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INTRODUCAO

Eucalyptus grandis W. Hill ex. Maiden tem sido implantado intensivamente em
programas de melhoramento genético, principalmente seu hibrido, Eucalyptus urograndis.
Por apresentar boa capacidade de regeneracdo e um rapido crescimento essa espécie se
tornou de grande interesse para o estudo de técnicas que visam cultura de tecido e
formacéo de calos.

Depois de formado, o calo pode dar origem a diferentes 6rgédos, dependendo do
interesse da pesquisa, sendo que essa formacéao € induzida por diferentes concentracdes de
reguladores de crescimento. Segundo Sinnott (1960) o estimulo que induz a formacédo do
calo ocorre pela acdo endégena do balanco de auxina e citocinina. O tipo e a concentracao
destes reguladores de crescimento influenciam na multiplicagdo in vitro, onde
freqientemente a melhor faixa situa-se entre 0,5 e 5,0mg/L para ambos reguladores de
crescimento (Morales, 1999).

O TDZ, excelente estimulante para formacédo de calos em concentracfes iguais ou
maiores do que 1,0mg/L (Huetteman & Preece, 1993), também tem sido utilizado na
micropropagacdo. Esse trabalho teve como objetivo analisar qualitativa e quantitativamente
o crescimento e o desenvolvimento de calos de E. grandis, em diferentes concentracdes dos
reguladores de crescimento 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético) + ANA (acido naftalenoacético)
e TDZ ([1-fenil-3-(1, 2,3-tiadiazol-5-il) uréia]) + ANA, visando maior eficiéncia na producéo de
calos.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Madeira, do Instituto
de Florestas, da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (IF/UFRRJ).

Sementes de E. grandis, ap0s a assepsia com hipoclorito de sédio, tween 20 e
peroxido de hidrogénio, foram inoculadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) para
germinacdo. Decorridos 21 dias, em camara de fluxo laminar, as plantulas que se
apresentaram mais vigorosas tiveram seus apices caulinares retirados e inoculados em
meio de cultura MS acrescido de reguladores de crescimento, em diferentes concentracdes.
Cada tratamento foi acondicionado em recipientes de vidro, com 30 mL de meio de cultura e
cinco explantes por recipiente, Apés a inoculacédo foram mantidos no escuro, em camara de
crescimento, a 25+2°C. Cinco repetices foram realizadas para cada tratamento. ApGs o
periodo de duas semanas os calos foram subculturados, em meio de cultura renovado,
permanecendo em escuro. Para a avaliacdo dos tipos e concentracdes de reguladores na
calogénese foram utilizadas as combinagdes: 2,4-D + ANA, respectivamente, em mg/L: T1
(1,0+0,1); T2 (0,5+ 0); T3 (0,5+ 0,1); T4 (0,5+0,5); e das combinacdes de TDZ + ANA,
respectivamente, em mg/L: T5 (0,5+0,1); T6 (1,0+ 0,1); T7 (0,5+ 0,5); e T8 (0,5+0).

Decorrido 60 dias foram realizadas as avaliagfes quantitativas utilizando-se os testes
“H” de Kruskal-Wallis, para o nimero de calos em cada tratamento, e o teste “U” de Mann-
Whitney, para os tamanhos dos calos nos tratamentos 1 e 5. A friabilidade foi avaliada por
resisténcia mecéanica a manipulagao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das caracteristicas dos calos de Eucalyptus grandis em diferentes
tratamentos indicou que T5 apresentou o melhor resultado induzindo calos mais
desenvolvidos, em maior quantidade e com aspecto mais fridvel. Além disso, pode-se
observar que a auxina sintética ANA, mesmo na pequena quantidade (0,1mg/L), influenciou
significativamente na calogénese, pois quando esta encontrava-se ausente (T2 e T8) ndo
ocorreu formagéo de calos(Tabela 1)

Tabela 1-Andlise das caracteristicas apresentadas pelos calos de E. grandis nos diferentes
tratamentos de inducdo de calos.

Caracteristicas dos calos produzidos / T1 |T2|T3|T4| T5 |T6|T7| T8
Tratamentos
Mediana do tamanho dos calos (cm) 0,8* 1,8*
NiUmero de calos 18 | 0] 2|1 |20 | 1|10
Porcentagem de calos (%) 90 010 5| 100 | 5]5] 0
Friabilidade dos calos + S B B o o T S B -
+

2,4-D + ANA, em mg/L: T1 (1,0+0,1); T2 (0,5+ 0); T3 (0,5+ 0,1); T4 (0,5+0,5); e das combinacdes
de TDZ + ANA, em mg/L: T5 (0,5+0,1); T6 (1,0+ 0,1); T7 (0,5+ 0,5); e T8 (0,5+0). O tamanho dos
calos esta representado pelas medianas. Para friabilidade quanto maior o nimero de sinais (+)
mais fridvel. T2 e T8 néo formaram calos (-).

*Diferem estatisticamente entre si: U= 0,00; p<0,001. Os outros tratamentos ndo apresentaram

resultados significativos para avaliagdo de tamanho.

**S80 iguais entre si; diferindo dos outros tratamentos: H n=32=23,956; p=0,001.

Os tratamentos com 2,4-D produziram a mesma quantidade de calos por explantes
que o tratamento com TDZ. Porém, este foi responsavel por originar calos mais fridveis e em
maiores tamanhos. Embora T5 tenha sido o mais eficaz no que se refere a friabilidade e
tamanho de calos, T1 apresentou resultado relevante para o nimero de calos produzidos,
apesar destes nado terem apresentado o mesmo aspecto fridvel observado em T5 (Figura 2).

Figura 2. Calo de E. grandis formado em presenca de 0,5mg/L de TDZ e 0,1mg/L de ANA
(T5). A coloragdo mais clara caracteriza aspecto mais friavel (A), e calo de E. grandis formado
em presenca de 1,0mg/L de 2,4-D e 0,Img/L (T1) de ANA. A coloragdo mais escura
caracteriza aspecto menos friavel (B).

Acredita-se que a concentracdo de 0,1mg/L de ANA tenha sido a mais adequada
para a formacéo de calos, uma vez que T5 e T1 resultaram num maior nUmero de calos.
Segundo Kaneda et al. (1997), o melhor desempenho do TDZ, aparentemente, pode estar
relacionado a maior atividade citocininica ou a forma de acédo diferente de outras citocininas
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durante o processo de desdiferenciacdo e rediferenciacao celular, como também ao fato de
o deste induzir ao acumulo de auxinas e citocininas endégenas no tecido (Murthy, 1995).

Para Alves et al. (2004) os melhores resultados para calejamento foram constatados
nos tratamentos com os reguladores de crescimento TDZ e ANA. A vantagem da utilizac&do
dos reguladores de crescimento TDZ e ANA foi também citada por Lu (1993), cujos estudos
indicaram que o TDZ apresentou maior eficiéncia na presenca de ANA.

CONCLUSAO

Os reguladores de crescimento 2,4-D e TDZ se mostraram eficientes na producéo de
calos de E. grandis, no entanto apresentaram respostas diferentes quanto a friabilidade e
tamanho. A concentracdo de 0,1 mg/L de ANA foi a concentragdo mais adequada para a
formacéo de calos.
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