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ESTABELECIMENTO IN VITRO DE CLONES HiBRIDOS DE Eucalyptus globulus
IN VITRO ESTABLISHMENT OF FEucalyptus globulus HYBRID CLONES

Silvano Rodrigues Borges' Aloisio Xavier? Leandro Silva de Oliveira® Aline Pontes Lopes*

Wagner Campos Otoni® Elizabete Keiko Takahashi® Lucas Amaral de Melo’
RESUMO

O presente estudo teve como objetivos avaliar o comportamento de clones de Eucalyptus grandis W.Hill
ex Maiden x Eucalyptus globulus Labill e Eucalyptus urophylla S.T.Blake x Eucalyptus globulus Labill
e o efeito de diferentes introdugdes in vitro (aos 30, 90 e 150 dias apo6s a poda do apice das minicepas)
na fase de estabelecimento in vitro. As minicepas, fornecedoras dos explantes para a introdugao in vitro,
foram conduzidas em minijardim clonal semi-hidroponico. Segmentos nodais de 21 clones de Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus globulus e 8 clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus foram coletados,
desinfestados e inoculados em meio de cultura MS, suplementado com 0,5 mg L' de BAP ¢ 0,1 mg L' de
ANA. Ap6s 30 dias em cultura, foram feitas as avaliagdes e concluiu-se que houve variagdo entre clones,
bem como entre introdugdes in vitro, para as variaveis estudadas, sendo possivel o estabelecimento in vitro
da maioria dos clones.

Palavras-chave: Micropropagacao; introdu¢ao in vitro; clonagem.
ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the behavior of Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus and
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus clones and the effect of different in vitro insertions (at 30, 90
and 150 days after pruning the donor plants) in the in vitro establishment phase. The mini-stump plants,
explant providers for the in vitro introductions, were cultivated under an indoor semi-hydroponic clonal
mini-hedging. Nodal segment explants of 21 Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus clones and eight
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus clones were harvested, disinfected and inoculated in an MS
culture medium, supplemented with 0.5 mg L' of BAP and 0.1 mg L' of NAA. After 30 days in culture,
evaluations were made and it was concluded that there were variations among the clones, as well as in vitro
introductions, for the studied variables, where the in vitro establishment was possible for most clones.
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INTRODUCAO

O Eucalyptus globulus e seus hibridos
sdo de grande interesse para o setor de celulose e
papel, devido as caracteristicas quimicas, fisicas
e anatdmicas da madeira de excelente qualidade
para tal objetivo, notadamente alto rendimento em
celulose e baixo teor de lignina (CARDOSO, 2002;
ROSA, 2003; ALFENAS et al., 2004; XAVIER et
al., 2007).

A micropropagagdo apresenta-se Ccomo
técnica promissora para viabilizar a clonagem
massal de hibridos de Eucalyptus globulus, os
quais apresentam dificuldades de enraizamento
pela propagag@o por estaquia, principalmente no
que envolve material adulto (ALFENAS et al.,
2004; ASSIS et al., 2004). Na propagacdo clonal
de FEucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla e
seus hibridos, a micropropagacao pela proliferacao
de gemas axilares, tem sido utilizada com €xito no
rejuvenescimento de clones selecionados, visando
a melhoria do enraizamento de estacas no processo
de producao de mudas (TITON, 2001; ASSIS et al.,
2004; XAVIER et al., 2009).

O sucesso de um protocolo de
micropropaga¢do depende claramente da etapa de
estabelecimento in vitro. Isso, porque as etapas
seguintes de multiplicacdo e posterior transferéncia
para condigdes ex vitro s6 podem ser executadas
apos o estabelecimento de culturas assépticas e com
bom vigor vegetativo (GEORGE ¢ DEBERGH,
2008).

O estabelecimento in vitro inicia-se com
o manejo das plantas matrizes e a selecdo dos
explantes mais adequados para a micropropagacao
e termina com a obtengdo de uma cultura livre
de contaminantes e suficientemente adaptada as
condi¢oesinvitro(GRATTAPAGLIAeMACHADO,
1998). Nessa fase, a oxidagao fenolica (SHARMA
¢ RAMAMURTHY, 2000), a contaminagdo por
fungos e bactérias e a recalcitrancia de alguns
materiais genéticos t€ém sido os principais problemas
encontrados (GEORGE, 2008).

Uma série de fatores influencia o sucesso
da micropropagagdo, como o genotipo, o estado
fisiolégico da planta matriz, selecdo, coleta e
tipo de explante, a assepsia utilizada, meio de
cultura (nutrientes, vitaminas, carboidratos, dentre
outros), concentragdes e tipos de reguladores
de crescimento, condigdes de incubagdo
(fotoperiodo, irradiancia e temperatura) e
habilidade do operador (HARTMANN et al., 2002;

GEORGE e DEBERGH, 2008).

O estado fisiologico da planta matriz tem
grande influéncia no posterior comportamento
das culturas in vitro. Plantas bem nutridas, sem
sintomas de deficiéncia nutricional ou hidrica,
em geral, fornecem explantes melhores. Outro
aspecto refere-se a condicdo fitossanitaria das
plantas matrizes, pois determinara a facilidade em
descontaminar o explante durante o isolamento,
principalmente quanto a contaminagdo endogena
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Os resultados obtidos durante todo o
processo de micropropagacdo, principalmente na
iniciagdo das culturas, sdo diretamente influenciados
pelo genotipo, sendo este, um dos fatores mais
limitantes no sucesso da propagacdo in vitro. Isto
se deve a especificidade das espécies e clones,
quanto ao meio de cultura e condi¢cdes ambientais,
controladas por fatores genéticos (GAHAN e
GEORGE, 2008). Dessa forma, ao se trabalhar com
novos gendtipos € necessario avaliar a resposta
desses materiais ao cultivo in vitro e, posteriormente,
fazer os ajustes necessarios para otimizar o processo
de micropropagagdo.

Nesse contexto, o presente estudo teve
como objetivos avaliar o efeito de diferentes
introdugdes in vitro e o comportamento de clones
de Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus e
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus na
fase de estabelecimento in vitro pela técnica de
micropropaga¢ao por gemas axilares.

MATERIAL E METODOS

Fontes de explantes

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Cultura de Tecidos do Instituto
de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria —
BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa
— UFYV, localizado no municipio de Vigosa, Minas
Gerais.

O material utilizado para obtencdo dos
explantes foi proveniente de minicepas de 21 clones
de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus
e 8 clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
globulus, oriundos da empresa Celulose Nipo-
Brasileira - Cenibra, localizada no municipio de
Belo Oriente, Minas Gerais. Os clones utilizados
nos experimentos originaram-se do programa de
melhoramento genético da empresa Cenibra e foram
gerados a partir de cruzamentos utilizando polens de
Eucalyptus globulus, provenientes do Instituto Raiz,
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em Portugal, e como genitores femininos, matrizes
superiores de Eucalyptus grandis ou Eucalyptus
urophylla da propria empresa (Tabela 1).

Os clones foram selecionados em testes
de progénie hibrida avaliando-se as caracteristicas
silviculturais (DAP — didmetro a altura do peito,
altura, forma, dentre outras) aos trés anos de idade.
Nessa idade, foram produzidas mudas pelo processo
de estaquia convencional para multiplicagdo do

TABELA 1: Clones de FEucalyptus urophylla x
Eucalyptus  globulus e FEucalyptus
grandis x Eucalyptus globulus e seus
genitores femininos e masculinos.
Eucalyptus urophylla x  Eucalyptus
globulus and Eucalyptus grandis x
Eucalyptus globulus clones and their
female and male parents.

Genitor Feminino

TABLE 1:

Genitor Masculino

Clones Eucalyptus Eucalyptus
urophylla globulus
Co1 uo03 G02
C02 ul10 G07
Co3 uo02 G09
Co4 uo9 GO07
Co5 uol1 G02
C06 ul10 G04
Co7 uo09 G06
Co8 uos G06
C09 uo4 G09
C10 uo02 G02
Cl1 uo4 G07
C12 uos G09
Cl4 uo6 G10
Cl15 uos G09
Cl6 ul4 G07
C17 uUl13 GOS8
Ci18 uos GO03
C19 ul12 G02
C20 uo4 GO03
C21 uUl13 G10
C22 ull GO1
Eucalyptus Eucalyptus
grandis globulus
C23 M16 G07
C24 M16 G04
C25 M16 G10
C26 M17 G07
C27 M19 G02
C28 M15 G06
C29 M18 G02
C30 M18 Gl11

material vegetativo, as quais foram conduzidas
como minicepas em minijardim clonal, sob sistema
semi-hidroponico de canaletdo de areia, no Viveiro
de Pesquisas Florestais do Departamento de
Engenharia Florestal da Universidade Federal de
Vigosa.

As minicepas foram conduzidas em casa
de vegetagao com as laterais abertas e coberta com
plastico transparente de polietileno. As plantas
receberam solucdo nutritiva por gotejamento,
aplicada quatro vezes ao dia, numa vazdo total
diaria de 4 L m™. A solug@o nutritiva foi composta
de nitrato de calcio (0,920 g L), cloreto de
potassio (0,240 g L"), nitrato de potassio (0,140 g
L"), monoaménio fosfato (0,096 g L), sulfato de
magnésio (0,364 g L), hidroferro (40,0 mg L),
acido borico (2,800 mg L), sulfato de zinco (0,480
mg L), sulfato de manganés (1,120 mg L"), sulfato
de cobre (0,100 mg L) e molibidato de sodio
(0,040 mg L"). A condutividade elétrica da solugdo
nutritiva foi mantida em torno de 2,0 mS m™.

Coleta e preparo dos explantes

Dois dias antes da coleta das brotagdes
dos clones, foi aplicada uma mistura de fungicida
Orthocide 500® (Captan 50 % como principio
ativo) a 2,4 g L' e 6leo mineral Assist® a 10 mL L,
conforme recomendacdes de Alfenas et al. (2004). As
brotacdes utilizadas (Figura 1A) foram provenientes
da primeira coleta (primeira introdugdo), terceira
coleta (segunda introducao) e quinta coleta (terceira
introducao), correspondendo a 30, 90 e 150 dias apds
a poda do apice das minicepas, respectivamente.
Segmentos nodais, medindo entre 3 e 4 cm, foram
coletados retirando-se as folhas do terceiro e quarto
nés (comumente dotados de um par de gemas
axilares), a partir do apice das brotagdes (Figura
1B). Posteriormente, os explantes foram imersos
em agua deionizada autoclavada e transportados
ao laboratorio de cultura de tecidos. Durante todo
0 processo, 0s equipamentos e materiais utilizados
foram esterilizados com solugdo de alcool a 70 %
v/v).

Introducio in vitro

Os segmentos nodais foram lavados cinco
vezes em agua corrente e imersos em solucdo
fungicida contendo 2,4 g L' de Orthocide 500
(Captan 50 % como p. a.) durante 15 minutos.
Posteriormente, foram lavados cinco vezes em agua
desionizada autoclavada e imersos em solugdo de
alcool a 70 % (v/v) por 30 segundos com agitacao
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constante, dentro da camara de fluxo laminar
horizontal. Em seguida, foram imersos em solucao
de NaOCl a 1 % (v/v) Clarix®, acrescida de Tween
20 (3 gotas/100 mL de solugdo) durante 15 minutos.
Finalmente, os segmentos nodais foram lavados
em agua desionizada autoclavada, cinco vezes e os
explantes preparados e inoculados verticalmente,
sob condi¢des assépticas, em tubos de ensaio de 15
cm X 2,5 cm, contendo 10 mL de meio de cultura.

O tempo desde a coleta dos explantes, em
condi¢des de campo, até a inoculacdo em meio de
cultura foi inferior a trés horas. Durante a coleta,
o transporte e intervalos entre a desinfestagdo e
inoculacdo, os explantes foram mantidos imersos
em agua deionizada autoclavada para evitar a
desidratacao.

O meio de cultura utilizado foi o MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) adicionado de
0,5 mg L' de BAP (6-benzilaminopurina — Sigma
Co.), 0,1 mg L' de ANA (acido naftalenoacético
— Sigma Co.), 100 mg L' de mioinositol (Sigma
Co.), 800 mg L' de PVP30 (Polivinilpirrolidona
— Synth Ltda.), 30 g L' de sacarose (Synth Ltda.)
e 7 g L' de agar (Merck S.A.). O meio de cultura
foi preparado utilizando agua deionizada ¢ o pH
ajustado para 5,8 + 0,05 com NaOH (0,1 mol L)
e HCI1 (0,1 mol L"), antes da autoclavagem e da
adi¢do 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.

Apods inoculagdo, os explantes foram
mantidos durante sete dias no escuro, visando
reduzir o processo de oxidagdo, em sala de cultura
a 25 + 2 °C e, posteriormente transferidos para
fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de
80 umol m? s, fornecida por tubos fluorescentes
brancos frios (Philips TLTRS-75 110 W).

Foram utilizados dez clones de Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus globulus e trés clones de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus (Tabela
2) pararealizacdo de trés introdug¢des in vitro (aos 30,
90 e 150 dias apos a primeira poda das minicepas).
Nos demais clones, onze de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus globulus e cinco de Eucalyptus grandis
x Eucalyptus globulus, realizou-se apenas uma
introducdo in vitro, aos 30 dias ap6s a primeira poda
das minicepas.

Conducio e avaliagdes experimentais

O experimento foi conduzido no
delineamento inteiramente casualizado, com
quatro repeti¢des, compostas de parcelas com dez
explantes, sendo os tratamentos constituidos de
21 clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus e 8 clones de Eucalyptus grandis X
Eucalyptus globulus.

FIGURA 1: Obtengao de explantes para iniciagdo da micropropagacao de clones de Eucalyptus urophylla
x Eucalyptus globulus: (A) brotagdo recém-coletada das minicepas, destacando a porgao
utilizada para obtencao dos explantes; (B) segmento nodal apds preparo e padronizagao para

introdugdo in vitro.

FIGURE 1: Obtainment of explants for starting micropropagation of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus clones: (A) branch freshly taken from a mini-stump highlighting the region used in
order to obtain the explants; (B) nodal segment after preparation and standardization for in

vitro introduction.
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TABELA 2: Numero de introdugdes in vitro realizadas para os clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus.

TABLE 2:  Number of in vitro introductions made for the Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus
and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus clones.
Hibrido N° de introdugdes Clones
1 C02, C03, C05, C06, C07, C09, C10,
Eucalyptus urophylla x C14, C19,C21 e C22
Eucalyptus globulus 3 C01, C04, CO8, Cl11, C12, C15, C16,
C17,C18 e C20
Eucalyptus grandis X 1 C23, C25,C26,C27 e C30
Eucalyptus globulus 3 C24,C28 e C29

Aos 30 dias apdés a inoculagdo, foram
avaliados a contaminacdo por fungos e bactérias, a
oxidag¢do, os explantes responsivos (explantes com
brotacdes axilares maiores que 0,5 cm) e o nimero
de brotacdes por explante responsivo. Os dados
foram analisados por meio das médias e desvio
padréo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na comparagdo entre hibridos de
Eucalyptus urophylla x FEucalyptus globulus e
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus, nao foi
observada tendéncia de melhores resultados para um
cruzamento em relacdo ao outro, nas caracteristicas
estudadas.

A contaminagdo por bactérias teve uma
amplitude de variacdo de 0 % (clone C28) a
72,5 % (clones C16, C17 e C19), sendo superior a
30 % para a maioria dos clones (Figura 2). Embora
a contaminagdo por bactérias endogenas tenha
sido alta para a maioria dos clones, ela ndo afetou
a emissdo de brotagdes axilares, uma vez que foi
possivel obter brotagdes vidveis em explantes
com contaminacgdo bacteriana. Por outro lado, a
contaminagdo por fungos e a oxidacdo dos explantes
afetaram negativamente a emissdo de brotagdes
axilares, pois causaram a morte dos explantes.

As contaminag¢des por fungos ocorreram
em menor propor¢do em relagdo as contaminagdes
por bactérias, sendo ausentes nos clones C04,
Cl16, C17 e C29 na primeira introdugdo in vitro
e, também no clone C27, o qual teve apenas uma
introducdo (Figura 3). Na segunda introdugdo in
vitro, apenas no clone CI11 ndo foi observado o
desenvolvimento de fungos, enquanto na terceira
introducdo todos os clones apresentaram alguns
explantes contaminados (Figura 3C ¢ 3D). O maior

percentual de contaminago fingica foi de 58,3 %
(clone C28) na segunda introdugdo, sendo que na
maioria dos clones estes valores foram inferiores a
20 %.

Brondani et al. (2009) observaram
baixa contaminagdo por bactérias (inferior a
9 %) e alta contaminagdo por fungos (41,3 %) no
estabelecimento in vitro de clones de Eucalyptus
benthamii x Eucalyptus dunii, concluindo que a
contaminacao fungica foi o fator que causou a maior
perda de material nessa fase da micropropagagao.
Da mesma forma, Almeida et al. (2008) também
obtiveram baixa contaminagdo por bactérias
(inferior a 20 %) e alta contaminagdo por fungos
(superior a 25 %) no estabelecimento in vitro de
Eucalyptus dunii, diferindo dos resultados obtidos
no presente estudo.

Ao comparar as trés introdugdes in vitro,
observa-se tendéncia de aumento na contaminagao
por fungos e bactérias na segunda e terceira
introdugdo, com algumas excecdes (Figuras 2C, 2D,
3C e 3D). Isso pode estar associado as condigdes
ambientais, bem como as superficies cortadas
deixadas nas plantas matrizes, quando das podas
sucessivas, para coleta do material propagativo, o
que pode ter facilitado a contaminacdo endogena
dos tecidos por micro-organismos. Sharma e
Ramamurthy (2000) observaram aumento na
contaminagdo de explantes coletados em épocas
mais quentes do ano, chegando a comprometer o
estabelecimento in vitro de Eucalyptus tereticornis
nesse periodo.

Em relacdo a oxidagdo fendlica dos
explantes, observou-se um comportamento variado,
tanto entre clones, quanto entre introdugdes in
vitro, sendo que a maioria dos clones apresentou
oxida¢do inferior a 30 % (Figura 4). O valor
maximo de explantes oxidados foi observado no
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clone C29 na segunda introdugdo, com média de
56,3 %. Nenhuma tendéncia foi observada entre as
introducdes in vitro, sendo que, de modo geral, os
valores foram bem proximos para um mesmo clone
(Figura 4C e 4D).

Varios clones ndo apresentaram oxidagao ou
esta ocorreu em baixa intensidade. Esses resultados
estao proximos aos encontrados por Brondani et al.
(2009), que obtiveram oxidagao fenolica inferior a
6 % dos explantes, no estabelecimento in vitro de
clones de Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunii.

A oxidacao fenodlica tem sido um problema

associado com a micropropagacdo de espécies
lenhosas, sendo relatada em diversos trabalhos
(SHARMA ¢ RAMAMURTHY, 2000; ROCHA,
2005; CYSNE, 2006; PINTO et al., 2008; SILVA
et al., 2007; ALMEIDA et al., 2008; BRONDANI
et al., 2009). Essa ocorre pelo corte que danifica
as células dos tecidos, promovendo a liberagdo
de compostos fendlicos precursores da sintese de
lignina, os quais modificam a composi¢cao do meio
de cultivo e a absor¢ao de metabdlitos (ANDRADE
et al., 2000), podendo levar a morte dos tecidos.
Em relagdo ao processo de inducdo de
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FIGURA 2: Média de explantes contaminados com bactérias em clones de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus globulus e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus com uma (A e B) e trés (C e
D) introdugdes in vitro (Int— 30, 90 e 120 dias ap6s a primeira poda das minicepas), aos 30 dias
apos a inoculacdo. Barras verticais indicam o desvio padrao das médias (n = 20).

FIGURE 2: Mean values of bacterial contamination of explants of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus clones with one (A and B) and three
(C and D) in vitro introductions (Int — 30, 90 and 120 days after the first cut of the mini-
stumps), 30 days after inoculation of the plant material. Vertical bars indicate the standard

deviation of the means (n= 20).
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brotagdes, aos 30 dias apds a inoculacao, exceto os
clones C15 (na primeira introducgdo) e C25, todos
os demais apresentaram brotacdes aptas a serem
transferidas para a etapa de multiplicacao in vitro.
Altos percentuais de explantes com brotagdes foram
obtidos para alguns clones, sendo que o clone C14
foi o mais responsivo com 95 % (Figura 5). Uma
pequena tendéncia de aumento na resposta dos
explantes pode ser observada na segunda e terceira
introducao para a maioria dos clones (Figura 5C e
5D).

Alguns clones apresentaram altas taxas

de explantes sem resposta a indugdo de brotacdes.
Os valores médios de explantes sem resposta entre
clones variaram de 0 % (clones C10, C14 e C23) a
80 % (clones C19 e C15, na primeira introdugao),
apesar de os explantes se manterem vivos, observado
pela manutencdo da coloragdo verde dos explantes
(ERIG e SCHUCH, 2005).

De acordo com Sharma e Ramamurthy
(2000) para o sucesso da micropropagacao ¢
necessario que apenas alguns explantes emitam
brotagdes livres de contaminacdo. No entanto,
quando se necessita de grande quantidade de material
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FIGURA 3: Média de explantes contaminados com fungos em clones de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus globulus e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus com uma (A e B) e trés (C e
D) introdugdes in vitro (Int— 30, 90 e 120 dias ap6s a primeira poda das minicepas), aos 30 dias
apos a inoculagao. Barras verticais indicam o desvio padrao das médias (n = 20).

FIGURE 3:

Mean values of fungal contamination of explants of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus

globulus and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus clones with one (A and B) and three
(C and D) in vitro introductions (Int — 30, 90 and 120 days after the first cut of the mini-
stumps), 30 days after inoculation of the plant material. Vertical bars indicate the standard

deviation of the means (n= 20).
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micropropagado, maiores taxas de explantes com
brotagdes podem ser necessarias para aumentar
rapidamente a quantidade de material produzido.
Gomes e Canhoto (2003) obtiveram 10 %
de explantes com brotagdes para segmentos nodais
de Eucalyptus nitens, atribuindo a baixa inducao de
brotacdes ao alto nivel de contaminagao, que foi
superior a 50 %. Por outro lado, Kapoor e Chauhan
(1992) observaram 72 % de explantes responsivos
emum hibrido de Eucalyptus torelliana x Eucalyptus
citriodora, e Yang et al. (1995) obtiveram até 100 %
de explantes com brota¢des em Eucalyptus grandis

x Eucalyptus urophylla. Dessa forma, observa-se
que resultados variados, para explantes responsivos
na fase de estabelecimento in vitro, sdo obtidos
em funcdo do material vegetal e das condigdes de
cultivo utilizadas.

Seguindo o mesmo padrdo das demais
caracteristicas estudadas, o numero médio de
brotagdes por explante variou entre clones e entre
introdugdes in vitro (Figura 6). O clone C16
apresentou o valor médio maximo de 3,7 brotos por
explante. De modo geral, observou-se tendéncia
de aumento na producdo de brotos na segunda e
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FIGURA 4: Média de explantes oxidados em clones de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus com uma (A e B) e trés (C e D) introdugdes in vitro
(Int — 30, 90 e 120 dias ap6s a primeira poda das minicepas), aos 30 dias apds a inoculacao.
Barras verticais indicam o desvio padrao das médias (n = 20).

FIGURE 4: Mean values of oxidized explants of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus and
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus clones with one (A and B) and three (C and D)
in vitro introductions (Int — 30, 90 and 120 days after the first cut of the mini-stumps), 30
days after inoculation of the plant material. Vertical bars indicate the standard deviation of the

means (n= 20).
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terceira introdug@o, com algumas excecdes (Figura
6C e 6D).

Em termos gerais, a formag¢ao das primeiras
brotagdes axilares iniciou-se aos sete dias apos a
inoculagdo em meio de cultura de indugdo, estando
aptas para transferéncia para o primeiro subcultivo,
em meio de multiplicacdo, a partir do 25° dia apods
a inoculagao.

Sharma e Ramamurthy (2000), estudando o
estabelecimento in vitro de Eucalyptus tereticornis,
também encontraram grandes variagdes na
contaminacdo por fungos e bactérias, oxidacao
e producdo de brotos entre os meses do ano, bem

como entre os genotipos estudados.

Na defini¢do da posicao de coleta dos
explantes na planta matriz, foi observado, em testes
preliminares, que explantes mais tenros, coletados
de por¢des mais apicais dos ramos (primeiro e
segundo par de folhas), apresentaram alta oxidacao,
jéa detectada durante o processo de desinfestacdo. Da
mesma forma, explantes coletados de partes mais
lignificadas dos ramos (ap06s o quarto par de folhas)
nao apresentaram emissao satisfatoria de brotagdes,
sendo observada grande formacao de calos na base
dos explantes (parte inserida no meio de cultura)
com subsequente escurecimento do meio de cultura.
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FIGURA 5: Média de explantes responsivos em clones de Fucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus e
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus com uma (A e B) e trés (C e D) introdugdes in vitro
(Int — 30, 90 e 120 dias apos a primeira poda das minicepas), aos 30 dias apos a inoculacdo.
Barras verticais indicam o desvio padrao das médias (n = 20).

FIGURE 5: Mean values of responsive explants of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus globulus and
Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus clones with one (A and B) and three (C and D)
in vitro introductions (Int — 30, 90 and 120 days after the first cut of the mini-stumps), 30
days after inoculation of the plant material. Vertical bars indicate the standard deviation of the

means (n= 20).
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O uso de explantes apicais pode ser necessario
quando a contaminacdo endogena dos tecidos ¢
muito alta, pois esses explantes apresentam menores
taxas de contaminacdo, conforme observado
por Gomes e Canhoto (2003). No entanto, esses
explantes requerem cuidados adicionais no controle
da oxidac¢do fenolica.

No presente estudo, observou-se que
ha variagdo entre as introdugdes in vitro para a
maioria dos clones nas caracteristicas estudadas.
Essas diferengas para um mesmo clone podem ser
causadas por uma série de fatores relacionados as
condi¢des fisiologicas e fitossanitarias das minicepas

no momento da coleta dos explantes (HARTMANN
et al., 2002; GEORGE ¢ DEBERGH, 2008). Foi
observado um aumento do vigor e nimero de
brotagdes produzidas pelas minicepas na segunda
e terceira coleta em relacdo a primeira. Isso pode
ter sido promovido por alguns fatores como o
revigoramento nutricional das plantas no canaletdo
sob fertirrigacdo diaria e condigdes climaticas
relativas a época do ano, dentre outros. Esse aumento
no vigor poderia explicar, em parte, a tendéncia
de aumento de explantes responsivos e numero
de brotagdes por explante na segunda e terceira
introducgdo, pois, plantas em pleno crescimento
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FIGURA 6: Numero médio de brotagdes por explante responsivo em clones de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus globulus e Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus com uma (A e B) e trés (C e
D) introdugdes in vitro (Int — 30, 90 e 120 dias ap6s a primeira poda das minicepas), aos 30 dias
apos a inoculagdo. Barras verticais indicam o desvio padrao das médias (n = 20).

FIGURE 6:

Mean values of number of shoots per responsive explant of Eucalyptus urophylla x Eucalyptus

globulus and Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus clones with one (A and B) and three (C
and D) in vitro introductions (Int — 30, 90 and 120 days after the first cut of the mini-stumps),
30 days after inoculation of the plant material. Vertical bars indicate the standard deviation of

the means (n= 20).
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vegetativo, bem nutridas, sem deficiéncia 303-333.
nutricional ou hidrica sdo reconhecidamente as quer  BRONDANI, G. E. et al. Estabelecimento,

fornecem os melhores explantes para iniciagdo da
micropropagacao.

CONCLUSOES

Os clones apresentam resposta genotipo
especifico para as variaveis estudadas, com a
inducado de brotagdes axilares variando de 0 a 95 %.

Na segunda e terceira introdu¢do, ha uma
tendéncia de melhores resultados para explantes
responsivos e numero de brotagdes emitidas.

A contaminagao dos explantes por bactérias
e fungos e a oxidagdo, apesar de presente, nio
compromete o estabelecimento in vitro.

Em termos gerais, o protocolo utilizado de
estabelecimento in vitro dos clones de Eucalyptus
urophylla x Eucalyptus globulus e FEucalyptus
grandis x Eucalyptus globulus foi satisfatorio, com
producdo de brotagdes livres de contaminagao por
fungos e bactérias e aptas para as proximas fases da
micropropagagao.
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