ESTABELECIMENT O, MULTIPLICACAO E ALONGAMENT O in vitro DE
Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage x Eucalyptus dunnii Maiden?
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RESUMO —Neste trabalho foram testadas diferentes concentra¢des de cloro ativo (NaOCI) na assepsia de
explantes para o estabelecimentaitro, bem como benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético (ANA)

para a multiplicagdo e alongamentdtiealyptusbenthamiix Eucalyptusdunnii. As minicepas fornecedoras

de propagulos para introdugi@ovitro foram conduzidas em minijardim clonal sob sistema semi-hidropdnico.
Segmentos nodais dos clones H12, H19 e H20 foram desinfestados com 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% (v/v) de cloro
ativo durante 10 min e inoculados em meio de cultura MS. Na obtencao de brotagdes mdltiplas, utilizou-se
0 meio de cultura ¥2MS suplementado com 0; 0,25; 0,50; 0,75; e 1,0 degBAP Na fase de alongamento,
utilizou-se o meio de cultura ¥2MS com 0; 0,25; 0,50; 0,75; e 1,0hdg@ANA. N&o houve interacdo entre

os fatores estudados, obtendo-se 45%, 46% e 66% de estabelecimento do clone H12, H19 e H20, respectivamente.
A concentracdo de BAP que resultou na maior proliferacéo de gemas axilares para o clone H12 aos 60 dias
foi estimada na faixa de 0,25 e 0,30 mgAos 60 dias, a faixa entre 0,25 e 0,75 nmigdeANA promoveu

0 maior nimero de brota¢cdes alongadas do clone H12.

Palavras-chavéssepsia, segmento nodANA, BAP e sistema semi-hidropénico.

ESTABLISHMENT, MULTIPLICATION AND ELONGATION in vitro OF
Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage x Eucalyptus dunnii Maiden

ABSTRACT — This work aimed to evaluate different concentrations of active chlorine (NaOCI) in explant asepsis
for the establishment in vitro as well as of benzylaminopurine (BAP) and naphthalene acetic acid (NAA)
in the multiplication and elongation Blucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii. Ministumps, which supply

shoots for introduction in vitro, were cultivated in a clonal mini garden under semi-hydroponic system. Nodal
segments of clones H12, H19 and H20 were disinfested with 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0% (v/v) of active chlorine
during 10 minutes and inoculated in MS medium. In the multiplication phase, culture ¥2MS medium supplemented
with 0, 0.25, 0.50, 0.75 and 1.0 m§af BAP was used. In the elongation phase, ¥2MS medium supplemented
with 0, 0.25, 0.50, 0.75 and 1.0 m§&f NAA was used. No interaction occurred between the studied levels,
with 45%, 46% and 66% of establishment of clones H12, H19 and etk ctivelyThe BARconcentration

that resulted in the highest axillg’s bud poliferation for clone H12 at 60 days was estimated in the range

of 0.25t0 0.30 mg'L At 60 days, the range between 0.25 to 0.75 rhgfINAA, promoted the highest
number of elongated shoots for H12 clone.

Keywords: Asepsis, nodal segment, NAA, BAP and semi-hydroponic system.
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12 BRONDANI, G.E. et al.

1. INTRODUCAO (1998) destacaram que a dificuldade maior nessa etapa
O génerdEucalyptusnclui a maioria das espécies reside em se obter tecido descontaminado, sem conduzi-

florestais utilizadas no estabelecimento de plantagseQ @ Morte quando isolado, em que os pré-tratamentos
em areas tropicais e subtropicais do mundo, Sendgpllcados a planta-matriz sdo determinantes para o

a clonagem de genétipos superiores uma alternativi!CeSs0 do empreendimento. Segundo esses autores,
para o estabelecimento de plantios clonaisMBs varias substancias com ag¢do germicida séo utilizadas

et al., 2004). O grande potencial das espécies dgara fazer a desinfestacao dos‘explantes, destacando-
Eucalyptusem produzir madeira e fibra para polpa e S€ © étanol e os compostos a base de cloro.
papel fez que o género ganhasse grande importancia As citocininas sdo indispensaveis para a quebra
comercial, tornando-se alvo da propagai¢éitro  de dominancia apical e indugéo de proliferagéo de gemas
e manipulacéo geneética (MERKLE e NAIRN, 2005). axilares, sendo o tipo de citocinina e sua concentracio
As préticas e técnicas silviculturais convencionais0s fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicagéo
contribuiram significativamente para melhoria dasin Vitro. Na literatura, as concentragées de citocininas
espécies florestais e continuaréo a ter impacto substancfra multiplicacao deucalyptusgeralmente variam
na produtividade (JOSHI et al., 2003; NEHRA et al.,de 0,1 a 5,0 mg't, em que as concentragdes de auxina
2005). O desenvolvimento da clonagem com espécie$ao frequentemente baixas se comparadas com as
puras e de hibridos interespecificos do génerg&itocininas, tendo em vista a manutencao do balango
Eucalyptuspor meio do enraizamento de estacas, fopuxina/citocinina menor que 1 (GRAAPAGLIA e
o marco inicial para a propagacao vegetativa assumiMACHADO, 1998). Entretanto, devido a diferencas
posicéo de destaque e despertar o interesse de empreBagomportamento das espécies, essas concentracées
e pesquisadores (TITON et al., 2003). Os ganhos erde reguladores de crescimento sdo variaveis.
homogeneidade, produtividade e adaptabilidade dos  gyistem relatos sobre o sucesso dessa técnica na
plantios clonais e a obtencao destes em um periodgy,yip|icaczo de hibridos deucalyptus(BISHT et
relativamente curto justificam o processo de clonagenél_, 1999: JOSHI et al., 2003: GLOCKE et al., 2006: NETTO
(CAMPINHOS etal., 1999). etal., 2006), entretanto ndo hé protocolo estabelecido
No Brasil, os reflorestamentos séo realizados conparaE. benthamiix E. dunnii. Além disso, a falta de
mudas de clones selecionados para as caracteristicagcdes de espécies Hacalyptudolerantes a geadas
silviculturais e tecnoldgicas de interesse de cada empregauma das limitagées da expansio de seu cultivo na
(DEL PONTE et al., 2001). S&o clonados principalmenteRegido Sul do Brasil, e tantde benthamiiquanto
hibridos naturais deéucalyptuse as espécies potenciais o E. dunniise apresentam como alternativas potenciais
para melhorar as caracteristicas da madeira e adaptagdiara o empreendedor florestal nesses casos.
dos clones vém sendo introduzidas nos programagdicionalmente, a producéo do hibrido interespecifico
de hibridacéo das empresas (CAMPINHOS et al., 1999kntre os materiais citados podera proporcionar beneficios
Atualmente, a clonagem do género é realizada€Xtras, ao associar as vantagens adaptativas e
principalmente, por miniestaquia, porém muitas empresag!viculturais das espécies parentais.
florestais utilizam a cultura de tecidos para producéo O trabalho teve como objetivo desenvolver um
massal de gen6tipos selecionados atraves de sucessiyggtocolo de estabelecimento, multiplicacéo e

geracoes (WTT et al., 2003). Entre as técnicas de gjongamentan vitro deE. benthamiix E. dunnii.
cultura de tecidos de plantas, a micropropagagéo tem

sido a mais difundida e com aplicagdes praticas 2. MATERIAL E METODOS
comprovadas (XXIER e COMERIO, 1996; XXIER )
e COMERIO, 1997). 2.1. Material vegetal

Na micropropagacéo, a alta taxa de multiplicagéo O material utilizado para a obtencéo dos explantes
acelera os programas de propagacao clonal e possibilitai proveniente de minicepas dos clones hibridos H12,
a clonagem de hibridos @icalyptusgde alto valor H19 e H20 d&ucalyptus benthamiiEucalyptus dunnji
e dificil enraizamento, e um dos fatores mais critico®btidas pelo processo de estaquia convencional e
dessa técnica refere-se ao sucesso na fase denduzidas em minijardim clonal sob sistema semi-
desinfestagcdo dos explantes. Grattapaglia e Machadudropdnico de canaletdo com areia média (Figura 1).
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Fonte: Laboratério de Propagacao de PlanteEmlrapa Floestas Source: Embrapa Foests Plant Popagation Laboratoy.

Figura 1 —Detalhe do minijardim clonal d&. benthamiix E. dunnii(a) e brotacfes aptas para a coleta (b).
Figure 1l — E benthamii x Edunnii clonal minigarden (a) and buds apt for collection. (b)

Passados 20 dias ap6s o plantio das mudas dsilizadas foram provenientes da terceira coleta (90 dias
estaquia com aproximadamente 15 cm de altura no sistera@6s a poda do apice da minicepa), sendo transportadas
semi-hidroponico, procedeu-se a decepa da parte aéreen sacos de polietileno contendo solugédo de acido
para formar as minicepas decepa foi efetuada 5 cm ascérbicol% (p/v). Posteriormente, procedeu-se a retirada
acima da brotac&o de cada estaca enraizada, tomandias folhas e lavagem superficial do material vegetal com
se o cuidado de deixar no minimo um par de folhagigua deionizada, para a remocéo de particulas e poeira.
remanescentes por minicepa, para reduzir o estres$fyrante todo o processo, os equipamentos utilizados

e facilitar a iniciacéo da brotac&o posterior, conformeforam desinfestados com solucéo de alcool 70% (V/v).
metodologia descrita p@vendling (1999), constituindo,

dessa forma, o minijardim clonal Segmentos nodais contendo um par de gemas

axilares sem as folhas e com 1,5 cm de comprimento

As minicepas foram conduzidas em estufa.foram imersos em soluc&o de alcool 70% (v/v) por 15
recebendo diariamente por gotejamento, a uma vazég_:.g, enxaguados com agua deionizada e submetidos
de 5 L n, solugéo nutritiva composta de monoamonio 3 concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% (v/v) de cloro
fosfato (0,04 g L), sulfato de magnésio (0,40 g\ 4tjyo (NaOCI) e acrescidas @imeen 20 (0,05% V/v),
nitrato de potassm, (0_’44 g). SUIfat,O .de anpmo (0.31  gyrante 10 min. Finalmente, os segmentos nodais foram
9 L'l),lcloreto de calcio (0'7? g%, acido boncp (2,88 |avados trés vezes com agua deionizada e autoclavada
mg L: )'. sulfato de manganés (3'79 m@,Lmollbdalto e inoculados verticalmente em tubos de ensaio conicos
de.sodlo (0,18 rtlg‘L), sulfato de ZInco .(0’74 mg D‘ de 15 cm x 2 cm contendo 10 mL do meio de cultura
e hidroferro em p6 (81,80 md)LLA condutividade elétrica MS (MURASHIGE e SKOOG962) suplementado com
da solugédo nutritiva foi mantida em 1,6 mS a25 250 mg L de PVP 40, 30 g Lde sacarose, 6 g'ide
°c e.,o.pH ajustado em 5,6 (+1), corrigido com aCidoégar e pH ajustado [;ara 5/h6s a inocuiagéo, 0s
muriatico & NaOH (1M). explantes foram mantidos durante sete dias no escuro,
2.2. Estabelecimentan vitro para reduzir o processo oxidativo.

Uma semana previamente a coleta das brotacdes A0s 21 dias, avaliaram-se as contaminagdes fungica
dos clones foi aplicado fungicida KumulusT{Enxofre € bacteriana e os explantes oxidados; dos explantes
como principio ativo) a 3 g-t(p/v), conforme estabelecidos foram avaliados o nimero de folhas, o

recomendacdes défenas et al. (2004As brotacdes Nnumero de brotagdes e o comprimento total das brotacoes.

R. Arvore, Vicosa-MG, v.33, n.1, p.1-19, 2009
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O experimento foi conduzido no delineamento (0,1 M) e NaOH (0,1 M), previamente a adigao do agar
inteiramente casualizado em arranjo bifatorial (3x4), sendao meio nutritivo, e entdo autoclavado na temperatura
os fatores constituidos por trés clones: H12, H19 e H2GJe 121 °CI(1L,0 kgf cn¥) durante 20 min. Em todos os
e quatro assepsias: 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0% de cloro ativo coaxperimentos realizados, os explantes foram cultivados
cinco repeticdes compostas de cinco explantes cada unem sala de incubagédo com temperatura mantida em

o 26 °C(+2 °C), fotoperiodo de 16 h luz e luminosidade
2.3. Multiplicagao de 84 pmol ms?, fornecidas por lampadas fluorescentes

Brotacdes contendo de uma a duas gemas axilareldfanca-frias.
provenientes da fase de estabelecimento dos clon .
H12, H19 e H20, foram inoculadas em frascos de 7 C:?&Anallse dos dados
x 5,5 cm contendo 40 mL do meio de cultura ¥2MS Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(MURASHIGE e SKOOG1962) suplementado com 0; (ANOVA) (p<0,01 ep<0,05), sendo as médias comparadas
0,25; 0,50; 0,75; e 1,0 md de benzilaminopurina (BAP)  pelo teste de Tukeyp€0,05) e por regresséo polinomial
e 0,01 mg t* de acido naftalenoacético (ANA3o (p<0,01 e p<0,05). Utilizou-se o programa SOC
meio de cultura adicionaram-se, ainda, 250 mdé.  (EMBRAPA, 1990) para a realizacdo dos procedimentos
PVP40, 30 g I! de sacarose e 6 g'lde agar, sendo estatisticos.
o pH ajustado para 5,80s 30 dias, procedeu-se ao
subcultivo dos explantes em novo meio de cultura. 3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O numero de gemas axilares formadas por explante foi o
avaliado aos 30 e 60 dias ap6s a inoculagéo. 3.1. Introducdoin vitro

O experimento foi conduzido em delineamento ~ Com base n&ANOVA das caracteristicas
inteiramente CasualizadO, testando_se Cinccﬁ.mostradas, pOde-Se Vel’lflcal’ que nao existiu In'[el’a(;ao

concentracdes de BAP (0; 0,25; 0,50; 0,75; e 1,0 mghtre o fator clone em relacdo as diferentes
Lt de BAP) com cinco repeticdes compostas de quatréoncentracdes de cloro ativo testadas na fase de

explantes cada uma. estabelecimento, ou seja, os clones H12, H19 e H20
ndo diferiram quanto ao tratamento asséptico.
2.4 Alongamento Entretanto, existiu efeito significativo dos clones

Explantes contendo de 10 a 20 brotagées, obtidaguanto a porcentagem de contaminacéo bacteriana,
na fase de multiplicagéo do clone H12, foram inoculadogXxplantes oxidados e explantes estabelecidos aos
em frascos de 7 cm x 5,5 cm contendo 20 mL do mei@1 dias apds a inoculacdoafiela 1).
de cultura 2MS (MURASHIGE e SKOQ®&962)
suplementado com 0; 0,25; 0,50; 0,75; e 1,0 rhde-
ANA e 0,05 mg I2 de BARAdicionaram-se 250 mg

N&ao houve efeito dos fatores testados para o
porcentual da contaminacéo flingica, obtendo-se média
. de 41,33%. Quanto a contaminagao bacteriana, o clone
-1 o
L*de PVP40, 15 g 'Lde sacarose e 6 g'lde agar, H19 apresentou o maior valor médio com 9% de

sendo o pH ajustado para %®s 30 dias, procedeu- contaminacao, diferindo estatisticamente do H12 e H20,

se ao subcultivo dos explantes em novo meio de cultura, . . o .
0S quais apresentaram, respectivamente, 1% e auséncia

O numero de brota¢cdes alongadas e o compriment . ~ . .
¢ g b e contaminagao para essa variavel (Figuraazha-

total por explante foram avaliados aos 30 e 60 dias . ige ~ .
. . ~ Se prudente a identificacdo da fonte contaminante
apés a inoculacgéo.

(fungica ou bacteriana) durante o estabelecimento,
O experimento foi conduzido em delineamentoa qual poderé auxiliar a estratégia de manejo fitossanitario
inteiramente casualizado, testando-se cincmo preestabelecimenivitro a ser adotada na planta-
concentracdes deNA (0; 0,25; 0,50; 0,75; e 1,0 mg matriz fornecedora de propagulos vegetativos. No caso
L* deANA), com cinco repeticdes compostas de quatrodeste estudo, a contaminacéo fingica requer maior
explantes cada uma. atencao, em que a execucéo de tratamentos mais
criteriosos, como a aplicacdo de fungicidas nas minicepas
previamente a coleta das brotacdes, podera reduzir
A cada preparo do meio de cultura com agusessa fonte de contaminacéo, auxiliando a maximizagéo
deionizada, o valor do pH foi se ajustando com HCIdo processo de micropropagacéo do hibrido.

2.5. Condic¢bes de cultura
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Tabela 1 Resultados da analise de variancia da contaminacao fungica (Fun), bacteriana (Bac), explantes oxidados (Oxi),
explantes estabelecidos (Est), numero de folhas (NF), comprimento total das brota¢des (CB) e nimero de brotagdes
por explante (NB) de hibridos & benthamiix E. dunnii,em funcéo dos tratamentos testados aos 21 dias
apos a inoculagao

Table 1 — \ariance analysisesults of the fungic contamination (Fun), bacterial contamination (Bac), oxidation explants

(Oxi), healthy explants (Est), leaf number (NF), total length of the buds (CB) and number of buds per explants
(NB) of E benthamii x Edunnii hybrids in function of the treatments tested, at 21 days after inoculation

Causas d¥ariacdo GL Quadrados Médios

Fun® Bac® Oxi ™ Est® NF ® CB®@ NB @

(%) (expl:h) (cm) (expl:h)

Clone (C) 2 0,4157"  0,3028** 0,1206** 0,6047** 0,0013"s 0,0021" 0,0034ns
Cloro (Cl) 3 0,1519"s 0,0164"s 0,0283"s 0,1726" 0,0072"s 0,0039"s 0,0026"
C *Cl 6 0,0784ns 0,0195" 0,0908" 0,1045" 0,0041rs 0,0014" 0,0011ns
Residuo 48 0,1444 0,0358 0,0246 0,1059 0,0046 0,0022 0,0036
Média - 41,33 3,33 3,00 52,33 5,48 0,78 1,75
CV (%) - 24,42 23,92 19,97 18,81 9,22 17,05 14,43

"sF n&do-significativo a 5% de probabilidade; ** F significativo a 1% de probabilitdados transformados pgp + 0.5 €@ por\/%, em virtude
de ndo apresentarem normalidade pelo teste de Lilliefors a 5% de probabilidade. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de varia¢&o. expl. = explante.

I Clone H12 [__] Clone H19 [ Clone H20 estabelecidos, apresentado valores de 45% e 46%,

70+ - respectivamente. Porém, o clone H20 exibiu o maior
604 valor médio de explantes estabelecidos (66%), diferindo
~ significativamente dos demais (Figura 2).
% 30 b Joshi et al. (2003), ao trabalharem com segmentos
gn 401 nodais de 2 a 3 cm de comprimento, os quais foram
£ 30- coletados de arvores @&etereticornisx E. grandis
5 201 de 30 anos de idade, obtiveram 50% de segmentos nodais
A~ nao contaminados quando expostos durante 20 min
10+ a b A na concentragao de 30% (v/v) de NaDOk resultados
of_b‘—‘_l’__ m foram semelhantes aos encontrados neste estudo com
Contaminag¢do Explantes Explantes o hibrido, porém o tempo de exposic¢ao foi superior,
Bacteriana Oxidados  Estabelecidos possivelmente por se tratar de material proveniente
Figura 2 —Valores médios da contaminagéo bacteriana, oxidagaglre,ta,meme dq campo,~os quais necessnam d'e maior
e explantes estabelecidosdeenthamik E.dunnii  Critério de desinfestacao para o estabelecimiento

aos 21 dias ap6s a inoculagdo. Médias seguidas poritro (ALFENAS et al., 2004).

uma mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo . . . .
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Quando se utiliza material vegetativo diretamente

Figure2 — Mean values of bacterial contamination, oxidation d0 campo, os tratamentos desinfetantes séo mais
and established healthy explants obEnthamii  criteriosos, em virtude de os explantes apresentarem
x E dunnii, at 21 days after inoculatidleans  maiores niveis de contaminacéo, e geralmente as
followed by the same letter do not_qlﬁer3|gn|f|cantly concentracdes e tempos de exposicdes aos agentes
by the Tikey test, at 5% pbability level desinfetantes sdo maiores (GRPAPAGLIA e
. o MACHADO, 1998), em comparagdo com os explantes
~ Houve diferenca significativa entre as taxas dé,oyenjentes de ambientes protegidos. Para esses
oxidacao dos clones H19 e H20, com 6% e auséncigyplantesAlfenas et al. (2004) recomendaram a
de oxidacao, respectivamente. Ja o clone H12 nao diferi&bncentraqéo de 0,5% de cloro ativo durante 20 min
significativamente dos outros, apresentando valor médiBara segmentos nodais mais lignificados e 0,3% de
de 3% (Figura 2). cloro ativo durante 2 min para segmentos nodais mais
Aos 21 dias ap6s a inoculag&o, os clones H12enrosAlém disso, Grattapaglia e Machado (1998)
e H19 n&o diferiram quanto a porcentagem de explantd§ssaltaram que o estado fisiolégico da planta-matriz de
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onde s&o retirados os explantes apresenta grande influéncrbela 2— Resumo da analise de variancia com decomposi¢éo
no posterior comportamento das culturas. Esse fator pode dos tratamentos em regress&o polinomial do numero

h - médio de gemas emitidas por explante (NG) do
ter influenciado a resposta dos clones quanto aos tratamentos clone H12 déEucalyptus benthari Eucalyptus

testgdos, pois 0s gxlplanfces foram prover]ientes de minicepas dunnii, aos 30 e 60 dias ap6s a inoculagéo, em
cultivadas em minijardim clonal manejadas em sistema funcdo dos tratamentos de BAP
semi-hidropdnico, o qual apresentou homogeneidad&able 2 — \ariance analysisesults with decomposition of
das condigBes de manejo fitossanitario. Segundo Campinhos the treatments in polynomial regression, for the

etal. (1999), as vantagens mais relevantes desse sistema mean number of buds per explant (NG) of the
Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii H12 clone,

estdo Ilggdas ao control'e ma|s~efetlvq d~e todo o processo, at 30 and 60 days after inoculation in function
como maior controle da irrigagéo, nutricéo, tratos culturais of the BAP treatments
e pragas e doencgas.

Causasda GL Quadrados Médios
Devido ao efeito ndo-significativo entre 0s variacao NG
tratamentos de hipoclorito de sédio testados, recomenda- 30 dias 60 dias
se a concentragdo de 0,5% de cloro ativo para a (explante?) (explante?)
desinfestacao de explantes do material hibrido provenienAP 4 22,56 ** 327,34 **
de minijardim clonal cultivado em leito de areia. ~ 1°grau 1 0,321 67,28 *
2°grau 1 51,43 ** 716,80 **
3.2. Multiplicacéo 3°grau 1 36,98 ** 518,42 **
~ . . . ... . Residuo 20 0,78 8,18
Embora'nao tenha ocorrido dlfgrenga slgn!ﬁcatlvaédia — 2.08 8.96
quanto ao numero de folhas, comprimento e nimero dgy (o4 _ 21.65 25.92
brotacdes entre os gendtipos durante o estabelecimergb,e\;p' — 88,73 1.302,50 **
(Tabela 1), os clones H19 e H20 apresentaram comportamenigt _ 90,24 ** 1.309,36 **
recalcitrante na fase de multiplicagdo, com elevada taxg? — 0,98 ** 0,99 **

de oxidacdo, fator esse que impediu os CuItIVOSSValor de F nédo-significativo a 5% de probabilidade de erro.
subsequentes. Somente o clone H12 respondeu a essa* Valor de F significativo a 5% e 1% de probabilidade de erro,
fase. sendo possivel determinar as faixas das concentrag ectivamente. GL = graus de liberdade, CV = coeficiente de variagéo,

! X X o = soma de quadrados do modelo, SQT = soma de quadrados
de reguladores de crescimento mais eficientes parad tratamento e = coeficiente de determinagéo.
proliferacdo de gemas axilares. Segundo George (1993)
e Hartmann et al. (2002), cada material genetico pod ... ( ¢ 30 dias) NB - 1,67+38.05BAP-82,5IBAP+45 §TBAP(R = 0,98)

. . A ~ 2 3 2

responder diferenciadamente quanto a propagagd___ ( i 0 dias) NB = 1,66+138,87BAP-308,8BAP+171,73BARR = 0,99)
vegetativa. Essa hip6tese foi constatada neste estudo 22-
durante a multiplicacdo. Possivelmente, serdo necessarios
ajustes do meio de cultura para os clones H19 e H20,
os quais poderao promover melhores resultados ao cultiv:

in vitro. 8-

Aos 30 e 60 dias ap6s a inoculagdo, constatou-sé&
comportamento polinomial ctbico quanto & multiplicagéo £
de gemas do clone H125f@ela 2)Aos 30 dias, o ponto g
critico da concentragcdo de BAP ficou em torno de 0,3
mg L%, correspondendo a uma producéo de 6,9 gemas
por explante (Figura 3). Esse comportamento foi semelhante %700 0,25 0,50 0,75 1,00
aos 60 dias, quando o ponto critico de BAP foi de 0,30 L

’ ; S BAP (mg L)
mg L%, porém ocorreu elevado acréscimo na taxa de
multiplicac&o, correspondendo a uma estimativa de 20,Bigura 3 —Numero de gemas emitidas por explante do clone

gemas por explante nessa concentracédo de BAP (Figura H12 deE. benthamix E. dunnii, aos 30 e 60
dias ap6s ainoculagéo, em fungéo dos tratamentos

(explante )

3). Com base nas interpretagdes das equacdes ajustadas, de BAR

pode-se inferir que a faixa situada entre 0,25 e 0,50 Mg@igure 3 — Mean number of buds per explant of clone H12
L-*de BAP resultou nos melhores valores quanto ao nimero of E. benthamii x Edunnii, at 30 and 60 days
de gemas emitidas do material hibrido avaliado. after inoculation in function of the BAP treatments
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Em condi¢cBes semelhantes de cultivo, Gomes &112. Segunddlfenas et al. (2004), concentracdes
Canhoto (2003) utilizaram concentrac¢fes de 0,9 pMelevadas de BAP podem resultar em acimulo desse
de BAP((D,20 mg ) combinado com 0,05 uM éé&NA regulador de crescimento nos tecidos e prejudicar o
(00,01 mg Y) em ¥2MS para proliferacdo de gemas deposterior desenvolvimento das brotacfes, fato que
E. nitensMaiden.Apoés trés subcultivos, obtiveram pode ter influenciado a resposta obtida has concentragdes
apenas 2,25 brotos por explante, contudo os resultadasiperiores a 0,75 mgiilde BAR
foram promissores devido a recalcitrancia apresentada
pelo material. Graca et al. (2001), ao compararem o efeitd->-Alongamento

de BAP e Thidiazuron (TDZ) na multiplicacaovitro Na fase de alongamento das brotagdes do H12
de brotacdes dE. dunnii relataram que o BAP exjstiu comportamento polinomial ctibico aos 30 dias.
apresentou efeito superior quanto a produgao deorém, ao cultivar os explantes por mais 30 dias nas
brotacGes, além de induzir baixa formagao de calo. Joshhesmas condicées, houve comportamento quadratico
etal. (2003) obtiveram de 20 a 25 brotacGes por explani@rabela 3)Aos 60 dias, a estimativa do ponto critico
somente aos 150 dias em meio MS na concentragdge 0,49 mg I* deANA correspondeu a 3,8 brotos
de 1 mg ! de BAPcombinado com 1 mgldeANA alongados por explante (Figura 4). Com base na
paraE. tereticornisx E. grandis Resultados semelhantes interpretagéo da equagédo ajustada aos 60 dias, pode-
foram obtidos por Bisht et al. (1999) &rtereticornis  se inferir que as concentracdes situadas entre 0,25
x E. calmadulensie por Sharma e Ramamurthy (2000) e 0,75 mg E deANA resultaram nos melhores valores
emE. tereticornisem meio MS suplementado com 1 do nimero de brota¢gées alongadas por explante do
mg L*de BAPe 1 mg ! deANA. clone H12.

Concentracdes de BAP acima de 0,75 rigéio O comprimento das brotagdes ndo variou em
resultaram em efeitos positivos quanto a proliferacaduncao da concentracdoAIBA em ambas as épocas
de gemas (Figura 3), e na Concentragao de 1f:ng Lde avaliagéo, apresentando valores médios de 1,1
de BAP além de ter apresentado sintomas de hiper€ 2,4 cm, respectivamente, aos 30 e 60 dias apds a
hidricidade, houve oxidacdo dos explantes do clonénoculacao (&bela 3).

Tabela 3— Resumo da analise de variancia com decomposigéo dos tratamentos em regresséo polinomial do nimero de brotagdes
alongadas por explante (BAE) e do comprimento das brota¢fes por explante (CB) do clon&.HExdeamii
X E. dunnii, aos 30 e 60 dias ap06s a inoculacao, em funcao dos tratameids de

Table 3 —\ariance analysisesults with decomposition of theatments in polynomiaégression, for the number of elongated
shoots per explant (BAE) and shoot length per explant (CB) of the Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii
H12 clone, at 30 and 60 days after inoculation in function of the NAA treatments

Causas d¥ariacdo GL Quadrados Médios
BAE CB
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

(explantet) (explantet) (cm explanté) (cm explanté)
ANA 4 0,96 * 6,56 ** 0,0390"s 0,848ns
1° grau 1 0,00"s 0,18ns 0,0882ns 2,000"s
2° grau 1 0,91ns 19,56 ** 0,0001"s 1,209
3°grau 1 2,00 ** 5,12ns 0,0098"s 0,180n"s
Residuo 20 0,22 1,24 0,085 1,010
Média — 1,48 2,72 1,1 2,4
CV,,, (%) - 21,69 22,94 26,54 22,23
SQM - 2,91 * 19,74 ** - -
SQT — 3,84 * 26,24 ** 0,156" 3,392
R? — 0,76 * 0,75 ** — —

"sValor de F ndo-significativo a 5% de probabilidade de erro.
* e ** Valor de F significativo a 5% e 1% de probabilidade de erro, respectivamertegréils de liberdade, C¥coeficiente de variacéo,
SQM = soma de quadrados do modelo, SQT = soma de quadrados do tratanfentmefiRiente de determinacgéo.
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18 BRONDANI, G.E. et al.

as brotacdes mostraram-se vigorosas, o que indica
boas perspectivas quanto as condi¢cdes de cuitivo
vitro desse material genético. Futuramente, variagcées
A nas relacdes de BAFANA e, ou, testes com outros
reguladores de crescimento e meios de cultura poderéo

2 3 2
(o 30 dias) BAE = 1,05+7,56ANA-17,83ANA+10,67ANA(R = 0,76)
—— (A 60 dias) BAE = 1,78+8,22ANA-8 46ANA (R = 0,75)

4,01

§ 3,51 aprimorar a técnica e expressar resultados mais
g _ 3,04 satisfatorios.
8" o
< § 25 4. CONCLUSOES
’§ i%: 201 Os clones estudados né&o apresentaram
g 1,5 . . . comportamento distinto em relagdo as concentracdes
- de cloro ativo estudadas, obtendo-se até 66% de
1,04 T T T 1 estabelecimento do clone H20 e 45% e 46% dos clones
0,00 025 0,50 ¥ 0.75 1,00 H12 e H19, respectivamente, aos 21 dias apds a
ANA (mg L) inoculacao, sendo recomendada a concentracio de

o . . ~
Figura 4 — Numero médio de brota¢cfes alongadas por explantg’5 % de cloro ativo para a desinfestagéo dos explantes.

(&)  comprimento médio das brotacoes alon_gadas A faixa da concentracao de BAP que resultou em
por explante (b) do clone H12 &Eebenthamii . . - .
x E. dunnii, aos 30 e 60 dias apés a inoculagéo, Malor taxa de proliferacéo de gemas axilares por explante

em funcéo dos tratamentosAlNA. do clone H12 foi estabelecida entre 0,25 e 0,50 fng L

Figure4 — Mean number of elongated shoots per explantaos 60 dias ap6s a inoculacao.
(a), average length of the elongated buds per

explant (b) of clone H12 of.BBenthamii x E Aos 60 dias ap6s a inoculagéo, a faixa entre 0,25
dunnii, at 30 and 60 days after inoculationin g Q0,75 mg t* deANA promoveu o maior niimero de
function of ANA treatments brotacées alongadas por explante do clone H12, com

- comprimento médio de 2,4 cm.
Para este estudo, na concentracao de 1 hagL

ANA foi observada indugéo de calo, resultando em O protocolo ora ajustado para o clone H1Ede
efeito negativo no alongamento das brota¢gdesbenthamiix E. dunniipode ser considerado eficiente
Grattapaglia e Machado (1998) afirmaram quepara a sua micropropagac&o. Contudo, ajustes nas fases
concentragdes excessivas de auxina podem favorecee multiplicagdo e alongamento de materiais genéticos
demasiadamente o enraizamento ou a formacéo de calg19 e H20 serdo necessarios e complementares para
confirmando essa hipdtese neste estudo. o desenvolvimento de um protocolo eficiente para o

Joshi et al. (2003) observaram multiplicagéo seguid&y!tivo in vitro.

de alongamento das brotagdes de arvores de 30 anos
de idade d&. tereticornisx E. grandisem meio MS.

O comprimento médio o!as bro,tagﬁ'es along?das foi d,ﬁLFENAS, A. C. et al.Clonagem e doencas
2,5 a 3 cm durante 15 dias apds a inoculagao em mejg, eucalipta Vicosa, MG: Universidade
suplementado com 1 mg'lde BAP e 0,4 mgtde  pederal da/icosa, 2004. 442p.

GA.,. Bisht et al. (1999), ao trabalharem dértereticornis

x E. calmadulensistambém observaram multiplicagéo ALVES, E.C.S. C.; XXIER, A.; OTONI,W. C.
seguida de alongamento ap6s um periodo de 120 di@¥rganogénesia vitro a partir de explante caulinar
de cultivo em meio MS suplementado com BNA. na regeneracao de clonesklecalyptus grandisV.
A partir desse periodo até 180 dias de cultivo em meidlill ex Maiden XE. urophyllaS.T. Blake.Revista
MS ocorreu alongamento em todos os tratamentos d@rvor e, v.28, n.5, p.643-653, 2004.

BAP eANA, resultando, no geral, em brotos de 2 a
3,5 cm de comprimento.
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