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RESUMO

O presente trabalho objetivou aprimorar o protocolo
de micropropagacéo por organogénese indireta de
Eucalyptus grandis. Esta espécie é de grande
interesse agrondmico e biotecnologico, onde se estuda
a insercdo de genes exdgenos para obtencdo de
plantas com maior qualidade. A insercdo de genes
pode ser realizada em tecidos desdiferenciados que
devem ser regenerados para a obtengéo das plantas
modificadas. Explantes foliares e segmentos nodais,
obtidos a partir de plantulas de E. grandis germinadas
in vitro, foram inoculados em meios de cultura com
diferentes niveis de fitoreguladores na fase de inducéo
de calo e regeneracéo de brotos. A inducéo e
formacéo de calo a partir de folhas ocorreram em
100% dos explantes quando cultivados emmeio com
2,4-D e meio com TDZ e ANA combinados. A
auséncia de Fe-EDTA ao meio nédo influenciou a
intensidade de formacédo de calo nos explantes. A
inducéo e formagao de calo a partir de segmento nodal
ocorreramem 100% dos explantes quando cultivados
em meio com TDZ isolado e combinado comAIA. A
regeneracao de brotos de E. grandis a partir de calo
foi induzida quando da presenca de BAP isolado e
ou combinado comANAe GA, no meio de cultura.

PALAVRAS-CHAVE: propagacdo in vitro,
eucalipto, calo.

SUMMARY

The present work had the objective of improving the
micro propagation protocol by indirect organogenesis

of Eucalyptus grandis. This species has high
agronomic and biotechnological interest, triggering
gene insertion studies to obtain better quality plants.
Exogenous genes can be inserted in callus tissues that
must be regenerated to obtain modified plants. Leaf
explants and micro cuttings obtained from germinated
seedling of E. grandis were inoculated in culture
medium with different levels of growth regulators in
the callus induction and bud regeneration stages. Callus
induction and formation in leaf explants occurred in
100 % of samples when cultured in mediumwith 2,4-
D and in medium with combined TDZ and ANA. The
absence of Fe-EDTAdid not influence the intensity of
callus formation in the explants. Induction and callus
formation frommicro cuttings occurred in 100 % of
explants when cultured in medium with TDZ alone
and combined with AIA. Bud regeneration of E.
grandis has been induced in the presence of BAP
alone and or combined with ANAand GA, in culture
medium.
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INTRODUCAO

O Brasil ¢ 0 sexto maior pais em area
reflorestada do mundo e, no entanto, o estoque de
area reflorestada vemdiminuindo desde 1995 (COFO
apud BACHA, 2004). Este fato preocupa os
economistas, que prevéem para esta primeira década
do século XXI uma escassez de madeira de
reflorestamento.

Os Eucalyptus cobrem a maior area dos
reflorestamentos no mundo devido ao grande nimero
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de espécies deste género, grande plasticidade
ecoldgica e excelente produgdo, tornando-o materia-
prima de inimeras industrias florestais (FINGER et
al. 1993).

Sistemas de cultura in vitro oferecem
oportunidades de produzir novos genotipos de
interesse para a industria florestal através de processos
como mutagénese, variagdo somaclonal e engenharia
genética (CONFALONIERI et al. 2003)

Apropagagao vegetativa in vitro do eucalipto
pode ser obtida através da organogénese ou da
embriogénese somatica. Na organogénese, 6rgaos
como partes aéreas e raizes, podem ser induzidos a
formarem tecidos vegetais em cultura por
citodiferenciacdo. Na organogénese direta, ocorre o
surgimento direto de gemas a partir de tecidos que
apresentam potencial morfogenético na planta in
vitro, mas que, em geral, ndo se expressa. Ja a
organogénese indireta ocorre quando o processo de
regeneracao de gemas é precedido pela formacéo de
calo. A partir de células ndo-organizadas do calo,
surgem gemas adventicias que crescem e se
desenvolvem em novas partes aéreas
(GRATAPAGLIAe MACHADO, 1998).

Uma vez que cada espécie ou clone apresenta
caracteristicas unicas, determinadas por fatores
genéticos, as necessidades para seu cultivo in vitro
tendem a ser unicas. A capacidade de regeneragéo e
0 crescimento in vitro estdo associados ndo apenas
ao gendtipo, mas também na atividade fisiologica da
planta-matriz, sob o controle de diversos fatores
enddgenos, sendo este outro importante fator a se
analisar para o sucesso da micropropagacédo
(GRATAPAGLIAe MACHADO, 1998).

A maior vantagem de se usar a organogénese
indireta como ferramenta para a producéo de massa
clonal e regeneracéo de plantas, é o seu potencial de
desenvolver enormes taxas de multiplicacéo,
reproduzindo grandes quantidades de plantas
uniformes (THORPE e BONDI, 1984).

Em virtude da grande dificuldade de
micropropagar plantas lenhosas e a diversidade de
respostas obtidas conforme cada gen6tipo, e pelo fato
de que a obtencdo de plantas geneticamente
modificadas necessitam de um sistema de
regeneracao, objetivou-se neste trabalho estudar a

organogénese indireta de Eucalyptus grandis,
visando aprimorar o protocolo de micropropagagédo
desta espécie.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Para os ensaios de micropropagacdo de
Eucalyptus grandis foram utilizados explantes do tipo
folha e segmento nodal, provenientes de plantulas
germinadas in vitro com 60 dias, a partir de sementes
do viveiro da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina (Epagri) - Estacdo
Experimental de Itajai.

Para a indugdo de calo em folhas, discos
foliares (1 cm?) foram inoculados em meio de cultura
Murashigue e Skoog (1962) (MS), modificado
segundo Cheng (1977), (MSM), s6lido na presenca
e auséncia da feniluréia Tidiazuron (TDZ), e as auxinas
2,4-diclorofenoxiacético (2,4D), Acido
naftalenoacético (ANA) e Acido 3-indolacético
(AlA), isoladas ou combinadas em oito tratamentos,
sendo quatro deles sem Fe-EDTA descritos a seguir:
C1= MSM; C2= MSM sem Fe-EDTA; C3= MSM
+1,0mg.L* de 2,4D; C4= MSM sem Fe-EDTA +
1,0mg.L* de 2,4D; C5=MSM + 0,5 mg.L* de TDZ
e 1,0 mg.L* de ANA; C6= MSM sem Fe-EDTA +
0,5mg.L*deTDZe 1,0 mg.L* de ANA; C7=MSM
+1,0mg.L*de 2,4D e+ 0,5mg.L* de ANA,; C8=
MSM sem Fe-EDTA+ 1,0 mg.L*de2,4De+0,5
mg.L* de ANA.

Os testes de inducgéo de calo em segmentos
nodais foram realizados a partir de explantes com +
2 cmde altura e 0,3 cm de didmetro, os quais foram
inoculados em meio MSM na presenca de TDZ
isolado ou combinado comAIA, emseis tratamentos
descritos a seguir: C9= MSM + 0,5 mg.L* de TDZ;
C10= MSM + 1,0 mg.L* de TDZ; C11= MSM +
2,0 mg.L* de TDZ; C12= MSM + 0,5 mg.L* de
TDZ e + 0,25 mg.L* de AIA; C13= MSM + 1,0
mg.L*de TDZ e 0,5 mg.L* de AIA; C14= MSM +
2,0mg.L*de TDZe 1,0 mg.Ltde AlA.

Para a fase de regeneracéo de plantulas, os
calos obtidos a partir de folha e segmento nodal, foram
inoculados emonze tratamentos com meio de cultura
MSM, adicionado ou ndo dos reguladores de
crescimento 6-Benzilaminopurina (BAP), ANA, TDZ
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e Giberilina (GA,) isolados e /ou combinados: RO1=
MSM; R02= MSM + 0,5 mg.L* de BAP; R03=
MSM + 1,0 mg.L* de BAP; R0O4=MSM +0,5mg.L-
tde BAPe 0,25 mg.L* de ANA; RO5=MSM + 1,0
mg.L™* de BAPe 0,5 mg.L* de ANA; RO6= MSM +
0,5mg.L*de BAPe0,5mg.L" de GA,;R0O7= MSM
+1,0 mg.L* de BAP e 0,5 mg.L* de GA,; R08=
MSM +0,5mg.L* de TDZ; R0O9=MSM + 1,0 mg.L-
de TDZ; R10=MSM + 0,5 mg.L*de TDZ e 0,5
mg.L* de GA,; R11=MSM +1,0mg.L*de TDZ e
0,5mg.L* de GA.,.

Além dos sais minerais, vitaminas MS e dos
reguladores de crescimento, 0s meios de cultura foram
suplementados com sacarose como fonte de carbono,
em concentragdo de 30 g.L*, o pH foiajustado para
5,7 e solidificados com Agar-Agar (7 g.L?). As
culturas foram mantidas em camara de crescimento
sob fotoperiodo de 16 horas com intensidade de luz
de 40 a 50 pmol.m?.s* e temperatura de 28 +2°C.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado em 8 tratamentos para a fase
de indugdo de calo emdiscos foliares, 6 tratamentos
para a fase de inducéo de calo em segmentos nodais,
e 11 tratamentos para a fase de regeneracdo de
plantulas, totalizando 25 tratamentos com 5 repeticdes
por tratamento, sendo cada repeticéo constituida de
1 frasco de cultura contendo um disco foliar e/ou
segmento nodal na fase de indugéo de calo e umfrasco
contendo um calo (1 cm?), obtido do disco foliar e/
ou segmento nodal na fase de regeneracéo de pléantula.

As avaliagOes foram realizadas aos 60 dias
quanto a percentagem de explantes que formaram
calo, a percentagem de calos que formaram brotos e
0 namero de brotos. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e as médias foram comparadas
pelo teste Tukey ao nivel de significancia de 5x no
sistema de analise estatistica VARPC®,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inducéo de calo

Os tratamentos com 0 meio MSM e MSM
sem Fe-EDTA adicionados de 1,0 mg.L* de 2,4D
(C3 e C4) ndo apresentaram diferencas na
porcentagem de formacéo de calo, ambos induzindo
100% (Tabela 1). Este resultado difere dos relatos
de Ameen et al. (1985), onde afirmam que BAP ou

2,4-D sozinhos no meio, ndo promovem efeitos na
inducdo de calos em espécies de Eucalyptus. Esta e
a auxina mais usada na indugéo de calo em estudos
de organogénese indireta segundo George (1993).
Apesar disso, 0 2,4D é pouco usado na cultura de
Eucalyptus, e trabalhos como o de Alveset al. (2004)
e Gonzalez (2002) mostram o uso apenas de ANA
combinado ao TDZ para formacéo de calo emfolhas
e segmentos do hibrido de E. grandis e E. grandis
X E. urophylla.

A substituicdo de 2,4D pelos reguladores
TDZ e ANA nos tratamentos com 0 meio MSM e
MSM sem Fe-EDTAadicionados de 0,5 mg.L*TDZ
+ 1,0 mg.L*de ANA (C5 e C6) respectivamente,
resultaram na inducéo de 100 % de formacéo de calo.
As vantagens da utilizacdo conjunta dos reguladores
de crescimento TDZ e ANAséo citadas por Lu (1993)
e Hosokawa et al. (1996).

Para os testes com segmento nodal (C9 a
C14), a presenca de TDZ isolado e/ou combinado
com AIA ao meio de cultura MSM, promoveu a
formacdo de calo em 100 % dos explantes,
independentemente da concentragdo. Aforte indugdo
de calo nos tratamentos adicionados de TDZ pode
estar relacionada ao fato do TDZ apresentar uma
forma de acéo diferente de outras citocininas durante
0s processos de desdiferenciacao e rediferenciagéo
celular como citam Kaneda et al. (1997). Aelevada
taxa de formagdo de calo pelo TDZ, também é
mostrada em Alves et al. (2004), com segmentos
nodais de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

Regeneracgéo de plantulas

Os resultados da fase de regeneracdo de
plantulas sdo mostradas na Tabela 2. Os tratamentos
com o meio MSM adicionado de BAP somente ou
combinado com ANA (R02, R03, R04 e R05),
induziram a regeneracdo de parte aérea dos calos
obtidos a partir de folhas de E. grandis variando de
0,80 a 10,80 quanto ao numero de brotos formados
(Figura 1). Aporcentagem de calos com regeneracéo
de brotos foi baixa nestes tratamentos, variando de
20 a 40 %.

As folhas de E. grandis inoculadas em meio
MSM sem reguladores de crescimento, MSM
adicionado de BAP combinado com GA,, MSM
adicionado de TDZ somente e, combinado com GA,,
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Tabela 1 - Porcentagem de formacao de calo em explantes do tipo folha e segmento nodal de E. grandisem
meio de cultura Murashigue & Skoog (1962) (MS), modificado segundo Cheng (1977) (MSM),
come sem Fe-EDTA, adicionado ou ndo de reguladores de crescimento na fase de indugéo de

calo ap6s 60 dias de cultivo in vitro.

Tratamento Reguladores de Crescimento
Meio de Cultura Formacao de
MSM 24D TDZ ANA AlA Calo (%)
(mg.L™Y)

C1 - - - - 0

C2sem Fe-EDTA - - - - 0

C3 1,0 - - - 100
C4 sem Fe-EDTA 1,0 - - - 100
C5 - 0,5 1,0 - 100
C6 sem Fe-EDTA - 0,5 1,0 - 100
C7 1,0 0,5 - - 60
C8 sem Fe-EDTA 1,0 0,5 - - 0

C9 - 0,5 - - 100
C10 - 1 - - 100
Cl1 - 2 - - 100
C12 - 0,5 - 0,25 100
C13 - 1 - 0,5 100
Cl4 - 2 - 1 100

nao resultaram em regeneracgdo de brotos (R01, R06, valores elevados em comparacdo a Herve et al.

RO7, R08, R09, R10 e R11).

Os calos obtidos a partir de segmentos nodais
inoculados nos tratamentos com o meio MSM
adicionado de 0,5 mg.L*de BAP (R02), 1,0 mg.L*
de BAP (R03), 0,5 mg.L*de BAP + 0,5 mg.L'de
GA, (R06), 1,0 mg.L*deBAP + 0,5 mg.L*de GA,
(R07),e0,5mg.L*de TDZ +0,5mg.L*de GA, (R10)
apresentaram baixo nimero de brotos regenerados,
variando de 0,20 a 3,00.

A adicéo do regulador de crescimento BAP
combinado com ANA nos tratamentos MSM (R04 e
RO5) resultaram em aumento significativo na
quantidade de parte aérea regenerada variando de
26,00 e 19,60, respectivamente e alta porcentagem
de calos regenerados (80 e 100%, respectivamente).
Usando BAP e ANA (0,2 mg.L* cada) e BAP (1,0
mg.L™?), Alves et al., (2004) regeneraram 1 a 5%
respectivamente, dos calos dos obtidos a partir de
segmentos nodais de Eucalyptus grandis x E.
urophylla. Os resultados obtidos apresentaram

(2001) que obtiveram 9,9% de calos regenerando
gemas utilizando segmentos internodais de clones de
Eucalyptus gunnii, em meio adicionado de BAP (1,0
mg.L?).

Ambos os calos (obtidos a partir de folhas e
segmentos nodais), submetidos ao tratamento MSM
sem adicao de reguladores de crescimento (R01), e
com os reguladores de crescimento TDZ isolado e
combinado com GA, (R08 a R11), ndo apresentaram
aregeneracdo de parte aérea. Em experimentos com
E. grandis X E. urophylla, porém, Gonzalez (2002),
mostrou alta freqiiéncia na inducéo de gemas a partir
de explantes foliares do hibrido com a aplicacéo de
TDZ. O TDZ demonstra efeito indutor mais
pronunciado na formacao de brotos do que o BAP,
principalmente em espécies arbdreas segundo Lu
(1993), ndo ocorrendo, porém este efeito em nossos
tratamentos.

A diferenca de repostas na regeneracao de
brotos entre os calos obtidos de folhas e segmentos

Revista de Ciéncias Agroveterinarias, Lages, v.7, n.1, 2008 19



Arenhart e Zaffari

nodais pode estar relacionada as diferentes condigdes
de meio que os dois tipos de explantes foram
cultivados anteriormente na fase de inducdo de calo.
Segundo Linsmaier e Skoog (1965), calos de
Medicago sativa que estavam submetidos a meios
com elevada concentracdo de 2,4D e baixa de KIN,
induziram a formacéo de parte aérea, porém, sema
formacdo de raizes quando os mesmos foram
transferidos para um meio sem a adigdo de

reguladores. Por outro lado, os calos provenientes
de meios contendo baixa concentracgdo de 2,4D e
alta de KIN, regeneraram raizes e parte aérea em
meio sem reguladores. Outros fatores podem ter
contribuido com as diferentes respostas dos tecidos
COMO a expressao genética, a determinacao celular,
0 grau de especializagéo do explante, e a capacidade
de regeneracéo do tecido que pode variar muito na
mesma planta (GEORGE, 1993).

Tabela 2 - Namero de brotos formados e porcentagem de calos com regeneracéao de brotos obtidos a partir
de calos de folha e de segmento nodal de E. grandis em meio de cultura Murashigue & Skoog
(1962), modificado segundo Cheng (1977) (MSM), adicionado ou né&o de reguladores de
crescimento na fase de regeneracéo de plantulas, apds 60 dias de cultivo in vitro. (N=5).

Reguladores de

Percentagem de

Regeneraco de Broto Ndmero de Brotos

Formados

Tratamento Crescimento (%)
. Calo de Calo de
Meio de Cultura TDZ BAP A{\IA GA; Folha Segmento Folha Segmento
MSM (mg.L™) Nodal Nodal
RO1 - - - - 0 0 0,00 0,00
RO2 - 05 - - 20 20 0,80 1,20
RO3 - 10 - - 40 20 10,80 0,20
RO4 - 05 025 - 20 100 0,80 26,00
RO5 - 1 05 - 40 80 1,80 19,60
RO6 - 05 - 0,5 0 20 0,00 1,00
RO7 - 10 - 0,5 0 80 0,00 3,00
RO8 05 - - - 0 0 0,00 0,00
RO9 10 - - - 0 0 0,00 0,00
R10 05 - - 0,5 0 0 0,00 0,00
R11 10 - - 0,5 0 0 0,00 0,00

Figura 1 - Regeneragdo de brotos por organogénese indireta em calos de explantes foliares e segmentos nodais
de E. grandis em meio de cultura Murashigue & Skoog (1962) (MS), modificado segundo Cheng
(1977) (MSM), adicionado ou ndo de reguladores de crescimento ap6s 60 dias de cultivo in vitro. (A)
Brotos regenerados de calos obtidos de explantes foliares de E. grandis. (B) Brotos regenerados de
calos obtidos de segmentos nodais de E. grandis. RO5 = MSM + 1,0 mg.L* BAP + 0,5 mg.L* ANA.
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CONCLUSOES

A aplicacédo de 2,4D e de TDZ combinado
com ANA em explantes foliares e TDZ isolado ou
combinado com AlA em segmentos nodais induz
elevada formacédo de calo em E. grandis,
capacitando os tecidos em responder a aplicagédo
exdgena de fitoreguladores.

Aauséncia de Fe-EDTANo meio da cultura,
nao influenciou a intensidade de formagé&o de calo nos
explantes.

A regeneracdo de brotos em calos
provenientes de folhas ocorre somente com a
aplicacéo exdgena de BAP isolado e combinado com
ANA.

A obtencdo de plantulas de E. grandis a partir
de segmentos nodais pode ser feitaem meio com BAP
isolado e combinado com ANA ou GA,, de forma
regular.
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