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MULTIPLICACAO E ALONGAMENTO IN VITRO DE CLONES HiBRIDOS DE
Eucalyptus globulus

IN VITRO MULTIPLICATION AND ELONGATION OF HYBRID CLONES OF Eucalyptus globulus

Leandro Silva de Oliveira' Aloisio Xavier? Aline Pontes Lopes® Elizabete Keiko Takahashi*
Wagner Campos Otoni®

RESUMO

Os hibridos de Eucalyptus globulus representam uma excelente alternativa para o setor de celulose e papel,
em razdo dos ganhos em qualidade da madeira para a fabricacdo de celulose. Entretanto, estes hibridos
tém apresentado recalcitrancia ao enraizamento adventicio. Assim, a micropropagacao € apontada como a
técnica para o rejuvenescimento desses hibridos adultos, viabilizando a propagacao clonal dos mesmos. O
presente trabalho avaliou o cultivo in vitro de trés clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus e
de trés clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus, em relagdo a multiplicacdo in vitro, no meio
MS suplementado com 0,5 mg L' de BAP ¢ 0,01 mg L' de ANA, bem como o efeito das concentragdes
de 0,25; 0,50; 0,75 ¢ 1,0 mg L' de AIB e dos meios de cultura MS e JADS no alongamento in vitro das
brotacdes. Os clones diferiram quanto a multiplicagdo in vitro das brotagdes e apresentaram uma taxa de
multiplicacdo média dos clones de 3,0 tufos de brotagdes em cada subcultivo, ao longo dos 25subcultivos
realizados. No alongamento in vitro, os clones diferiram quanto as concentracdes de AIB adequadas para
provocar o alongamento, bem como em relacdo aos meios de cultura MS e JADS. O intervalo médio entre
0,40 ¢ 0,80 mg L' de AIB proporcionou 0 maior nimero ¢ comprimento das brotagdes alongadas in vitro
€ com maior vigor.

Palavras-chave: rejuvenescimento; regulador de crescimento; meio de cultura; subcultivo.

ABSTRACT

Eucalyptus globulus hybrids represent an excellent alternative to the pulp and paper sector, because of gains
in wood quality for pulp. However, these hybrids have shown recalcitrance to adventitious rooting. Thus,
micropropagation is considered the technique for rejuvenating adult genetic materials, allowing its clonal
propagation. This study evaluated the in vitro culture of three clones of Fucalyptus grandis x Eucalyptus
globulus and three clones of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus in relation to in vitro multiplication
on MS medium supplemented with 0.5 mgL' BAP and 0,01 mgL"' NAA. The effect of IBA concentrations
(0.25; 0.50; 0.75 and 1.0 mg L") and MS and JADS culture media was evaluated on in vitro elongation.
The clones differed during in vitro multiplication of shoots and they had an average multiplication rate of
3.0 shoot clusters in each subculture. The responses of the clones to different concentrations of IBA, as well
as to MS and JADS culture media differed for elongation in vitro. The range between 0.40 and 0.80 mg L"!
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AIB provided the highest number and length of in vitro elongated shoots and the best vigor of shoots.
Keywords: rejuvenation; growth regulator; culture medium; subculture.

INTRODUCAO

No Brasil, a hibridacdo do FEucalyptus
globulus com outras espécies desse género
tem gerado excelentes resultados, tanto nas
caracteristicas de qualidade da madeira quanto no
crescimento (BORGES et al., 2011). Entretanto,
a clonagem em larga escala destes hibridos,
pela técnica de miniestaquia, ndo tem alcangado
resultados satisfatorios quanto ao enraizamento, por
se tratar de uma espécie considerada recalcitrante,
apresentando indices inferiores aos desejados na
producdo de mudas clonais (OLIVEIRA et al.,
2012).

Na busca por alternativas para o
rejuvenescimento de clones selecionados, e
consequentemente a melhoria do enraizamento
adventicio no processo de producdo de mudas
clonais de Eucalyptus, a micropropagacao
via proliferacdio de gemas axilares tem sido
recomendada como técnica alcancar esse objetivo
(GOMES; CANHOTO, 2003; BRONDANI et al.,
2012). Dessa forma, a micropropagacdo apresenta-
se como uma ferramenta de grande utilidade no
setor florestal, em razdo de possibilitar a formagao
e manuten¢do de microjardins clonais, a partir de
clones rejuvenescidos, permitindo a propagagdo de
gendtipos de interesse.

Para  FEucalyptus, a micropropagagdo
com fins de rejuvenescimento ¢ dependente do
nimero de subcultivos in vitro, dos meios de
cultura e do balango hormonal necessarios para
alcancar melhores respostas quanto ao potencial
de enraizamento adventicio. Em geral, para o
rejuvenescimento de clones de Eucalyptus spp.
selecionados na idade adulta, recomenda-se no
minimo 12 subcultivos (DUTRA et al., 2009).
Contudo, esse rejuvenescimento ¢ progressivo e
parcial, bem como dependente da espécie e idade
ontogenética do material vegetativo utilizado na
micropropagacdo (XAVIER; WENDLING; SILVA,
2009).

De maneira geral, uma resposta positiva
a micropropagacdo, dentre diversos fatores,
deve-se a um balango adequado dos reguladores
de crescimento, sendo os mais utilizados, as
citocininas e as auxinas (XAVIER; WENDLING;

SILVA, 2009). As concentracdes desses reguladores
de crescimento variam de acordo com o estagio de
micropropagac¢do e em funcao da espécie e do tipo de
explante (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Na micropropagagao de espécies de Eucalyptus,
diversos trabalhos de cultivo in vitro tém utilizado a
citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e as auxinas
acido a-naftalenoacético (ANA), acido indolil-3-
acético (AIA) e o acido indol-3-butirico (AIB) nas
formulag¢des de meios de cultura para multiplicagao
e alongamento (BENNETT et al, 1994; DEL
PONTE et al., 2001).

Com relagdo ao meio de cultura, o meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) tem sido um dos
mais utilizados na micropropagacao de Eucalyptus e
seus hibridos (SHARMA; RAMAMURTHY, 2000;
NUGENT et al.,, 2001; BILLARD; LALLANA,
2005; GLOCKE; COLLINS; SEDGLEY, 2006;
AGGARWAL et al.,, 2012). No entanto, outros
meios de cultura, como JADS (CORREIA et al.,
1995), também tém sido empregados. O meio de
cultura JADS foi elaborado especificamente para
Eucalyptus grandis, sendo também utilizado na
micropropagacdo de outras espécies do género
(LIMA; GONCALVES, 1998; SANTOS et al.,
2004; ANDRADE; ALMEIDA; GONCALVES,
2006; BRAVO et al., 2008). O meio de cultura B5
(GAMBORG; MILLER; OJIMA, 1968) também
foi utilizado na micropropaga¢do de FEucalyptus
(GLOCKE et al., 2006; ARYA et al., 2009),
bem como o meio de cultura QLP (QUOIRIN;
LEPOIVRE, 1977) (SOTELO; MONZA, 2007). O
meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981)
foi utilizado na micropropaga¢do de FEucalyptus
benthamii e seus hibridos (BRONDANI et al., 2009;
2012), Eucalyptus polybractea (GOODGER et al.,
2008) e Eucalyptus globulus (PINTO et al., 2008).

Dentre as etapas da micropropagacdo, em
virtude da metodologia adotada para a proliferacao
das gemas axilares, tem uma etapa de multiplicacao
acompanhada de uma fase de alongamento in
vitro, a qual € necessaria para a obtencdo de
brotagcdes com tamanho adequado para a fase de
enraizamento destas, a qual tem sido realizada ex
vitro (XAVIER; WENDLING; SILVA, 2009) ou
in vitro (TRINDADE; PAIS, 1997; BENNETT;
MCDAVID; MCCOMB, 2003; NOURISSIER;
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MONTEUUIS, 2008).

Em vistadanecessidade de adequagdo deum
protocolo de micropropagacao, para clones hibridos
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus, visando
0 rejuvenescimento e, ou, revigoramento clonal, o
presente trabalho teve como objetivos: (i) avaliar o
comportamento dos clones durante a multiplicacao
in vitro ao longo de sucessivos subcultivos e (ii)
avaliar o alongamento dos clones cultivados em
meios contendo diferentes concentragdes de AIB ,
bem como nos meios de cultura MS e JADS.

MATERIAL E METODOS
Material experimental

Os materiais vegetais utilizados nesse
trabalho foram provenientes da fase de multiplicagao
de trés clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus (C01,C04eC16)etrésclonesde Eucalyptus
grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30),
oriundos da empresa Celulose Nipo-Brasileira
S.A. (CENIBRA), localizada no municipio de
Belo Oriente, Minas Gerais. Esses clones foram
obtidos pela hibridacao interespecifica, realizada
em programa de melhoramento estabelecido pela
empresa, com a utilizagdo de polen de Eucalyptus
globulus, procedente do Instituto Raiz, de Portugal,
e como genitores femininos, genotipos superiores
de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis da
propria empresa.

A partir de minicepas estabelecidas em
minijardim clonal, sob sistema semi-hidropdnico
de canaletdo de areia, no Viveiro de Pesquisas
Florestais do Departamento de Engenharia Florestal
da Universidade Federal de Vigosa, coletaram-
se brotagdes, contendo um par de gemas, para
a introdugdo in vitro dos referidos clones. O
estabelecimento in vitro foi realizado conforme
protocolo descrito por Borges et al. (2011).

Multiplicacgao in vitro

Nesta fase, as brotagdes formadas na fase
de estabelecimento in vitro foram inoculadas em
tubos de ensaio de 15 x 2.5 cm, contendo 10 mL de
meio de cultura MS, suplementado com 0,5 mg L
de BAP, 0,01 mg L' de ANA, 800 mg L' de PVP-
30,30 g L' de sacarose e 6 g L' de agar.

Realizou-se a transferéncia das brotacdes
multiplicadas para um novo meio de cultura de igual
composi¢cao e sob as mesmas condi¢des de cultivo,

a cada 30 dias, isolando-se tufos de brotagdes. Os
tufos de brotagdes foram padronizados como sendo
um aglomerado de brotagdes multiplas com trés
a quatro gemas maiores do que 3 mm. A fase de
multiplicacdo in vitro compreendeu a realizagdo de
um total de 25 subcultivos sucessivos.

A taxa de multiplicagdo de cada clone foi
determinada ao final de cada subcultivo, dividindo
o numero de tufos de brotagdes, obtidas ao final
de cada periodo de 30 dias, pelo numero inicial
de tufos de brotacdes do explante proveniente da
fase de estabelecimento in vitro. Para tanto os tufos
de brotagoes foram subdivididos ao final de cada
subcultivo.

O numero de tufos de brotagdes produzidas
por cada clone foi avaliado ao término de cada
subcultivo, sendo o experimento conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, testando-
se seis clones hibridos de Eucalyptus globulus com
4 repetigdes compostas cada uma por 5 tubos de
ensaio.

Alongamento in vitro

Os explantes constituidos de tufos de
brotagdes contendo 5 brotagdes maiores que 3 mm,
obtidos na fase de multiplicacao, foram inoculados
em frascos de 7 x 6 cm contendo 40 mL de meio de
cultura, MS ou JADS, ambos suplementados com
0,25;0,50;0,75¢ 1,0 mg L' de AIB ¢ 0,05 mg L' de
BAP. Adicionou-se ainda aos meios de cultura 800
mg L' de PVP30 ¢ 6 g L' de agar.

O numero de subcultivos realizados na
etapa de multiplicagdo in vitro antes do alongamento
variou entre os clones, sendo realizados para os
clones C01, C04, C16, C26, C29 e C30 ao todo 16,
15, 18, 14, 16 e 14 subcultivos, respectivamente.

O vigor, a hiper-hidricidade, a oxidagao,
o numero e comprimento das brotacdes (gemas
axilares maiores que 1,0 cm) foram avaliados 35
dias apo6s a inoculagdo, de acordo com uma escala
de notas (Tabela 1). A oxidagdo das brotagoes foi
avaliada indiretamente por meio da avaliacdo do
escurecimento do meio de cultura.

O delineamento  estatistico utilizado
para o experimento de alongamento in vitro foi o
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial
(6x5x2), testando-se 6 clones, 5 concentragdes de
AIB e 2 meios de cultura. Utilizou-se6 explantes
por frasco de cultivo, tendo cada tratamento 6
repetigoes.
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TABELA 1: Escala de notas para a classificacao do vigor, da oxidagdo, da hiperidricidade das brotagdes no
alongamento in vitro dos clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04 e
C16) e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30).

TABLE 1: Scoring method for vigor, oxidation and hyperhydricity of shoots of Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus globulus (C01, C04 and C16) and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26,
C29 and C30) clones.
Variaveis Pontuacdo atribuida / Descri¢do

Vigor das brotagdes 1 - Baixo - senescéncia e morte das brotagdes

2 - Regular - auséncia de desenvolvimento das brotagdes

3 - Médio - brotagdes com entrends curtos (aspecto rosetado), crescimento reduzido
4 - Bom - brotagdes com bom crescimento, porém com folhas de tamanho reduzido
5 - Otimo - brotacdes com crescimento ativo, sem deficiéncia nutricional

Hiper-hidricidade
das brotacdes

0 - Nula - sem hiperidricidade

1 - Baixa - reduzida hipertrofia dos tecidos foliares

2 - Média - elevada hipertrofia dos tecidos foliares
3 - Alta - hipertrofiados tecidos foliares e dos entrends dos explantes
4 - Total -hipertrofia de todos os tecidos dos explantes, ocasionando sua morte

Oxidagao
das brotagdes

0 - Nula - sem oxidagao

1 - Baixa - reduzida oxidago na base dos explantes

2 - Média - alta oxidagdo na base dos explantes
3 - Alta - oxidacdo completa do meio de cultura (meio de cultura com tom acinzentado)
4 - Total - oxidacao completa do meio de cultura (tom enegrecido)

Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise
de wvariancia (ANOVA) (p<0,05), sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05)
e por regressdo polinomial. Utilizaram-se o
programa STATISTICA 7.0 (STASOFT®) para
os procedimentos estatisticos € para o ajuste
das equagOes de regressdo o programa CURVE
EXPERT 1.3.

Condicoes de cultura

Os meios de cultura, foram preparados
utilizando agua desionizada ¢ o pH ajustado para
5,8+ 0,05 com NaOH (0,1 M) e HCI (0,1 M), antes
da autoclavagem e adigdo do agar. A autoclavagem
do meio de cultura foi realizada a temperatura de
121° C e pressdo de aproximadamente 1 kgf cm?,
durante 15 minutos.

Os reguladores de crescimento BAP, ANA ¢
AIB foram adicionados ao meio de cultura antes da
autoclavagem. Em todos os experimentos realizados,
os explantes foram cultivados em sala de cultura
com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16
horas e irradiancia de 40umol m?s!, fornecidas por
lampadas fluorescentes de luz branca-fria.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Multiplicacio in vitro

Os resultados demonstraram variagdo na
taxa de multiplicacdo ao longo dos subcultivos para

todos os clones (Figura 1), dificultando distinguir
um ponto especifico da estabilizagdo desta taxa,
na qual ndo se observa o incremento no numero de
brotagdes produzidas. Bennett et al. (1994) afirmam
que a duragdo desse periodo de estabilizagcdo ¢
variavel de acordo com a espécie e idade do material
de origem.

As variagdes das respostas nos diferentes
subcultivos podem ser resultantes, em parte, das
condigdes de cultivo. De acordo com Mankessi et
al. (2009), a exposicao excessiva, através de regimes
de subcultivos de longo prazo, com inadequadas
concentracdes dos componentes do meio, pode
resultar em elevacdo das concentragdes ideais
de determinadas substancias dentro dos tecidos
vegetais, refletindo no desempenho da cultura como
na obten¢do de baixas taxas de multiplicacdo. Essa
situacdo ¢ especialmente aplicavel ao regulador
de crescimento BAP, uma citocinina sintética
mais estavel e menos suscetivel a degradagdo
por oxidases, do que seus homologos naturais
(GEORGE, 2008).

O incremento do enraizamento das
brotagdes micropropagadas, normalmente € obtido
conforme se prolongam os subcultivos, devido
ao rejuvenescimento ocorrido nos explantes
(TRINDADE; PAIS, 1997). O efeito rejuvenescedor
dos sucessivos subcultivos, em meio enriquecido
com BAP, ja foi relatado para diferentes espécies
arboreas micropropagadas (HACKETT, 1987;
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FIGURA 1: Taxa de multiplicacdo dos clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (CO1, C04 e
C16) e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30), na fase de multiplicacdo in
vitro no meio de cultura MS com 0,5 mg L' de BAP ¢ 0,01 mg L' de ANA, em 25 subcultivos.

FIGURE 1:

Multiplication rate of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04 and C16)

and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 and C30) clones, during the in
vitro multiplication stage in MS culture medium supplemented with 0,5 mg L' BAP and
0,01 mg L' NAA, during 25 subcultures.

PIERIK, 1990; VON ADERKAS; BONGA, 2000),
dentre essas FEucalyptus (WARRAG; LESNEY;
ROCKWOOD, 1990; TRINDADE; PAIS, 1997;
SHARMA; RAMAMURTHY, 2000; MANKESSI
et al., 2009). Contudo o periodo de tempo
necessario para o rejuvenescimento de cada clone
tem sido variavel. No presente estudo, ha indicativo
de reversdo a juvenilidade dos clones hibridos de
Eucalyptus globulus em razdo dos valores positivos
da taxa de multiplicacdo in vitro, apesar da sua
variagdo no decorrer dos subcultivos. De acordo
com Chalupa (2002), a juvenilidade dos explantes é
um fator determinante para a obtenc¢do de elevadas
taxas de multiplicagdo.

Os clones apresentaram  diferenca
significativa quanto a producdo média de tufos de

brotacdes ao longo dos subcultivos, sendo obtido o
maior nimero de tufos de brotagdes para os clones
C26 e C29, os quais nao diferiram dos clones CO1,
C04eCl16(Figura2).Esseresultadoreflete a variagao
de resposta de diferentes genotipos a multiplicagdo
in vitro. Sotelo e Monza (2007) definiram um
protocolo de micropropagagdo de clones adultos
de Eucalyptus globulus sub. maidenii, por meio de
gemas epicdrmicas, observando que apenas 5 clones
de um total de 58 avaliados apresentaram resposta a
multiplicacdo in vitro, evidenciando que o gendtipo
tem efeito direito nesta variacao.

O numero médio de tufos de brotagdes (2,4 a
3,6) produzidos pelos clones hibridos de Eucalyptus
globulus foi superior ao valor de 2,25 obtido por
Gomes e Canhoto (2003) na proliferagdo de gemas
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FIGURA 2: Numero médio de tufos de brotacdes (NBF) produzidos por explante em 25 subcultivos pelos
clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus(C01, C04 e C16) e Eucalyptus grandis
x Eucalyptus globulus(C26, C29 e C30), na fase de multiplicagdo in vitro em meio de cultura
MS contendo 0,5 mg L' de BAP ¢ 0,01 mg L' de ANA.

FIGURE 2: Mean number of shoot clusters per explant of25 subcultures of Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus globulus (C01, C04 and C16) and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26,
C29 and C30) clones, during the multiplication stage in MS culture medium supplemented
with 0,5 mg L'BAP and 0,01 mg L''NAA.

de Eucalyptus nitens. Nao obstante, outros trabalhos
utilizando o meio MS suplementado com ANA e
BAP apresentaram resultados superiores para a
multiplicagdo in vitro de Eucalyptus tereticornis X
Eucalyptus grandis (JOSHI et al., 2003), Eucalyptus
tereticornis (SHARMA; RAMAMURTRHY, 2000).
No entanto, o nimero de subcultivos realizados
foi muito menor ao realizado no presente estudo
(25 subcultivos), ndo permitindo averiguar se o
protocolo de multiplica¢do seria adequado para o
subcultivo prolongado das brotagdes de Eucalyptus
conforme apresentado no presente trabalho.

Em relagdo aos reguladores de crescimento,
nesse estudo a combinacdo de BAP e ANA adotada
permitiu estimular a multiplicag@o in vitro dos clones
avaliados, com o desenvolvimento de brotagdes
com um bom vigor vegetativo. BAP ¢ a citocinina
mais utilizada na micropropagacdo de Eucalyptus
spp. (DEL PONTE et al., 2001; ALVES; XAVIER;
OTONI, 2004). Para Eucalyptus globulus e seus
hibridos, o uso do BAP associado ao ANA foi a
melhor combinagdo para promover a multiplicagdo
das brotagdes ao longo dos subcultivos realizados
(CALDERON-BALTIERRA, 1994; GOMEZ;
RIOS; SANCHEZ-OLATE, 2007; BORGES et
al., 2011). Entretanto, Sotelo ¢ Monza (2007)
obtiveram melhores resultados de multiplicagdo
apos 5 subcultivos em meio de cultura suplementado

com 0,2 mg L' de BAP ¢ 0,02 mg L' de AIB.
Diferentemente, Bennett et al. (1994) conseguiram
maior nimero de brotagdes de materiais adultos de
Eucalyptus globulus ao realizar a alternancia do uso
de BAP e cinetina nos subcultivos.

De modo geral, as respostas dos clones a
multiplicacdo in vitro mostraram-se satisfatorias,
apesar de haver diferencas entre os materiais
genéticos. Os resultados obtidos para os clones,
possivelmente devem-se a estes materiais serem
adultos, uma vez que o grau de maturacdo dos
explante sutilizados tem efeito direto nos resultados
obtidos na micropropagacdo, (SOTELO; MONZA,
2007). Dessa forma, os incrementos na taxas de
multiplicacdo ao longo dos subcultivos indicaram
que a multiplicag@o in vifro mostrou-se eficiente
para provocar o0 seu rejuvenescimento, uma vez
que a juvenilidade é um fator determinante para
a obtengdo de elevadas taxas de multiplicacdo
(CHALUPA, 2002).

Alongamento in vitro

De acordo com o teste F (p<0,05) houve
interagdo dos clones em relagdo ao meio de
cultivo e aos tratamentos com AIB para todas as
caracteristicas avaliadas (Tabela 2). Esse resultado
indica a diversidade de resposta dos clones em
relagdo ao meio de cultivo e aos tratamentos com

Ci. FlL,, v. 25, n. 4, out.-dez., 2015



Multiplicacdo e alongamento in vitro de clones hibridos de Eucalyptus globulus

241

TABELA 2: Resumo da analise de varidncia do vigor, oxidagdo, hiperidricidade e comprimento das
brotagdes, nimero de brotagdes alongadas por explante de clones de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus globulus (C01, C04 e C16) e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29
e C30), aos 35 dias apos a inoculagdo, em funcdo das doses de AIB aplicados aos meios de
cultura MS e JADS adicionados de 0,05 mg L' de BAP.

TABLE 2: Analyses of variance of the vigor, oxidation, hyperhydricity, shoot length and number of
elongated shoots per explant of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (CO1, C04 and
C16) and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 and C30) clones, 35 days
after inoculation, in function IBA concentrations applied in MS and JADS culture media,

supplemented with 0.05 mg L' BAP.

Quadrados Médios
- . N° de
Fonte de Variagdo G.L. Vigor' Oxida¢dao' Hiperidricidade? S;):g;gtr:gg:s) brotagdes
alongadas
Clone (C) 5 0,434%* 0,888%* 1,6167* 6,5781%* 36,543*
Meios de Cultura (M) 1 0,718* 1,047%* 0,4868* 3,5516* 107,803*
Tratamentos AIB (T) 4 0,716* 3,160* 0,4204* 25,0192%* 86,053%*
CxM 5 0,140%* 0,367* 0,5925%* 2,8868* 16,063*
CxT 20 0,069%* 0,109* 0,0982* 1,7666* 9,943*
MxT 4 0,218* 0,214* 0,0675* 7,5587* 25,303*
CxMxT 20 0,041* 0,060* 0,0791* 2,3647* 4,196*
Residuo 300 0,017 0,019 0,0235 0,1439 0,878
Média Geral - 1,780 1,680 1,430 1,130 1,810
CV (%) - 7,32 8,20 10,72 33,57 51,77

Em que: ™ F ndo significativo a 5% de probabilidade; * F significativo a 5% de probabilidade. Dados transformados por

[x+0,5 porln (x + 0,5) em virtude de ndo apresentarem normalidade pelo teste de Lilliefors a 5% de probabilidade.

GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variagao.

AIB, o que reforga o efeito do material genético na
propagacao vegetativa.

Os clones apresentaram comportamento
polinomial de segundo grau para o vigor vegetativo
das brotagdes nos meios MS e JADS (Figura 3). No
entanto, no meio MS os valores maximos estimados
para o vigor das brotagdes foram observados
nas concentragdes de 0,42 a 0,78mg L' de AIB,
enquanto no meio JADS, os valores maximos
estimados foram observados nas concentragdes de
AIB superiores a 0,58 mg L. Dessa forma, ndo
ha uma Unica concentragdo otima de AIB para
obter brotagdes com o maximo de vigor vegetativo
para todos os clones nos dois meios de cultura.
Salienta-se que, na auséncia de AIB, as brotagdes
apresentaram crescimento reduzido, constatando-se
muitas vezes a morte de explantes com o decorrer
do tempo de subcultivo.

De modo geral, as brotagdes dos clones
cultivados no meio JADS apresentaram vigor
vegetativo de médio a bom, considerando os

valores maximos estimados para essa varidvel,
exceto apenas o clone C16, cuja estimativa do
vigor das brotagdes foi de 2,3, considerado regular
(Figura 3B). Por outro lado, no meio MS, os valores
maximos estimados do vigor das brotagdes ficaram
na classificacao de regular a médio (Figura 3A).
Em relacdo a oxidagdo das brotagdes,
observou-se o0 seu acréscimo nas maiores
concentracdes de AIB testadas no meio JADS,
obtendo-se valores maximos estimados acima de
0,69 mg L', sendo estas estimativas da oxidacao
classificadas dentro de uma faixa de alta a total
(Figura 4B). Este resultado confirma que as altas
concentracdes de reguladores de crescimento no
meio de cultura sdo um dos fatores responsaveis
pela oxidagao das brotagdes (RIBEIRO et al., 2012).
De maneira geral, a hiper-hidricidade
das brotacdes foi média a baixa para os clones
em ambos meios de cultura, com excec¢dao apenas
do clone C29 no meio de cultura MS no qual a
hiperidricidade foi acima da média (Figura 5A).
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YC01=2,314+0,934 ATB- 0,846 AIB? R?=10,79 YC01=1,601+4,929 AIB-3,657 AIB* R?=10.71
YC04=2,279+3,505 AIB-3,337 AIB? R?=0.80 YC04=2,355+4,999 AIB-4,343 AIB> R?=0,85
YC16=1.951+3,095AIB-3.211 AIB? R?=0.64 YC16=1,978+0,916 AIB-0,720 AIB> R?=0,95
YC26=2,424+1,774 AIB- 1,794 AIB* R?=10,89 YC26=1,993+3,663 AIB-2,891 AIB* R?=0,98
5,0 A YC29=1,555+3,015AIB-1,931 AIB*> R?=0,85 5.0 B Y(C29=2,008+3,882 AIB-2,194 AIB* R?=0,90

YC30=2,619+2,415AIB-2,891 AIB? R?*=0.91 YC30=2,391+3437AIB-1,817AIB* R=095

Vigor

0,00 0.25 0,50 0,75 1,00 0.00 0.25 0.50 0.75 1,00
AIB (mg L) AIB (mg L)
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FIGURA 3: Vigor das brotagdes de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04 e C16) e
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30), aos 35 dias apds a inoculagao,
em fun¢ao das doses de AIB aplicados aos meios de cultura MS (A) e JADS (B) contendo 0,05
mg L' de BAP.

FIGURE 3: Vigor of shoots of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (CO1, C04 and C16) and
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 and C30) clones, 35 days after
inoculation, in function of IBA concentrations applied in MS (A) and JADS (B) culture media
supplemented with 0.05 mg L-'BAP.

YC01=0,913+1,607AIB- 1,451 AIB* R?=10,62 YC01=1,095+2,921 AIB- 0,937 AIB* R?=10.78
YC04=1,294+7,516 AIB- 6,800 AIB* R*=0,96 YC04=1,142+5430AIB-3.954 AIB? R2=10.92
YC16=1,484+7.524 AIB-6.000 ATB? R?=0,88 YC16=1,350+5,136 AIB- 3,360 ATB* R?=10,83
YC26=1,303+7,100AIB-6.617AIB* R!=10,96 YC26=1,751+3,537AIB- 1,897 AIB* R?=10,87
50 - YC29=1,554+3,242 AIB-2,046 AIB* R*=0,81 5.0 YC29=1,223+35.390 AIB - 3.074 ATB? R?=10,99
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FIGURA 4: Oxidacao das brotagdes de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04 ¢ C16) e
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30), aos 35 dias apds a inoculagao,
em funcao das doses de AIB aplicados aos meios de cultura MS (A) e JADS (B).

FIGURE 4: Oxidation of shoots of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04 and C16) and
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 and C30), 35 days after inoculation in
function of IBA concentrations applied in MS (A) and JADS (B) culture media.

A hiperidricidade em brotagdes micropropagadas com diferentes concentracdes de AIB ndo tiveram
pode ser ocasionada por uma série de fatores, efeito proeminente sobre a hiperidricidade das
dentre os quais o elevado contetido de citocininas ¢  brotagdes dos clones estudados.

alteracdo da composi¢do idnica do meio de cultura

(KEVERS et al., 2004). Contudo, os tratamentos
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YC01=1,525-0,659 AIB+0,263 AIB? R=0,94 YC01=1,449+1,725 AIB- 1,669 ATB? R2=0.78
YC04=1409+1,227 AIB- 1,543 ATB> R2=0,78 YC04=1,139+1,073 AIB- 1,257 AIB* R*=0,78
YC16=1,732-1,118 AIB+ 0,674 AIB? R!=0,73 YC16=1,165+0,637AIB-0,709AIB> R2=0,93
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FIGURA 5: Hiper-hidricidade das brota¢des de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04
e C16) e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30), aos 35 dias apos a
inoculagdo, em funcdo das doses de AIB aplicados aos meios de cultura MS (A) e JADS (B).
FIGURE 5: Shoot hyperhydricity of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04 and C16)
and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (C26, C29 and C30) clones, 35 days after
inoculation in function of IBA concentrations applied in MS (A) and JADS (B) culture media.
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YC29=0,443+6,617AIB-3,817AIB? R2=0,38 YC29=-0,199 + 3,443 AIB - 1,223 AIB? R2=0,90

YC30=1,197+8,485 AIB- 8,549 AIB? R?=0,99 YC30=1,194+3,528 AIB-3,680 AIB* R2=0,90
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FIGURA 6: Numero médio (A) e comprimento médio (B) das brotagdes alongadas por explante dos clones
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (CO1, C04 e C16) e Eucalyptus grandis x
Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30), aos 35 dias apds a inoculagdo, em funcao das doses de
AIB aplicados ao meio de cultura MS.

FIGURE 6: Mean number (A) and mean length (B) of elongated shoots per explant of Eucalyptus urophylla
x Eucalyptus globulus (CO1, C04 and C16) and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus
(C26, C29 and C30) clones, 35 days after inoculation in function of IBA concentrations
applied in MS culture medium.

Ci. FlL, v. 26, n. 1, jan.-mar., 2016



Oliveira, L. S. et al.

244
YC01=-0,211+3.761 AIB- 0,171 AIB* R=0.91
YC04=0,290+13,81 AIB- 11,806 AIB? R?=0,94
YC16=0,093+8,810 AIB- 7,806 AIB* R1=0,99
YC26=0,170+6,434 AIB-4,766 AIB? R2=0,96
YC29=-0,480+20.11 AIB- 13,71 ATB? R?=0,93

- YC30=0,067+11,659 AIB-6,,663 AIB* R?=10,96
s 1.0+ e ——
= A - T~
gn 6.0 - : B
: -
S .
= 3.0 7 K4 Y
7] / [} e
S 40 - L "
8 /‘ P . . ::_‘-"'
=] 30 a /"/ _--"’. \\
2 e DA e L )
P 2.0 B PRI
LS o ~
/. . = ~
e 10 7 ’/ 6_?/-—’,_-" ¢
[} e
E 00 F— : . . .
z 0,00 0.25 0,50 0.75 1,00
AIB (mg L))

----- C01 ---C04 --= Cl6 ——C26 — - €29 —C30

YC01=-0,189+3,053AIB- 1,177AIB? R?=0,92
YC04=0,127+8,625 AIB- 7,180 AIB? R2=10,96
YC16=0,088+5,606 AIB-3,874 AIB? R?=0,98
YC26=0.051+4.159 AIB-3.063 AIB> R?=0.98
YC20=0,063+4,769 AIB-3,177AIB* R1=0,99
YC30=0,255+4,397AIB-1,657AIB? R1=0,95

(cm/explante)

0,50
AIB (mg L)

0,75 1,00

Comprimento das brotacdes alongadas

----- COl -=--C04 --= C16 ——C26 —--C29 —C30

FIGURA 7: Numero médio (A) e comprimento médio (B) de brotagdes alongadas por explante dos clones
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus (CO1, C04 e C16) e Eucalyptus grandis x
Eucalyptus globulus (C26, C29 e C30), em meio JADS, aos 35 dias ap6s a inoculagdo, em
funcdo das doses de AIB aplicadas ao meio de cultura JADS.

FIGURE 7: Mean number (A) and mean shoot length (B) of elongated shoots per explant of Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus globulus (C01, C04 and C16) and Eucalyptus grandis x Eucalyptus
globulus (C26, C29 and C30) clones, 35 days after inoculation in function of IBA treatments

applied in JADS culture medium.

O clone C29 apresentou maiores valores
médios de hiperidricidade em ambos meios de
cultura em comparacao aos demais clones (Tabela
3). As brotagdes hiperidricas caracterizaram-se pela
hipertrofia dos tecidos foliares, espessamento da
lamina foliar, folhas encarquilhadas com aspecto
translicido, além do engrossamento excessivo
dos caules das brotacdes. Esses sintomas denotam
as sérias limitagdes que a hiperidricidade pode
acarretar a sobrevivéncia ex vitro das brotagdes
alongadas. Além disso, esse resultado reflete e
reforga a especificidade de comportamento dos
materiais genéticos quanto a micropropagagao nos
diferentes meios de cultura, e a necessidade de
adequacdo das condigdes de cultivo in vitro para
contornar esse problema.

Os clones ndo apresentaram respostas
semelhantes quanto ao numero ¢ comprimento das
brotagdes alongadas para as diferentes concentragdes
de AIB (Figuras 6 e 7). Os clones C04, C16, C26
e C30, no meio de cultura MS, apresentaram os
valores maximos estimados para o nimero médio
de brotagdes alongadas entre 0,47 e 0,61 mg L'
de AIB, correspondendo a uma estimativa de
3,4, 1,6, 2,5 e 3,3 brotos alongados por explante,

respectivamente (Figura 6A). Esses resultados
foram semelhantes ao observado por Brondani et al.
(2009) no alongamento de Eucalyptus benthamii x
Eucalyptus dunnii em meio de cultura /2MS.

Por outro lado, os clones CO0l1 e C29
apresentaram comportamentos diferentes aos dos
demais clones no meio MS, sendo estimado maior
numero de brotacdes alongadas para o clone CO1
em baixas concentragdes de AIB, enquanto foi
constatado o inverso para o clone C29 (Figura 6A).

Em relagdo ao comprimento das brotagdes
alongadas em meio MS, os clones CO0l1 e C29
apresentaram resultados divergentes aos observados
para os demais clones. Enquanto para o clone C0O1
foi estimada a concentragdo de 0,25 mg L' de
AIB como sendo a mais adequada para um bom
alongamento, para o clone C29 esse valor foi
de 1 mg L' (Figura 6B). Para os demais clones,
as concentracdes estimadas de AIB entre 0,48 e
0,74 mg L' promoveram maior alongamento das
gemas. As estimativas de comprimento das gemas
alongadas foram de 1,7 cm para os clones C04 e
C16 e de 2 cm para os clones C26, C29 e C30.
Em meio MS, as concentragcdes de AIB, em torno
de 1 mg L', promoveram a indugdo de calos na
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base dos explantes, que em seguida ocasionaram
oxidagdo das brotacdes, comprometendo o efetivo
alongamento desses explantes.

Os clones apresentaram comportamento
diferenciado em relacdo aos tratamentos com
AIB para o nimero e comprimento das brotacdes
alongadas no meio de cultura JADS (Figura
7). De modo geral, ocorreu maior indugdo no
alongamento das brotagdes dos clones C01, C29 e
C30 quando foram subcultivadas em meio JADS
comparativamente ao meio MS (Figuras 6A e 7A).

Os clones C29 e C30 apresentaram valores
maximos estimados de 6,9 e 5,2 brotacdes alongadas
por explante, no meio de cultura JADS, sendo esses
valores bem superiores aos obtidos em meio MS. O
meio JADS também foi utilizado no alongamento
in vitro de Eucalyptus urophylla (SANTOS et al.,
2004) e Grevillea robusta (SANTOS; WENDLING;
GROSSI, 2004). Provavelmente, essa diferenca
deve-se a composi¢ao do meio de cultura JADS ser
mais adequada ao alongamento dos clones hibridos
de FEucalyptus grandis, explicando os resultados
superiores para os clones C29 e C30. Além disso,
o meio JADS possui uma composi¢ao nutricional
definida para Eucalyptus grandis (CORREIA et al.,
1995), o que pressupde que tenha um balango mineral
mais proximo do adequado para a micropropagacao
de outras espécies do género.

A presenca de AIB no meio de cultura
suplementado com BAP favoreceu o alongamento
das brotagdes dos clones do presente trabalho. De
maneira semelhante, Santos et al. (2004) verificaram
melhores resultados para alongamento in vitro
de Eucalyptus urophylla utilizando 0,1 mg L' de
AIB ¢ 0,1 mg L' de BAP, ap6s 30 dias de cultivo
em meio de cultura JADS. Sotelo e Monza (2007)
determinaram que o tratamento com 0,1 mg L' de
BAP ¢ 0,5 mg L' de AIB era a melhor combinacdo
para promover o alongamento das brotagdes de
Eucalyptus globulus sub. maidenii.Além disso,
outras metodologias, como o uso de carvao ativado
no meio de multiplicagdo, ou a permanéncia
das culturas no escuro por alguns dias, podem
contribuir para alongar brotagdes de FEucalyptus
(CALDERON-BALTIERRA, 1994; SHARMA;
RAMAMURTHY, 2000; GLOCKE et al., 2006).

Considerando o numero de gemas
alongadas dos clones em ambos os meios de cultura,
os resultados demonstraram a eficiéncia do AIB
no alongamento in vitro de clones de Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus globulus e de Eucalyptus
grandis x Eucalyptus globulus provenientes

de materiais adultos. Novos estudos buscando
definir ajustes melhores e mais especificos sao
imprescindiveis para maximizar os resultados
de micropropagacdo de hibridos de Eucalyptus
globulus.

CONCLUSOES

Os clones de FEucalyptus urophylla x
Eucalyptus  globulus e Eucalyptus grandis x
Eucalyptus globulus apresentaram diferencas quanto
ao numero de tufos de brotacdes produzidos em 25
subcultivos sucessivos, com taxa de multiplicacdo
média de 3,0 brotacdes em cada subcultivo.

No alongamento in vitro, o meio de cultura
JADS foi mais adequado para obtengao de brotacdes
alongadas dos materiais genéticos. Por sua vez,
os clones responderam de maneira especifica as
diferentes concentragdes de AIB utilizadas no
presente estudo. O intervalo médio entre 0,40e
0,80 mg L' de AIB proporcionou o maior nimero
e comprimento das brotagdes alongadas in vitro e
com melhor vigor.
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