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ORGANOGENESE INDIRETA A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES E MULTIPLICACAO
IN VITRO DE BROTACOES DE Eucalyptus benthamii X Eucalyptus dunnii'

INDIRECT ORGANOGENESIS FROM LEAF EXPLANTS AND IN VITRO SHOOTS LTIPLICATION
OF Eucalyptus benthamii X Eucalyptus dunnii

Yohana de Oliveira-Cauduro®* Lais Gomes Adamuchio® Juliana Degenhardt-Goldbach*
Jodo Carlos Bespalhok Filho® Roberson Dibax® Marguerite Quoirin’

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar diferentes meios de cultura na organogénese indireta e na
multiplicacdo in vitro de brotos de Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii. Para organogénese, explantes
foliares foram excisados no sentido transversal e cultivados in vitro, sendo os seguintes fatores testados:
dois meios de cultura (MS N/2 e JADS) adicionados de 0,1 uM de ANA, duas concentragdes de thidiazuron
(0,1 ¢ 0,5 uM) e presenca ou ndo de PVP-40 (250 mg L'). Apos 70 dias de cultivo foram avaliadas as
porcentagens de explantes oxidados totalmente, formando calo, produzindo antocianina, formando gema,
formando brotagdes e o numero de brotacdes formadas por explante regenerando. No experimento de
multiplicacdo, brota¢des isoladas foram cultivadas em meio MS, JADS e WPM, adicionados de 1,11 uM
de BAP. Foram realizados quatro subcultivos a cada 28 dias e em cada subcultivo foram avaliados: a
porcentagem de oxidagdo, de explantes apresentando clorose total ou parcial, massa fresca e nimero médio
de brotos por explante. O meio de cultura MS N/2 suplementado com 0,1 uM de ANA, 0,5 uM de TDZ e
PVP-40 promoveu a maior taxa de organogénese (8,3%). No meio de cultura MS com 1,11 uM de BAP, a
taxa de multiplicacdo foi maior que nos outros meios, no primeiro ¢ segundo subcultivos (9,28 e 9,24 por
més), ndo havendo diferenca entre os trés meios nos demais subcultivos.

Palavras-chave: regeneracgdo; espécie lenhosa; regulador vegetal; meio de cultura.

ABSTRACT

The aims of this research were to evaluate different culture media for indirect organogenesis and
shoot multiplication of Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii. For organogenesis, leaf explants
were used to test the following treatments: two culture media (MS N/2 and JADS) supplemented with
0.1 uM 1-naphthaleneacetic acid (NAA) and thidiazuron (TDZ) (0.1 or 0.5 uM), with or without PVP- 40
(250 mg L"). The percentage of oxidized explants, callus forming explants, explants with anthocyanin,
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buds, shoots and the shoot number per explant were evaluated. In the multiplication experiment, isolated
shoots were cultivated in MS, JADS and WPM media, all supplemented with 1.11 uM BAP. Four subcultures
were carried out every 28 days. In every subculture the explant oxidation, partial or total leaf chlorosis,
fresh mass and mean number of shoot per explant were evaluated. The MS N/2 medium supplemented with
0.1 uM NAA and 0.5 pM TDZ promoted the highest rate of organogenesis (8.3%) and the culture media
MS supplemented with 1.11 uM BAP the multiplication rate was higher than in the other media, in the first
and the second subcultures (9.28 and 9.24, respectively), without differences between the three media in

the following subcultures.

Keywords: regeneration; woody species; plant growth regulators; culture medium.

INTRODUCAO

A geada ¢ um dos motivos que impedem
a expansao da eucaliptocultura na Regido Sul do
Brasil, sobretudo na fase inicial do desenvolvimento,
pois limita o cultivo de espécies economicamente
interessantes. O melhoramento via transformacao
genética pode ser uma alternativa para minimizar
0s possiveis impactos negativos causados pelo meio
ambiente, contrarios a expansdo da cultura, sendo a
técnica dependente de metodologias eficientes para
organogénese € micropropagacao.

O hibrido  Eucalyptus  benthamii  x
Eucalyptus dunnii pode ser um material promissor
para plantios em regides frias e sujeitas a geada.
Materiais oriundos da hibridagdo espontanea entre
Eucalyptus benthamii e Eucalyptus dunnii estao
sendo estudados pela Embrapa Florestas (Colombo-
PR) e vém apresentando superioridade em relagao
aos progenitores quanto ao crescimento e tolerancia
a geada (PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006).
Até o presente momento existem poucos estudos
relacionados a micropropagagdo desse hibrido
(BRONDANTI etal., 2009; BRONDANTI etal.,2011);
ja estudos sobre a organogénese sdo inexistentes.
Entretanto, ha relatos sobre a micropropagacao
de outros hibridos, como Eucalyptus tereticornis
x Eucalyptus camaldulensis (BISHT et al., 1999),
Eucalyptus tereticornis x Eucalyptus grandis
(JOSHI et al., 2003), Eucalyptus erythronema x
Eucalyptus stricklandii (GLOCKE et al., 2006) e
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (NETTO
etal.,2006;ALCANTARAetal.,2011).Nostrabalhos
encontrados (BRONDANTI etal., 2009; BRONDANI
et al., 2011) foram estudados o estabelecimento
in vitro, a multiplicacdo e o alongamento de trés
clones de Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii,
ndo sendo contemplada a organogénese. Com isso
nota-se a caréncia de informacdes fundamentais
para o melhoramento via transformacdo genética.

Com a aplicacdo dessa tecnologia, a inser¢ao de
diversos genes relacionados com a resisténcia do
material a outras condi¢gdes adversas poderiam ser
explorados.

Na organogénese, a influéncia exercida
pela composi¢do dos meios de cultura tem sido
estudada em vérias espécies do género Eucalyptus
(QUISEN et al.,, 2009). Esta influéncia pode
variar em funcdo da composicdo de macro e
micronutrientes do meio de cultura, do uso
de agentes antioxidantes, do balanco entre os
reguladores de crescimento utilizados, dentre
outros. Dibax et al. (2010a) estudaram a influéncia
dos meios de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962), WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980) e JADS
(CORREIA et al., 1995), adicionados de 2,7 uM
de ANA e 4,44 uM de BAP, na organogénese em
explantes cotiledonares de Eucalyptus saligna. Estes
autores obtiveram maiores resultados na formacao
de brotagdes com a utilizagdo dos meios MS e
WPM, 57,5 e 55% respectivamente, demonstrando
que o meio de cultura tem grande influéncia
nessa fase. De maneira geral, grande parte dos
trabalhos relata o uso de thidiazuron (TDZ) para
a indugdo de calos a partir de diferentes tecidos
vegetais, como, por exemplo, folhas (DIBAX et
al., 2010b) e folhas cotiledonares (AZMI et al.,
1997; NUGENT et al., 2001). Segundo Del Ponte
et al. (2001), para e estimulagdo e proliferacao de
gemas axilares, o BAP tem sido o regulador de
crescimento mais utilizado em meio de cultura,
para espécies de Eucalyptus (SANKARA-RAO,
1998; TRINDADE et al., 1990; NICCOL et
al., 1994). Diante disto, este trabalho objetivou
identificar um meio de cultura favoravel a
organogénese indireta a partir de folhas de
Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii e
verificar a influéncia de diferentes composicdes
salinas do meio durante a fase de multiplica¢ao dos
brotos.
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MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Nos experimentos realizados no presente
trabalho, o gendtipo utilizado foi o clone 8 do hibrido
Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii, que foi
selecionado pelo Programa de Melhoramento da
Embrapa Florestas (Colombo-PR), introduzido
in vitro e mantido em meio de cultura de
multiplicacdo composto pelo meio MS adicionado
de 1,11uM de BAP.

Condicoes gerais de cultura

A cultura inicial foi mantida em frascos
de vidro com 9 cm de altura e 6 cm de didmetro,
vedados com tampa de polipropileno, contendo
aproximadamente 25 mL de meio de cultura. Esses
mesmos frascos foram utilizados no experimento de
multiplicacdo. As condi¢des da sala de crescimento
foram: luz fluorescente branca fria com irradiancia
de 20 umol m s, fotoperiodo de 16 h e temperatura
de 25 + 2 °C, Apos a instalagdo dos experimentos,
as culturas permaneceram nas mesmas condicdes,
exceto quando indicado.

Efeito de diferentes meios de cultura, do PVP e
do TDZ na organogénese indireta

Folhas, com aproximadamente 0,5 cm
de comprimento, de tufos mantidos em meio de
multiplicacdo, na oitava subcultura, foram cortadas
pela metade no sentido transversal e colocadas em
placas de petri de forma aleatdria quanto a face em
contato com o meio de cultura. Foram utilizadas
placas de 2 cm de altura e 10 cm de didmetro,
contendo aproximadamente 25 mL de meio de
cultura e vedadas com filme PVC.

Os meios de cultura testados foram: MS
N/2 (MURASHIGE e SKOOG, 1962) modificado,
com redugdo de NH,NO, ¢ KNO, pela metade, €
JADS (CORREIA et al., 1995) com vitaminas do
mesmo meio, ambos contendo 0,1 uM de acido
naftaleno acético (ANA).

Além do fator meio de cultura, foi estudado
o efeito da presenga do antioxidante PVP-40
(250 mg L') e de duas concentragoes (0,1 ¢
0,5 M) de thidiazuron (TDZ) no meio de cultura.
O experimento foi delineado em esquema trifatorial
(2x2x2) e os fatores analisados foram: dois meios
de cultura (MS N/2 e JADS), presenca ou nao de

PVP-40 (250 mg L') e duas concentragdes de TDZ
(0,1 e 0,5 uM). Cada tratamento apresentou seis
repetigoes, sendo cada repeti¢do composta por uma
placa de petri contendo 10 explantes.

As culturas foram mantidas no escuro por
45 dias e transferidas para luz até os 70 dias, sendo
que a cada 15 dias foram transferidas para placas
com os mesmos meios de cultura dos tratamentos,
porém, novos. Apos 70 dias de cultivo, as variaveis
analisadas foram: porcentagem de explantes
oxidados, formando calo, produzindo antocianina,
formando gema, formando brotacdes e o nimero de
brotacdes formadas por explante regenerando.

O experimento foi repetido e os dados
apresentados consistem na média dos dois ensaios.
Efeito de diferentes meios de cultura na
multiplicacio de brotacoes

Brotagdes, com aproximadamente 0,8 cm de
altura contendo de uma a duas gemas cada, isoladas
de tufos subcultivados 5 vezes no meio MS com
1,11 uM de BAP, foram cultivadas em trés meios
de cultura, MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
JADS (CORREIA et al., 1995) ou WPM (LLOYD
e MCCOWN, 1980), acrescidos de 1,11 uM de
BAP, substancias orgénicas especificas de cada
meio e 30 mg L' de sacarose. A cada 28 dias, as
brotacdes foram subcultivadas para os mesmos
meios de cultura, totalizando quatro subcultivos e as
seguintes variaveis foram avaliadas: porcentagem
de oxidagdo, de explantes apresentando clorose
total ou parcial, massa fresca e nimero médio de
brotos por explante.

Neste experimento, cada tratamento teve
cinco repetigdes, sendo cada repeticdo composta
por um frasco de cultivo contendo cinco brotacgdes.

Delineamento experimental e anadlise estatistica

Nos dois experimentos, o delineamento
estatistico foi o inteiramente casualizado.
Primeiramente, foi aplicado um teste de
analise de variancia e, em seguida, as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. A andlise estatistica foi
realizada utilizando o programa computacional
ASSISTAT (SILVA e AZEVEDO, 2009).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de diferentes meios de cultura, do
PVP e do TDZ na organogénese indireta

A calogénese foi observada nos meios
de cultura testados somente quando adicionados
de 0,5 uM de TDZ (Figura 1), sendo a maior
porcentagem de formagdo de calos (83,3%)
encontrada no meio JADS com 0,5 uM de TDZ
e sem PVP-40 (Tabela 1), embora diferente
estatisticamente apenas do meio MS N/2 sem a
presenca do PVP-40 (53,3%). Percebe-se que a
adicdo de 0,5 uM de TDZ nos dois meios de cultura
foi importante para formagdo de calos na espécie
estudada (Tabela 1). Houve diferencas significativas
entre as duas concentragcdes de TDZ no meio MS
N/2 para a porcentagem de oxidagdo, formagdo de
gemas, formagdo de calos e brotos e para o numero
de brotos por explante (Tabela 1).

Em explantes foliares de FEucalyptus
saligna, Dibax et al. (2010b) compararam trés
combinagdes de ANA e TDZ (0,1 uM ANA
e 1,0 uM TDZ; 0,1 uM ANA e 1,5 uM TDZ;
0,1 utM ANA ¢ 2,0 uM TDZ) no meio de cultura MS
N/2 e encontraram maior porcentagem de formagao
de calos (73%) utilizando 0,1 uM de ANA e 1,0 uM
de TDZ. No presente experimento, o tratamento
com este meio ¢ a metade desta concentracdo de
TDZ (0,5 uM) permitiu a formagdo de calos em

55% dos explantes. Somente nesse meio de cultura
observou-se a formagdo de gemas e brotacdes
(Figuras 1C e 1D), sendo que a suplementacao deste
com PVP-40 permitiu a formacdo de gemas em
6,6% dos explantes, a formagao de brotos em 8,3%
dos explantes € 0 maior nimero médio de brotos
por explante (0,83). Ja na auséncia do PVP-40, a
formagao de gemas e brotos foi de 5% e notou-se
a produgdo de antocianina, porém, sem diferenca
significativa entre os demais tratamentos.

O TDZ ¢ um regulador de crescimento
bastante utilizado na inducdo da organogénese
em explantes de varias espécies de FEucalyptus
(MACHADO et al., 1997; BARRUETO CID et al.,
1999; CHANG et al., 2000; TOURNIER et al., 2003;
ALVES et al., 2004a). Em Eucalyptus saligna, a
maior porcentagem de explantes foliares formando
gemas (30%) foi encontrada no meio MS N/2 com
0,1 uM de ANA e 1,0 uM de TDZ (DIBAX et al.,
2010b). No presente trabalho, a interagdo entre o
tipo de meio de cultura e a concentragdo de TDZ
foi significativa para a porcentagem de oxidagao,
formagdo de gemas e brotos, e nimero de brotos.
Entretanto, ha relatos do efeito positivo do BAP na
inducdo da calogénese, como no caso de Eucalyptus
camaldulensis (QUISEN et al., 2009).

A presenga de 250 mgL' de PVP-40 nos
meios de cultura ndo reduziu a oxidagao dos tecidos.
Todos os explantes sofreram oxidagao e a menor taxa

FIGURA 1: Aspecto dos explantes foliares de Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii cultivados in

—

vitro. A - Meio JADS + 0,1 uM ANA + 0,5 uM TDZ + 250 mg L' PVP-40 (ap6s 60 dias),
B —Meio JADS + 0,1 uM ANA + 0,5 uM TDZ + 250 mg L' PVP-40 (apés 90 dias); C- Meio
MSN/2 +0,1 uM ANA + 0,5 uM TDZ + 250 mg L' PVP-40 (ap6s 60 dias); D - Regeneragdo
de broto em meio MS N/2 + 0,1 uM ANA + 0,5 uM TDZ + 250 mg L' PVP-40 (ap6s 90 dias).

Barra: 0,5 cm.
FIGURE 1:

Aspect of leaf explants of Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii cultured in vitro. A- JADS

+0.1 M NAA + 0.5 uM TDZ + 250 mg L' PVP-40 (60 days), B - JADS + 0.1 uM NAA +
0.5 uM TDZ + 250 mg L' PVP-40 (90 days); C- MS N/2 + 0.1 uM NAA + 0.5 pM TDZ +
250 mg L' PVP-40 (60 days); D- MS N/2 + 0.1 uM NAA + 0.5 uM TDZ + 250 mg L' PVP-

40 (90 days).
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TABELA 1: Calogénese e organogénese em explantes foliares de Eucalyptus benthamii x
Eucalyptus dunnii cultivados in vitro em meios MS N/2 e JADS, contendo 0,1uM de ANA,
apos 70 dias. Média de 2 experimentos.

TABLE1: Callus formation and organogenesis of Eucalyptus benthamiix Eucalyptus dunniileafexplants
cultured in vitro in MS N/2 and JADS media, containing 0.1uM NAA after 70 days. Mean
of 2 experiments.

Porcentagem de explantes oxidados

TDZ MS N/2 JADS
PVP-40 PVP-40 L1 PVP-40 PVP-40 o
(kM) OmgL! 250 mg L™ Media 0 mg L™ 250 mg L Media
0,1 100,0 100,0 100 aA 100,0 100,0 100,0 aA
0,5 63,3 68,3 65,8 bB 100,0 100,0 100,0 aA

Porcentagem de explantes formando calos

TDZ MS N/2 JADS
PVP-40 PVP-40 PVP-40 PVP-40
(kM) OmgL! 250 mg L 0 mg L™ 250 mg L
0,1 0,0 bB 0,0 bB 0,0 bB 0,0 bB
0,5 53,3 aB 55,0 aAB 83,3 aA 78,3 aAB

Porcentagem de explantes formando gemas

TDZ MS N/2 JADS
PVP-40 PVP-40 e PVP-40 PVP-40 .
(kM) OmgL" 250 mg L Media OmgL! 250 mg L Media
0,1 0,0 0,0 0,0 bA 0,0 0,0 0,0 aA
0,5 5,0 6,6 5,8 aA 0,0 0,0 0,0 aB

Porcentagem de explantes formando brotos

TDZ MS N/2 JADS
PVP-40 PVP-40 i PVP-40 PVP-40 1
(kM) OmgL! 250 mg L Média 0 mg L™ 250 mg L Media
0,1 0,0 0,0 0,0 bA 0,0 0,0 0,0 aA
0,5 5,0 8,3 6,6 aA 0,0 0,0 0,0 aB
Numero médio de brotos por explante regenerando
TDZ MS N/2 JADS
PVP-40 PVP-40 e PVP-40 PVP-40 -
(LM) 0Omg L 250 mg L Média OmgL! 250 mg L Média
0,1 0,0 0,0 0,0 bA 0,0 0,0 0,0 aA
0,5 0,5 0,83 0,67 aA 0,0 0,0 0,0 aB

Porcentagem de explantes com antocianina

TDZ MS N/2 JADS
PVP-40 PVP-40 PVP-40 PVP-40
(M) OmgL" 250 mg L OmgL! 250 mg L
0,1 0,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA
0,5 5,0aA 0,0aA 0,0aA 0,0aA

Em que: != Tratamentos seguidos de letras minusculas idénticas nas colunas e maitsculas nas linhas, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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(63,3%) foi encontradano meio MS N/2 sem PVP-40,
suplementado com 0,5 uM de TDZ e 0,1 uM de
ANA (Tabela 1). Todos os explantes cultivados no
meio de cultura JADS oxidaram parcialmente até
a formacgao dos calos, e totalmente até o final do
experimento (Figura 1B).

A maior oxidagdo e, consequentemente,
maior escurecimento do meio observados no
meio JADS em relagdo ao MS N/2, pode ter
ocorrido devido aos elevados teores de cobre
e ferro contidos naquele meio, os quais estdo
em concentracdes superiores as do meio MS. A
enzima polifenoloxidase, catalisadora da oxidagao
de compostos fenolicos a quinonas, contém cobre
(KIM et al., 2001). Com isso, infere-se que a maior
disponibilidade de cobre no meio de cultura JADS
pode ter favorecido a atividade dessa enzima,
ocasionando a oxidacao.

As diferencas relacionadas a composicao
dos meios de cultura estudados foram evidenciadas
pela analise estatistica, que revelou efeito
significativo do fator meio de cultura em todas
as variaveis avaliadas, exceto para porcentagem
de explantes contendo antocianina. O meio de
cultura JADS apresenta menores concentragoes de
cloro, zinco ¢ molibdénio em relagdo aos outros
dois, entretanto, possui o dobro da concentragdo
de fosforo, 4 vezes mais a concentragao de calcio,
50 vezes mais a concentragao de cobre ¢ 200 vezes
mais a concentracao de ferro.

A utilizagdo de carvao ativado durante
a formacdo de calos de FEucalyptus benthamii
x FEucalyptus dunnii pode ser uma alternativa
para minimizar a oxidacdo elevada encontrada.
Werner et al. (2009) testaram algumas substancias
antioxidantes como acido ascérbico, acido citrico
e o carvao ativado na calogénese de Caesalpinia
echinata. O carvao ativado foi o melhor tratamento
no controle de oxidagdo, em que 40% dos explantes
apresentaram oxidacdo baixa a moderada, porém,
sem formagdo de calos. Essa observagdo sugere
que o carvao ativado exerce influéncia sobre a
calogénese dos tecidos, uma vez que adsorve varios
compostos do meio, entre eles os fitorreguladores.

Os resultados obtidos nesse experimento
mostram que o hibrido Eucalyptus benthamii x
Eucalyptus dunnii apresenta baixa resposta ao
TDZ nas concentragdes testadas, bem como alta
tendéncia a oxidagdo, mesmo em presenca de um
antioxidante no meio de cultura. Entretanto, a
concentracdo utilizada de PVP-40 pode ter sido
baixa, considerando que para a organogénese

de explantes caulinares de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla foi usado 800 mg L' (ALVES
et al., 2004b) assim como durante a multiplicacdo
de clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus e de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
globulus (BORGES et al., 2011). Tendo em vista
os resultados encontrados com o PVP-40 nesse
experimento, outros antioxidantes podem ser uma
alternativa para conter a oxidacao e ndo interferir na
organogénese.

Efeito de diferentes meios de cultura na
multiplicaciio de brotacdes

No primeiro e segundo subcultivo, o
maior numero médio de brotos por explante (9,28 e
9,24 respectivamente) foi obtido no meio MS, sendo
superior aos demais meios testados. J& nos demais
subcultivos ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos (Tabela 2). O numero de brotos por
explante encontrado ao final deste experimento em
todos os meios de cultura estudados foi satisfatorio
se comparado ao de outros trabalhos, como o de
Gomes e Canhoto (2003) que utilizaram 0,9 pM
de BAP combinado com 0,05 pM de ANA em
2MS para proliferacdo de gemas de Eucalyptus
nitens Maiden. Apoés trés subcultivos, obtiveram
apenas 2,25 brotos por explante e consideraram os
resultados como promissores. No mesmo sentido,
Gomes et al. (2011), ao testarem o meio de cultura
MS e JADS durante a multiplicagdo de hibridos
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus
e FEucalyptus grandis x Eucalyptus globulus,
encontraram maiores médias em meio MS do que
em meio JADS.

Entretanto, no caso de Eucalyptus grandis,
Andrade et al. (2006) utilizaram o meio de
cultura JADS e tratamentos pulsos de BAP para
inducdo da multiplicagdo a partir de segmentos
nodais, e obtiveram, ao final de 21 dias e apds
uma ou duas horas de exposi¢do ao regulador
vegetal, 35,17 brotos por explante, sugerindo que
tratamentos pulsos podem ser uma alternativa para
induzir a proliferacao de brotos.

Brondani et al. (2009) multiplicaram o
clone H12 de Eucalyptus benthamii x Eucalyptus
dunnii, em meio 2MS adicionado de 1,33 uM de
BAP, e obtiveram, ap6s 30 dias de cultivo, uma
producdo de 6,9 gemas/explante e, apos 60 dias,
20,2 gemas/explante. No presente experimento, na
presenca de 1,11 uM de BAP em meio MS, ao final
de 28 dias obteve-se 9,28 brotagdes por explante. O
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TABELA 2: Efeito de trés meios de cultura adicionados de 1,11 uM de BAP na multiplicagdo de brotacdes
de Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii.

TABLE 2: Effect of three culture media supplemented with 1.1 pM BAP on the multiplication of
Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii shoots. Mean of 2 experiments.

1° subcultivo

Tratamento  N° médio de brotos/ Massa fresca (g)  Oxidacdo' (%)  Clorose parcial (%)  Massa seca (g)
explante
JADS 4,88 b 0,063 b 38,48 a 12,0b 0,010b
WPM 520 b 0,107 b 6,20b 8,0b 0,010b
MS 9,28 a 0,384 a 12,40 b 88,0 a 0,020 a
2° subcultivo
JADS 4,78 b 0,053 b 41,53 a 14,0b -
WPM 5,64b 0,114 b 10,62 b 10,0 b -
MS 9,24 a 0,379 a 7,84 b 90,0 a -
3° subcultivo
JADS 6,88 a 0,067 b 36,39 a 16,0 b -
WPM 9,08 a 0,087 ab 6,76 b 0,0b -
MS 8,04 a 0,160 a 6,76 b 76,0 a -
4° subcultivo
JADS 7,00 a 0,060 b 28,0 a 12,0b -
WPM 892 a 0,087ab 400 8,0b -
MS 8,40 a 0,153 a 8,0b 72,0 a -

Em que: Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade de erro. ' = dados transformados para arcsen .

explante inicial naquele e no presente experimento
consistiu de brotagdes contendo de uma a duas
gemas axilares.

No meio MS, uma alta percentagem de
gemas apresentou clorose foliar parcial, sendo
maior que nos meios WPM e JADS em todos
os subcultivos (Tabela 2). Entretanto, a clorose
observada em todos os tratamentos ndo se mostrou
limitante ao desenvolvimento das brotagdes.

A massa fresca dos brotos cultivados no
meio de cultura MS foi significativamente superior
a dos demais meios de cultura no primeiro e segundo
subcultivos e somente ao meio JADS no terceiro e
quarto subcultivos. Semelhantemente, a massa seca
dos brotos cultivados em meio MS foi superior a
dos outros meios no primeiro subcultivo, que foi o
unico a ser avaliado.

No presente estudo, as brotacdes mantidas
em meio de cultura MS tinham folhas maiores e
mais alongadas em relagdo as brota¢des dos outros
tratamentos (Figura 2), observagdo também feita
por Borges et al. (2011) no caso de Eucalyptus
globulus cultivado em meio MS e JADS. Esse fato

certamente se refletiu nos valores de massa fresca
e seca (0,384g e 0,0209¢g) encontrados no primeiro
subcultivo.

A oxidagdo foi superior no meio JADS em
relacdo aos outros meios em todos os subcultivos,
assim como observado no experimento de

‘ il‘ B
A B M
FIGURA 2: Aspecto das brotagdes de Eucalyptus
benthamii x FEucalyptus dunnii aos
28 dias de cultivo in vitro em meio de
cultura JADS (A), MS (B) e WPM (C)
adicionado de 1,11 uM de BAP. Barra:
Iem.

Aspect of FEucalyptus benthammi x
Eucalyptus dunnii shoots with 28 days
in culture media JADS (A), MS (B)
and WPM (C), with 1.11uM BA.

FIGURE 2:
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organogénese. A oxidacdo encontrada nesta fase
também foi observada por Brondani et al. (2009).
Os clones H19 e H20 de Eucalyptus benthamii
X FEucalyptus dunnii cultivados em meio 2MS
com diferentes concentracdes de BAP tiveram
um comportamento recalcitrante na fase de
multiplicagdo, com elevada taxa de oxidagao,
fator que impediu os cultivos subsequentes. Da
mesma forma, Borges et al. (2011) observaram
maior escurecimento do meio de cultura JADS
em relacdo ao MS durante a multiplicacao de
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus. Os
autores atribuiram esse escurecimento a oxidagao
de compostos fenolicos liberados pelo explante.

CONCLUSOES

Foram obtidos resultados preliminares de
organogénese para o hibrido Eucalyptus benthamii
x Eucalyptus dunnii. Houve regeneracdo indireta
de brotos em explantes foliares, entretanto, em
taxas baixas. O meio de cultura mais indicado para
formacdo de gemas ¢ o meio MS N/2 suplementado
com 0,1 pM de ANA e 0,5 uM de TDZ. A oxidagao
dos tecidos foi alta, mesmo na presenca de
250 mg.L'de PVP nos meios testados. Os meios de
cultura MS e WPM adicionados de 1,11 uM de BAP
sdo recomendados na multiplicagdo de brotagdes.
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