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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes de acido 1-naftilacético (ou acido alfa-
-naftaleno acético,ANA) associado a concentracao fixa de 6-benzilaminopurina (BAP) no alongamento in vitro de re-
bentos previamente multiplicados de genotipos de Eucalyptus dunnii. Os rebentos foram preparados e inoculados, sob
condigdes assépticas, em meio nutritivo 1/2MS. O ensaio foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em
esquema bifatorial 6 x 5, em que os niveis do fator “A” referiram-se aos diferentes gendtipos (identificados como 2, 3, 4,
6,7 e 10) e os niveis do fator “B”, as concentra¢des de ANA (0; 0,25; 0,5; 0,75; e 1 mg L*). O ensaio foi realizado com cinco
repetigdes, de um frasco contendo trés explantes. Trinta dias apo6s a inoculacao dos explantes foi avaliado o niimero de
rebentos alongados, comprimento médio (mm) dos rebentos e formacao de hiperhidricidade (%). Os gendtipos apresen-
taram comportamento diferenciado na etapa de alongamento, demonstrando a possibilidade de selegao no cultivo in
vitro. A adi¢ao de 0,5 mg L' de ANA aumentou o nimero de rebentos alongados e e elevou levou o comprimento dos
rebentos. . Concentragdes superiores a 0,5 mg L de ANA induziram um aumento na formagao de estruturas hiperhi-
dricas, prejudicando o alongamento dos rebentos. O balanco apropriado de auxina/citocinina e a selegao de genétipos
adequados sao fundamentais para o sucesso do alongamento in vitro de rebentos de E. dunnii.

Keywords: silvicultura clonal, micropropagagao, reguladores de crescimento.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of different concentrations of naphthalene acetic acid (NAA) associa-
ted with the fixed concentration of 6-benzylaminopurine (BAP) on in vitro elongation of shoots derived from previously
multiplied genotypes of Eucalyptus dunnii. Shoots were prepared and inoculated under aseptic conditions in nutrient
broth 1/2MS. The experiment was conducted in a completely randomized design in a factorial scheme 5 x 6, in which the
levels of the factor "A" referred to the different genotypes (labeled 2, 3, 4, 6, 7 and 10) and levels of factor "B", the NAA
concentrations (0, 0.25, 0.5, 0.75 and 1 mg L™). The experiment was performed with five repetitions of a bottle containing
three explants. Thirty days after inoculation of the explants was rated the number of elongated shoots, average length
(mm) of shoots and formation of hyperhydricity (%). The genotypes showed different behavior in elongation phase,
demonstrating the possibility of selection in vitro. The addition of 0.5 mg L' NAA increased the number of elongated
shoots and increased the length of the shoots. Concentrations higher than 0.5 mg L' NAA exhibit increased formation
of hyperhydric structures, damaging the shoots elongation. The proper balance of auxin/cytokinin and the selection of
suitable genotypes is critical to the success of shoots in vitro elongation of E. dunnii.

Palavras-chave: clonal forestry, micropropagation, growth regulators.
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Introducao

As caracteristicas florestais apresentadas por Eu-
calyptus dunnii Maiden oferecem perspectivas pro-
missoras para o cultivo de eucaliptos no Rio Grande
do Sul, Brasil. Entre essas caracteristicas, merecem
destaque a tolerancia a geadas intensas e severas,
além do baixo potencial invasivo de E. dunnii, que
produz poucas sementes, dificultando sua propa-
gacao aleatoria (Billard e Lallana, 2005). Por outro
lado, a reduzida producao de sementes dificulta, em
muito, a producao de mudas via seminal. Alternati-
vamente, devem ser pesquisados métodos de pro-
pagacao assexuada. A fixagao de genotipos superio-
res aumentaria os ganhos genéticos obtidos com a
espécie, colocando no mercado mudas de melhor
qualidade e homogeneidade, caracteristicas obtidas
com a propagacao vegetativa.

Atualmente, a clonagem do género Eucalyptus é re-
alizada, principalmente, por miniestaquia, porém
muitas empresas florestais utilizam a micropropa-
gacao para producao massal de genotipos selecio-
nados através de sucessivas geragdes (Brondani et
al., 2009).

A micropropagagao tem sido utilizada na area flo-
restal para preservagao de germoplasma, produgdo
de individuos livres de patdgenos, rapida multipli-
cagdo em espaco reduzido, rejuvenescimento e pro-
dugao de mudas selecionadas (Erig e Schuch, 2005).
Uma série de fatores influencia o sucesso da micro-
propagacdo, como o gendtipo, o estado fisioldgico
da planta-matriz, a colheita e o tipo de explante, a
assepsia utilizada, o meio de cultura (nutrientes, vi-
taminas, agucares, dentre outros), as concentracoes e
tipos de reguladores de crescimento, as condicoes de
incubac@o (fotoperiodo, irradidncia e temperatura) e
a habilidade do operador (George e Debergh, 2008).

Os resultados obtidos durante todo o processo de
micropropagacao sao diretamente influenciados
pelo gendtipo, sendo este um dos fatores limitan-
tes no sucesso da propagagao in vitro. Isto se deve
a especificidade das espécies e clones, quanto ao
meio de cultura, reguladores de crescimento e con-
di¢des ambientais, controlados por fatores genéticos
(Gahan e George, 2008). Desta forma, ao se trabalhar
com novos genotipos € necessario avaliar a resposta
desses materiais ao cultivo in vitro e posteriormente
fazer ajustes necessarios para otimizar o processo de
micropropagacao (Borges et al., 2012).

Normalmente, na propagacao in vitro os regulado-
res de crescimento constituem-se numa primeira
etapa a ser abordada, em que o modo de interagao
entre auxinas e citocininas é frequentemente depen-
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dente da espécie, da planta e do tipo de tecido utili-
zado na cultura (Perez e Kerbauy, 2005). A maneira
complexa com que os reguladores de crescimento
e as células interagem indica que, se o tecido nao
estd em um estadio responsivo, ndo ird responder
adequadamente aos reguladores de crescimento
exogenos, nao importando em quais concentragdes
e combinagdes estes reguladores sao utilizados.

Os rebentos multiplicados que apresentam pequeno
comprimento poderao apresentar baixo percentual
de enraizamento se forem diretamente cultivados
em meios de enraizamento, ou dar origem a mudas
de baixa qualidade para a fase de aclimatizagao (Sil-
va et al., 2003). Desta forma a etapa de alongamento
tem sido considerada necessaria para o sucesso do
cultivo in vitro na maioria das espécies de Eucalyptus
(Joshi et al., 2003).

Um dos fatores que afetam o alongamento de re-
bentos esta relacionado ao efeito residual do BAP
utilizado durante a fase de multiplicacao de gomos
em subculturas sucessivas (Silva et al., 2003). Uma
das formas de estimular o crescimento dos reben-
tos é por meio da adicdo do acido giberélico (Diniz
et al., 2003), induzir um balanco favoravel de re-
guladores de crescimento (Grattapaglia e Macha-
do, 1990) e manter os rebentos no escuro (Ramos e
Carneiro, 2007).

E. dunnii apresenta limita¢gdes na micropropagacao,
assim como outras espécies de mesmo género. Isso
esta de acordo com o registro de que a maioria das
espécies resistentes ao frio apresentam recalcitran-
cia ao processo de clonagem (Brondani et al., 2009).
Alguns trabalhos recentes com a espécie mostram
a potencialidade do uso da micropropagagao em
Eucalyptus dunnii ou hibridos utilizando a espécie,
destacando-se os estudos de Brondani ef al. (2010),
Brondani et al. (2011), Navroski et al. (2013) e Na-
vroski et al. (2014) desenvolvidos no Brasil e ou-
tros estudos a nivel mundial: Yang (2006), Lin e Xie
(2007) e Xiuhong et al. (2011).

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar o alon-
gamento in vitro de rebentos de diferentes gendtipos
de E. dunnii provenientes da fase de multiplicagao
sob diferentes concentracdes de Acido Alfa-Naftale-
no Acético (ANA) associado a concentracgao fixa de
6-Benzilaminopurina (BAP).

Material e Métodos

Colheita e preparacao do material genético

O material genético utilizado no presente estudo foi
colhido em povoamento comercial de E. dunnii com
cerca de trés anos de idade, localizado no municipio



de Alegrete - RS. O povoamento era originario do
plantio de mudas produzidas via seminal.

Foram escolhidas 10 arvores, cada uma correspon-
dendo a um gendtipo, com caracteristicas morfold-
gicas (diametro e altura) acima da média da popu-
lagao, bom desenvolvimento de copas, desprovidas
de sintomas de deficiéncia nutricional ou hidrica e
de ataques de pragas e doengas. As arvores selecio-
nadas foram abatidas deixando-se a cepa com cer-
ca de 45 cm de altura. Na sequéncia, apds o inicio
dos abrolhamentos, foram realizados tratamentos
sanitarios preventivos com a aplicagao intercalada,
semanalmente, dos fungicidas Dicarboximida, a 2,4
g.L, e Benzimidazol, a 1,0 g.L".

Decorridos 60 dias apds o inicio do tratamento com
fungicidas, foram colhidos os rebentos das arvores
selecionadas, no qual foram obtidas do 3° e o 4°
segmento nodal com o par de folhas, do apice do
abrolhamento em diregao a base, posicao geralmen-
te utilizada para formar microestacas de Eucalyptus
sp. (Alfenas et al., 2009). Os rebentos foram colhidos
nas primeiras horas da manha sendo cortados em
aproximadamente 10 cm para facilitar o transpor-
te. Apos foram acondicionadas em frascos de vidro
contendo agua destilada e autoclavada acrescida de
acido ascorbico a 1% (p/v) para minimizar o efeito
da oxidacgao fendlica. Os frascos contendo os reben-
tos foram colocados em caixa de isopor contendo
gelo e transportados até o laboratério onde se de-
senvolveu a pesquisa. O tempo de transporte até o
laboratdrio foi de aproximadamente 3 horas.

As estacas foram lavadas em agua corrente, por cer-
ca de 30 minutos, para promover-se a lixiviagdo de
substancias fenodlicas e a reduc¢do de contaminantes
superficiais. Apos essa limpeza inicial, os ramos
foram submersos em detergente neutro comercial
(I mL L), por 1-2 min, e, a seguir, enxaguados
trés vezes com agua esterilizada. Apds esta etapa,
segmentos nodais com 1,0-1,5 cm de comprimento
e que continham um par de gomos axilares foram
excisados e cuidadosamente lavados com agua es-
terilizada.

A desinfestacao foi efetuada em camara de fluxo la-
minar, sendo os segmentos nodais imersos em so-
lugdo de etanol a 70% (v/v), por 30 seg, enxaguados
com agua esterilizada e, em seguida, imersos em
solugao de hipoclorito de sédio - NaOCl (1,5% v/v),
durante 10 min. Apds, os segmentos nodais foram
lavados trés vezes com agua esterilizada e, imedia-
tamente inoculados, na posi¢ao vertical, em frascos
com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL do
meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962).

Ao meio nutritivo MS foram adicionados 6 g L de

agar (Sigma®), 30 g L' de sacarose e o pH foi ajus-
tado para 5,8. Na sequéncia, os frascos contendo os
meios nutritivos foram autoclavados a temperatura
de 121°C (1,5 kgf cm-2) durante 20 minutos. O meio
nutritivo foi suplementado com 0,1 mg L' de 6-ben-
zilaminopurina (BAP) e 0,01 mg L de Acido alfa-
-Naftaleno Acético (ANA), conforme recomendado
por Alfenas et al. (2009). Adicionaram-se, ainda, 100
mg L de mio-inositol e 250 mg L' de polivinilpir-
rolidona (PVP), com a finalidade de controlar a oxi-
dacao fendlica.

Apds 30 dias de estabelecimento dos explantes, os
rebentos dos segmentos nodais contendo 2 gomos
axilares dos seis gendtipos que obtiveram estabele-
cimento satisfatorio (>30%) foram transferidos para
a fase de multiplicagdo. Os explantes foram excisa-
dos e inoculados, sob condicdes assépticas, em fras-
cos com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL
do meio nutritivo MS reduzido a metade da concen-
tragao de sais (1/2 MS), suplementado com 0,50 mg
L' de BAP e 0,01 mg L' de ANA conforme estudo
de Navroski ef al. (2014). Os explantes permanece-
ram na sala de cultivo por mais 30 dias.

Alongamento dos rebentos in vitro

Para a iniciagao da fase de alongamento, os rebentos
multiplicados in vitro foram preparados e inocula-
dos, sob condigdes assépticas, em frascos com capa-
cidade para 150 mL, contendo 30 mL do meio MS
reduzido a metade da concentracdo de sais (1/2 MS).
Ao meio nutritivo MS foram adicionados 6 g L' de
agar, 30 g L' de sacarose, 50 mg L*de mio-inositol,
0,1 mg L' de BAP e concentragdes crescentes de
ANA (0; 0,25; 0,5; 0,75; e 1 mg L). O meio de cultu-
ra foi preparado utilizando-se d4gua desionizada e o
pH foi ajustado para 5,8 com NaOH 0,1 M ou HCl
0,1 M, antes da autoclavagem e da adigao do agar.
Na sequéncia, os frascos foram vedados com papel
aluminio e autoclavados a 121°C (1,5 kgf cm?) por
20 minutos.

Os frascos contendo os explantes inoculados foram
mantidos em sala de cultivo com temperatura de
25°C +2 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de
20 pumol m? s fornecida por lampadas fluorescentes
brancas frias tipo luz do dia durante todo o ensaio.

O ensaio foi realizado em delineamento inteiramen-
te casualizado, em esquema bifatorial 6 x 5, em que
os niveis do fator “A” referiram-se aos diferentes
genotipos (identificados como 2, 3, 4, 6, 7 e 10) e os
niveis do fator “B”, as concentracdes crescentes de
ANA (0;0,25; 0,5, 0,75; e 1 mg L"). O ensaio foi reali-
zado com cinco repeti¢des, cada uma composta por
um frasco contendo trés explantes, totalizando 150
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unidades experimentais e 450 rebentos submetidos
aos tratamentos.

Trinta dias ap6s a inoculagao dos explantes, foram
avaliadas as seguintes varidveis: nimero de reben-
tos alongados — NB (rebentos que apresentaram
alongamento superior a 10% do tamanho inicial),
comprimento dos lancamentos — CMB, em mm
(comprimento em rela¢do ao tamanho inicial dos re-
bentos) e a percentagem de explantes apresentando
hiperhidricidade. A hiperhidricidade foi determina-
da mediante avalia¢do visual, sendo considerados
hiperhidricos aqueles explantes que apresentaram
aspecto vitreo.

Andlise de dados

Apos avaliar a normalidade pelo teste de Kolmogo-
rov-Smirnov e a homogeneidade de variancias por
meio do teste de Bartlett, os dados foram transfor-
mados pela fungdo vXx+0.5 e submetidos a andlise
de variancia. Quando o valor de “F” foi significa-
tivo, as médias de tratamentos qualitativos foram
submetidos a comparacao de médias por meio do
teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade
de erro. Médias de tratamentos quantitativos foram
submetidas a analise de regressao polinomial. Os re-
sultados apresentados sdao as médias originais obti-
das. O programa estatistico SISVAR (Ferreira, 2011)
foi utilizado para a analise estatistica dos dados. A
precisado dos ensaios foi medida através da acuracia
seletiva (AS%) calculada por 1-1/Feal.

Resultados e discussao

Conforme a andlise de variancia nao ocorreu intera-
¢ao (p>0,05) entre os gendtipos e as concentragdes de
ANA para nenhuma das variaveis avaliadas. Contu-
do, verificou-se efeito significativo (p<0,05) para os
fatores principais para todas as varidveis estudadas.
A acuracia seletiva (AS) foi alta (>0,90) para todas as
variaveis, conforme classificacdo de Resende e Du-
arte (2007). Com isso € alta a confianga que se pode
ter na avaliagao e nos valores genotipicos preditos
para fins de selegao.

Os gendtipos 6, 3 e 7 apresentaram o maior niime-
ro de rebentos alongados por explante (Figura 1A),
diferenciando-se dos demais gendtipos (Quadro 1).
A diferenca entre o genotipo que apresentou maior
alongamento de rebentos (genotipo 6) foi pratica-
mente o dobro que o gendtipo que exibiu a menor
média (genotipo 10). Essas diferengas genotipicas no
desenvolvimento in vitro sao relatadas em diferen-
tes espécies do género Eucalyptus: E. grandis (Sobrosa
e Corder, 2003; Santos et al., 2005), E. globulus (Borges
etal.,2011), E. dunnii (Navroski et al., 2013) e também
em diversos hibridos: E. benthamii x E. dunnii (Bron-
dani et al. (2009), E. grandis x E. nitens e E. grandis x
urophylla (Watt, 2014; Nakhooda ef al., 2012).

Resultado semelhante foi alcancado em relacao
ao comprimento médio dos rebentos (Quadro 1),
no qual, o gendtipo 6 apresentou a maior média,
diferindo dos demais, e o menor comprimento

Quadro 1 - Nimero de rebentos alongados por explante, comprimento de langamentos (mm) e aparecimento de hiperhidricidade
(%) em genétipos de Eucalyptus dunnii cultivados em meio nutritivo ¥2 MS, aos 30 dias de avaliagdo, em diferentes

concentragdes de ANA.

Numero de rebentos

Comprimento de Formagao de calos

Gendtipo alongados langamentos (mm) (%)
6 3,17+1,07 a* 15,68+£2,69 a 6,67+19,24 a
3 3,09+1,27 a 11,78+£1,99 b 2,67+13,33 a
7 2,97+0,94 a 11,20£2,29 b 6,67£19,24 a
2 2,48+1,02 b 10,30+£2,31 b 0,0£0,0 a
4 2,09+1,02 ¢ 7,00+1,48 ¢ 9,33+20,45 a
10 1,80+1,00 ¢ 6,70+1,57 ¢ 21,33+£23,33 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabi-

lidade. A letra “a” refere-se a melhor resposta in vitro.

foi obtido pelos gendtipos 10 e 4. O gendtipo 6
apresentou rebentos de praticamente 9,0 mm su-
periores ao pior genotipo (10). Esses resultados
mostraram variagdes genéticas entre os clones em
relacdo a capacidade de alongamento de rebentos,
destacando diferengas no potencial genético do
material em relacdo a caracteristica. Reforga-se a
importancia da escolha de genotipos produtivos a
campo, mas que apresentem também capacidade
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de propagacao vegetativa, neste caso, em relagao
ao alongamento de rebentos in vitro.

Considerando-se que os seis genotipos estdo sob
condigoes edafoclimaticas e experimentais seme-
lhantes (mesmo sitio), pode-se supor que as varia-
¢des no alongamento dos rebentos advenham de
diferencas genéticas entre as matrizes ou balango
hormonal especifico de cada individuo (Sobrosa
e Corder, 2003). Assim, as diferencas observadas



podem advir do controle genético ou, mesmo, das
diferencas entre ritmos enddgenos da planta rela-
cionados a fatores fisiologicos e morfoldgicos, pois
flutuagdes sao capazes de ocorrer mesmo entre ge-
noétipos estreitamente aparentados, de acordo com o
determinismo enddgeno (Mankessi et al., 2009).

O gendtipo 10 além de exibir o menor ntimero e
tamanho dos rebentos, apresentou a maior fre-
quéncia de hiperhidricidade, superior a 20% dos
explantes (Figura 1B). Ja os demais genotipos for-
maram um reduzido percentual, ou nao forma-
ram, e, em geral, apresentaram um maior cresci-
mento da parte aérea.

Pode-se verificar recalcitrancia do gendtipo 4 e,
principalmente, do gendétipo 10 quanto ao alonga-
mento in vitro. Ambos os genotipos apresentaram
reduzido numero de rebentos alongados e, tam-
bém, médias de comprimento inferiores aos de-
mais gendtipos. A permanéncia desses gendtipos
no cultivo in vitro, especialmente do gendtipo 10,
foi, além disso, afetada pelo elevado numero de
rebentos com hiperhidricidade. Observou-se uma
relacdo inversa com o alongamento; os genotipos
que mais alongaram foram aqueles com menor
aparecimento de hiperhidricidade (Quadro 1).

A hiperhidricidade é frequentemente relatada na mi-
cropropagacao de espécies lenhosas, podendo redu-
zir o crescimento dos rebentos, e consequentemente
afetar a qualidade, pode também, se muito intensa,
levar a necrose dos tecidos (Whitehouse ef al., 2002).

Figura1 - A- Brotagdes alongadas, e; B - aspecto de brotacdes
com hiperhidricidade (indicacbes nas setas) (B)
em E. dunnii no estagio de alongamento in vitro.

Em relacdo ao nimero de lancamentos por explan-
te, em fungao de concentracOes crescentes de ANA, a
curva obtida ajustou-se a uma funcao quadratica (Fi-
gura 2), constatando-se uma elevacao na formacao de
lancamentos a medida que aumentou a concentragao
de ANA até 0,54 mg L-1 (MET). A partir desse ponto,
houve uma diminui¢do no niimero de lancamentos
com o aumento na concentragao da auxina.

Resposta semelhante foi encontrada em estudo com
E. benthamii x E. dunnii, no qual o maior nimero de

y= 1,77+ 5.436x - 5,04x2
R?=0,76 (p=0,012)
MET: 0,54 mg L*!

Nutmero de brotos (micreestaca ')

0,5

0,0 : : : .
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

ANA (mg L)

Figura 2 - Nimero de brotagdes emitidas por microestaca em
Eucalyptus dunnii ap6s 30 dias de cultivo in vitro
em meio nutritivo ¥2 MS acrescido de concentra-
cOes crescentes de ANA e fixa de BAP (0,1 mg L-1).

rebentos alongadas (3,8) foi obtido com concentra-
¢oes entre 0,25e 0,75mg L' de ANA e0,05mg L" de
BAP (Brondani et al., 2009). O balango entre auxinas
e citocininas foi recomendado em estudos recentes
com Eucalyptus: Watt (2014) em E. grandis x nitens e
E. grandis x urophylla; Nakhooda et al. (2012) em E.
grandis x nitens e E. grandis e Nakhooda et al. (2011)
em E. grandis.

O ajuste correto na concentracao entre auxina e cito-
cinina é extremamente importante na fase de alon-
gamento de materiais recalcitrantes in vitro, como é
o caso do E. dunnii. Tomando-se como base o ponto
de MET, uma variagao de +0,25 mg L' de ANA foi
responsavel por uma diferenca de 1,10 langamentos
alongados. Esse resultado, extrapolado para grande
escala, representa uma grande quantidade de mate-
rial apto ao enraizamento.

Além de auxiliar no alongamento, a adigao de au-
xina e citocinina é importante para a proxima fase,
o enraizamento. Segundo Nakhooda et al. (2011) a
retirada da auxina no alongamento reduziu de 68%
para 31% o enraizamento de miniestacas de E. gran-
dis. Negishi et al. (2014) indicam que a adicdo exod-
gena de citocinina, durante o desenvolvimento de
langamentos (multiplicagao e alongamento) € eficaz
na formacao de raizes adventicias de E. globulus.

O comprimento dos langamentos por microestaca
teve resposta semelhante ao numero de rebentos
alongadas (Figura 3). Em geral, quanto maior o na-
mero de abrolhamentos, maior também foi o seu
comprimento. A concentracao 0,48 mg L' de ANA
(estimada pela equagao) apresentou o maior com-
primento médio por rebento (11,6 mm), diminuindo
conforme o aumento da concentracdo de ANA no
meio nutritivo.

Efeitos semelhantes foram constatados por Bron-
dani et al. (2009), que obtiveram a melhor resposta

Navroski et al., Alongamento in vitro de rebentos de Eucalyptus dunnii 83



140
~
= 120 .
£
2 10,0 *
2 y=9.4477 +9.0343x - 9,3943x°
S 3,0 R*=0,84 (p=0,001)
] MET: 0,48 mg L"!
g2 a0
Q
£
E 40
g
o
o} 20

0,0
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
ANA (mg L)

Figura 3 — Comprimento de brotos em Eucalyptus dunnii apés
30 dias de cultivo in vitro em meio de cultura ¥2
MS acrescido de concentragdes crescentes de ANA
e fixa de BAP (0,1 mg L-1).

quanto ao numero de rebentos alongados de E. ben-
thamii x E. dunnii em meio de cultura suplementado
com concentragdes entre 0,25 e 0,75 mg L' de ANA
e 0,05 mg L' de BAP, sendo estimada a concentra-
¢ao de 0,49 mg L' de ANA para obten¢do do maior
numero de rebentos alongados com comprimento
médio de 2,4 cm, aos 60 dias ap6s a inoculagao.

Trabalhando com E. tereticornis x E. calmadulensis,
Bisht et al. (1999) observaram multiplicacdo segui-
da de alongamento apds um periodo de 120 dias
de cultivo em meio MS suplementado com BAP e
ANA. No geral, os lancamentos atingiram, em mé-
dia, 20 a 35 mm de comprimento, resultado superior
ao encontrado no presente estudo. Para os autores,
a multiplicagdo e o alongamento ocorreram sem a
necessidade de uma fase especifica de alongamento
dos rebentos multiplicados.

Joshi et al. (2003) obtiveram rebentos de E. tereti-
cornis x E. grandis alongadas quando cultivadas
em meio de cultura sem adigao de reguladores de
crescimento. Segundo os autores esse resultado re-
presenta economia no processo de producao in vitro
do hibrido. Entretanto, deve-se considerar a espe-
cificidade de cada espécie/clone de eucalipto, sen-
do que algumas espécies necessitam de diferentes
condicoes em cada fase especifica do cultivo in vitro
(Borges et al., 2012).

Em estudos com E. urophylla, Santos et al. (2004) ob-
servaram que a combinacao de 0,1 mg L' de AIB
e 0,1 mg L' de BAP resultou nos melhores efeitos
para o alongamento dos rebentos. De maneira se-
melhante, Oliveira (2011) obteve os melhores resul-
tados para o alongamento in vitro de hibridos de
E. globulus utilizando 0,25 a 1,00 mg L' de AIB e
0,05 mg L' de BAP. J4, para Sotelo e Monza (2007),
o E. globulus sub. Maidenii, em tratamento com 0,1
mg L' de BAP e 0,5 mg L de AIB foi o que melhor
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promoveu o alongamento dos rebentos.

A formacao de hiperhidricidade ajustou-se a uma
fungao quadratica positiva com o aumento na con-
centragdo da auxina, alcangando quase 25% de ex-
plantes com estruturas calogénicas na presenga de
1,0 mg L' de ANA (Figura 4). Além da alta forma-
¢ao de estruturas hiperhidricas a utilizagao de 1,0
mg L' de ANA também promoveu o aparecimento
de estruturas calogénicas (dados ndo apresentados).

250 -

20,0 4

y=2,1266 - 13477x + 33,029x>
15,0 4 R2=0,92
(p<0,001)

Formagdo de hiperhidricidade (%)

0,0

0,00 025 0.50 075 1,00
ANA (mg L")

Figura 4 - Brotos de Eucalyptus dunnii em fase de alonga-
mento com hiperhidricidade (%) ap6s 30 dias de
cultivo in vitro em meio de cultura ¥2 MS acresci-
do de concentragdes crescentes de ANA e fixa de
BAP (0,1 mg L-1).

A hiperhidricidade, antigamente conhecida como
vitrificacdo, ocasiona desordens morfoldgicas e fi-
siolégicas na planta decorrentes do elevado teor de
agua no interior das células e tecidos (Ziv, 1991),
podendo em alguns casos, atingir até 60% dos lan-
camentos micropropagados (Park ef al., 2004). Plan-
tas hiperhidricas caracterizam-se morfologicamente
por apresentarem aspecto transltcido, caules largos
e engrossados em didmetro e com entrends mais
curtos que os de plantas normais (Figura 1B), 6r-
gaos menos verdes e facilmente quebraveis, menor
alongamento celular e também menor potencial de
enraizamento das miniestacas (Kevers et al., 2004;
Bertoni et al., 2006).

Entre os principais fatores que causam hiperhidrici-
dade estao as condic¢des de estresse (Ziv, 1991), de-
vidas, por exemplo, aos estados fisico e quimico do
meio de cultura e da atmosfera dos frascos. Além
disso, outros fatores podem ocasionar a hiperhidri-
cidade, destacando-se a presenca de reguladores de
crescimento, grandes quantidades de i0es amonio
(NH4") e cloreto (CI), tipo e concentracao de agentes
gelificantes e alta humidade relativa nos frascos de
cultivo (Park et al., 2004).

Em relagdo aos reguladores de crescimento, estudos
mostram que em meio nutritivo contendo citocini-
na, a adi¢ao de auxinas frequentemente aumenta a



proporgao de plantas hiperhidricas. Em experimen-
to com Cochlospermum regium, ao aumentar a con-
centragao do acido indol butirico (AIB), aumenta-se
a porcentagem de hiperhidricidade dos explantes
(Inécio, 2010), corroborando os resultados encontra-
dos no presente trabalho. Geralmente, existe uma
relagdo negativa entre tamanho dos rebentos ou
proliferacdo e hiperhidricidade (Picoli et al., 2001),
fato igualmente confirmado neste estudo.

Apesar da formacao de estruturas hiperhidricas ser
prejudicial a micropropagagao do E. dunnii, a uti-
lizacdo de ANA em concentracdes inferiores a 0,75
mg L' nao afetou o alongamento das estacas. So-
mente 5% dos rebentos apresentaram a formacao de
hiperhidricidade quando da utiliza¢ao de 0,50 e 0,75
mg L de ANA, e menos de 2% na presenca de 0,25
mg L da auxina.

Conclusdes

Os genotipos testados sao passiveis de selecao com
base na resposta diferencial in vitro. A adi¢ao de
0,5 mg L' de ANA aumenta o niimero de rebentos
alongados e eleva o comprimento dos lancamen-
tos. Concentragodes superiores a 0,5 mg L' de ANA
apresentam aumento na formagao de estruturas hi-
perhidricas.

Referéncias bibliograficas

Alfenas, A.C.; Zauza, E.A.V.; Mafia, R.G. e Assis,
T.F. (2009) - Clonagem e doengas do eucalipto. 2. ed.
Vigosa, MG: UFV. 500 p.

Bertoni, B.W.; Damiao Filho, C.F. e Moro, J.R. (2006)
- Micropropagacao de Calendula officinalis L. Re-
vista Brasileira de Plantas Medicinais, vol. 8, n. 2,
p. 48-54.

Billard, C.E. e Lallana, V.H. (2005) - Multiplicaciéon
in vitro de Eucalyptus dunnii. Ciencia, Docéncia y
Tecnologia, vol. 16, n. 30, p.199-216.

Bisht, P; Sharma, V.K.; Joshi, I. e Kapoor, M.L. (1999)
- Micropropagation of newly produced F1 hy-
brid of Eucalyptus (E. tereticornis Sm. x E. camal-
dulensis Dehn. Southern Form). Silvae Genetica,
vol. 48, n.2, p.104-108.

Borges, S.R.; Xavier, A.; Oliveira, L.S.; Lopes, A.P. e
Otoni, W.C. (2011) Multiplicagao in vitro de clo-
nes hibridos de Eucalyptus globulus. Revista Arvo-
re, vol. 35, n. 2, p. 173-182.

Borges, S.R.; Xavier, A.; Oliveira, L.S.; Lopes, A.P. e
Otoni, W.C. (2012) -Estabelecimento in vitro de
clones hibridos de Eucalyptus globulus. Revista Ci-
éncia Florestal, vol. 22, n. 3, p. 605-616.

Brondani, G.E.; Dutra, L.F.; Grossi, F.; Wendling, I.

e Hornig, J. (2009) - Estabelecimento, multiplica-
¢ao e alongamento in vitro de Eucalyptus bentha-
mii Maiden e Cambage x Eucalyptus dunnii Mai-
den. Revista Arvore, vol.33, n.1, p. 11-19.

Brondani, G.E.; Dutra, L.F.; Wendling, I.; Grossi, F.;
Hansel, F.A. e Araujo, M.A. (2011) - Micropro-
pagation of an Eucalyptus hybrid (Eucalyptus
benthamii x Eucalyptus dunnii). Acta Scientiarum.
Agronomy vol. 33, n.4, p. 655-663.

Brondani, G.E.; Grossi, F.; Wendling, I.; Dutra, L.F.
e Araujo, M.A. (2010) - Aplicacao de IBA para o
enraizamento de miniestacas de Eucalyptus ben-
thamii Maiden & Cambage x Eucalyptus dunnii
Maiden. Acta Scientiarum. Agronomy, vol. 32, n.
4, p. 667-674.

Diniz, J.D.N.; Almeida, J.L.; Teixeira, A.L.A.; Gomes,
E.S. e Hernandez, F.F.F. (2003) - Acido giberéli-
co (GA3) e 6-benzilaminopurina (BAP) no cres-
cimento in vitro de macela [Egletes viscosa (L.)
Less.]. Ciéncia e agrotecnologia. vol. 27, n.4, pp.
934-938.

Erig, A.C. e Schuch, M.W. (2005) - Micropropagagao
fotoautotroéfica e uso da luz natural. Revista Cién-
cia Rural, vol. 35, n. 4, p. 961-965.

Ferreira, D.F. (2011) - Sisvar: a computer statistical
analysis system. Ciéncia e Agrotecnologia, vol. 35,
n.6, p. 1039-1042.

Gahan, P.B. e George, E.F. Adventitious regenera-
tion. In: Geroge, E.F. Hall, A. M. e De Klerk, G.-].
(2008) - Plant propagation by tissue culture: the ba-
ckground. 3 ed. Dordrecht: Springer, 2008. vol. 1,
p. 355-402.

George, E.F. e Debergh, P.C. Micropropagation:
uses and methods. In: George, E.F.; Hall, AM,;
De Klerk, G.-J. (2008) - Plant propagation by tissue
culture: the background. 3. ed. Dordrecht: Sprin-
ger, vol. 1, p. 29-64.

Grattapaglia, D. e Machado, M.A. Micropropaga-
¢do. In: Torres, A.C.; Caldas, L.S. e Buso, J.A.
(1998) - Cultura de tecidos e transformagio genéti-
ca de plantas. Brasilia: Embrapa-SPI/Embrapa-
-CNPH, p.183-260.

Inacio, M.C. (2010) - Estudo agrondémico, quimico e
biolégico de Cochlospermum regium (Mart. ex. Scha-
rank): uma planta medicinal do cerrado. 132 p. Dis-
sertagdo (Mestrado em Agronomia), Faculdade
de Ciéncias Agronomicas da UNESP — Campus
de Botucatu, SP.

Joshi, L; Bisht, P.; Sharma, V.K. e Uniyal, D.P. (2003)
- In vitro clonal propagation of mature Eucalyp-
tus F1 hybrid (Eucalyptus tereticornis Sm. x E.
grandis Hill ex Maiden). Silvae Genetica, vol. 52, n.
3, p. 110-113.

Kevers, C.; Franck, T.; Strasser, R. (2004) -

Navroski et al., Alongamento in vitro de rebentos de Eucalyptus dunnii 85



Hyperhydricity of micropropagated shoots: a
typically stress-induced change of physiological
state. Plant Cellular Tissue and Organ Culture, vol.
77, p. 181-191.

Lin Y. e Xie Y. (2007) - Study on Tissue Culture Te-
chnology of Eucalyptus dunnii. Eucalypt Science &
Technology, vol. 4. n.1. p. 312-323.

Mankessi, F.; Saya, A.; Baptiste, C.; Nourissier-
-Mountou, S.; Monteuuis, O. (2009) - In vitro roo-
ting of genetically related Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis clones in relation to the time
spent in culture. Trees, vol. 23, n. 5, p. 931-940.

Murashige, T. e Skoog, F. (1962) - A revised medium
for rapid growth and bioassays with tobacco
tissue cultures. Physiologia Plantarum, vol. 15, p.
473-497.

Nakhooda, M.; Watt, M.P. e Mycock, D. (2011) - Au-
xin stability and accumulation during in vitro
shoot morphogenesis influences subsequent root
induction and development in Eucalyptus gran-
dis. Plant Growth Regulation, vol. 65, p. 263-271.

Nakhooda, M.; Watt, M.P. e Mycock, D. (2012) - The
properties and interaction of auxins and cytoki-
nins influence rooting of shoot cultures of Eu-
calyptus. African Journal of Biotechnology, vol. 11,
p- 16568-16578.

Navroski, M.C.; Reiniger, L.R.S.R.; Pereira, M.O;
Curti, A.R. e Paim, A.F. (2013) — Alongamento in
vitro de genotipos de Eucalyptus dunnii Maiden.
Cerne, vol. 19, n. 4, p. 545-550.

Navroski, M.C.; Reiniger, L.R.S.R.; Araujo, M.M.;
Curti, A.R. e Pereira, M.O. (2014) — In vitro es-
tablishment and multiplication of genotypes of
Eucalyptus dunnii Maiden. Cerne, vol. 20, n. 1, p.
139-146.

Negishi, N.; Nakahama, K.; Urata, N.; Kojima, M.;
Sakakibara, H. e Kawaoka, A. (2014) - Hormone
level analysis on adventitious root formation in
Eucalyptus globulus. New Forests, n. 45, p. 577-587.

Oliveira, L.S. (2011) - Micropropagacio, microestaquia
e miniestaquia de clones hibridos de Eucalyptus glo-
bulus. Dissertagao (Mestrado em Ciéncia Flores-
tal) - Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, 58
p

Park, S.W_; Jeon, H.H. e Kim, H.S. (2004) - Effect of
sealed and vented gaseous microenvironments
on the hyperhydricity of potato shoots in vitro.
Scientia Horticulturae, 99, p. 199-205.

Perez, L.E.P. e Kerbauy, G.B. (2005) - Citocininas. In:
Kerbauy, G.B. (Ed.). Fisiologia Vegetal. Rio de Ja-
neiro: Guanabara Koogan, p. 250-278.

Picoli, E.A.T.; Otoni, W. C.; Figueira, M. L.; Carolino,
S. M.; Almeida, R. S.; Silva, E.A.; Carvalho, C.R.
e Fontes, E.P. (2001) - Hyperhydricity in vitro

86 Revista de Ciéncias Agrdrias, 2015, 38(1): 79-86

eggplant regenerated plants: structural characte-
ristics and involvement of BiP (Binding Protein).
Plant Science, vol.160, p.857-868.

Ramos, T.V. e Carneiro, LF. (2007) - Multiplicacao
“in vitro” de Cattleyax mesquitae pelo método de
estiolamento de segmentos caulinares. Pesquisa
Agropecudria Tropical, vol. 37, n. 1, p. 10-15.

Resende, M.D.V. e Duarte, ].B. (2007) - Precisao e
controle de qualidade em experimentos de ava-
liagao de cultivares. Pesquisa Agropecudria Tropi-
cal, vol. 37, n. 3, p.182-194.

Santos, A.P. dos; Xavier, A.; Oliveira, M.L. e Reis,
G.G. (2005) - Efeito da estaquia, miniestaquia,
microestaquia e micropropagacdo no desempe-
nho silvicultural de clones de Eucalyptus gran-
dis. Scientia Forestalis, Piracicaba, n. 68, p. 29 — 38.

Santos, D.C.; Wendling, I.; Dutra, L.F. e Fracaro, L.C.
(2004) - Alongamento in vitro de Eucalyptus uro-
phylla. Colombo: EMBRAPA Florestas, Comuni-
cado Técnico, 120. 4p.

Silva, A. B. da; Pasqual, M.; Maciel, A. L.R. e Dutra,
L.F. (2003) - BAP e substratos na aclimatizagao
de plantulas de gloxinia (Sinningia speciosa Lood.
Hiern.) provenientes de cultura de tecidos. Cién-
cia e agrotecnologia, vol. 27, n.2, p. 255-260.

Sobrosa, R.C. e Corder, M.P.M. (2003) - Efeito do
genotipo sobre o potencial para producao de ge-
mas e raizes adventicias em Eucalyptus grandis
Hill ex Maiden in vitro. Floresta e Ambiente, vol.10,
n.1, p. 58-68.

Sotelo, M. e Monza, J. (2007) - Micropropagation of
Eucalyptus maidenii elite trees. Agrociencia, vol.
9,n. 6, p. 81-89.

Watt, M.P. (2014) - Genotypic-unspecific protocols
for the commercial micropropagation of Eucalyp-
tus grandis x nitens and E. grandis x urophylla.
Turkish Journal of Agriculture and Forestry, vol. 38,
p- 125 -133.

Whitehouse, A. B.; Marks, T. R. e Edwards, G. A.
(2002) - Control of hyperhydricity in Eucalyptus
axillary shoot cultures grown in liquid medium.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, vol.71, n.3,
p.245-252.

Xiuhong, Y.L.X.Y.; Li, M.L.C.W.T.L e Shuangyun, L.
(2011) - Tissue Culture Eucalyptus dunnii. Scientia
Silvae Sinicae, vol. 47, n.1, p. 157-161.

Yang, L. (2006). Studies on effects of different factors
on Eucalyptus dunnii in vitro culture. Journal of Fu-
jian College of Forestry, n.1, p. 78-82.

Ziv, M. e Ariel, T. (1991) - On the relation betwe-
en vitrification in stomatal cell wall deformity
in carnation leaves in vitro. Acta Horticulturae, v.
314, p. 121-129.



