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RESUMO: Entre as diferentes espécies de eucalipto adaptadas ao cultivo
no sul do Brasil, Eucalyptus dunnii se destaca pela tolerancia a geadas. En-
tretanto, tem como caracteristica produzir poucas sementes, o que dificulta a
sua multiplicag@o. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
diferentes métodos de desinfestacdo de explantes e diferentes combinagdes
de reguladores de crescimento vegetal para a sua micropropagacao. Foi ava-
liado o percentual de desinfestagdo e sobrevivéncia de explantes com e sem
tratamento prévio das matrizes com fungicida (Dicarboximida, 2,0 g.L') e
bactericida (Oxitetraciclina + Sulfato de Estreptomicina, 2,0 g.L!), seguido
de assepsia com diferentes concentragdes (0,5 e 1,0%) e tempos de exposigao
(15, 20 e 25 minutos) de hipoclorito de sédio. O tratamento de desinfestagao
das matrizes em campo com bactericida e fungicida aumentou o indice de
explantes assépticos. Entretanto, o tratamento com assepsia prévia e desin-
festacdo com 20 minutos em hipoclorito de sédio (0,5%) obteve o melhor
resultado, apresentando um indice de 80,2% de explantes assépticos e um
maior nimero de explantes vivos (91,7%). Para a avaliacdo da micropropa-
gacao, foram realizados experimentos testando diferentes concentragdes de
acido indol acético (AIA) e de zeatina, avaliando-se o numero de brotos por
explante, comprimento médio dos brotos, indice de multiplicagdo, nimero
de gemas e didmetro médio do calo. A maior taxa de multiplicagdo ocorreu
com a utilizagdo do meio MS acrescido de 0,2 mg.L! da auxina AIA ¢ 0,75
mg.L! da citocinina zeatina, gerando até 20 clones.
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ABSTRACT: Among the different Eucalyptus species adapted to the cultiva-
tion in the south of Brazil, Eucalyptus dunnii stands out for frost tolerance.
However, it is characterized by the production of few seeds, what makes its
multiplication difficult. Thus, the aim of this study was to evaluate different
methods of disinfestation of explants and different combinations of plant
growth regulators for its micropropagation. It was evaluated the percentage
of disinfestation and explants survival with and without previous treatment
of the matrices with fungicide (Dicarboximide, 2.0 g.L!) and bactericide
(Oxytetracycline + Streptomycin Sulphate, 2.0 g.L!), followed by sterilization
with different concentrations (0.5 and 1.0%) and exposure times (15, 20 and
25 minutes) of sodium hypochlorite. The matrices disinfestation treatment in
field with bactericide and fungicide increased aseptic explants index, however
the treatment with previous asepsis and disinfestation with 20 minutes in so-
dium hypochlorite (0.5%), got the best result presenting an index of 80.2%
of aseptic explants and a greater number of living explants (91.7%). In order
to assess micropropagation, experiments testing different concentrations of
indole acetic acid (IAA) and zeatin were performed, evaluating the number of
sprouts for explant, sprouts average length, multiplication index, bud numbers
and callus average diameter. The highest multiplication rate occurred with
the use of MS plus 0.2 mg.L! of auxin IAA and 0.75 mg.L"! of the cytokinin
zeatin generating up to 20 clones.
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e multiplicacdo clonal de espécies herbaceas
e arbustivas, além de lenhosas como frutei-

Introducgao

Dentre as técnicas de cultura de tecidos de
plantas, a micropropagagao ¢ a que apresenta
aplicacdo mais difundida e concreta, ja sendo
utilizada em nivel comercial em diversos
paises, inclusive no Brasil (BERTONI et
al., 2006).

A micropropagagdo, ou propagacao ve-
getativa in vitro consiste na reproducdo de
plantas idénticas a planta mae pela estimu-
lacdo da capacidade natural da multiplicagdo
vegetativa das espécies, ou pela inducao de
uma nova organogénese de gema, folhas e
raizes (AUGE et al., 1984; ALCANTARA;
BESPALHOC-FILHO; QUOIRIN, 2011).

Esta técnica, aliada a cultura de meriste-
mas, esta sendo muito utilizada na limpeza
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ras de clima temperado e arvores de elite
de esséncias florestais (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

O uso da micropropagacgdo apresenta al-
gumas vantagens sobre métodos tradicionais,
entre eles, alto indice de multiplicacao, pro-
pagacdo de material livre de patogenos e vi-
rus, possibilidade de propagacao de espécies
com dificuldade de multiplicagdo vegetativa
in vivo e producao de material durante todo
0 ano (SHEN; MULLINS, 1984; AUGE et
al., 1984; ERIG; SCHUCH, 2005a).

Por outro lado, esta técnica pode apre-
sentar algumas desvantagens, como: custo
de instalag@o de um laboratorio, necessidade
de pessoal qualificado, tempo de estabele-
cimento da cultura in vivo apesar da rapida
multiplicacdo in vitro e variagao genética
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potencial (ATAS, 1984; ERIG; SCHUCH,
2005a).

O eucalipto, por ser uma espécie de uso
multiplo, com possibilidade de atender a
diversos segmentos, como celulose, madeira
solida e carvao vegetal, caracteriza-se como
uma espécie extremamente importante no
setor florestal brasileiro. Eucalyptus dunnii
Maiden tem-se destacado no Brasil pelo ra-
pido crescimento, uniformidade dos talhdes,
forma das arvores e resisténcia a geada ndo
muito severa. Essa espécie ¢ indicada para
plantio em altitudes entre 500 ¢ 1.000m e
em regides de ocorréncia de geadas (HIGA
et al., 2000). Esta espécie produz poucas
sementes, o que dificulta sua propagagdo
aleatoria (SOUZA; SOARES: BATISTA,
2003; BILLARD; LALLANA, 2005). A
caracteristica de produzir poucas sementes
praticamente dificulta seu cultivo, pelo custo
oneroso na obtengdo das memas e na propa-
gacdo da espécie.

O cultivo in vitro ¢ um método viavel
para propagacdo clonal e massal de diversas
espécies florestais. No entanto, um dos maio-
res entraves no estabelecimento in vitro de
espécies lenhosas esta na dificuldade de obter
tecidos livres de contaminagdes provocadas
por fungos e bactérias e ainda por oxidagdes
provocadas por compostos fenolicos (THOR-
PE; HARRY; KUMAR, 1991; GRATTAPA-
GLIA; MACHADO, 1998).

A desinfestagao de segmentos nodais
em espécies lenhosas ¢ a primeira etapa a
ser considerada para a realizagdo de 6timo
estabelecimento in vitro (PIERIK, 1990). Os
niveis de contaminag¢do tendem a ser maiores,
quando as plantas matrizes usadas como fonte
de explantes sdo provenientes do campo. No
entanto, mesmo as plantas submetidas a ri-
goroso controle fitossanitario e mantidas em
viveiro protegido ou casa de vegetacdo sdo
fontes potenciais de micro-organismos que
podem tornar-se limitantes aos procedimen-
tos de cultivo in vitro (MEDEIROS, 1999;
ALMEIDA; MARTINS; DUTRA, 2008).
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A multiplicagio in vitro de varias espécies
de eucalipto tem sido descrita na literatura
(BISHT et al., 1999; JOSHI et al., 2003;
GLOCKE etal., 2006; PEREIRA-NETTO et
al.,2006; ALMEIDA etal., 2008; BRONDA-
NI et al., 2009), entretanto ndo ha protocolo
estabelecido para E. dunnii. Além disso,
a falta de opgdes de espécies de eucalipto
tolerantes a geadas é uma das limitagdes
da expansdo de seu cultivo na Regido Sul
do Brasil, e o E. dunnii se apresenta como
alternativa potencial para o empreendedor
florestal nesses casos.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho
foi avaliar diferentes métodos de desinfes-
tacdo de explantes e diferentes combinagdes
de reguladores de crescimento vegetal para
a micropropagacdo de Eucalyptus dunnii
Maiden.

Material e Métodos

Coleta e desinfestacao dos
explantes

Foram coletados explantes de Eucalyptus
dunnii de diferentes partes da planta (segmen-
tos nodais da gema apical e gemas laterais)
de matrizes mantidas em casa de vegetacao
com irrigagdo controlada, observando-se as
épocas de vegetagao da espécie (primavera e
verdo). Para a avaliagdo da desinfestagao dos
explantes, matrizes de E. dunnii foram man-
tidas sem tratamento prévio (experimentos
1 a 6) e com tratamento prévio, onde foram
aplicados semanalmente 2,0 g.L"! do bacteri-
cida Agrimicina (Oxitetraciclina + Sulfato de
Estreptomicina) e 2,0 g.L! do fungicida Cap-
tan (Dicarboximida), comegando a assepsia
60 dias antes dos explantes serem coletados
(experimentos 7 a 12).

Apos a coleta, os explantes foram arma-
zenados em agrimicina (1,0 g/L), permane-
cendo submersos por 20 minutos. Decorrido
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isso, os explantes permaneceram em agua
corrente por 10 minutos. Apos, 0s mesmos
foram mantidos em alcool 70% por 30 segun-
dos e posteriormente em hipoclorito de sodio

(0,5% e 1,0%) com 15, 20 ¢ 25 minutos de
imersdo e lavados 3 vezes em agua destilada
autoclavada (Tabela 1).

Tabela 1 - Experimentos de assepsia dos explantes de Eucalyptus dunnii.

Tratamento prévio

Tempo de Desinfestacao (Hipoclorito

Experimentos (Agrimicina + Captan) de so6dio)
0,5 % 1,0%
1 - 15 min. -
2 - 20 min. -
3 - 25 min. -
4 - - 15 min.
5 - - 20 min.
6 - - 25 min.
7 20gLt+2,0gL! 15 min. -
8 20gL'+2,0gL"! 20 min. -
9 20gL!'+2,0gL"! 25 min. -
10 2,0 gL1+2,0gL! - 15 min.
11 2,0 g L'+2,0gL! - 20 min.
12 2,0gL"'+2,0gL"! - 25 min.

Os experimentos relacionados a assepsia
dos explantes foram realizados em camara de
fluxo laminar previamente esterilizada com
luz ultravioleta por 15 minutos e foram inocu-
lados em meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), acrescido de 0,05 mg/L de
benzilaminopurina (BAP), 30,0 mg.L"!' de
sacarose ¢ 6,0 mg.L"' de agar. Os mesmos
foram mantidos em camara de crescimento
a25°C £ 1 e fotoperiodo de 16 horas luz/dia
com luminosidade de 2000 lux, por 45 dias.

Avaliacdo da multiplicacéo dos
explantes

Para a multiplicacao dos explantes foram
realizados 20 experimentos utilizando meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acres-
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cidos de 30,0 g.L"! de sacarose € 6,0 g.L"! de
agar. Foram testadas diferentes concentragdes
de acido indol acético-AIA(0,05 a 1,0 mg.L")
e de zeatina (0,1 a 0,75 mg.L"). Os mesmos
foram mantidos em camara de crescimento
a25°C =1 e fotoperiodo de 16 horas luz/dia
com luminosidade de 2000 lux, por 90 dias.

Analise Estatistica

Foram utilizados 25 explantes por expe-
rimento, sendo avaliados o nimero de brotos
por explante, comprimento médio dos brotos
(mm), indice de multiplicagcdo, niimero de
gemas e didmetro médio do calo (mm). O
indice de multiplicagdo, que corresponde ao
numero de brotos, foi duplicado, quando o
comprimento dos brotos foi maior que 10
mm, pois estes permitem a obtencdo de dois
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novos explantes. As médias, desvios padrao
e comparacdo entre médias (Tukey com
95% de confianga), foram calculados com o
programa Statistica 5.0.

Resultados e Discussao

Os resultados da assepsia dos explantes de
Eucalyptus dunnii sem tratamento prévio das
matrizes com bactericida e fungicida foram
insatisfatorios, pois os experimentos El,
E3, E4 e ES5 apresentaram contaminagdo em
100% dos explantes. Os tratamentos E2 e E6
obtiveram 95,8% de explantes contaminados
(Figura 1).

100 100 100 100

95.8

95.8

= Contaminados

B Assépticos

Assepsia (%)

Experimentos

Figura 1- Resultados da assepsia dos explantes de Eucalyp-
tus dunnii sem tratamento prévio no campo.

O tratamento de desinfestacao das matri-
zes em campo com bactericida e fungicida
(agrimicina + captan) aumentou o indice de
explantes assépticos e vivos, apresentando
resultados significativos (Figura 2). Brondani
et al. (2009), avaliando o estabelecimento,
multiplicacdo e alongamento in vitro de
Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii,
realizaram a aplicagdo do fungicida Kumulus
DF® (enxofre como principio ativo) a3 g.L*!
(p/v), uma semana previamente a coleta das
brota¢des dos clones, conforme recomenda-
¢oes de Alfenas et al. (2004). Entretanto, ndo
foi avaliado comparativamente o efeito deste
tratamento prévio.

Os tratamentos E9, E10, E11 ¢ E12
obtiveram excelentes taxas de assepsia dos
explantes, porém apresentaram um grande
numero de explantes mortos, tornando me-
nos viavel a utilizacdo destes tratamentos. O

PERSPECTIVA, Erechim. v.35, n.131, p. 69-77, setembro/2011

tratamento E8, com 30 segundos em alcool
70% mais 20 minutos em hipoclorito de so6-
dio (0,5%) obteve o melhor resultado, apre-
sentando um indice de 80,2% de explantes
assépticos e um maior nimero de explantes
vivos (91,7%). Brondani et al. (2009), tes-
tando concentragdes de hipoclorito de s6dio
na desinfestacdo de segmentos nodais de E.
benthamii x E. dunnii, a partir de minicepas
cultivadas em sistema semi-hidroponico,
também constataram a concentracao de 0,5%
de cloro ativo como a mais efetiva.

= Contaminados

m Assépticos

Assepsia (%)

u Vivos

E7 E8 E9 El10 Ell El12

Experimentos

Figura 2 - Resultados da assepsia dos explantes de Eu-
calyptus dunnii, ap6s tratamento prévio das matrizes no
campo com Agrimicina (2,0 g.L") e Captan (2,0 g.L").

De acordo com George (1993) e Alfenas
et al. (2004), a concentracao e o tempo de
exposi¢ao aos desinfetantes dependem do
material vegetal e da planta, pois apresentam
respostas variadas quanto a sensibilidade dos
tecidos. Uma desinfestacdo eficiente deve
eliminar os micro-organismos e ndo causar
danos ou morte aos tecidos. Almeida, Martins
e Dutra. (2008), avaliando a desinfestagao de
segmentos nodais de £. dunnii mantidas em
camaras climatizadas, observou uma menor
contaminacao de bactérias e fungos apos a
desinfeccao por 10 minutos com hipoclorito
de sodio a 1% e 2%, respectivamente. No
mesmo trabalho, observou-se um maior
percentual de sobrevivéncia dos explantes
de E. dunnii (30 a 40%) com concentragdes
de 2,0 e 1,5% de hipoclorito de sodio, res-
pectivamente. Estas concentragdes também
apresentaram baixos percentuais de oxidacao
dos explantes.
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Segundo Erig e Schuch (2005b), a sobre-
vivéncia dos segmentos nodais ¢ indicada
pela colorag@o verde do explante. Entretanto,
aporcentagem de sobrevivéncia dos segmen-
tos nodais ndo pode ser usada como unico
indicativo de que havera o estabelecimento de
plantas a partir destes explantes. Muitas vezes
os segmentos nodais continuam vivos (de
coloragdo verde) por um determinado tempo,
mas, nao emitem folhas ou brotos, isto é, ndo
se estabelecem in vitro. Neste sentido, foram
realizados 20 experimentos, testando-se dife-

rentes concentragdes de acido indol acético e
de zeatina, avaliando-se o nimero de brotos
por explante, comprimento médio dos brotos,
indice de multiplicagdo, nimero de gemas e
diametro médio do calo (Tabela 2).

O numero de brotos e o comprimento
destes sdo os fatores mais relevantes na
micropropagacao, gerando o indice de mul-
tiplicagdo. O niimero de gemas influencia na
capacidade de regeneracdo do futuro explante
e o didmetro do calo ¢ um fator consideravel
para o futuro enraizamento do clone.

Tabela 2 - Avaliagdo da micropropagagdo de explantes de Eucalyptus dunnii, em diferentes concentragdes de acido indol

acético (AIA) e zeatina.

(mAgI./él) (ifgtgl la) N° de brotos C%T(iﬁ?gg:z)de Indice N°de gemas Dcijllg itril(;n(;o
1 0,05 0,1 2,44°+ 0,5 15,94+ 3,7 4,88 12,08+ 1,8  0,87*+ 0,01
2 0,05 0,25 3,22¢+£0,7 12,23%+2,05 6,44 9,98+ 1,7 0,89+ 0,06
3 0,05 0,5 6,224+ 1,5 4,24+ 0,7 6,22 5,83*+0,5 0,70+ 0,07
4 0,05 0,75 15,228+ 2.0 6,78+ 0,5 15,22 5,72°+0,2 0,83+ 0,04
5 0,1 0,1 1,55+ 0,3 4,800+ 1,1 1,55 4,13+ 0,8 0,43+ 0,07
6 0,1 0,25 4,55+ 0,9 15,84+2.9 9,1 9,94*+ 1,6  0,88%+0,03
7 0,1 0,5 12,784+ 1,1 5,58+ 0,3 12,78  5,50°+ 0,3 0,912+ 0,03
8 0,1 0,75 18,44+ 22 5,03+ 0,4 18,44  5,15°+0,2 0,90+ 0,03
9 0,2 0,1 3,11¢+£ 0,3 10,39+ 2.8 6,22 8,34+ 0,9  0,89"+0,03
10 0,2 0,25 5,339+ 1,3 14,67*+34 10,66  8,85®+ 1,3 0,93+ 0,05
11 0,2 0,5 9,55+ 0,9 5,98°+£ 0,9 9,55 5,60+ 0,4 0,75+ 0,02
12 0,2 0,75 20,78+ 3,5 5,24+ 0,9 20,78  6,97*+1,0  0,84*+0,03
13 0,5 0,1 3,33¢+£ 0,5 9,78+ 2.4 3,33 9,17*+0,8 0,91+ 0,08
14 0,5 0,25 3,89+ 1,2 14,37+ 3,2 7,78 10,52+ 1,7 0,89+ 0,03
15 0,5 0,5 9,554+ 2,1 12,76+ 4,6 19,1 8,00+ 1,6 1,044+ 0,03
16 0,5 0,75 19,67%+2,5 5,99°+ 0,6 19,67  5,01°+£0,2 1,022+ 0,04
17 1,0 0,1 2,89+ 0,6 20,42:+ 52 5,78 12,69*+2.4 0,97®+0,1
18 1,0 0,25 8,67+ 1,4 10,15+ 4.3 17,34 5,80°+ 1,1 0,93+ 0,2
19 1,0 0,5 1,33+ 0,2 4,89+ 0,8 1,33 2,90+ 0,3 0,81®+0,1
20 1,0 0,75 9,554+ 1,8 4,3+ 0,2 9,55 4,90+ 0,4 0,73°*+0,1
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A maior taxa de multiplicagdo ocorreu
com a utilizagdo do meio MS acrescido de
0,2 mg.L! da auxina AIA e 0,75 mg.L' da
citocinina Zeatina (experimento 12), podendo
gerar até 20 clones, como mostra o indice de
multiplicagao (Tabela 2). Borges et al. (2011)
obtiveram maiores taxas de multiplicagdo de
clones hibridos de E. globulus com o meio
MS, em comparag@o ao meio JADS. Santos,
Wendling ¢ Dutra (2004) obtiveram maior
numero de brotagdes, quando aplicaram-se 0,1
mg.L"! da auxina, acido indolbutirico (AIB) e
0,1 mg.L"! da citocinina benzilaminopurina
(BAP), entretanto com indices de multiplicagdo
de no méaximo 2 clones.

De maneira geral, o fitorregulador ben-
zilaminopurina (BAP), em concentragdes
variando de 0,006 uM a 8,8 uM, tem sido
0 mais utilizado para induzir a proliferacao
de gemas em eucalipto (DEL PONTE et al.,
2001). Uma revisao sobre diferentes combina-
¢oes de fitorreguladores para multiplicacao e
alongamento de algumas espécies de eucalipto
podem ser encontradas em Dutra, Wendling e
Brondani. (2009).

Consideragoes finais

De maneira geral, o tratamento de de-
sinfestacdo das matrizes em campo com
bactericida e fungicida (agrimicina + captan)
juntamente com desinfestagdo in vitro com
hipoclorito de sddio 0,5% por 20 minutos, au-
mentaram o indice de explantes assépticos e
vivos, apresentando resultados significativos.
A maior concentracao de citocinina (zeatina)
em diferentes combina¢des de auxina induzir
a um maior niumero de brotos, com excec¢ao
da combinagdo com a maior concentracao de
acido indolacético (1,0 mg.L!"). Os maiores
comprimentos de broto foram obtidos nas
concentracdes baixas de citocinina. Ja o nu-
mero de gemas e o diametro dos calos foram
menos influenciados pelas diferentes com-
binagodes destes reguladores de crescimento
vegetal. Estes resultados estdo de acordo
com a literatura que aponta as citocininas
como indutoras da brotacdo e as auxinas
como indutoras do alongamento caulinar
(MANTELL; MATHEWS, MCKEE, 1994;
TORRES; CALDAS; BUSO, 1998. ALFE-
NAS et al., 2004; DUTRA; wENDLING;
BRONDANI, 2009).
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