIS, 1994; SANKARA-RAO, 1988; TRINDADE et al., 1990).

2. 5 Alongamento de brotagoes

Poucos estudos foram realizados sobre a fase de alongamento de Eucalyptus
grandis. Entretanto, esta etapa parece ser necessaria para o sucesso do cultivo in vitro
desta espécie (CORREIA et al., 1995).

Um dos fatores que afeta o alongamento de brotagdes esta relacionado ao efeito
residual do BAP utilizado durante a fase de multiplicagcdo de gemas em subculturas
sucessivas (GRATTAPAGLIA et al., 1987).

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; Vieira e Gongalves (1993) estudando o alongamento de brotacbes em
clones de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, avaliados aos 30 dias,
obtiveram crescimento em altura de 3,0 cm, cultivados em meio de cultura sélido,
Gongalves (1982) modificado.

Joshi et al. (2003) obtiveram brotagdes de Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus
grandis alongadas quando cultivadas em meio de cultura sem adi¢cao de reguladores de
crescimento. Resultados similares foram alcangcados em Eucalyptus camaldulensis x

Eucalyptus tereticornis e Eucalyptus tereticornis (BISHT et al.,2000).

2.6 Enraizamento de brotagoes

A fase de enraizamento caracteriza-se pela formacao de raizes adventicias nas

partes aéreas do caule provenientes da multiplicagdo. A rizogénese ocorre de uma a
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trés semanas e segundo Hartmann e Kester (1990), divide-se em iniciagao e elongagcao
das raizes. A duragao destas fases pode variar de uma a trés semanas. Para as duas
fases iniciais, a presenca da auxina € fundamental, enquanto, na ultima, torna-se
inibidora (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990, 1998). Experimentos com enraizamento
in vitro foram realizados por Teo e Chan (1994), utilizando microestacas de Carica
papaya L., apos trés a quatro dias de tratamento com AIB. A extremidade basal da
microestaca apresentou aparéncia de calo e deste tecido surgiram indicagbes de raiz.
Entretanto, o processo de enraizamento foi verificado entre sete e oito dias.

A habilidade dos tecidos de plantas em desenvolver raizes in vitro depende das
interacdes entre os fatores exdgenos e endégenos. Estudos mostraram que o papel das
auxinas tornou-se bem estabelecido como os principais fatores envolvidos na
diferenciagcdo e alongamento das células da raiz, bem como a formagédo de raizes
adventicias (EVANS, 1985). O mecanismo de acgido destes compostos permanece
controverso, apesar dos novos enfoques através da biologia molecular (KRIEKEN;
BRETELER; VISSER, 1991).

O AIB tem sido utilizado com muita frequéncia no enraizamento de Eucalyptus e

outras espécies lenhosas (BENNET et al.,, 1994; BURGER, 1987; FRANCLET,;
BOULAY, 1982).
Para evitar a inibicado do enraizamento pela presenca constante da auxina no meio, tem
sido adotada a estratégia de manter os explantes por um periodo curto na presenga
desta substancia. Em seguida, faz-se a inoculagdo em um novo meio sem regulador de
crescimento (GEORGE; SHERRINGTON, 1984).

A reducdo a metade ou a 3/4 da concentracdo de sais ho meio € relatada para a
melhoria do enraizamento in vitro (MACHNIK; ORLIKOWSKA, 1981; TRAVERS;
STARBUCK; NATARELLA, 1985; ZIMMERMAN ; BROOME, 1981).

Segundo estudos de Sasse (1995), os indices de enraizamento de estacas de
Eucalyptus globulus variam de 5 a 90%, com média de 47% de enraizamento, em
virtude da variabilidade genética dos diferentes clones.

Para a sobrevivéncia e crescimento de uma planta nas novas condicdes
ambientais, a obtencdo de um sistema radicular bem desenvolvido € de grande

importancia. O tipo do sistema de raizes, obtido no enraizamento in vitro, também
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determina o sucesso do transplante (GRATTAPLAGIA; MACHADO, 1990). Para
Debergh (1991), o processo de enraizamento € muito complexo incluindo fatores
fisiologicos, bioquimicos e bioldgicos que interagem com os fatores ambientais. Além
disso, a complexidade €& aumentada pela multiplicidade de espécies e cultivares
acompanhadas pela variabilidade bioldgica.

Para uma micropropagacado bem sucedida, trés dificuldades principais precisam
ser vencidas: estabelecimento de explantes primarios em cultura; desenvolvimento do
meio de cultura ideal e condigdes ambientais que proporcionem altas taxas de
multiplicagdo e indugdo do enraizamento. Embora consideravel progresso tenha sido
conseguido com relagédo aos dois primeiros itens, o enraizamento ainda permanece um
problema na propagacéo de arvores in vitro (ABDULLAH; GRACE; YEOMAN, 1989;
BAJAJ, 1986; VIETEZ; SANCHEZ; SAN-JOSE, 1989).

2.7 Efeito do gendtipo e a cultura in vitro

Varios autores tém estudado o efeito do gendtipo para diferentes caracteristicas
em espécies de eucalyptus, sendo possivel detectar variagado genética entre e dentro de
procedéncias e familias (MARCAR et al., 2002).

A otimizacao da producao de brotagdes pode ser feita através da manipulagao
do meio, do ambiente, do background genético ou do estagio de desenvolvimento. Os
efeitos do gendtipo e do ambiente podem afetar significativamente a formagéo de
gemas (ARENA; CASO, 1992; SHARMA; RAMAMURTHY, 2000;; PEREZ-TORNERO;
BURGOS, 2000; VERA BRAVO, 2005).

Sobrosa e Corder (2003), estudando a variacdo genética entre e dentro de
familias de polinizagdo aberta de uma populagédo de Eucalyptus grandis, aos 27 anos de
idade, para proliferagdo de gemas e producgao de raizes adventicias in vitro observaram
que os efeitos do gendtipo e do ambiente foram significativos na formagao de gemas e

de raizes.
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Tang e Ouyang (1999) também determinaram a influéncia dos meios de cultura
sobre a organogénese de 6 progénies de Pinus taeda L. e encontraram 3 familias que
se destacaram quanto a regeneracéo.

Silva et al. (1995) estudaram o efeito da idade das raizes emergidas in vitro,
substratos e espécies (pau-santo, mandioca, batata-doce e amora preta) na capacidade
de aclimatizacdo ex vitro. Os resultados demonstraram que o maior indice de
sobrevivéncia esta ligado a espécie, ndo sofrendo influéncia de nenhum substrato e
nem da idade da raiz.

Num estudo de estabelecimento e multiplicacdo in vitro de porta-enxertos de
Prunus, observou-se que ha uma correlagcéo ja no primeiro subcultivo, entre o gendtipo
e o alto potencial das culturas na multiplicagao in vitro. O gendtipo apresentou efeito
altamente significativo em relacdo ao numero de brotos, altura média dos brotos e ao
numero de brotos >20mm por explante (SILVA et al., 2003; VERA BRAVO, 2005).

2.8 Material e métodos

2.8.1 Fonte do material vegetal

Brotagbes (aglomerado de gemas ou nods epicormicos) de progénies de
Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden mantidas in vitro no Laboratorio de Fisiologia das
Arvores - Departamento de Ciéncias Florestais - ESALQ/USP - foram utilizadas como
fonte de explante padrao (Figura 1). Esse material foi proveniente de regeneragdes in
vitro de sementes de arvores matrizes de 23 anos de idade de dez progénies de
Eucalyptus grandis de polinizagdo aberta, que fazem parte da Populagdo Base de
Origem Atherton QLD/Australia, propriedade do IPEF, e encontra-se na Estagéo
Experimental de Ciéncias Florestais de Anhembi, SP, Brasil.

A Estacdo Experimental esta situada a 22°47’ de Latitude Sul e 48°09’ de
Longitude Oeste, com uma altitude de 500 m, clima Cwa com verdes quentes e
chuvosos, invernos moderadamente frios e secos e com temperatura média anual de 21

°C e precipitacado média anual de 1.350 mm.
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Figura 1 - Brotagbes de Eucalyptus grandis derivadas regeneracédo de hipocétilos distais de plantulas
obtidas a partir da germinagao de sementes in vitro

2.8.2 Selecao de material e meio de cultura

O material foi selecionado a partir de frutos de dez progénies selecionadas
aleatoriamente, coletados em janeiro de 2004, e as sementes foram separadas segundo
processo corrente do IPEF e mantidas em geladeira a temperatura de 5°C em sacos
plasticos vedados. As sementes foram desinfestadas com agua sanitaria comercial
100% (2-2,5% p/v de NaOCI) com adigao de 10 gotas de Tween 20 a cada 30 mL do
produto, durante 1 hora e seguido, por seis lavagens com agua destilada e esterilizada.

As sementes foram inoculadas em frascos com capacidade volumétrica de 220
mL contendo 40 mL de meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995) e 0,5% de agar. O
pH do meio foi ajustado a 5,8 antes da esterilizagdo em autoclave a 121 °C durante 20
min. Os explantes inoculados para regenerar in vitro foram mantidos em sala de
crescimento durante os primeiros 4 dias no escuro, posteriormente, permaneceram a 50
umol m? s de radiagdo fotosinteticamente ativa (PAR), sob fotoperiodo de 12 h e
temperatura de 25 + 2°C.

Os explantes utilizados na instalacdo dos experimentos (Figura 1) foram

brotagbes ou nds epicormicos originarios da regeneragdo de hipocétilos distais de
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plantulas de 20 dias de idade na 142 semana de cultivo in vitro, obtidas de acordo com a
metodologia de Vera Bravo (2005).

As brotacgdes foram multiplicadas em frascos com capacidade volumétrica de 220
mL, contendo 40 mL de meio de cultura JADS (CORREIA et al, 1995), suplementado
com reguladores de crescimento dependendo do experimento realizado, além das
vitaminas e aminodcidos: meso inositol (100 mg L), tiamina (1,0 mg L™, piridoxina (0,5
mg L"), &cida nicotinico (0,5 mg L") e pantetonato de calcio (1,0 mg L™). A
concentracédo de sacarose no meio foi de 30 g L™ e de 5 g L™ de agar, com pH ajustado
a 5,8, anteriormente a esterilizacdo em autoclave a 121 °C durante 20 min. Os materiais
inoculados in vitro foram mantidos em sala de crescimento a 93 umol m? s™' de radiacéo
fotosinteticamente ativa (PAR), sob fotoperiodo de 12 horas com intervalo de iluminagéo
das 6 as 18 h e temperatura de 25 + 2°C.

2.8.3 Experimentos realizados e delineamentos

2.8.3.1 Primeiro experimento (multiplicacao)

O experimento foi instalado com cultura de brotacées mantidas no 14° cultivo
oriundas de hipocdtilos distais de dez progénies visando determinar a produgcdo de
massa fresca e seca.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 tratamentos
(10 progénies) e 13 repeticdes, totalizando 130 unidades experimentais. Cada unidade
experimental foi constituida por um frasco contendo 40 mL de meio de cultura
suplementado com 0,5 mg L™ de BAP (benzilaminopurina) e 0,1 mg L™ de AIA (acido
indolacético) e 4 explantes (aglomerados de brotagbes com aproximadamente 1,0 cm
de didmetro cada).

O experimento foi conduzido em sala de crescimento de acordo com o item
2.8.2. As culturas do experimento foram subcultivadas por trés vezes em intervalos de
21 dias cada. Aos 63 dias foram avaliadas as produ¢des de massas fresca e seca de

cada unidade experimental sendo que cada explante foi pesado individualmente.
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2.8.3.2 Segundo experimento (alongamento)

O experimento foi instalado com cultura de brotagdes mantidas no 14° cultivo
oriundas de hipocdtilos distais de dez progénies visando determinar a producdo de
massa fresca, massa seca e numeros de brotacoes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 10 tratamentos
(10 progénies) e 5 repeticdes, totalizando 50 unidades experimentais. Cada unidade
experimental foi constituida por um frasco contendo 40 mL de meio de cultura
suplementado com 0,1 mg L' de BAP e 4 explantes (aglomerados de brotacdes com
aproximadamente 1,0 cm de didmetro cada).

O experimento foi mantido em sala de crescimento de acordo com o item 2.8.2.
As culturas do experimento foram subcultivadas por trés vezes em intervalos de 21 dias
cada. Aos 63 dias, foram avaliados as produ¢des de massas frescas e secas, € numero

de brotacdes de cada unidade experimental, sendo os dados obtidos em cada explante.

2.8.3.3 Terceiro experimento (alongamento)

O experimento foi instalado com cultura de brotagdes mantidas no 14° cultivo
oriundas de hipocatilos distais de dez progénies visando o alongamento das brotagdes.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 10
tratamentos (10 progénies) e 10 repetigdes totalizando 100 unidades experimentais.
Cada unidade experimental foi constituida por um frasco contendo 40 mL de meio de
cultura suplementado com 0,1 mg L™ de BAP e 15 explantes (brotacdo individualizada <
1,0 cm) (Figura 2).

O experimento foi conduzido em sala de crescimento de acordo com o item
2.8.2. Aos 21 dias, avaliaram-se a altura e a ocorréncia de enraizamento de cada

brotacao e o valor médio foi considerado para a analise.
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Figura 2 - Brotagdes individualizadas de Eucalyptus grandis na fase de alongamento in vitro

2.8.4 Analise estatistica

As producdes de massas frescas, massas secas, quantidade de brotagdes por
explante, altura das brotacbes das progénies foram avaliadas através da analise da
variancia (p<0,01) e teste de Tukey (a=0,05).

As variaveis foram avaliadas efetuando-se uma analise exploratéria dos dados
para averiguagao das pressuposi¢cdes de homogeneidade de variancias, independéncia
de erros, distribuicdo normal dos erros e observacdes discrepantes.

As analises estatisticas foram realizadas no sistema computacional estatistico
SAS (SAS INSTITUTE, INC, 1997).

Para a variavel porcentagem de enraizamento das progénies calculou-se o

intervalo de confianga da média (a-0,95).
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2.9 Resultados e discussao

2.9.1 Multiplicagao

Os resultados da analise de variancia para a producdo de massa fresca e
produgcdo de massa seca das progénies encontram-se indicados na Tabela 1. As

progénies apresentaram diferenga significativa pelo teste F (p<0,01).

Tabela 1 - Resumo das analises de varidncia para produ¢do de massa fresca e producdo de massa seca
de 10 progénies de Eucalyptus grandis na fase de multiplicacéo de brotacbes

Fontes de variagéao GL Quadrados médios

Producgao de massa fresca Produgéo de massa seca
Progénies 9 1,2072 0,0037
Residuo 120 0,2060 0,0005
F 5,86 ** 6,84 **
CV (%) 22,09 15,43
Média geral (g) 2,0551 0,1511

** significativo pelo teste F, p < 0,01;

Os dados de producido de massa fresca apresentaram maior amplitude quando
comparado a amplitude dos dados de produgao de massa seca. Isto poderia justificar o
maior coeficiente de variagado observado na variavel producao de massa fresca do que
para a produgcdo de massa seca (Tabela 1). Resultados similares a este, foram
encontrados por Correia et al. (1995) e Langer (2000) cultivando in vitro hibridos de
Eucalyptus grandis. Adicionalmente a variabilidade genética (RAMAGE; WILLIAMS,
2002; Vera Bravo, 2005), a fonte de variagao do crescimento in vitro entre os explantes
pode estar relacionada com o tamanho do explante inicial e com a posigao deste
explante quando seccionado no explante de origem (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). Entretanto, a razdo entre as médias gerais da produgdo de massa seca /
producdo de massa fresca (7,35 % de massa seca por explante), aos 21 dias de
cultivo, foi considerada adequada (EPSTEIN; BLOOM, 2005).
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Na Figura 3, pode-se observar que a maior produgcdo de massa fresca foi obtida
na progénie 7 (2,43 g), a qual diferiu estatisticamente (p=0,05) das progénies 5 (1,70 g)
e 9 (1,52 g). A progénie 9 apresentou a menor produgdo de massa fresca nao diferindo
estatisticamente apenas (p=0,05) da progénie 5. A superioridade de produ¢cdo de massa
fresca encontrada na progénie 7 correspondeu 37,65% com relagdo a menor produgao
de massa fresca. Correia et al. (1995) multiplicando brotagdes de cinco clones hibridos
de Eucalyptus, também observaram variagdo nas produgcdes de massa fresca entre os

clones.
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Figura 3 — Médias da producao de massa fresca de brotagdes de dez progénies de Eucalyptus grandis na
fase de multiplicagdo em meio de cultura JADS 0,5 mg L" de BAP € 0,1 mg L~ de AIA aos 63
dias de cultivo. Letras iguais ndo apresentam diferengas significativas ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey

Na Figura 4, observa-se que a maior producdo de massa seca corresponde a
progénie 7 (0,18 g), ndo sendo significativa (p=0,05) em relagdo a progénie 3 (0,1584
g), progénie 6 (0,1626 g) e progénie 8 (0,1691 g). A menor producdo de massa seca foi
encontrada na progénie 9 (0,1287 g), diferenciando apenas das médias das progénies
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6, 7 e 8 (p=0,05). A superioridade de produgao de massa seca encontrada na progénie
correspondeu a 29,4% com relagdo a menor produgdo de massa seca. Nos estudos
conduzidos por Correia et al. (1995), Higashi (1996) e Lima (2004) foram observadas,
na fase de multiplicagdo de brotagdes, diferengas significativas na produgcédo de massa

seca entre clones hibridos de Eucalyptus.
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Figura 4 — Médias da producdo de massa seca de brota¢des de dez progénies de Eucalyptus grandis na
fase de multiplicagdo em meio de cultura JADS suplementado com 0,5 mg L de BAP € 0,1 mg
L' de AIA aos 63 dias de cultivo. Letras iguais ndo apresentam diferengas significativas ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

2.9.1.1 Observacgoes visuais

O que se busca na melhoria do cultivo in vitro s&o os ganhos de biomassa e
qualidade da cultura, que contribuam para aumentar o rendimento nas fases de
multiplicagdo e alongamento das brotagdes (CORREIA et al., 1995; RAMAGE;

WILLIAMS, 2003). Essa melhoria no processo pode favorecer o aumento do
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enraizamento de brotagbes in vitro ou in vivo, por meio de miniestaquia ou
microestaquia, e no indice de mudas de qualidade (XAVIER et al., 2001).
Ao observar as progénies, foi possivel notar diferengas nas suas respostas

morfogénicas (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracteristicas dos explantes observadas visualmente relativas ao crescimento, textura do
tecido vegetal e vigor das brotagbes de Eucalyptus grandis cultivadas in vitro na fase de
multiplicagdo aos 63 dias de cultivo

Progénies* Crescimento das brotacdes Textura do tecido vegetal e vigor

1

eAglomerado homogéneo, compacto, uniforme

eMaciez reduzida

eCrescimento médio eVigor: ruim

2 eAglomerado heterogéneo, menos compacto, eMacia
uniforme sVigor: regular
eCrescimento médio

3 eAglomerado heterogéneo, menos compacto, eMacia
desuniforme eVigor: bom
eCrescimento médio

4 eAglomerado heterogéneo, compacto, uniforme eMacia
oCrescimento médio eVigor: bom

5 eAglomerado heterogéneo, menos compacto, eMacia
desuniforme eVigor: bom
eCrescimento médio

6 esAglomerado homogéneo, menos compacto, esMaciez reduzida
uniforme sVigor: regular
eCrescimento intenso

7 eAglomerado heterogéneo, compacto, desuniforme  eMacia
eCrescimento reduzido sVigor: regular

8 eAglomerado heterogéneo, menos compacto, eMacia
desuniforme sVigor: regular
oCrescimento médio

9 esAglomerado homogéneo, compacto, uniforme esMaciez reduzida
eCrescimento médio sVigor: ruim

10 eAglomerado homogéneo, altamente compacto, eMaciez reduzida

uniforme
eCrescimento reduzido

sVigor: ruim

* as ilustragdes das progénies encontram-se na Figura 5
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Figura 5 — Caracteristicas de crescimento das brotagdes na fase de multiplicagdo em meio de cultura
JADS suplementados com 0,5 mg L de BAP e 0,1 mg L de AIA em diferentes progénies.
Os numeros indicados na figura correspondem ao niumero das progénies
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Além da especificidade hormonal e nutricional do meio de cultura para a espécie,
progénie e/ou clone, fatores ambientais como: aeracdo no meio de cultura e controle de
seu fluxo, o termoperiodo, a qualidade e intensidade de luz e fotoperiodo podem estar
influenciando o crescimento e desenvolvimento das brotagdes (CORREIA et al., 1995;
WILLIAMS, 1995; RAMAGE; WILLIAMS, 2002).

2.9.2 Alongamento

Na Tabela 3, pode-se observar que a producado de massa fresca nao apresentou
diferenca significativa enquanto a produgdo de massa seca (p<0,05) e numero de
brotagdes (p<0,01) foram significativos pelo teste F durante a fase de alongamento das
brotacdes.

Tabela 3 - Resumo das analises de variancia para producdo de massa fresca, producédo de massa seca e
numero de brotagbes de 10 progénies de Eucalyptus grandis na fase de alongamento das

brotagbes

Fontes de variacao GL Quadrados médios

Producado massa Producido massa Ndamero de

fresca seca brotacbes

Progénies 9 0,2978 0,0028 4112,0555
Residuo 40 0,1662 0,0013 513,4500
F 1,79 ™ 2,13* 8,01*
CV (%) 18,45 19,09 23,63
Média geral 2,2094 g 0,1896 ¢ 95,90

" nao significativo pelo teste F; ** significativo pelo teste F, p < 0,01; * significativo pelo teste F, p < 0,05;

A producgdo de massa seca na fase de alongamento apresentou pouca variagéao
entre as progénies. Houve diferenca estatistica (p=0,05) apenas entre a maior média
para a produgdo de massa seca obtida na progénie 7 (0,22 g), e a menor média
alcangada na progénie 2 (0,14 g), representando 36,6% a mais de produ¢do de massa

seca na progénie 7 com relagdo a menor média (Figura 6).
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Figura 6 - Médias da producédo de massa seca de brotagbes de dez progénies de Eucal1yptus grandis na
fase de alongamento em meio de cultura JADS suplementado com 0,1 mg L de BAP aos 63
dias de cultivo. Letras iguais ndo apresentam diferencas significativas ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey

A progénie 2 mostra-se sensivel a redugcdo de BAP na fase de alongamento
tanto na condugao do experimento de brotagdes como das brotagdes individualizadas
sugerindo que esta progénie apresente caracteristicas genéticas que favorecem menor
producdo de massa seca ou que a mesma tenha exigéncias nutricionais diferenciadas
das demais progénies e o meio de cultura utilizado esteja limitando o crescimento das
brotagdes. Parfitt e Almehdi (1986) observaram que em alguns cultivares de péssego
podem ocorrer biossintese diferencial de horménios enddgenos e/ou eficiéncia
diferencial na absorgao e metabolizagdo dos compostos presentes no meio de cultura.

Sabe-se que a constituicao basal do meio de cultura, o tipo e a concentracédo dos
reguladores de crescimento sao fatores determinantes para a obtencédo de altas taxas
de multiplicagdo in vitro entre diferentes gendtipos (ARENA; CASO, 1992; PEREZ-
TORNERO; BURGOS, 2000; PEREZ-TORNERO et al., 2000).

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 nao ira
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responder adequadamente aos reguladores de crescimento exdgenos, nao importando
em quais concentragdes e combinagdes esses reguladores sao utilizados. A auséncia
na resposta a um regulador de crescimento € frequentemente um problema maior
quando explantes de plantas adultas s&o utilizados, em comparacdo com material
juvenil (BONGA; VON ADERKAS, 1992).

A maior média para numero de brotagdes foi encontrada na progénie 6 (153
brotagdes), a qual ndo diferenciou estatisticamente (p=0,05) das demais progénies,
exceto para as progénies 7 (70 brotagcdes) e 10 (67 brotagbes). A maior meédia
observada na progénie 6 corresponde a 43,92% a mais do numero de brotacdes

quando comparado ao menor valor obtido na progénie 10 (67 brotagdes) (Figura 7).
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Figura 7 - Médias do numero de brotagdes de dez progénies de Eucalyptus grandis na fase de
alongamento em meio de cultura JADS suplementado com 0,1 mg L™ de BAP aos 63 dias de
cultivo. Letras iguais ndo apresentam diferengcas significativas ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey
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Ponte et al. (2001), cultivando Eucalyptus globulus oriundos de sementes em
meio de cultura MS com BAP (0,2 mg L") também observaram diferencas significativas
para numero de brotacdes por explante quando comparado as culturas mantidas em
meios de cultura suplementados com niveis mais elevados de BAP.

Verifica-se na Tabela 4 que a analise de varidncia apresentou diferenca

significativa pelo teste F (p<0,05) para a altura das brotagdes.

Tabela 4 - Resumo das analises de variancia para altura das brotagdes de 10 progénies de Eucalyptus
grandis na fase de alongamento de brotagdes individualizadas

Fontes de variagéo GL Quadrados médios

Altura das brotagdes

Progénies 9 0,6156
Residuo 90 0,2931
3 210"
CV (%) 36,68
Média geral (cm) 1,48

* significativo pelo teste F, p < 0,05

No teste de comparagbes de médias (Tukey p=0,05), nota-se que houve
diferenca apenas entre a progénie 5 (2,06 cm) e a progénie 2 (1,19 cm). A progénie 5
destacou-se por apresentar 42,23% de brotagdes com maiores alturas com relagao a
progénie 2 (Figura 8).

Adicionalmente, a progénie 5 apresentou a maior porcentagem de brotacdes
enraizadas (48,0%) como pode ser visto na Figura 9. As progénies 7 (47,3%) e 10

(32,0%) também se destacaram entre as demais para o enraizamento.
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Figura 8 - Médias da altura de brotagbes de dez progénies de Eucalyptus grandis na fase de
alongamento em meio de cultura JADS aos 21 dias de cultivo. Letras iguais ndo apresentam
diferencas significativas ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Figura 9 - Porcentagem de enraizamento de dez progénies de Eucalyptus grandis na fase de
alongamento em meio de cultura JADS com 0,1 mg L™ de BAP aos 21 dias de cultivo. As
barras séo os intervalos de confianga para a média a 95%
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O maior enraizamento e altura das brotagdes observados na progénie 5, que
coincide com a maior altura da parte aérea das brotagdes individualizadas sugere que a
relacdo auxina/citocinina, favoravel a auxina, tenha contribuido para esta resposta.
Estudos mostram que o modo de interagdo entre auxinas e citocininas € frequentemente
dependente da espécie da planta e do tipo de tecido utilizado na cultura (COENEN e
LOMAX,1997; PIERIK, 1997).

Dentre as substancias reguladoras de crescimento, as auxinas exogenas tém
participacdo fundamental no processo da rizogénese, principalmente nas espécies
lenhosas que possuem dificuldades para enraizarem (GASPAR; HOFINGER, 1988).
Para Grattapaglia e Machado (1998) esta dificuldade é maior quando comparada com
as especies herbaceas, e, esta dificuldade aumenta quando se utiliza material menos
juvenil (HU; WANG, 1983).

2.9.2.1 Observacgoes Visuais

Ao observar as progénies, foi possivel notar diferengas nas suas respostas
morfogénicas (Tabela 5).

A altura média dos brotos apresentou diferengas visuais significativas em reposta
a reducao do BAP, como observaram Rogalski et al. (2003) na multiplicag&o in vitro da
ameixeira ‘santa rosa’, evidenciando que ha uma correlagdo negativa entre a altura dos
brotos e a concentragdo de BAP, ou seja, o aumento nos niveis de BAP reduziram o
crescimento dos brotos. A altura média dos brotos € uma variavel determinada
principalmente pela concentragdo e tipo do regulador de crescimento (HARADA;
MURAI, 1996; LEONTIEV-ORLOV et al., 2000), meios de cultura (ARENA; CASO, 1992;
PEREZ-TORNERO; BURGOS, 2000; PEREZ-TORNERO et al., 2000) e gendtipo
(ARENA; CASO, 1992; PEREZ-TORNERO; BURGOS, 2000). A variavel altura das
brotacbes € de grande importancia para a préxima fase da micropropagacdo, o
enraizamento in vitro e também dependente do gendtipo da espécie (SILVA et al.,
2003).

A auséncia de raizes secundarias, também observada por Rogalski et al. (2003),

pode estar relacionado com a utilizagdo da agar como agente geleificante. Leite (1995)
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verificou que o enraizamento de pereira (Pyrus communis L.) foi mais eficaz na

presenca de vermiculita do que em agar.

Para Debergh e Maene (1981), é dificil induzir sistema radicular eficiente in vitro,

devido, justamente, a falta de pélos absorventes e sugeriram que o agar seja substituido

no meio por outra fonte como substratos artificiais, entre eles a vermiculita.

Tabela 5 — Caracteristicas dos explantes observadas visualmente relativas a raiz, parte aérea, textura do

tecido e vigor das brotagdes de Eucalyptus grandis cultivadas in vifro em fase de
alongamento individualizado aos 21 dias de cultivo

(continua)
Progénies  Figura Raiz Parte Aérea Textura do tecido
vegetal/vigor
1 10 eBaixa ocorréncia eFolhas Pequenas e eMaciez reduzida
eMenor média de amareladas sVigor: ruim
comprimento
eFraca, raizes secundarias
inexistentes
2 10 eBaixa ocorréncia eBaixo crescimento eMacia
eMédio comprimento sVigor: regular
eBom aspecto, poucas
raizes secundarias
3 10 eBaixa ocorréncia ePequenas e médias ¢ Maciez reduzida
eBaixo comprimento ePresenca de ldminas sVigor: regular
eBom aspecto foliares encurvadas para
cima
eAlta presenca de
calosidade branco-
amarelada, friavel
4 10 eMédia ocorréncia eGrandes eMacia
eMédio comprimento eCalosidade friavel ao longo eVigor: bom
eBom aspecto das extensbes da haste
5 11 eMaior ocorréncia eMédias e grandes eMacia
eMédio comprimento eAuséncia de calosidade eVigor: bom
eBom aspecto
6 11 eBaixa ocorréncia ePequenas e médias eMaciez reduzida
eAlto comprimento eL.&minas foliares tortuosas  eVigor: regular
eFraco, raizes finas e frageis eCalosidade pouco fridvel eFolhas
presente na parte inferior da quebradicas
folha
7 11 eAlta ocorréncia eMédias e grandes eMacia
eMédio comprimento eCaule avermelhado eVigor: bom

eBom aspecto

caracteristico
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Tabela 5 — Caracteristicas dos explantes observadas visualmente relativas a raiz, parte aérea, textura do
tecido e vigor das brotagbes de Eucalyptus grandis cultivadas in vitro em fase de
alongamento individualizado aos 21 dias de cultivo

(concluséo)

8 11e12 eBaixa ocorréncia ePequenas e grandes eMacia
eMédio comprimento e Base bem oxidada eVigor: bom
eFraca, raizes secundarias e Auséncia de calosidade
inexistentes ¢ Aglomerado de brotacdes

na base

9 11e12 eMenor ocorréncia ePequenas e grandes eMacia
eMaior média de ¢ Baixa incidéncia de eVigor:bom
comprimento calosidade nas folhas
eBom desenvolvimento eCalosidade amarelada,

friavel

10 12 eMédia ocorréncia eMédias e grandes eMacia

eMédio comprimento e Presenca concentrada de  eVigor: bom

eBoa, poucas raizes
secundarias

calosidade na base da haste
e Calosidade no tergo
superior
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Figura 10 — Caracteristicas de crescimento das brotagdes individualizadas na fase de alongamento em
meio de cultura JADS com 0,1 mg L' de BAP em diferentes progénies. Os numeros
indicados na figura correspondem ao nimero das progénies
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Figura 11 — Caracteristicas de crescimento das brotagdes individualizadas na fase de alongamento em
meio de cultura JADS com 0,1 mg L' de BAP em diferentes progénies. Os nimeros
indicados na figura correspondem ao nimero das progénies
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Figura 12 — Caracteristicas de crescimento das brotagcdes na fase de alongamento individualizado em
meio de cultura JADS com 0,1 mg L' de BAP em diferentes progénies. Os numeros
indicados na figura correspondem ao nimero das progénies
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3 CONCLUSAO

Existiram respostas diferenciadas das progénies.
Algumas progénies mostraram potencial diferenciado para a produgcéo de massa fresca

e seca e outras se destacaram no alongamento e enraizamento in vitro.
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