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1. INTRODUGAO

O eucalipto, pela sua extensa area plantada no Brasil

- . - -~ ’ L4 . . . }

e pelo seu potencial de utilizagdao como matéria prima para as in-
distrias madereiras representa, sem duvida, O nosso mais impor-

tante género de espécie florestal exdtica.

A cultura do eucalipto é responsdvel, atualmente, por
quase 2 milhOes de hectares de florestas plantadas em Minas Ge-
rais, o que representa cerca de 36% da area total reflorestada no

Brasil.

Dentre as espécies mais usualmente utilizadas desta-

cam-se: Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, Eucalyptus saligna

Smith e Eucalyptus urophylla S.T. Blake, sendo que a madeira des-
sas espécies destina-se principalmente a indistria de celulose e
papel, chapas duras e para a produgao de carvao. Grande énfase

vem sendo dada atualmente para sua utilizagdo em serraria.

Grande parte dos plantios existentes no Brasil reve-
lam uma mistura de hibridos de diversos graus e entre diversas es

- . . . . 4 .
pecies, devido a grande facilidade de cruzamento entre especies,
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associada a falta de cuidados de talh®es inicialmente implantados,
Esta hibridagdo natural difundida ocorre em plantagdes de impor -
tantes espécies de eucaliptos no Brasil e a heterogeneidade das
sementes, como resultado, tem embaragado a selecdo de individuos

puros, RIZZINI (42).

Em virtude dessa realidade, a clonagem de arvores su-
periores tem sido utilizada como ferramenta nos programas de me-
lhoramento florestal. Entretanto, o uso de métodos usuais de pro-
pagagao vegetativa tem tido pouco sucesso com eucaliptos, devido
a rejeigd3o de enxertos e a produgao de inibidores de enraizamento

em tecidos adultos, PATON et alii (39).

A cultura de células e de tecidos oferece um método
alternativo de propagagdo vegetativa pois apresenta um grau de
multiplicagdo maior, ndo apresenta incompatibilidade, exige pouco
espago e tempo e as técnicas s3o mais confidveis visto que hd um

grande controle de fatores fisicos e quimicos.

Objetivou-se com o presente trabalho: 1) determinar
outros meios in vitro para redugdo da contaminacdo fungica e oxi-
dagdo fendlica nas primeiras subculturas; 2) estabelecer a cultu-
ra in vitro de segmentos nodais de E. grandis Hill ex Maiden de

explantes oriundos do campo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Eucalyptus grandis Hill ex Maiden

O Eucalyptus grandis é uma espécie de drvore de gran-

de porte, com alturas variando de 42 a 55 m e dilmetros maximos
em torno de 1,2 a 1,8 m, em sua area de ocorréncia natural. 0
fuste apresenta-se com boa forma, limpo e boa desrrama natural a-

té cerca de dois tergos da altura, HALL et alii (26).

A espécie ocorre naturalmente na Austrdlia, desde New
castle, New South Wales até Atherton, Queensland, em forma descon
tinua e fragmentada por uma longa faixa costeira, estendendoc - se
por uma faixa latitudinal de 32°35' (Nsw) a 17° (Q1d), em altitu-
des variando de 300 (NSwW) a 750 m (Qld), HALL et alii (26) e GOL-

FARI et alii (20).

No Brasil, o E. grandis tem encontrado condic¢des ide-
ais para seu desenvolvimento sob condigdes ambientais diversas, a

brangendo amplas faixas climdticas, GOLFARI et alii (20).

Os primeiros exemplares da espécie foram introduzidos

no Brasil, antes de 1914, por Navarro de Andrade. Introdugdes re-
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centes dessa espécie para plantios comerciais foram de materiais
existentes na Republica da Africa do Sul, Zimbabwe e Angola. Es-
tas recentes introdugdes foram de grande importancia para melho-
rar a qualidade dos plantios brasileiros, em virtude da espécie
possuir qualidades excelentes, superando varias outras em incre -
mentos volumétricos, boa qualidade da madeira para celulose e qua
lidades razoaveis para carv3o e serraria, em condigﬁes_climéticas

adequadas, GOLFARI et alii (20).

2.2. Sistema de gemas do Eucalyptus

As espécies do género Eucalyptus possuem trés tipos

de gemas: nuas, acessdrias e proventicias, PENFOLD & WILLIS (40).
Na axila de cada folha existe uma gema pedunculada, que por nao
ter protegdo de escamas como as de muitas plantas, & conhecida co
mo gema nua: e duas gemas acessdrias, CAREY (11). Sob as gemas
nuas, nos tecidos da axila foliar estd o tecido meristematico ca-
paz de diferenciar-se em gemas acessérias. Em circunstancias nor-
mais, essas gemas acessdérias s3o suprimidas por hormdénios produzi
dos pelas folhas e gemas nuas. Quando a dominincia apical é remo-
vida, as gemas nuas distantes das gemas apicais que tem o desen -
volvimento inibido, iniciam um processo de diferenciacio, retoman
do o crescimento normal da planta. As gemas acessdrias apresentam
também a capacidade de inibir o desenvolvimento das gemas nuas(17,

3%, 40, 41).
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As gemas proventicias ou epicdrmicas originam-se de

tecidos da gema acessdria, como uma pequena "flecha" que cresce
radialmente, deste modo o caule ou galhos aumentam em &rea e po-
dem ser vistos na superficie da madeira como uma pequena estrutu-

ra em formato de um "olho".

Os brotos epicdrmicos normalmente n3o se desenvolvem
em virtude do efeito inibidor dos brotos que est3o acima deles.
Entretanto, se a arvore for desfolhada, esta inibic3oc é removida

€ Os brotos surgem destes "olhos".

JACOBS (29), interpretou o sistema de gemas de Euca -
lyptus como sendo o conjunto de gemas nuas e acessdrias proventi-
cios e ndo adventicios, pelo fato de terem crigem definida. Veri-
ficou ainda que o tecido meristemdtico acessdrio da folha acompa-
nha o crescimento cambial dando origem a um ou mais pontos de ge-
mas dormentes ou epicdrmicas, sendo que estas podem se fundir na

base dando origem a uma estrutura bulbosa, chamada nd epicdrmico.

Apds completa desfoliac3o, os eucaliptos normalmente
sdo cobertos com brotos epicérmicos em espécies que possuem "1lig-
notuber", entretanto, isto ndo se verifica em espécies que pos -
suem casca fina devido a ocorréncia da morte do cimbio e gemas
dormentes. Em espécies que n3o possuem "lignotuber", a desfolia -
gdo pode causar a morte de gemas proventicias, como em E. regnans
ou ndo prejudicar as gemas epicdrmicas, como em E. grandis, que

POssuem uma casca rude na base do tronco.

Fisiologicamente, a formacdo de brotos é dificil de

ser interpretada devido a interrelagdo entre varios efeitos ambi-
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.

entais como: injaria, temperatura, luz, dgua e nutrientes. A teo-
ria mais aceitavel com relagdo a formac3o de brotos, baseia-se no
controle do hormdnio inibidor, provavelmente a auxina, produzido

na copa da arvore (3, 38, 40).

2.3. Cultura de Eucalyptus em sistemas in vitro

Nos programas de melhoramento de arvores, a propaga -
gao vegetativa permite a manutengdo de caracteristicas superiores,
obtendo-se clones, ou seja, material geneticamente uniforme, cons
tituindo uma base conveniente para trabalhos. Nos casos em que mé
todos de propagagdo vegetativa como a estaquia se tornam dificeis
ou impraticdveis, abrem-se novas perspectivas com a cultura de cé

lulas, tecidos ou orgdos vegetais, BAJAY (5).

Encontram-se na literatura, numerosos trabalhos sobre
© emprego da cultura in vitro de esséncias florestais, utilizando
diferentes espécies, diversos tipos de explantes, meios de cultu-

v ' . . #
ra e condigdes de crescimento, relatando sucesso varidvel na rege

neragao de plantulas (9, 14, 24, 28, 31).

2.3.1. Cultura de calo e suspensd3o de células

Os trabalhos iniciais com Eucalyptus concentraram- se




nas culturas de calo. A cultura de calo foi estabelecida em va-
rias espécies de eucaliptos utilizando-se diversos explantes e

diferentes meios de cultura (1, 7, 10, 43, 44, 45).

Poucos trabalhos foram feitos com suspensd3o de célu -
las, porém SUSSEX (47) fez um estudo detalhado referente a friabi

lidade de calos de E. camaldulensis, estabelecendo cultura de sus

pens3o de células, usando meioc White suplementado com 5 Jpm de

2,4-D e 15% de &gua de coco.

2.3.2. Cultura de brgios

2,3.2.1. Cultura de raiz

A cultura de raizes isoladas de plantag lenhosas é ge
ralmente mais dificil que em plantas herbdceas. Utilizando diver-
sos meios de cultura e fatores de crescimento indefinidos BACHE -
LARD & STOWE (3) ndo obtiveram diferenciagdo em raiz de E. camal-
dulensis. CRESSWELL & NITSCH (12), obtiveram um crescimento limi-
tado em raizes de E. grandis em diferentes meios de cultura que

ndo continham componentes indefinidos.

2.3.2.2. Cultura de brotos
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Varios autores (14, 15, 16, 22, 28, 33, 45) estabele-

%eram brotos de virias espécies de Eucalyptus, a partir de dife -~
réntes meios de cultura e tipos de explantes. As taxas de multi -
plicag3o conseguidas variaram em fungdo da espécie, do estado fi-
siolégico do explante (juvenil ou adulto) e das condigdes ambien-

t?is de cultivo.
|

'
i

Diferentes meios de cultura, tais como os meios de MU
RéSHIGE & SKOOG (37), DE FOSSARD (13) e WOODY PLANT MEDIUM (46) e
sﬁas modificagOes foram utilizados para induzir multiplicagdo de
b%otos. Geralmente a indugdo é feita em meio solidificado com 4&-
gar, mas algumas espécies podem requerer meio liquido para estimu

l?r a proliferagdo, GUPTA et alii (24).

% As taxas de multiplicagdo quando se utiliza material

j&venil, por exemplo seedlings, é mais elevada, dependendo da es-
pécie pode atingir entre 3 a 20 vezes em 4 semanas, enquanto due

com material de drvores adultas essa taxa pode variar entre 2 a 7

|
]

vezes, BAJAJ (5).

!
i
1

: 0 meio fisico pode refletir diferentes condigdes para

eﬁpecles distintas. Em vdrios trabalhos, a temperatura tem sido
em torno de 25°C e o fotoperiodo de 8 a 16 horas, HARTNEY & BAR -

KqR (27), DURAND-CRESSWELL & NITSCH (16).

2.3.2.3, Cultura de embrildo

Os estdgios de desenvolvimento do embrifio da maioria
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das espécies de Eucalyptus s3o pouco conhecidos, sendo portanto a

cultura de embrides imaturos pouco pesquisada, entretanto recente
mente MURALIDHARAN & MASCARENHAS (36), obtiveram sucesso na rege-
neragao de plantas a partir de embrides zigdticos de E. citriodo-

ra.

A extragdo e cultura de embrides é de grande importén
cia pois reduziria o tempo requerido para obter seedlings de poli

nizagdes controladas, McCOMB & BENNETT (32).

2.3.2.4. Cultura de antera

A cultura de anteras em plantas lenhosas que possuem
uma baixa capacidade de maturagdoc e tem um ciclo de vida longo, é
uma técnica de grande potencial, devido a obtencd3o de individuos
hapldides seguidos de sua diploidizac3o através de substancias
quimicas (por ex. colchicina). Esta técnica associada ao melhora-
mento de plantas pode permitir a obtenc@o de hibridos num menor

espago de tempo.

A morfologia das flores de Eucalyptus favorece a uti-

lizagdo desta técnica. Os estames sio encobertos por um opérculo

rude e uma desinfestagdo severa pode ser aplicada sem danificar
as anteras. O nimero de pequenas anteras é adequado para ser uti-
lizado em sistemas de culturas em agitagdo. Apesar dos grandes be

neficios da cultura de anteras para espécies do género Eucalyptus,

pouco é conhecido a respeito da fenologia do desenvolvimento game
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tofitico masculino em eucaliptos, McCOMB & BENNETT (32}

2.4. Fatores que afetam a cultura in vitro de érg3os de Euca -

lyptus grandis

Vdrios s3o os fatores que afetam a obtengao de plan-
tas a partir de culturas in vitro, destacando-se a oxidac3oc fend-
lica, contaminagdo de material vindo do campo e meio de cultura.

No caso particular do Eucalyptus grandis a idade da matriz consti

tui um dos fatores limitantes, influindo sobre a capacidade morfo

genética do material cultivado, GONGALVES (23).

2.4.1. Oxidagdo fendlica

Algumas espécies de plantas, especialmente as espé-
cies tropicais contém altas concentracdes de substincias fendli -
cas, que s3o oxidadas quando as células s3o lesadas ou quando a-
tingem a senescéncia, fazendo com que o tecido isolado torne - se
marrom ou preto, havendo paralizagdo do crescimento, THORPEL & PA
TEL (48), GEORGE & SHERRINGTON (19). Tecidos que contém alta con-
centragdo de componentes fendlicos s3o dificeis, de serem cultiva
dos, devido a agdo de enzimas polifenases que oxidam as substin -

cias fendlicas inibindo o crescimento.
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A oxidagdo fendlica ocorre através da produgdo ou sin
tese de enzimas oxidases, como polifenoloxidase e tirosinase, de-
vido 2 ag3o do conteldo de cobre. A partir da injiria dos tecidos,

. . ~ L4 . . ~ »
criam-se condigOes propicias para a oxidacdo dos mesmos, Lerch ci

tado por GEORGE & SHERRINGTON (19).

A inibigdo do crescimento ocorre quando os componen-
tes fendlicos s3o oxidados para compostos de quinonas altamente a
tivos que sofrem um processo de ciclizagdo, polimerizacido e/ou o-
xidagdo de proteinas para formar compostos resultantes da oxida -
¢do (flavondides, taninos e fendis simples), Harmis et alii cita-

do por GEORGE & SHERRINGTON (19).

O escurecimento dos tecidos, especialmente dos explan
tes recém-excisados e o meio onde eles sio inoculados, frequente-
mente podem ser prevenidos por um dos diferentes métodos, GEORGE

& SHERRINGTON (19):

a) Remogdo de substlncias fendlicas
- dispersdo
- absorgdo por carvio ativo

- absorgdo por polivinilpirrolidona (PVP)

b) Modificagdo do potencial redox
- agentes redutores

- menor disponibilidade de oxigénio

c) Inibigdo da agd3o de enzimas fenoloxidases

- agentes quelantes

d) Atividade da fenolase e disponibilidade de substra

to
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- baixo pH
- adigdes ao meio

- escuro

A oxidagd3o fendlica em especzes de eucaliptos tem si-

dorrelatada em vdrios trabalhos (2, 4, 13 22).

A exsudagdo em tecidos cortados de E. grandis, CRESS-
WELL & NITSCH (12), aparece dentro de poucas horas e pode ser re-
duzida ou eliminada se: a) forem selec1onadas hastes de tecidos
sadios de didmetro menor que 5 mm e que o processo de desinfesta-
¢80 n@o danifique os tecidos: b) for feito um pré-tratamento de

imers80 em dgua e que as culturas forem iniciadas no escuro.

Uma andlise do conteddo fendlico de extratos de fo -
lhés preparados em luz (8000 lux) e escuro forneceu os resultados

mostrados no Quadro 1, CRESSWELL & NITSCH (12).
|

QUADRO 1 - Composicd3o de féndis de extratos de folhas de Eucalyp-

tus grandis em luz (8000 lux) e escuro.

Total de Taninos Flavondides Fendis Simples

fendis (mg) (mg) (jm) (mg)
Luz 16,58 5,1 600 10,88
Escuro 2,5 0,5 20 1,94

Estes resultados indicaram que a enzima que cataliza

a sintese de fendis (fenilalanina amonialiase) & ativada pela luz,
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portanto, quando as culturas s3o iniciadas no escuro a produgao

de fendis é reduzida.

A imersdo ou lavagem em dgua, para remogdo dos fendis
antes da desinfestagdo, diminui a concentracgdo de fendis e sdo ne
cessdrios sete dias iniciais no escuro para inibir a formagd3o de

fendis, CRESSWELL & NITSCH (12).

Além destes tratamentos, vdrios compostos tém sido u-
tilizados para reagir com os fendis e reestabelecer a atividade
enzimdtica. O PVP é o poliamido mais valioso para este propdsito.
Os fendis s3o absorvidos pelo PVP através das pontes de hidrogéd -
nio, prevenindo a oxidacg3o, Loomis & Battaile, citados por GEORGE

& SHERRINGTON (19).

Vdrios trabalhos foram feitos utilizando diferentes
concentragdes de PVP em varias espécies (2, 4, 6), mostrando gue
© PVP reduziu o escurecimento dos explantes recém-cortados, aumen

tando a taxa de sobrevivéncia.

Alguns agentes redutores (antioxidantes) tais como:

| s

cido ascorbico, dcido citrico, o -cisteina HCl e metabissulfito
de sédio, foram utilizados em culturas in vitro para evitar a oxi

dagao fendlica (4, 30, 48).

O uso de antioxidantes tem sido uma experiéncia comum
em plantas lenhosas, onde os explantes recém-cortados tornam-se
escuros, devido a grande quantidade de fendis, fazendo com que o
meio fique tdxico e inadequado para o crescimento e diferenciagdo

de culturas, ARYA & SHEKHAWAT (2).
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2.4.2. Contaminagdo

As superficies de plantas trazidas do campo carregam
uma flora microbiana, que é inofensiva as plantas, mas multiplica
se rapidamente em meio de cultura, modificando a composigao do
meio e produzindo condigBes onde os explantes n3o se desenvolvem,

DE FOSSARD et alii (13).

Grandes perdas de material inoculado s3o devidas a

contaminagdo por fungos, principalmente Aspergillus e Penicillium,

GONGALVES (22).

A contaminacdo € um problema que tem prejudicado a
condugdo de varios experimentos em fungdo do reduzido numero de
explantes obtidos. Este fato tem conduzido o desenvolvimento de
novas estratégias, tais como: experimentos com seedlings para con
seguir informagSes sobre condigSes de cultivo; obtencio de um
maior nimero de subculturas assépticas de material adulto para
posteriores experimentos; tentativas de se encontrar novos méto -
dos de desinfestagdo de material adulto crescido no campo, DE FOS

SARD et alii (14).

Gemas apicais e axilares do caule de plantas lenhosas
é o explante usado pela maioria das culturas in vitro. Essas ge -
mas abrigam uma variedade de microflora enddégena, incluindo bacté
rias e fungos, que persiste mesmo apds os procedimentos tradicio-
nais de desinfestagdo. E importante avaliar o grau e a natureza
de contaminantes residuais que escapam da desinfestacdo tradicio-

nal para que possa ser feito um tratamento com fungicida e/ou an-
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tibidtico adequados, HALDEMAN et alii (25).

Os protocolos para propagagao in !lggg geralmente em-
pregam material juvenil de plantas onde a contaminagdo ndo é pro-
blema CRESSWELL & NITSCH (12). No entanto recentemente a apalca
gao de protocolos de plantas testadas no campo é um objetivo dese
Jgdo. Embora, o emprego de fungicidas n8o tem sido recomendado
cémo rotina em culturas in vitro, ele mostra um potencial para au
mentar a quantidade de explantes livres de contaminag3o que sdo
dificeis de serem obtidos pelos métodos normais de desinfestacio,

CRESSWELL & NITSCH (12) DE FOSSARD et alii (14).

|
'

; HALDEMAN et alii (25), usaram Benomyl nas concentra -

goes de 1, 2 e 4 mg.1l -1 em brotos apicais de Camellia sinensis e

C; japonica, sendo que as concentragdes mais baixas foram mais e-
fetlvas produzlndo em média 95% e 85% de explantes ni3o contamina
dos respectivamente. Os autores observaram ainda, que houve uma
contamlnagao latente de 10% para ambas as espécies. Baseando-se

nos resultados, concluiram que quando comparado ao controle (100%
\

de explantes contaminados), a concentragio de 1lmg.l -1 de Benomyl

representou um aumento de 80% ou mais na bapac1dade de se obter
\

explantes axénicos de material oriundo do campo.

i Usando segmentos nodais, com l cn de comprimento, de
f marginata BENNETT & McCOMB (7), verlflcaram que mesmo com mate
rlal aparentemente livre de danos causados por insetos ou fungos,
a contamlnagao geralmente foi alta e a malor parte dos brotos n3o
contaminados tornou-se escura e n3o sobrev1veu. Mesmo com uma va-

riagdo no tempo de desinfestagdo e na concentragdo de desinfestan

te, ndo houve melhora significativa., A po#centagem de explantes
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obtida foi de 0-10%, o que mostra que o alto nivel de contamina -
930 inicial é um problema quando se utiliza explantes oriundos do
|

campo.

: Na Austrdlia, estd sendo testado um protocolo para mi
nimlzar a contaminagd@o de material do: campo, BARKER et alii (6).

}procedlmento baseia~se no corte da arvore para induzir = novas
b%otagoes, colocando~as em um saco semelpante ao utilizado em po-
linizagaes, pulverizando-se com inseticidas e fungicidas. Estas
b;otagﬁes posteriormente ser3o cortadas é cultivadas em laboratd-

rio seguindo o método padr3o de desinfestagdo.

2.5, Clonagem de Eucalyptus

Os primeiros autores a relatérem sucesso na regenera-
¢do de plantas de eucaliptos através da ¢ultura de células e teci

dos, usando explantes de "lignotuber" de E. citriodora, foram ANE

JA & ATAL (l). No entanto, DE FOSSARD et alii (14), utilizando-se

"lignotuber" de E. bancroftii ndo conseguiram regenerag¢do de plan

tas, o que mostra que as espécies respondem de modo diferenciado

com relagio & fonte de explante.

!

Virios protocolos té&m sido desenvolvidos para multi -

piicaqﬁo in vitro de espécies de Eucalyptus de grande interesse °
i
comercial, a partir de seedlings germina?os assepticamente. Atra-

vés das diferentes partes de seedlings -icotilédones, brotos api-

cais, hipocétilos e raiz prinecipal - clones foram obtidos (6, 9,
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lp, 21, 34). O sucesso dependeu da espécie, do meio de cultura u-
tﬁlizado e das condigBes de crescimento. As taxas de multiplica -
gEo variaram em fung8o principalmente da espécie e dos meios de

cﬁltura utilizados.

O uso de material de seedlings, como fonte de explan-
té, é feito com objetivo de definir condigdes basicas de cultura
;é vitro, tais como meio nutritivo bdsico e tratamentos hormonais,
uﬁa vez que este material vegetal é menos susceptiyel a problemas
de contaminag@o por microorganismos, o que permite o isolamento
de grande numero de explantes para montagem de experimentos com

concentragdo de sais minerais e composiclo hormonal dos meios nu-

tritivos.

Devido a segregagdo que ocorre em sementes, podendo
levar a variabilidade genética, o emprego de técnicas de cultura
de tecidos e 6rg§os'vegetais proporciona}a multiplicagdo de mate-

riais selecionados.

Varios autores (4, 6, 9, 13, 18, 23) trabalharam com
material rejuvenescido em espécies distihtas de Eucalyptus, usan-
dé diferentes meios de cultura, relatando sucesso variivel na ob-
t%ngﬁp de clones, em virtude de fatores tais como gendtipo, conta
minagio por microorganismos e oxidagdo f%nélica. Entretanto, o u-

so de material rejuvenescido é mais prolifico que material oriun-

do de drvore adulta, BURGER (8).

O interessante com relag3o a micropropagacfo de espé-
cies de Eucalyptus é utilizar explantes oriundos de material adul

to, sem a necessidade de cortar a arvore, mantendo-se assim a ar-
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vore matriz. Este procedimento tem sido realizado com sucesso uti

lizando-se de brotagdes epicérmicas induzidas em galhos (3; 12,

28).



3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Escola Supe-

rior de Agricultura de Lavras - ESAL, Lavras, MG.

Os segmentos nodais utilizados para a instalagdo dos
experimentos, foram coletados de brotacdes em cepas de drvores de

Eucalyptus grandis Hill ex Maiden de procedéncia de Queensland |,

Austrdlia, plantadas no campus da ESAL.

3.1. Assepsia

Para obtencdo de propagulos isentos de contaminagdo e
oxidagdo fendlica, os segmentos nodais foram submetidos as seguin

tes etapas de assepsia:

a) pulverizagdo das brotagdes, no campo, com fungici-

1

da comercial (Benomyl - 50% a 250 mg.l ~) e cobertura com sacos

pldsticos por duas semanas:;
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b) coleta das brotagdes em cepas no campo;
c) desfolhamento das brotagdes, no laboratdrio;
d) lavagem das brotagdes com detergente comercial;
e) lavagem das brotagdes em agua corrente por um dia;
f) remogdo dos segmentos nodais;

g) lavagem dos segmentos nodais em agua corrente por

30 minutos;

h) em camara de fluxo laminar, tratamento dos segmen-
tos nodais com solugdo 0,2% de NaOCl e duas gotas de Tween-20 pa-

ra 100 ml de dgua destilada;

i) lavagem dos segmentos nodais com agua destilada e

autoclavada por trés vezes;

j) seccionamento dos segmentos nodais em torno de 1,5

cm de comprimento;
1) inoculagdo.

Todo o material utilizado durante a condugdo do expe-
rimento foi previamente autoclavado a 120% e 1,3 kg/cm por 20 mi

nutos.

3.2, Meio de cultura

O meioc de cultura utilizado foi o DE FOSSARD (Quadro

2) com 10 ml por tubo de ensaio (2,5 x 1,5 cm), vedado com tampa



QUADRO 2 - Composigdo do meio de cultura DE FOSSARD.
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Solugdo Concentragdo
Compostos . =
estoque final (mg.l 7)
(NH,NO,) 804,00 -
B (KNOB) 1.011,00
C (HBBOB) 3,10
KI 0550
COCl.6H20 0,10
N32M00.2H20 0,02
D Ca012 .222'00
E MgSO,, . 7H,0 369,00
MnSO4 7H2 8,50
ZnSO4 7H20 5.70
CuSO 5H2 0,02
F NazEDTA.ZHzo 37,20
FeSO4.7H20 27,80
G Na2804 92,00
H NaH2P04 HZO 138,00
Mio-inositol 108,00
Tiamina-HC1l 13,50
Piridoxina 1.20
Lcido nicotinico 4,00
Biotina 0,25
Glicina 3,80
Cisteina-HC1l 18,90
Sacarose g.l_l 40,00
Agar g.l-l 7,00
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pldstica.

Em alguns casos foram usados meios liquido e sdélido:

o pH foi ajustado para 5,0 e 5,7 + 0,1, respectivamente.

3.3. Condigdes ambientais de cultura

As culturas foram mantidas no laboratdrio por 7 dias
no escuro e posteriormente sob um fotoperiodo de 16/8, com luz
complementar de 3000 lux, fornecida por lampadas Gro-lux. A tempe

ratura foli em torno de 27OC.

3.4. Testes experimentais

Os testes experimentais empregados neste trabalho fo-
ram: a) cultura de segmentos nodais; b) propagagdo clonal de Eu -

calyptus grandis e c) obtengdo de plantulas in vitro.

O procedimento experimental pode ser visualizado atra

vés da Figura 1.

As andlises empregadas foram baseadas em modelos mate
médticos apropriados para o delineamento adotado que foi o Inteira
mente Casualizado. Todos os dados foram submetidos a andlise de
variancia, utilizando-se os niveis de significdncia de 1 a 5% pa-

ra o teste F. Para comparagdo de médias, aplicou-se o teste de Tu
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l
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FIGURA 1 - Fluxograma utilizado para estabelecimento da cultura
in vitro de segmentos nodais de E. grandis. ESAL, La -

vras-MG. 1988.
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key a S5%. Para efeitos de anilise estatistica os dados de conta -

gém foram transformados para (x + 0,5)1/2.

3.5. Cultura de segmentos nodais

3.5.1. Estabelecimento da cultura de segmentos nodais

|
A fase de estabelecimento da cultura de segmentos no-

dais se constituiu de duas etapas: a) controle quimico da contami

nagdo fingica e b) prevengdo da oxidag8o fendlica.

|

Com o auxilio de bisturi e pinga metdlica, os segmen-
tés nodais foram cortados em aproximadamente 1,5 cm de comprimen-
té, em condigles assépticas. Os explantes foram colocados indivi-
dﬁalmente em tubos de ensaio, contendo 19 ml de meio DE FOSSARD
(13) adicionado de (mg.1”) BAP 1,0 e IBA 0,5. Foram feitas 10

repetices, utilizando-se meios sdlido e liquido.
3.5.2. Controle quimico da conta#inagﬁo fingica

Os explantes foram submetido? as seguintes concentra-
¢Oes de Benomyl (mg.l-l):0,0: 50,0; lOO,d: 500,0 e 1000,0.

As avaliagOes foram feitas aos 7, 15 e 30 dias de cul

tura e os parametros foram (em %): a) coqtaminagao fingica e b)
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sobrevivéncia. Os explantes que apresentaram contaminagao tanto

por fungos e/ou bactérias foram descartados.

3.5.3. Prevengdo da oxidag8o fendliea

Para evitar o escurecimento dos explantes recém-corta
dos, foram utilizados compostos que atuam como antioxidantes, os
quais constituiram os tratamentos. Os compostos utilizados foram:
polivinilpirrolidona (PVP), acido ascdérbico, dcido citrico e meta
bissulfito de sédio na concentracdo de 1 g/100 ml respectivamente.

Foram feitas 10 repetigdes para cada tratamento.

O meio de cultura utilizado foi o DE FOSSARD (13), a-

crescentado de 0,05 g.ldl de Benomyl.

Aos 45 dias de cultura foi feita a avaliagdo dos se -
guintes paradmetros: a) oxidagdo fendlica; b) contaminagdo por fun
gos e c) desenvolvimento dos explantes.

Outro experimento foi montado com concentragdes dife-

rentes de PVP (em mg.l"l): 0,00; 0,005; 0,01; 0,015 e 0,02, Foram

feitas 10 repeticgdes.

A avaliagdo deste experimento foi conforme mencionado

acima.
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3.6. Propagagao clonal de Eucalyptus grandis

3.6.1. Multiplicagdo in vitro de segmentos nodais

Explantes secunddrios (provenientes da cultura in vi-
tro) ,desenvolvidos nas etapas anteriores (3.5.2. e 3.5.3.), que
produziram brotos foram submetidos a uma desinfestagdao em 0,5% de
dgua sanitdria, enxaguados por trés vezes em agua destilada e au-
toclavada. Em camara de fluxo laminar, as partes necrosadas foram
eliminadas com auxilio de bisturi e pinga metdlica e os brotos fo
ram transferidos para meio de cultura suplementado com os regula-
dores de crescimento BAP nas concentragdes de 0,0 ; 0,5; 1,0; 2,0

1 ¢ ama 0,0; 0,1; 0,2 e 0,4 mg.l—l, no total de 20 tra

e 4,0 mg.1l"
tamentos com 7 repetigdes para cada tipo de explante (1, 2 ou 3

brotos).

K avaliagdo, estabelecendo-se o numero de brotos agre
gados (tufos), foi realizada 30 dias apds a inoculagdo, quando os
brotos foram excisados e transferidos para a fase de obtengdo de
pldntulas. Nesta mesma ocasifo, foram feitas observagdes visuais
referentes ao grau de multiplicagdo, formagdo de raizes e desen -
volvimento foliar, estabelecendo uma percentagem de tubos que de-

ram alguma resposta.
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3.6.2. Obtengdc de plantulas

Utilizou-se brotos multiplicados in vitro na etapa
3.6.1. Estes foram submetidos a uma desinfestag8o em 0,5% de solu
gdo de agua sanitdria, enxaguados por trés vezes em agua destila-
da e autoclavada. Em camara de fluxo laminar os brotos agregados
(tufos) sofreram pequena "toilete" a fim de eliminar as partes ne
crosadas e padronizar o tamanho do explante. Brotagles com mais
de 3 brotos foram inoculadas em meio acrescido dos reguladores de

crescimento (em mg.1 T

), ANA (0,0; 0,01 e 0,1), BAP (0,0; 0,05 e
0,5) e GA3 (0,0; 0,1 e 0,5), totalizando 27 tratamentos com 7 re-

petigdes cada.

Foram feitas avaliagBes aos 15, 30 e 45 dias apds a i
noculagdo, estabelecendo o numero total de brotos e altura média
das plantulas alongadas. Na terceira avaliac3o, estabeleceu-se o
numero de brotos com mais de 0,5 cm por tubo remanescente. Conco-
mitantemente com as avaliagdes registrou-se a presenca ou n3o de
raizes e primdrdios radiculares, desenvolvimento, alongamento e

multiplicagdo de brotos.



4. RESULTADOS E DISCUSSZO

4.1. Contaminagdo fungica e sobrevivéncia

O uso de fungicida foi efetivo para reduzir a taxa de

contaminagdo e os resultados das avaliacBes constam no Quadro 3.

Sete dias apds a inoculagdo, 40% dos explantes inici-
ais estavam contaminados, utilizando-se o método padr3ao de desin-
festagdo, tanto em meio sélido como liquido. Utilizando-se 50 e
100 mg.l"l de Benomyl, em meio solidificado, houve 10% de explan
tes contaminados, ndo ocorrendo contaminac8o em meio liquido.Quan
do concentragdes mais altas (500 e 1000 mg.l_l ) foram utilizadas,
ndo houve contaminagd3o dos explantes, tanto em meio sdlido como

em meio liquido.

Observou-se um aumento da taxa de explantes contamina
dos, quinze dias apds a inoculacdo, exceto para as concentragoes

mais elevadas de Benomyl, em meio sdélido.

Trinta dias apds a inoculagdo, observou-se que as con
centragOes mais altas de Benomyl (500 e 1000 mg.l_l) foram mais e

fetivas que as outras testadas, o que confirma os resultados obti
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QUADRO 3 - Avaliagdo dos tratamentos para explantes de E.grandis,
em meio de Fossard, suplementado com diferentes concen

tragdes de Benomyl. ESAL, Lavras-MG. 1988.

Benomyl Contaminacdo (%)
-1
(mg.1 =) Meio sdlido Meio liquido
Dias

7 15 30 7 15 30
0,0 40 80 90 40 50 80
50,0 10 20 30 0] 30 50
100,0 10 30 40 0 20 20
500,0 0 10 10 0 10 20
1000,0 0 10 10 0 10 10

dos por HALDEMAN et alii (25).

Quando o método padrdoc de desinfestacdo foi utilizado,
o indice de contaminac3o foi muito elevado, o que esta de acordo
com os resultados obtidos por IKEMORI (28) e GONGALVES (22), onde
grandes perdas de material inoculado foram devidas a contaminacgdo

por fungos.

Um aumento crescente na percentagem de explantes con-
taminados foi observado com o decorrer do tempo em quase todas as
concentragdes de fungicida utilizadas, conforme mostram as Figu -
ras 2 e 3., Fato semelhante foi observado por HALDEMAN et alii(25),

onde a contaminagdo latente foi de 10%, quando 1 g/L de Benomyl

foi utilizada em explantes de Camellia japonica e Camellia simen-
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FIGURA 2 - Taxas de contaminacdo (%) de explantes de E. grandis
inoculados em diferentes concentrag¢des de Benomyl,meio

sdlide. ESAL, Lavras-MG. 1988.
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FIGURA 3 - Taxas de contaminagdo (%) de explantes de E. grandis
inoculados em diferentes concentracdes de Benomyl, meio

liquido. ESAL, Lavras-MG. 1988.
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sis.

Observa-se no Quadro 4, que a taxa de  sobrevivéncia
d#s explantes mostrou-se relacionada caJ as concentragdes de fun-
gicida utilizadas. Quando utilizou-se So‘mg.l-l de Benomyl, obsex-
vpu—se uma taxa de 70% de sobrevivéncia Fos explantes em meio sé;
lido e 50% em meio liquido, aos trinta dias da inoculagdo, proéa-
velmente devido o explante absorver compostos mais rapidamente em

meio liquido, prejudicando desta maneiraio desenvolvimento do ex

plante.

ConcentragOes mais elevadas de fungicida causaram ne-
cfose nos explantes, os quais n3o sobrev%veram até o periodo fi -
nql de avaliagdao, o que pode ser observado nas Figuras 4 e 5, con
f#rmando 0s resultados obtidos por IKEMORI (28) de qQue necroses‘

s3o causadas por uma alta concentragdo d? desinfestante.

| Apesar das altas concentragdes de Benomyl (100, 500 e
1Q00 mg.l-l) serem as mais efetivas paraireduzir o indice de con-
téminagso, elas causam danos prejudiciaié aos explantes, nao sen-
dd possivel uma sobrevivéncia maior no periodo de trinta dias, o

que concorda com os resultados obtidos p?r HALDEMAN et alii (25).

Observou-se que a melhor conéentragﬁo foi de 50mg.l'l

de Benomyl em meio sdlido, onde 70% dos explantes n3o foram conta
mihaaos, ndo causando danos e tendo uma taxa de sobrevivéncia de
70% aos trinta dias de inoculagdo. Nesta§concentra950, houve uma
redugdo da taxa de contaminac3o, com um indice de sobrevivéncia

satisfatério dos explantes, conforme mosﬁra a Pigura 6.
. |



33

QUADRO 4 - Avaliag8o dos tratamentos para explantes de E. grandis
em meio de Fossard, suplementado com diferentes concen

tragSes de Benomyl. ESAL, Lavras-MG. 1988.

Benomyl Sobrevivéncia (%)
-1
(mg.l ) Meio sdélido Meio liquido
‘ Dias
| 7 15 30 7 15 30
0,0 60 10 10 50 50 20
50,0 80 70 70 60 50 50
100,0 40 30 20 50 30 30
500,0 40 20 20 30 20 10
1000,0 20 0 0 20 20 0

4.2, oOxidag3c fendlica

A utilizagdo de antioxidantes, adicionados ao meio de
cultura, mostrou-se importante para reduzir o escurecimento dos

explantes, ou seja, a oxidagdo fendlica.

Observa-se no Quadro 5,que, mesmo seguindo a metodolo
gié citada por DURAND-CRESSWELL & NITSCH (16) e adicionando os an
tioxidantes ao meio de cultura, houve uma alta taxa de oxidagédo

fendlica, exceto para o polivinilpirrolidona (PVP).

Dos antioxidantes testados, o PVP se sobressaiu aos
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FIGURA 4 - Taxas de sobrevivéncia (%) de explantes de E. grandis
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QUADRO 5 - Nimero e percentagem de explantes de Eucalyptus gran-

dis oxidados e n8o oxidados em diferentes substincias

antioxidantes. ESAL, Lavras-MG, 1988. 4o
Explantes

Antioxidantes . ~ ‘ 1
Remanescentes Oxidados Nao oxidados”
(ne) (ne) (%) (ne) (%)

Metabissulfito
de sddio 27 25 92,6 2 7.4
Acido ascérbico 30 14 46,7 16 53,3
Acido citrico 30 12 40,0 18 60,0
Polivinilpirrolidona 30 13 10,0 27 90,0

1l - A diferenga entre o numero total de explantes inoculados (32)
e remanescentes, foi devida ao descarte por contaminag@io(66%)
e mortalidade (34%).

demais, resultando ao final de quarenta e cinco dias em 90,0% de

explantes n3o oxidados, o que também foi relatado por ARYA & SHEK
HAWAT (2).

O metabissulfito de sédio foi o que apresentou a
maior taxa de explantes oxidados (92,6%). O dcido ascérbico e o &
cido citrico apresentaram taxas similares (53,3 e 60,0% respecti-
vamente) de explantes n3o oxidados; os resultados com o uso de &-
cido ascérbico nSo foram satisfatdrios e n3o concordaram com oOs

1

obtidos por LAMEIRA (30), que na concentragdo de 25 mg.l ~ obte-

ve resultados excelentes de redugdo da oxidag¢d3o em explantes de
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bananeira e também com os obtidos por BADIA (4), gque usou 10-25
mgb 1”1 de dcido ascdrbico em explantes de E. rudis, relatando
bons resultados e n@o mencionando a taxa de oxidac3o fendlica; is
to provavelmente deve ser devido a diferenga na concentragdo de

fendis em diferentes espécies.

A Figura 7, mostra intensidade de oxidacdo fendlica

para os antioxidantes testados.

Testes complementares, nos quais se utilizou diferen-
tes concentragdes de PVP em meio sdlido e ligquido, permitiram en-
contrar uma concentragdo adequada para reduzir a oxidagdo fendli-
ca, como mostra o Quadro 6. A eficiéncia das concentracgdes mais
altas de PVP estava associada com uma alta formagcdo de brotos,mas
a morfologia dos brotos se mostrou anormal, com folhas amareladas

que posteriormente se tornaram senescentes.

Com relagdo ao uso de meio sélido e liquido, observou
se que oOs explantes inoculados em meio liquido, de um modo geral,
apresentaram uma taxa de oxidagdo maior que os inoculados em
meio sélido, contrdrio ao relatado por GEORGE & SHERRINGTON (19),

de que os fendis se dispersavam mais em meio liquido.

A oxidagdo fendlica foi total para o controle, que so
mente foi submetido ao processo padrdoc, contrdrio ao observado
por GONGALVES (23) de que tratamento em dgua corrente poderia ser

mais eficiente do que tratamento com antioxidantes.

Foi necessdrio o uso de PVP, quando as culturas foram
iniciadas, para que se tivesse um numero maior de propagulos para

. . . ~ s . ~ ,
experimentos posteriores, onde a oxidagao fenolica ndo e um pro -



FIGURA 7 - Intensidade de oxidagdo fendlica em explantes de

grandis sob efeito de diferentes antioxidantes.

Lavras-MG, 1988.
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QUADRO 6 - Numerc e percentagem de explantes de Eucalyptus gran-

dis oxidados e n3o oxidados, inoculados em meio sdéli-
do e liquido e em diferentes concentragdes de polivi-

nilpirrolidona (PVP). ESAL, Lavras-MG. 1988.

Meio sdlido Meio liquido
2 Explantes Explantes
(mg.171)
Oxidados Nao oxidados Oxidados Nao oxidados
(ne) (%) (ne) (%) (n2) (%) (ne) (%)
0,0 17 100,0 0 0,0 16 100,0 0 0,0
5,0 7 38,9 i 1 61,1 8 40,0 1.2 60,0
10,0 2 1L, 16 88,9 3 16,7 15 83,3
15,0 i § 53 18 94,7 2 11,1 16 88,9
20,0 il 5,0 19 95,0 i 3 S 18 94,7

1 A diferenga entre o numero de explantes inoculados (20) e os

remanescentes, foi devida ao descarte por contaminagdo.

2 Percentagem de explantes oxidados e ndc oxidados em relagao ao

total remanescente.

blema. A ocorréncia de disturbios no desenvolvimento dos brotos,

quando se utiliza antioxidantes, foi relatada por GONCALVES (23)

e isto ndo ocorreu quando se utilizou concentragdes baixas de

PVP-
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4.3. Multiplicacéo

A adigdo de citocinina e auxina, promoveu de um modo
geral, um aumento no processoc de desenvolvimento do nUmero de bro
tos de E. grandis cultivados in vitro. Observa-se no Quadro 7 e
Figura 8 que, na auséncia de BAP, n3o houve diferenga significati

va entre os niveis de ANA para nimero de brotos agregados.

Melhores resultados foram observados em presenga de
BAP-0,5 e ANA-0,0; 0,1 e 0,2 mg.lﬂl, ilustrados na Figura 9a. Com
a adigdo de BAP-1,0 e ANA-0,0; 0,1; 0,2 e 0,4 mg.1 1, houve tam -
bém uma formagdo acentuada de brotos, o que pode ser observado na
Figura 9b. Estes resultados est3o de acordo com os cbtidos por

BURGER (9), em que segmentos nodais de E. sideroxylon formaram um

maior numero de brotos em meio contendo BAP (0,5-1,0 mg.l_l) e
ANA (0,1 e 0,2 mg.l-l) que em niveis mais altos destes regulado -
res de crescimento.

Concentragdes superiores de BAP (2,0 e 4,0 mg.l_l) fo
ram prejudiciais para o desenvolvimento de um maior nimero de bro
tos, principalmente quando combinadas com concentragdes mais al-
tas de ANA (0,2 e 0,4 mg.l_l). Esses resultados ilustrados nas Fi
guras lO0a e 10b indicam existir um nivel dtimo de reguladores de

crescimento que determina a capacidade de uma maior proliferacgao

de brotos, coincidindo com os resultados obtidos por BURGER (8).

Os dados evidenciaram que para inducdao de um maior nu

merc de brotos em E. grandis foi necessdaria a adic3o de uma cito-

cinina (BAP), na concentracgido de 0,5 ou 1,0 mg.l-l, na presencga
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ou ndo de auxina (ANA), na concentragdao de 0,1 ou 0,2 rng.J."'l

QUADRO 7 - Numero médio de brotos obtidos em cultura in vitro de

segmentos nodais de E. grandis em diferentes concentra

¢Oes de BAP e ANA. ESAL, Lavras-MG. 1988.

ANA (mg.l"l)

BAP
(mg.l—l) 0,0 o 1 0,2 0,4
0,0 2,0 cA 2,7 bA 3,5 bA 2,4 cA
05 16,3a A 13,9a A 16,3a A 9,7a B
1,0 14,7ab A 11,7a A 16,3a A 12,52 A
2,0 11,0 b A 13,28 & 3,1 b B 4,0 bc B
4,0 8,5 b A 11,0a A 3,5b B 5,0 b A

1 As médias seguidas da mesma letra (miniscula para niveis de BAP
e maiuscula para niveis de ANA) ndo diferem entre si pelo teste
Tukey 5%.

Os reguladores de crescimento influenciam o desenvol-
vimento vegetal. No processo de multiplicacdo por segmentos no -
dais, torna-se muito importante conhecer a possivel influéncia do

meio de cultura e reguladores de crescimento nesta caracteristica.

i - i -1 :

Com a utilizagao de BAP-0,5 ou 1,0 mg.l e nas combi

nagdes possiveis de ANA, observou-se uma intensa multiplicagao ,
com internddios curtos e as gemas crescendo em grupos (tufos),seg

do gue estas cresceram em todas as diregdes.



FIGURA 8 - Brotos obtidos através de segmentos nodais de E. gran-

dis, em niveis crescentes de ANA. ESAL, Lavras-MG.1988.

D -



FIGURA 9 - (a) Brotos de E. grandis inoculados em meio com BAP -
-1 oo s
0,5 mg.l = e em niveis crescentes de ANA.

(b) Brotos de E. grandis inoculados em meio com BAP -
1,10 mg.l—l e niveis crescentes de ANA. ESAL, Lavras-MG.

1988.



BAP - 2,0
B NAA - 0,2

|
FIGURA 10 - (a) Brotos de E. grandis inoculados em meio
| 2,0 e 4,0 e ANA-0,0 e 0,1 mg.1 ~.

(b) Brotos de E. grandis inoculados em meio

-

1988,
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com BAP -

com BAP -

2,0 e 4,0 e ANA-0,2 e 0,4 mg.l ~. ESAL, Lavras-MG,



46

Os resultados obtidos est3o de acordo com os descri -
tos por FRANCLET & BOULAY (18), que primeiramente utilizaram um
balango hormonal de BAP-1,0 e ANA-0,01 mg.l_l, conseguindo uma in
tensa multiplicacdo, com a morfologia das folhas pequenas e carnu

das e coloragdo violeta nas partes inferiores.

Durante a dissecac¢do, para instalagdo do experimento
posterior, foi requerida uma cuidadosa manipulacdo para se divi -

dir os tufos de gemas, para que nao houvesse perdas de brotagdes.

A formagdo de raizes foi observada nos tratamentos
com ANA-0,0; 0,1; 0,2 e 0,4 mg.l“1 e na auséncia de BAP, sendo es
tas finas e pequenas, com uma taxa de 8 % nestas concentragdes(Fi

gura 8).

O desenvolvimento da area foliar, de um modo geral,
foi bastante prejudicado, com folhas pouco expandidas que apds
um curto periodo tornaram-se senescentes. O uUnico tratamento em
que as folhas apresentaram-se com morfologia normal foi com a adi

gdo de ANA-O0,2 mg.l-l, na auséncia de BAP.

Em ensaios preliminares havia sido constatado compor-
tamento diferenciado dos explantes com relagdo ao numero de brota
gOes utilizadas. Na repicagem, Quadro 8, guando se utilizou ape -
nas um broto por tubo de ensaio, a proliferac3o dos brotos foi in
ferior aos demais, mesmo quando se utilizou BAP em niveis mais e-
levados. Percebe-se ainda que com a utilizagdo de dois brotos, a
adigdo de BAP-0,5 mg.l_l foi satisfatdria para aumentar a prolife
ragdo de brotos, o que n3oc foi verificado quando se utilizou ni-

veis mais elevados de BAP.
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QUADRO 8 - Mimero médio de brotos obtidos em cultura in vitro de
segmentos nodais de E. grandis utilizando-se 1, 2 ou 3
brotos em concentragdes diferentes de BAP. ESAL, La-~

vras-MG. 1988,

BAP Explantes (numero de brotagdes)

-1
0,0 1,5 ¢ B 2,7 cAB 3,9 cA
0.5 8,5 C 14,7a B 19,7a A
1,0 7,4ab ¢ 13,9b B 21,6a A
2,0 ° ' 3,9 C 6,8 b B 11,0 b A
4,0 3,5b ¢ 6,8b B 11,7 b A

1 As médias seguidas da mesma letra (mindscula para niveis de
BAP e maildscula para tipo de explante) n3o diferem entre si
pelo teste Tukey 5%.

A inoculagdo de mais brotos (trés) por tubo de ensaio
para intensificar a multiplicac¢3o é mais adequada quando em pre -
senga de BAP-0,5 ou 1,0 mg.l-l, 0 que concorda com os dados obti-

dos por GUPTA et alii (24).

Provavelmente, isto se deve ao fato que os niveis exd
genos de reguladores de crescimento s3o dependentes dos niveis en
dégenos que, segundo GEORGE & SHERRINGTON (19), variam com o tipo
de tecido, fase de crescimento e genétipo. Portanto, a adigdo exd
gena de BAP utilizada aliada a um numero maior de brotagdes foi

suficientemente adequada para que os brotos atingissem uma boa ta
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xa de proliferacgdo.

4.4. Obtengdo de plantulas

4.4.1. Numero de brotos

Como se observa no Quadro 9, na primeira avaliagdo o
numero de brotos foi reduzido quando estas foram inoculadas em
meio DE FOSSARD (13), na auséncia de BAP. Com a adic3o de BAP-0,5
e ANA-O,1 rng.l-l © numero de brotos foi também reduzido, entretan

=]

I

to, isto nd3o foi verificado quando se utilizou BAP-0,05 mg.1l
onde o numero de brotos permaneceu constante quando se elevou o0s

niveis de ANA.

Os melhores balangos hormonais encontrados, foram de

) 1

BAP-0,05; 0,5 e ANA-0,01 mg.l ~ e BAP-0,05 e ANA-0,l1 mg.l -, o

que pode ser observado na Figura 11.

Quando foi efetuada a segunda avaliacdo, observou - se
que o numero de brotos permaneceu constante na auséncia de BAP,

mesmo em niveis crescentes de ANA (Quadro 9).

Com a adigdo de BAP-0,05 mg.l'l, ndo houve diferenca
significativa para numero de brotos, com uma tendéncia, na presen
¢a de ANA-0,01 mg.l-l, deste numero ser superior, o que estd ilus

T

trado na Figura 12. O mesmo foi observado guando 0,5 mg.l~ de

BAP foi adiciocnado.
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QUADRO 9 - Numero médio de brotos obtidos em culturas in vitro de
segmentos nodais de E. grandis, em diferentes concen -

tragdes de BAP e ANA, em trés avaliac®es. ESAL, Lavras

MG, 1988.
& ANA (m lﬂl)
Avaliagles BAP g-

(dias) (mg.17 1) 0,00 0,01 0,10
0,0 1,5 bA 1,4 bA 1,0 ba

15 0,05 3,8a A 5,7a A 5,%9a A
0,5 2,7a B 5,%9a A 3,6a AB
0,0 L7 BA 1,7 ba 1,7 bA

30 0,05 5 B 9,1la A 5l o0 A
0;5 6,3a A 9,7a A 5,3a A
0,0 2,4 bA 2,6 bA 1,4 bA

45 0,05 7,4a A 10,0a A 7,7a A
Q.45 11,0a A 15,6a A 10,1a A

1 As médias seguidas de mesma letra (minGscula para niveis de BAP
e maiuscula para niveis de ANA) ndo diferem entre si pelo teste
Tukey 5%.

Os melhores resultados obtidos foram com BAP-0,05;0,5
em combinacdo com ANA-0,01 mg.l_l, podendo ser provavelmente devi
do ao efeito residual do ANA, Na ultima avaliag3o (Quadro 9), ob-
servou-se que na auséncia de BAP houve a formagdo de um numero re
duzido de brotos mesmo em niveis crescentes de ANA. Com a adicdo

de BAP-0,05 mg.l-l em niveis crescentes de ANA, nd3o houve diferen
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FIGURA 11 - Numero médio de brotos de E. grandis em diferentes con
centracdes de BAP e ANA, primeira avaliagdao. ESAL, La-

vras-MG. 1988.
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FIGURA 12 - Numero médio de brotos de E. grandis em diferentes con
centragdes de BAP e ANA, segunda avaliag¢do. ESAL, La -

vras-MG. 1988.
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¢a significativa, com uma tendéncia que na presencga de ANA-0,01

-3 :
mg.l ~ deste nUmero ser superior.

O melhor resultado obtide foi com a adig3ao de BAP-0,5

e ANA-0,01 mg.l-l, o que pode ser observado na Figura 13.

Para as trés avaliagBes efetuadas, observou-se que Os
melhores resultados foram obtidos em niveis constantes, ou seja |,

BAP-0,50 e ANA-0,01 mg.1 l.

A multiplicagdo inicial foi muito baixa, onde em mé-
dia 3,5 brotos foram formados por explante inoculado, o que pode
ter sido induzido principalmente pelo traumatismo da adaptacgao

das condigdes in vitro, como observado por GONGALVES (22).

Durante a segunda avaliagdo, a taxa de multiplicacgdo
inicial foi em média de 5,2 brotos isolados por explante inocula-
do, esta taxa foi inferior a obtida por GONGALVES (22), onde 9-11
brotos isolados foram obtidos durante a segunda subcultura, mas
concorda com o relatado por CAMPINHOS & IKEMORI (10), que nas pri

meiras subculturas a taxa de multiplicagdo é baixa.

Existiu uma tendéncia de aumento da taxa de multipli-
cagdo apds transferéncias regulares, foram obtidos em média 7,6
brotos, sendo que uma taxa maxima de 15,6 brotos isolados foram
obtidos na presenga de BAP-0,5 e ANA-0,01 mg.l_l, o que foli seme-

lhante ao obtido por CAMPINHOS & IKEMORI (10).

Foi observado que se a propagacao for continuada em
meio com altas concentragbes de BAP e ANA, as plantulas se apre -
sentavam com uma coloragdo clara, quase vitrea e transparente

com folhas e caules frdgeis. Logo, foi necessdria uma redugd3c no
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FIGURA 13 - Numero médio de brotos de E. grandis em diferentes con

centragtes de BAP e ANA, na terceira avaliagdo. ESAL ,

Lavras-MG.

1988.
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nivel de BAP, mesmo com uma redugdo da taxa de multiplicagdo, pa-

rd que plantulas mais vigorosas fossem formadas, o que também\foi

relatado por FRANCLET & BOULAY (18).

A variagdo da taxa de multiplicag3o em culturas | de
brotos de E. grandis nas culturas iniciais deve ter sido princi -
palmente efeito do estado fisioldégico dos explantes, onde foi ne-

cessdria uma adaptagdo as condigBes de propagagdo in vitro.

4.4.2. Altura média de plintulas

Quando se utilizou niveis de BAP e ANA, existiu alon-

gamento de alguns brotos entre o tufo de gemas formado.

As maiores alturas médias, na primeira avaliagdo, fo-
ram obtidas quando os brotos estavam inoculados em meio com a pre

senga de BAP-0,05 e ANA-0,0l e 0,1 mg.1” Ll (Quadro 10).

Ao se efetuar a segunda avaliagdo, observou-se que as
maiores alturas se encontravam em meio suplementado com BAP-0,05
e ANA-0,01 e 0,1 mg.l_l, O que mostrou seguir a mesma tendéncia
do observado na primeira avaliagdo (Quadro 10). No Quadro 10 ob -
serva-se que, na terceira avaliagdo, as melhores alturas obtidas
foram quando os brotos estavam inoculados em meio com um balango

hormonal de BAP-0,05 e ANA-0,0l e 0,1 mg.1 !,

De um modo geral, para as trés avaliagdes efetuadas ,

Observou-se que na presenga de BAP-0,05 e ANA-0,0l e 0,1 mg.l"l '
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QUADRO 10 - Altura média (cm) de pléntulas obtidas em cultura in
vitro de segmentos nodais de E. grandis, em diferen -
tes concentragdes de BAP e ANA, em trés avaliagdes .

ESAL, Lavras-MG. 1988.

-1
Avaliacdes  BAP ANA (mg.l ™)
(dias) (mg.1”1) 0,00 0,01 0,10
0,0 0,48a A 0, 54abA 0,50 bA
15 0,05 0,50a A 0,71a A 0,69abA
0,5 0,54a AB 0,47 b B 0,75a A
0,0 0,59 A 0,72aba 0,52a A
30 0,05 0,66a A 0,89 A 0,77a A
0,5 0,55a A 0,60 bAa 0,73a A
0,0 0,66a. AB 0,83abA 0,49 b B
45 0,05 0,71la B 1,0la A 0,80a AB
0,5 0,58a A 0,66 bA 0,71a A

1 As médias sequidas de mesma letra (mindscula para niveis de BAP
e maiuscula para niveis de ANA) n3o diferem entre si pelo teste
Tukey 5%.

existiu uma tendéncia de se obter as maiores alturas.

Com a adigdo de altas concentrag¢des de citocinina em
niveis crescentes de auxina, foi observado que o nimero de brotos
pode aumentar (Quadro 10), mas o crescimento individual também ole)

de ser muito prejudicado.
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Baseando-se nas observagbes feitas, foi requerido pa-
ra alongamento in vitro um meio com baixa concentracdo de auxina

na presenga de giberelina (Quadro 11).

Os niveis de giberelina utilizados tiveram pequeno e-
feito no alongamento dos brotos, mas n3o afetaram o desenvolvimen

to dos brotos, o que concorda com o relatado por FRANCLET & BOU -

LAY (18).

Embora tenha havido um pequeno aumento de altura quan
do o meio foi suplementado com GA3-O,5 e ANA 0,01 mg.}_-l ( Figura
14), este fato nd3o refletiu de maneira significativa no nimero de
brotos vidveis, pois o aumento da altura ocorreu principalmente
por causa do aumento das distdncias internodais. A tendéncia de
os efeitos da giberelina serem maiores nos internddios estd de a-
cordo com as observagdes feitas por MILLER et alii (35) e explica
a auséncia de significdncia no nimero de brotos alongados de E.
grandis, aos quarenta e cinco dias apds a inoculagdo em meio con-

tendo GA3-0,1 e 0,5 e ANA-0,01 e 0,1 rng.l_l (Quadro 12).

No processo de propagacao as taxas de multiplicacgdo
sdo influenciadas principalmente pelo nimero de brotos vidveis,es
se parametro é o mais importante quando plantulas s3o multiplica-
das através de suas gemas. Embora a altura dé uma idéia geral das
taxas de multiplicagdo, n3o é, contudo, parimetro adequado para
avaliar o comportamento dos explantes em meio de cultura, nem a e
ficiéncia da técnica, pois o que realmente importa e o vigor das
pléntulas obtidas, com parte aérea e raizes bem formadas e isso

pode ndo ocorrer em meio com citocinina e auxina, implicando as

vezes a necessidade de se adicionar giberelina (Figura 15).
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QUADRO 11 - Altura média (cm) de plantulas obtidas em cultura in
vitro de segmentos nodais de E. grandis em diferentes

concentragdes de GA, e ANA, em trés avaliagdes. ESAL,

3
Lavras-MG, 1988.

-1

AvaliagOes GA 4 ANAJ(mg.1 )
(dias) (mg.17%) 0,00 0,01 0,10

0,0 0,52a B 0,61aAB 0,77a A

15 0,1 0,53aa 0,71aa 0,63aba

0,5 0,46aA 0,40aA 0,53 ba

0,0 0,56aA 0,72aA 0,48 ba

30 0,1 0,63aA 0,77aA 0,85a A

0,5 0,61laA 0,80aA 0,69abA

0,0 0,60aAB 0,73aA 0,46 b B

45 0,1 0,71aA 0,83aA 0,88a A

0,5 0,64a B 0,94aA 0,66a B

1 As médias seguidas de mesma letra (mintscula para niveis de GA,

e maiuscula para niveis de ANA) n3o diferem entre si pelo teste
Tukey 5%.

Um bom crescimento das hastes é critico quando a mul-
tiplicagdo é feita através do cultivo de segmentos nodais, onde a
taxa de multiplicagd3o é, na maioria das vezes, diretamente propor
cional a elongagdo e ao numero de segmentos nodais vidveis ao fi-

nal da cultura.
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FIGURA 14 - Altura média de plantulas obtidas em cultura in vitro

de segmentos nodais de E. grandis. ESAL, Lavras-MG.

1988.
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QUADRO 12 - Numero médio de brotos com mais de 0,5 cm de compri -

mento obtidos em cultura in vitro de segmentos nodais

de E. grandis em diferentes concentracdes de GA, e
ANA .
ANA (mg l_l)
GA3 r
(mg.171) 0,0 0,01 0.1

0,0 3.5 bR 3,9 bA 3,5 bA

0., L 9,1la A 11,7a A 7,%9a A

0,5 6,3 bA 8,5 A 5,3a A

1 As médias seguidas de mesma letra (mindscula para niveis de GA 4

e maiuscula para niveis de ANA) n3o diferem entre si pelo teste
Tukey 5%.

Quanto ao sistema radicular, foi observado que em em
meio suplementado com ANA-0,0 e GA3—0,1 mg.l-l foi o que propor -
cionou uma melhor formagdc do sistema radicular, o que pode ser

observado na Figura 16.

Durante as avaliagSes realizadas, observou-se que mui
tos brotos se apresentavam com um escurecimento nas partes infe -
riores, apds a repicagem, o que pode ser observado na Figura 17.
Este escurecimento pode em alguns casos contribuir para um cresci
mento lento dos brotos e em outros faz com que os brotos ndo so -
brevivem, provavelmente devido aoc fato de substincias tdxicas se-
rem formadas ou devido ao estresse do tecido provocado pela trans

feréncia para um novo meio.



FIGURA 15 - Plaéntula de E. grandis obtida através da cultura

vitro de segmento nodal. ESAL, Lavras-MG. 1988.
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FIGURA 16 - Formagdo de raizes em pladntulas de E. grandis obtidas

in vitro.

Lavras-MG. 1988.

ESAL,
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FIGURA 17 - Escurecimento de plintulas de E. grandis obtidas in vi

tro. ESAL, Lavras-MG. 1988.




5. CONCLUSOES

A andlise dos resultados permitiu chegar as seguintes

conclusodes:

- @ contaminag¢do fungica foi reduzida com o uso de Be

nomyl na concentragdo de 50 mg.l-l em meio sdélido:

- o indice de sobrevivéncia dos explantes diminuiu

com o aumento das concentragdes de Benomyl:

- o PVP (10 mg.l-l) foi o antioxidante mais eficiente
para reduzir a oxidagdo fendlica: concentragOes mais altas de PVP,

causam danos aos brotos:

- as taxas mais altas de multiplicag8o foram atingi-

das quando se utilizou BAP(0,5-1,0 mg.l-l) na auséncia e nas con-

centragdes de 0,1 e 0,2 mg.1” ! de ANA:

- explantes secunddrios com mais brotos aumentaram a

taxa de multiplicagdo; melhores taxas foram obtidas nas concentra

1

¢oes de 0,5 e 1,0 mg.1 ~ de BAP e auséncia ou 0,1 rng.l-l de ANA,

- © maior nimero médio de brotos foi obtido com a adi

¢80 de BAP-0,5 e ANA-0,0l mg.1 L
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- As melhores alturas médias foram obtidas em concen-

tragBes de GA,-0,1 e 0,5 e ANA-0,0l e 0,1 mg.1 %



6. RESUMO

Procurou-se através deste trabalho alternativas péra
redugdo da contaminagdio fiingica e prevengdo da oxidacdo fendlica:
multiplicag8o in vitro de segmentos nodais de E. grandis, prove -

nientés de brotagdes em cepa crescidas no campo.

Segmentos nodais em torno de 1,5 cm dé comprimento, a
pds o método padrﬁe‘de desinfestagdo foram inoculados em meio DE
FOSSARD, sélido e liquido, suplementado com concentragdes de 0,0:
5040: 100,0; 500,0 e 1000,0 mg.‘l_l de Benomyl. Houve uma redug3o
de130% na taxa de contaminagdo e 50% dos segmentos nodais sobrevi

veram em meio sélido contendo 50,0 mg.l_l de Benomyl.

Segmentos nodais assépticos foram inoculados em meio
sélido DE FOSSARD suplementado com diferentes antioxidantes, na
coﬁcentragso de 10 g.l-l e com 0,05 g.l-l de fungicida. Observou-
se que o PVP se sobressaiu aos demais antioxidantes testados, pro
porcionando uma taxa de 90,0% de eiplantes nio oxidados. Baseando
se na eficiéncia do PVP, concentragdes de 0,0; 5,0: 10,0: 15,0 e

1

20,0 mg.1”" foram utilizadas. A redugdo da oxidagdo fendlica asso

ciada com uma melhor formagd3o de brotos foi possivel utilizando-
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se 10,0 mg.1™1 em meio sélido.

Brotos obtidos in vitro resultantes dos ensaios ante-
riores foram multiplicados em meio DE FOSSARD, adicionado de BAP-
0,0: 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.1"! e ANA-0,0; 0,1; 0,2 e 0,4 mg.17t
em todas as combinagdes possiveis. A melhor taxa de multiplicagao
foi observada com a presenga de BAP-0,5; 1,0 e ANA-0,0; 0,1 e 0,2

mg.17 T,

Para obtengdo de plantulas com parte aérea e raizes,
brotos assépticos foram multiplicados e alongados em meio de FOS-
SARD, suplementado com BAP-0,0: 0,05: 0,5 e ANA-0,0; 0,01; 0,1 ou
GA,~0,0; 0,1; 0,5 mg.l_l. A formag3o de um maior nimero de brotos
foi observada em meio contendo BAP-0,5 e ANA-0,01 mg.l“l. O alon-

gamento dos brotos foi possivel com a presenga de GA,-0,1; 0,5 e

3

ANA-0,01; 0,1 mg.l_l. O balango hormonal de GA.,-0,le ANA-0,0l1 foi

3

. . ’ ~
© que proporcionou um maior numero de plantulas e uma melhor for-

magao do sistema radicular.
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7. SUMMARY

The present study was carried out in order to obtain
alternatives for reducing fungical contamination and prevent pheno
lic oxidation of in vitro nodal segments of E. grandis from field-

grown coppice regrowth.

Nodal segments about 1,5 cm long, after an standart
desinfestation method, were inoculated in DE FOSSARD, solid and 1i
quid medium, suplemented with Benomyl concentrations 0,0; 50,0;
100,0; 500,0 and 1000,0 mglﬂl. There was a reduction of 30% in con
tamination rate, and 70% of the nodal segments survived at the end

1-

of the culture in solid medium with 50,0 mg of Benomyl.

Asseptic nodal segments were inoculated in DE FOS -
SARD medium suplemented with different anti-oxidants, in l0,0mgl—l

concentration and 0,05 gl_l

of Benomyl. Better results were obtai-
ned on PVP with 90% of non-oxidated explants. The reduction of phe

=T
nolic oxidation was possible using 10,0 mgl ~ PVP in solid medium.

Shoots obtained "in vitro" were multiplied in DE FOS

SARD medium, suplemented with all possible combinations of BAP-0,0:
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1-1 -1

0,5; 1,0; 2,0 and 4,0 mg and NAA-0,0; 0O0,1l; 0,2 and 0,4 mg

Better multiplication rate was obtained with BAP-0,5: 1,0 and NAA-
0,0; 0,1 and 0,2 mgi L.

Asseptic shoots, for obtaining plantlets with leaves

and roots, were regenerated in DE FOSSARD medium suplemented with

L1

BAP-0,0: 0,5; 0,5 and NAA-0,0; 0,01l: 0,1 or GA -0,0: 0,1y O0,5mg 2

3
The best shoot formation was obtained in medium with BAP-0,5 and

NAA-0,01 mgl_l. The elongation was obtained more efficiently with

GA;-0,1: 0,5 and NAA-0,01: 0,1 mg ™1, In the hormonal level of GA
i)

3

0,1 and NAA-0,0l1 mg the highest number of plantlets and roots

was obtained.
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APENDICE 3 - Resumo da andlise de varidncia para altura média de

plantulas obtidas através da cultura
plantes de E. grandis, em diferentes

de reguladores de crescimento. ESAL,

in vitro de ex-
concentragodes

Lavras-MG. 1988.

Quadrados médios e significéncia

Causas de variagdo GL

il 2 3
GA3 2 0,564%* 0,443%* 0, 713%*
BAP 2 0,257%%* 0,400%* 0,687**
GA3 X BAP 4 0,195%* 0,183*%% 0,291**
NAA 2 @,321*%* 0,431*%%* 0,654%%*
GA3 X ANA 4 0,137%* Q, 1L70%% 0,249%%*
BAP x ANA 2 0,213*% 0,l64** 0,277*%
Residuo 162 0,034 0,040 0,044
CV (%) 32,03 29,53 29,32

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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