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Alongamento e enraizamento de brotac6es de Eucalyptus grandis L. utilizando
diferentes meios de cultivos e tipos de luz

Thiago Furlan!!; Luiz Claudio Offemann?; Ricardo Felipe Braga de Sousa®; Gustavo Ferreira
Coelho*; Ricardo Faria®;, Adonis Moreira®

Resumo: O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de ANA e BAP e tipos de luz no alongamento
e enraizamento de brotagBes de E. grandisL.Foram utilizados explantes com 40 dias, apds ter
sido induzido em um meio de iniciacdo e multiplicacdo. Foram testados dois diferentes meios
de cultivo, interagindo com 4 diferentes qualidades de luz, em seguida transferidos para um
meio de enraizamento. As avaliagdes do crescimento e desenvolvimento de gemas do clone
mostraram-se que para 0 meio ANA e o tratamento ausente de luz demonstrou capacidade de
produzir brotos maiores que 15 mm, meio 2 e luz 4 demonstrou inferioridade em relacéo aos
demais. A ideal situacdo para micropropagacdo é utilizar um meio para multiplicagdo de brotos
seguida dainducéo de enraizamentos. Broto proveniente de meio de cultivo com hormonios tem
melhor capacidade de enraizamento.
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Elongation and rooting of Eucalyptus grandis L. shoots using different means of crops and
types of light

Abstract: The aim of this study was to evaluate the effect of NAA and PAB and types of light on
elongation and rooting of shoots of E. grandis L. The explants were used 40 days after being
induced in a medium of initiation and multiplication. Two different culture medium were tested,
interacting with four different qualities of light, then transferred to a rooting medium. The evaluate
of growth and development of shoots of clone have shown that for medium and NAA and light
without treatment demonstrated ability to produce greater than 15 mm buds, medium PAB and
transparent light showed inferiority to others. The ideal situation is to use a micropropagation
medium for multiplication of shoots followed the induction of rootedness. Bud from the culture
medium with hormones has better ability to rooting.
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Introducgéo

O Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae (Subfamilia Leptospermoidae), séo
conhecidas mais de 650 espécies diferentes de eucalyptus, sendo bem adaptados a praticamente
todas as condicdes climaticas. Em outros continentes, algumas espécies de Eucalyptus tém
importancia econdmica relevante, devido ao fato de crescerem rapidamente. Na América do sul
existem extensas plantacdes das espécies E.urophylla e E.grandis(SBS, 2013).

A maioria das espécies conhecidas sdo arvores tipicas de florestas altas atingindo entre
30 a50 metros de altura e de florestas abertas, com arvores menores, entre 10 e 25 metros de
altura. Plantios clonais de hibridos de eucalyptus podem produzir até 50 m3hatano?. As
principais espéecies plantadas em climas tropicais e subtropicais sdo: E. grandis, E. salignae E.
urophylla. Em regides de clima temperado sdo plantados o E. dunniie E. viminalis. As florestas
plantadas existentes no Brasil em 2013 totalizaram cerca de 5,6 milhdes de hectares, sendo 3,4
milhGes de hectares com eucalipto. A producéo florestal prové a principal fonte de polpa
celulésica para producdo de papel de alta qualidade, madeira para construcdo e carvao
vegetal.Outros produtos também podem ser obtidos, como por exemplo, 6leos essenciais e mel
(SBS, 2013).

O método mais econdémico de propagacdo vegetativa é por enraizamento de estacas. Este
pode ser realizado com algumas espécies de Eucalyptus, mas, como foi bem documentado por
Pryor e Willing (1963), esta limitado a plantas muito jovens. Entretanto, como em outros
métodos vegetativos, também ha problemas com o desenvolvimento de técnicas de cultivo de
tecidos adequadas para propagar arvores seletas adultas (GUPTA; MASCARENHAS, 1987).

A iniciacdo de raizes em material adulto é evitada pelo aumento de uma substancia
inibidora do enraizamento em arvores mais velhas. Deste modo, no momento em que as arvores
de Eucalyptus alcancam uma idade em que podem ser avaliadas por florestais e geneticistas,
geralmente ja passaram do estado na qual podem ser facilmente propagadas na forma vegetativa
(Patonet al. 1970, FURZE; CRESSWELL, 1985).

Como método para a propagacdo de genotipos superiores a micropropagacao tem
algumas vantagens em relacdo com os métodos tradicionais pois permite propagar arvores
adultas sem a necessidade de abaté-las. Obtém-se milhares de réplicas em pouco espaco e
independentemente da época do ano e os propagulos sdo facilmente armazenaveis e
intercambidveis entre programas de melhoramento (TRUJILLO, 2005).

A propagacdo vegetativa de individuos elite permite multiplicar exatamente todas as
caracteristicas de interesse, como: taxas de crescimento rapido, qualidade da madeira, contetdo

de oleos essenciais, resisténcia a enfermidades e insetos, etc. Se as técnicas de propagacéo sao
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as adequadas para permitir a producdo de plantas em escala comercial, logram-se planta¢oes
geneticamente superiores e com um grau de uniformidade que facilita e melhora todas as
atividades de manejo e exploragdo (TRUJILLO, 2005).

O cultivo de tecidos de E. grandisvem sendo estudado por muitos pesquisadores e
botanicos. Porém a maioria dos trabalhos publicados refere-se ao uso de material juvenil,
principalmente proveniente da germinagdo de sementes (DE FOSSARD et al., 1974;
CRESSWELL; DE FOSSARD, 1974; HARTNEY, 1981; SITA, 1981). Isto ndo é o adequado
para os programas de reflorestamento, onde o que se procura é clonar massivamente genotipos
superiores seletos com o fim de obter plantagdes altamente produtivas e homogéneas.

De acordo com Carpineti (2005), o éxito de todo processo de clonagem esta na obtencao
de plantas com um bom enraizamento, ja que valores inferiores a 70% limitam seu uso em
grande escala por razbes econdmicas.

Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de ANA e BAP e tipos de luz no
alongamento e enraizamento de brotacdes de E. grandis L.

Material e Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultivo de Tecidos Vegetais da Faculdade
de Ciéncias Agrarias (UNNE). Foi utilizado como explante segmentos uninodais do clone Ginta
36 de Eucalyptusgrandis provenientes do Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuéria
(INTA), Corrientes, Argentina.

Foram testados dois diferentes meios de cultivo: M1)¥2 MS (Murashige&Skoog, 1962)
contendo 3%Sacarose+ 3 mgL* BAP + 2 mg Lt ANA + Agar 0,7%; M2)% MS contendo
3%Sacarose + Agar 0,7%.

O pH dos meios de cultivo foi ajustado a 5,8 com solucbes de KOH e/ou HCI. A
esterilizacdo dos meios foi realizada em autoclaves a 0,101 pa durante 20 minutos.

Foram também utilizados quatro tipos de luz: escuriddo, meia luz, amarela e branca,
sendo que a luz amarela foi obtida com a utilizacdo de papel celofane amarelo e a luz branca
utilizado o papel transparente.

Foram feitos 3 repeti¢Oes de 10 frascos, sendo cada frasco composto por 5 grupos de
hastes. Os frascos utilizados eram de 160mL, contendo 20 mL de meio de cultura.

Os explantes foram cultivados em condic¢des controladas com temperatura constante de
27 + 2 °C sob escuriddo por 30 dias e apds este periodo foram transferidos a luz (116 pmol m?s’

1y com fotoperiodo de 14 horas por mais 15 dias. Aos 45 dias foram feitas amostragens de todos
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os tratamentos, para determinar o crescimento de entrends e também o numero de brotos
obtidos, durante o processo de elongacao.

Na sequencia das avaliagdes, os brotos medindo entre 1 a15 mm foram subcultivados em
tubos de ensaio, com Unico meio de enraizamento, contendo ¥ MS (sacarose 2%) + ANA 0,2
mg/L, onde foram avaliados a capacidade de enraizamento.

O subcultivo foi reservado em um ambiente controlado com auséncia de luz e ap6s 10
dias transferido para ambiente com luz branca, sendo colhido amostras de brotos enraizados a
cada dois dias.

O delineamento experimental usado foi de blocos ao acaso, com 8 tratamentos, 3
repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 10 frascos e cinco grupos de hastes por frascos.
Os resultados foram analisados calculando-se valores meédios, tendo em conta seu desvio
padrdo. Finalmente, estes foram submetidos a analise de varidncia seguida do Teste de
Comparacao de médias de Tukey a 5% (FERREIRA, 2003).

Resultados e Discusséo

Os resultados das analises de variancia para de porcentagem de brotacGes alongadas (%
BROT); peso seco dos brotos (PSBROT) e porcentagem de brotos enraizados (%
ENR),porcentagem de enraizamento total (% ENRTOT) e peso seco total (PST)do clone ginta 36,
encontra-se na tabela 1.

A ocorréncia de uma media de brotacGes alongadas baixa menores que 5 mm, no meio 1
com luz 1, pode estar relacionado com a auséncia de luz durante os primeiros trinta dias, pois esta
situacdo de auséncia de luz com o meio com reguladores de crescimento apresentaram étimos
valores para 0 peso seco dos brotos. Os brotos menores de 5 mm depois de subcultivado em um
meio de enraizamento, os brotos do meio 1 com luz 1 apresentaram-se de forma semelhante as
demais situacOes de luz e meio.

Para brotos menores que 5 mm, 0 meio 2 com luz 4 apresentou a maior media de brotagdes
alongadas, com médias de peso seco e porcentagem de enraizamento extremamente baixos. Meio
2 com luz 4 ao enraizar obteve a menor media. As melhores medias de enraizamento dos brotos
menores que 5 mm foram obtidos dos meiol com luz 3, meio 1 com luz 4, meio 2 com luz 3, mas
isso ndo significa que esses tratamentos obtiveram maior numero de brotacdes.

Para a porcentagem de brotagdes entre 5-10 mm o meio 1 com luz 2 apresentou
superioridade em relagdo aos demais tratamentos utilizados apresentando 0 maior numero de

brotacOes entre 5-10 mm. Quanto ao peso seco dos brotos de 5-10 mm, os brotos do meio 1 com
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luz 2 foram as que apresentaram as menores medias. Dentre os brotos de 5-10 mm, 0 meio 1 com
a luz 3 foi 0 que proporcionou maior capacidade de enraizamento.

Para os brotos entre 10-15 mm o tratamento que proporcionou os melhores resultados,
exceto para peso seco foi o meio 1 e luz 1, em seguida 0 meio 2 com a luz 1, consequentemente o
meio 1 com luz 1 foi o que apresentou menor média para peso seco dos brotos e 0 meio 2 com luz
3 foi 0 que apresentou maior média para peso seco dos brotos. Sendo assim a melhor resposta para
enraizamento de brotos entre 10-15 mm, ocorreu no meio 1 e luz 1.

Tabela 1- indice de porcentagem de brotagdes alongadas (%BROT); Peso seco dos brotos
(PSBROT) e porcentagem de brotos enraizados (% ENR), porcentagem de
enraizamento total (% ENRTOT) e peso seco total (PSBT) em dois tipos de meio de
cultura submetidos a quatro tipos de luz

LUZ 1- Escuridao LUZ 2 - Tenue LUZ3-Amarela LUZ4-Branca CV %

M1 3,89 Bc* 2222 Bb 37,22 Ab 5722  Ba 11927
M2 2556 Ac 4722 Ab 29,44 Ac 8722 Aa

% BROT <5 mm

M1 55,55 Aab 67,22 Aa 61,11 Aa 40,55 Ab 953
M2 57,77 Aa 51,66 Ba 65,55 Aa 12,77 Bb

%BROT 5-10 mm

%BROT 10-15mm M1 31,67 Aa 10,55 Ab 1,66 Ac 222  Abc 3065
M2 16,66 Ba 1,11 Bb 5,00 Ab - Ab
%BROT >15 mm M1 6,67 0,00 0,00 0,00
M2 0,00 0,00 0,00 0,00
PSBROT <5 mm M1 0,55 Aa 0,03 Ab 0,02 Ab 0,02 Ab
M2 0,08 Ba 0,04 Aab 0,04 Aab 0,02 Ab
PSBROT 520 mm M1 0,03 Bb 002 Bb 0,03 Bb 006 Ba
M2 0,06 Ab 0,07 Ab 0,05 Ab 0,24 Aa
PSBROT 10-15 mm M1 0,07 Ba 0,28 Ba 0,32 Aa 0,35 Aa_ 3205
M2 0,35 Ab 1,18 Aa 0,66 Ab -
PSBROT >15 mm M1 0,38 - - ~
M2 - - - -

M1 13,33 Ab 10,00 Ab 66,67 Aa 60,00 Aa  21.00
M2 20,00 Ab 10,00 Ab 55,00 Aa 16,67 Bb

9% ENR <5 mm

ML 50,00 Ab 3666 Ab 76,66 Aa_ 5333 Aab 1362
M2 4333 Aa 3000 Aab 2000 Bab 1000 Bb

% ENR 5-10 mm

%ENR 1015 mm M1 66,67 30,00 - -
M2 - - - -
% ENR >15 mm M1 70,00 53,33 - -
M2 - - - -
PSBT M1 0,07 Ba 0,04 Aab 0,02 Bb 0,06 Aa
M2 0,10 Aa 0,07 Abc 0,09 Aab 0,05 Ac
PS60 M1 4,40 Ba 2,71 Aab 1,77 Bb 3,47 Acb
M2 6,37 Aa 4,10 Abc 5,32 Aab 3,21 Ac
M1 48,33 Aa 32,50 Ab 35,83 Aab 28,33 Ab
%ENRAIZAMENTO
TOTAL 11,35

M2 15,83 Ba 10,00 Bab 15,83 Ba 6,66 Bb

*Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna e minuscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade M1=%2 MS contendo 3% sacarose + 3mg/L BAP +2mg/L ANA + Agar 0,7% ;M2=
% MS contendo 3%Sacarose + Agar 0,7%.
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Somente 0 meio 1 com luz 1 demonstrou capacidade de produzir brotos maiores que 15
mm, estes apresentaram peso seco elevado e uma das maiores médias de enraizamento, este
tratamento apresentou uma elevada potencialidade em produzir brotos grandes e capazes de
enraizar.

O alongamento da parede celular é a resposta inicial dos tecidos vegetais as auxinas.Uma
reserva de glicose, além de outros carboidratos, deve estar presentes no sistema que dara origem
ao material necessario para o processo de elongacdo. O acido naftalenacético tem capacidade
de promover a formacéo de primdrdios radiculares e tem sido utilizado para provocar e acelerar
0 enraizamento de estacas na propagacdo vegetativa de numerosas espécies vegetais
(MARASSI, 2006).

A ausencia de luz proporciona o estiolamento dos brotos pois a auxina se concentra em
locais com ausencia de luz. Com isso as células menos iluminada se alongam mais do que as
do lado mais iluminado. Citocinina BAP estimula a diviséo celular e formagdo de orgéos ,
desenvolvimento de gemas laterais e tecidos meristematicos provavelmente responsavel por
peso seco elevado de alguns tratamentos.(MARASSI,2006)

De acordo com Calderon (1994), o estiolamento estimula a acumulacéo de calmodulina
nas regides apicais e como consequéncia aumentaria 0 numero de células, levando a um maior
crescimento que se utiliza em maior propor¢do somente um tratamento hormonal. Situacdo
semelhante ao brotos que estiveram na situacdo de escuridao.

Marassi (2006) cita que a auxina ANA estimula a elongacéo das célulassubsequentemente
regula esse arranjo de diversos eventos fisiolégicos ndo é ainda conhecido. ANA em baixas
concentragdes provoca a inibicdo do sistema radicular.

Correia et al, (1995), descreve que de acordo com o aumento do nivel do BAP endbgeno
ocasionou elevacdo da concentragdo de etileno no frasco das culturas. BAP estimula o
metabolismo de nitrogénio e consequentemente favorece o alongamento das gemas uma vez
que influencia na producéo endogena de AIA, de etileno e outros reguladores de crescimento
que estdo diretamente envolvidos no crescimento e desenvolvimento de plantulas.

Na figura 1,podemos observar os graficos relacionados ao nimero de brotos enraizados
das classes <5mm e de 6 - 10 mm em meio de cultura para enraizamento pelo periodo de 10 dias,
onde percebe-se que tanto 0 meiol com luz 3 quanto o meio 1 com luz 4 foram superiores em
nimeros de brotos enraizados, indicando que foram os melhores explantessubcultivados

proveniente da elongacdo para induzir o enraizamento de brotos menores que 10mm.

Figura 1- Namero de brotos enraizados das classes <5mm e de 6 - 10 mm em meio de
cultura para enraizamento pelo periodo de 10 dias.
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Na figura 2, observa-se os graficos para o nimero de brotos enraizados para as classesde 10-
15mm e . 15 mm em meio de cultura para enraizamento pelo periodo de 10 dias, onde 0 meio 1
com luz 1 e meio 1 com luz 2 obtiveram maiores nimeros de brotos enraizados, sendo que no
meio 1 com luz 1 ocorrem em maiores nUmeros.

Figura 2 - Numero de brotos enraizados para as classes 10-15 mm e >15 mm em meio de
cultura para enraizamento pelo periodo de 10 dias.
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A figura 3 apresenta uma explanacédo geral sobre o total de enraizamento de acordo com as
condicdes utilizadas no trabalho, onde a multiplicacdo das gemas variou entre os tratamentos,

porém, observou-se maior nimero de brotac6es nos tratamentos em meios de cultura com presenca

de reguladores de crescimento. Variando de 60 até 5 brotos.

Figura 3- Numero total de brotos enraizados, no meio de cultura de enraizamento por

periodo de 10 dias.
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A ideal situacdo para micropropagacédo é quando se utiliza um meio para multiplicacao
de brotos seguida de inicializacdo e de enraizamentos. Esse é o caso de E. marginata , mais
outras espécies tem melhores resultados quando adicionados em meios de elongacbes e
desenvolvimento inicial de raizes. Geralmente as culturas s&o iniciadas na escuriddo e depois
transferidas a condi¢des similares que foram incubadas na fase de multiplicacdo, a espécies
grandis por algum motivo procurou a responder de forma diferente dependendo do meio de
iniciacdo. (MCCOMB e BENNETT,1986).

Sankara e Venkateswara (1985) obteram plantas enraizadas de Eucalyptusgrandis
utilizando combinagdes de auxinas e citocininas e obtiveram sucesso em meio com
concentracdes hormonais.Campinhos e Ikemori (1986) estudaram a clonagem de Eucalyptus
spp. através do enraizamento de estacas (macropropagacao) e utilizando técnicas de cultivo in
vitro (micropropagacao), descrevendo como este processo apresenta vantagens quando
comparados a outros métodos.

Furze e Cresswell (1985), cita que brotos induzidos ao enraizamento durante um periodo
inicial de 7-10 dias em escuro, estimula os primordios radiculares.

Tais resultados corroboram com Mroginski e Roca (1991), onde estas técnicas constituem
uma ferramenta muito valiosa para a propagacdo rapida e massiva de plantas selecionadas,
assim como também para a producdo e bioconversdo de compostos Uteis, para o incremento da
variabilidade genética, o saneamento de plantas, a obtencdo de embribes somaticos, a

conservacao e crioconservagdo de germoplasma.

Conclusoes
A auséncia de luz favoreceu o alongamento dos brotos.
O uso de hormdnios favorece o desenvolvimento radicular, assim como o

desenvolvimento normal de folhas, raizes e caule.
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O uso de reguladores BAP e ANA na auséncia de luz ou luz ténue, houve favorecimento

0 enraizamento das brotagdes.
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