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Regeneraciio de plantulas de Eucalyptus grandis
a partir de organogénese direta in vitro

Rafael Augusto Arenhart! e Gilmar Roberto Zaffari?

Resumo -0 Eucalyptus grandis é a espécie florestal que estd entre as mais cultivadas no Brasil devido a seurapido
crescimento e por apresentar alta qualidade da madeira. Com o objetivo de clonar o E. grandis para a produgéo
de mudas, este trabalho prop6s melhorar o protocolo de micropropagacio por organogénese direta. Segmentos
nodais das plantulas germinadas in vitro foram inoculados em meio de cultura com diferentes niveis de
reguladores de crescimento na fase de proliferacdo e enraizamento. Na fase de proliferacdo, a adicdo de
reguladores de crescimento ndo promoveu aumento significativo quanto ao nimero e a altura de brotos em
comparacéo ao meio de cultura ausente de reguladores. O efeito da adicdo de ANA e AIB ao meio de cultura
promoveu elevada taxa de enraizamento e crescimento das raizes, porém o aumento da concentracgio de 0,5 para
1mg/L destes reguladores reduziu o crescimento das raizes. Os resultados deste trabalho evidenciam a
possibilidade de micropropagacéo de Eucalyptus grandis a partir de organogénese direta.

Termos para indexacao: micropropagacio, reguladores de crescimento, clonagem.

Seedling regeneration of Eucalyptus grandis by in vitro
direct organogenesis

Abstract - Eucalyptus grandis is one of the most cultivated forestry species in Brazil due to its fast growth and
good timber quality. With the objective of cloning E. grandis for seedling production, this study aimed to improve
the micropropagation protocol by direct organogenesis. Micro cuttings from in vitro germinated seedlings were
inoculated in culture medium with different levels of growth regulators during the multiplication and rooting
stages. During the multiplication stage, the addition of growth regulators did not promote significant increase in
bud number and height when compared to the control. Addition of ANA and IBA to the medium promoted higher
rate of rooting and growth of roots, but an increase in concentration from 0,5 to 1mg/L of these growth regulators
reduced the root growth. The results of this study evidenced the possibility of micropropagation of Eucalyptus
grandis by in vitro direct organogenesis.

Index terms: micropropagation, growth regulators, cloning.

Aceito para publicagdo em 2/8/07.

Bidlogo, Univali/CTTMar, C.P. 360, 88302-202 Itajai, SC, e-mail: rafaarenhart@yahoo.com.br.

*Eng. agr., Dr., Epagri/Estacdo Experimental de Itajai, C.P. 277, 88301-970 Itajai, SC, fone: (47) 3341-5244, e-mail:
gzaffari@epagri.sc.govbr.

74 Agropec. Catarin., v.21, n.1, mar. 2008



Introducao

O Brasil possui atualmente 5
milhdes de hectares de florestas
plantadas, sendo o género
Eucalyptus responsavel por 64% do
total. As espécies do género
Eucalyptus estdo presentes comer-
cialmente em 500 municipios bra-
sileiros, situando o Brasil entre os
dez maiores produtores florestais do
mundo. O Pais apresenta tecnologia
avancada na exploragéo e transfor-
macdo da madeira, possuindo a
maior producdo mundial (Roxo,
2003).

As espécies de eucaliptos possuem
grande capacidade de regeneracéo
ap6s o desfolhamento ou corte da
parte aérea. Essa habilidade se deve
a presenca de gemas adventicias e
de lignotiberes na base da arvore
em muitas das espécies (Reis &
Reis, 1997). Os brotos formados na
rebrota podem ser usados na
clonagem in vitro por serem mate-
riais juvenis, com maior possibili-
dade de resposta na micropro-
pagacao.

A maior vantagem de se usar a
organogénese como ferramenta
para a producdo de massa clonal é
o seu potencial de desenvolver enor-
mes taxas de multiplicacdo, produ-
zindo grandes quantidades de plan-
tas uniformes com qualidades
selecionadas (Thorpe et al., 1991).

Devido a grande dificuldade de
micropropagar plantas lenhosas e
a diversidade de respostas obtidas
conforme cada genétipo, o presen-
te trabalho propos estudar o efeito
dos reguladores de crescimento nas
fases de proliferacdo e enraizamento
de explantes na organogénese dire-
ta de Eucalyptus grandis, visando
aprimorar o protocolo de micropro-
pagacao.

Material e métodos

Os ensaios de micropropagacgéo
de Eucalyptus grandis utilizaram
segmentos nodais de +*2cm de altu-
ra e 0,3cm de didmetro, provenien-
tes de plantulas germinadas in
vitro, a partir de sementes do vi-
veiro da Epagri/Esta¢do Experimen-
tal de Itajai, no periodo de marco a
dezembro de 2005.

No ensaio de proliferacido os
explantes foram inoculados em
meio de cultura sé6lido de
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Murashige & Skoog (1962) (MS),
modificado segundo Cheng (1977),
(MSM), na presenca ou auséncia dos
reguladores de crescimento
tidiazuron (TDZ), 6-benzilami-
nopurina (BAP) e dcido 3-
indolacético (AIA), isolados e/ou
combinados em 13 tratamentos: PO1
= MSM, P02 = MSM + 0,5mg/L de
BAP, P03 = MSM + 1mg/L. de BAP,
P04 = MSM + 2mg/L de BAP, P05 =
MSM + 0,5mg/L de BAP e 0,25mg/
L de AIA, P06 = MSM + 1mg/L de
BAP e 0,5mg/L de AIA, P07 = MSM
+ 2,0mg/L de BAP e 1mg/L de AIA,
P08 = MSM + 0,5mg/L de TDZ, P09
= MSM + 1mg/L de TDZ, P10 =
MSM + 2mg/L de TDZ, P11 = MSM
+ 0,5mg/L de TDZ e 0,25mg/L de
ATA, P12 = MSM + 1mg/L de TDZ e
0,5mg/L de AIA e P13 = MSM +
2mg/L de TDZ e 1mg/L de AIA.

As plantulas obtidas no ensaio de
proliferacdo foram utilizadas no
ensaio de enraizamento e submeti-
das a dez tratamentos em meio
MSM na presenca e na auséncia das
auxinas acido naftalenoacético
(ANA) e acido indolbutirico (AIB)
isoladas. Os tratamentos aplicados
foram: EO1 = MSM, E02 = MSM +
0,5mg/L. de ANA, E03 = MSM +
1mg/L de ANA, E04 = MSM + 0,5mg/
L de AIB, E0O5 = MSM + 1mg/L de
AIB, E06 = MSM 50%, E07 = MSM
50% + 0,5mg/L de ANA, E08 = MSM
50% + 1mg/L de ANA, E09 = MSM
50% + 0,5mg/L de AIB e E10 = MSM
50% + 1mg/L de AIB.

Além dos sais minerais, vitami-
nas MS e dos reguladores de cresci-
mento, os meios de cultura foram
suplementados com sacarose como
fonte de carbono, em concentracéo
de 30g/L. O pH foi ajustado a 5,7, e
os meios foram solidificados com
agar-agar (7g/L). As culturas foram
mantidas em sala de crescimento
sob fotoperiodo de 16 horas, com
intensidade de luz de 40 a 50pmol/
m?%s e temperatura de 28 = 2°C.

O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente
casualizado em 13 tratamentos na
fase de proliferacdo e 10 tratamen-
tos na fase de enraizamento, com
cinco repeticdes por tratamento,
sendo cada repeticdo constituida de
um frasco de cultura contendo um
segmento nodal. As avaliagdes fo-
ram realizadas aos 60 e 30 dias para
as fases de proliferacdo e
enraizamento, respectivamente,

contando-se o numero de brotos, o
numero e tamanho das raizes e a
formacédo de calo. Os dados foram
transformados em \/x + 0,5 e sub-
metidos & anélise de variancia, e as
médias foram comparadas pelo tes-
te Tukey a 5% de significancia.

Resultados e discussao

A utilizacdo do meio MSM pro-
moveu em média o desenvolvimen-
to de trés brotos por explante com
altura média de 0,81cm (Tabela 1).
Com a adi¢do de BAP ou TDZ isola-
damente ao meio MSM, os
explantes ndo apresentaram dife-
rencas significativas quanto ao nu-
mero e a altura média dos brotos,
comparando as concentracdes entre
si, e mesmo em relacdo ao meio
P01. Este resultado pode ter ocor-
rido devido a excisdo do éapice
caulinar dos explantes submetidos
aos tratamentos, o que pode ter in-
duzido a quebra da dominéncia
apical, ndo havendo a necessidade
da aplicacdo exdégena de citocininas
(Taiz & Zeiger, 2004).

O nivel endégeno de citocinina
é um fator a se considerar neste
resultado. Um alto nivel endégeno
faz com que a aplica¢do exégena nao
tenha efeito. Porém, concentracoes
menores dos reguladores de cresci-
mento podem apresentar efeito
maior na formacdo de gemas segun-
do Franclet & Boulay (1982), que
reduziram a concentracdo de BAP
de 1 para 0,1mg/L para proceder a
fase de multiplicacédo de Eucalyptus.

A adicdo de 2mg/L de BAP mais
1mg/L de AIA (P07) resultou no de-
créscimo significativo do ntimero
médio dos brotos em relagdo ao con-
trole (P01) e ao tratamento MSM
adicionado de 1mg/L. de BAP (P03).
A presenca de reguladores de cres-
cimento no meio de cultura dos tra-
tamentos P12 e P13 promoveu efei-
to inibitério na altura média dos
brotos. O aumento das concentra-
coes de BAP, TDZ e AIA isoladas e/
ou combinadas resultou na diminui-
cdo do nimero e da altura média
dos brotos em todos os tratamen-
tos. Embora nem sempre necessa-
rias na fase de multiplicagdo, as
auxinas sdo usadas para o cresci-
mento de partes aéreas. As auxinas
podem anular o efeito inibitério que
as citocininas exercem sobre o
elongamento das culturas conforme »
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Tabela 1. Valores médios do niimero e altura dos brotos em explantes do tipo segmento nodal de E. grandis
em meio de cultura Murashigue & Skoog (1962), modificado segundo Cheng (1977) (MSM), adicionado ou
ndao de reguladores de crescimento na fase de proliferacdo, apés 60 dias de cultivo in vitro Itajai, 2006

Tratamentos Broto®
MSM TDZ BAP AIA Numero Altura
mg/L cm
Po1 - - - 3,00 a 0,81 a
P02 - 0,5 - 2,80 ab 0,47 ab
P03 - 1,0 - 3,00 a 0,37 ab
P04 - 2,0 - 1,20 abc 0,16 ab
P05 - 0,5 0,25 2,40 abc 0,28 ab
P06 - 1,0 0,5 2,80 ab 0,16 ab
P07 - 2,0 1,0 0,40 bc 0,04 b
P08 0,5 - - 2,20 abc 0,38 ab
P09 1,0 - - 1,00 abc 0,18 ab
P10 2,0 - - 1,60 abc 0,14 ab
P11 0,5 - 0,25 0,40 bc 0,42 ab
P12 1,0 - 0,5 0,40 bc 0,02 b
P13 2,0 - 1,0 0,00 ¢ 0,00 b
CV (%) 22,86 43,22

WMédias acompanhadas de letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente no nivel de 5% pelo teste Tukey.
Nota: TDZ = tidiazuron, BAP = 6-benzilaminopurina, AIA = 4cido 3-indolacético, CV = coeficiente de variac¢ao.

Lundergan & Janick (1979). O uso
de citocinina estimula maior produ-
cdo de partes aéreas, mas seu ex-
cesso é toxico e caracteriza-se pela
falta de alongamento das culturas
e reducdo no tamanho das folhas
(Grattapaglia & Machado, 1998).
Este efeito téxico pode ter ocorrido
no tratamento P04, onde houve
menor crescimento em altura da
plantula.

A presenca de TDZ isolado e/ou
combinado com AIA ao meio de cul-
tura MSM promoveu a formacéo de
calo em 100% dos explantes, inde-
pendentemente da concentracgéo. Os
tratamentos que ndo continham
TDZ também induziram a formacio
de calo, porém em menor intensi-
dade (Figura 1). A forte inducdo de
calo nos tratamentos adicionados de
TDZ pode estar relacionada ao fato
de este apresentar uma forma de
acdo diferente de outras citocininas
durante os processos de desdi-
ferenciacédo e rediferenciacéo celu-
lar; como citam Kaneda et al. (1997),
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e também ao acimulo de auxinas e
citocininas endégenas nos tecidos
pela acdo do TDZ (Murthy et al.,
1995). A elevada taxa de formacio
de calo pelo TDZ também é mos-
trada em Alves et al. (2004) com
segmentos do hibrido de Eucalyptus
grandis x E. urophylla.

No ensaio de enraizamento, a
utilizacdo do meio MSM com 100%
(E01) e com 50% (E06) da concen-
tracdo dos sais, adicionados de ANA
ou AIB (E02 a E10), ndo promoveu
diferencas significativas no ntme-
ro médio de raizes (Tabela 2). A
inducgdo de raizes nos meios MSN e
MSN 50% isentos de reguladores de
crescimento foi no méaximo de 20%,
confirmando o papel da auxina na
rizogénese. Os tratamentos que con-
tinham ANA, independentemente
da concentragdo salina do meio de
cultura, e aqueles com AIB em MSM
induziram o enraizamento em mais
de 80% dos explantes (dados néo
mostrados).

O efeito da redugdo da concen-

tracdo de sais para 50% do meio
MSM, associado a presenca de ANA
na concentracdo de 0,5mg/L (E07),
promoveu maior desenvolvimento
das raizes em relacdo ao tratamen-
to MSM 50% (E02). Todos os demais
tratamentos, independentemente
da concentragdo dos sais e da pre-
senca ou auséncia de regulador de
crescimento, ndo diferiram entre si
quanto ao comprimento das raizes.

Varias espécies enraizam na pre-
senca de niveis muito baixos ou
mesmo na auséncia de auxinas no
meio de cultura, como cita
Anderson (1984). Porém, no presen-
te trabalho, ndo houve resposta po-
sitiva na inducéo de raizes median-
te a adicdo dos reguladores ANA e
AIB (Figura 2).

Os resultados obtidos tanto em
meio MSM quanto em meio MSM
com 50% dos sais, adicionados de
ANA e AIB, apresentaram o mes-
mo padrdo de resposta tanto em
relacdo ao nimero quanto em rela-
cdo ao tamanho das raizes.
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Tabela 2. Valores médios do niimero e comprimento das raizes em plantulas de E. grandis cultivadas em
meio de cultura Murashige & Skoog (1962), modificado segundo Cheng (1977) (MSM), com e sem reduc@o
de sais, adicionado ou nao de auxina, apés 30 dias de cultivo in vitro Itajai, 2006

Raiz®
Tratamento ANA AIB
Numero Comprimento
-------- mg/L-------- cm

E01 MSM - - 0,20 ns 0,70 ab
E02 MSM 0,5 - 1,60 ns 1,22 ab
E03 MSM 1,0 - 5,00 ns 1,10 ab
E04 MSM - 0,5 4,00 ns 2,18 ab
E05 MSM - 1,0 4,00 ns 0,83 ab
E06 MSM 50% - - 0,00 ns 0,00 b
E07 MSM 50% 0,5 - 1,80 ns 2,76 a
E08 MSM 50% 1,0 - 3,40 ns 2,09 ab
E09 MSM 50% - 0,5 0,80 ns 0,66 ab
E10 MSM 50% - 1,0 5,00 ns 0,65 ab
CV (%) 34,82 30,90

(MMédias acompanhadas de letras iguais nas colunas nio diferem significativamente no nivel de 5% pelo teste Tukey.
Nota: ANA = 4cido naftalenoacético, AIB = acido indolbutirico, CV = coeficiente de variacdo, ns = nédo-significativo.
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O aumento das concentracdes de
ANA e AIB nos tratamentos néo pro-
moveu maior indugio de primérdios
radiculares em explantes de E.
grandis, diferindo das afirmacoes de
Gratapaglia & Machado (1998) so-
bre a rizogénese. Estes autores re-
lacionam o genétipo, o nivel
endégeno de hormonios e o nume-
ro de sinalizadores na célula como
os fatores que afetam a resposta do
explante aos reguladores de cresci-
mento. Para segmentos de E.
grandis, ANA e AIB foram eficien-
tes na rizogénese. Rahim et al.
(2003), porém, s6 conseguiram o
enraizamento de segmentos de
Eucalyptus calmadulensis em meio
de cultura MS adicionado de
0,5mg/L de AIB, enquanto as mes-
mas concentracdes de ANA e AIA
nao resultaram na inducdo de
primérdios radiculares.

Conclusoes

A proliferacdo de brotos por
organogénese direta em segmentos
nodais é possivel e independe da
adicdo de citocininas ao meio de
cultura.

O enraizamento das plantulas de
eucalipto in vitro é possivel, inde-
pendentemente da concentracéo
salina 50% ou 100% de MS e da pre-
senca das auxinas ANA e AIB no
meio de cultura.

78

Literatura citada

1. ALVES, E.C.S. de; XAVIER, A
OTONI, W.C. Organogénese in vitro
a partir de explante caulinar na
regeneracio de clones de Eucalyptus
grandis w. Hill ex maiden x E.
urophylla s. t. blake. Revista Arvore,
Vicosa, MG, v. 28, n. 5, set./out. p. 643-
653, 2004.

2. ANDERSON, W.C. A revised tissue
culture medium for shoot
multiplication of Rhododendron.
Journal of the Americam Society for
Horticultural Science, Mount Vernon,
v. 109, p. 343-347, 1984.

3. CHENG, T.Y. Factors affecting
adventious bud formation on cotyledon
culture of Douglas Fir. Plant Science
Letters, Amsterdam, v. 9, p. 179-187,
1977.

4. FRANCLET, A.; BOULAY, M.
Micropropagation of frost resistant
Eucalyptus clones. Australian Forest
Research, Melbourne, v. 13, n. 1, p.
83-89, 1982.

5. GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO,
M.A. Micropropagag¢do. In: TORRES,
A.C.; CALDAS, L.C.; BUSO, J.A.(Ed.).
Cultura de tecidos e transformagdo
genética de plantas. Brasilia:
Embrapa-CBAB. 1998. v. 1, p. 183-
260.

6. KANEDA, Y.; TABEI, Y.;
NISHIMURA, S. et al. Combination of
thidiazuron and basal media with low
salt concentrations increases the
frequency of shoot organogenesis in
soybeans [Glycine max (L.) Merr.].
Plant Cell Reports, New York, v. 17,
p. 8-12, 1997.

10.

11.

12.

13.

14.

LUNDERGAN, C.; JANICK, J. Low
temperature storage of in vitro aplle
shoots. HortScience, Alexandria, v. 14,
p. 514, 1979.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A
revised Medium for rapid growth and
bioassays with Tobbaco tissue
cultures. Physiologia Plantarum,
Copenhagen, v. 15, p. 473-497, 1962.
MURTHY, B.N.S.; MURCH, S.J;
SAXENA, PK. TDZ-induced somatic
embriogenesis in intact seedlings of
peanut (Arachis hypogeae): endo-
genous growth regulators levels and
significance of cotyledons. Physiologia
Plantarum, Copenhagen, v. 94, p. 268-
2176, 1995.

RAHIN, F.; JABEEN, M.; ILAHI, 1.
Mass propagation in Eucalyptus
camaldulensis Dehn. Asian Journal
of Plant Sciences, Sargodha,
Faisalabad, v. 2, n. 2, p. 184-187, 2003.
REIS, G.G. dos; REIS, M.G.F. Fisiologia
da brotacdo de eucalipto com énfase
nas suas relagdes hidricas. Série
Técnica I P E F, Piracicaba, SP, v. 11,
n. 30, p. 9-22, maio, 1997.

ROXO, C.A. Proposta de agenda do
setor brasileiro de florestas plantadas.
In: SEMINARIO “A QUESTAO
FLORESTAL E O DESENVOL-
VIMENTO, 2003, Rio de Janeiro, RdJ.
Anais... Rio de Janeiro: BNDES, 2003.
TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia
vegetal. 3. ed. Porto Alegre: Artmed,
2004. 719p.

THORPE, T.A.; HARRY, I.S., KUMAR,
P.P. Application of micropropagation
to forestry. In:. DEBERGH, P.C.;
ZIMMERMAN, R.H. Micropropa-
gation-Technology and Application.
Netherlands: Kluwer Academic
Publishers, 1991. p. 310-312. [ |

Agropec. Catarin., v.21, n.1, mar. 2008



