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Resumo - O cucalipto ¢ o género florestal mais pesquisado em micropropagagio, entretanto, so poucos os
resultados efetivos obtidos com sua multiplica¢ao continua. A micropropagagao inclui a desinfestagdo e cultivo
dos explantes em meio nutritivo e condi¢oes assépticas, a multiplicagdo dos propagulos em sucessivos subcultivos
e o enraizamento in vitro ou ex vitro. Como vantagens, possibilita: alto rendimento por planta matriz; obtengao
de plantas isentas de viroses; producdo de mudas em qualquer época do ano; produgdo intensiva de mudas
sadias, em curto periodo de tempo e espago reduzido; clonagem de plantas de dificil propagagdo vegetativa
por métodos convencionais como estaquia e miniestaquia; e preservacdo de plantas matrizes sem riscos de
infecgdo. Suas desvantagens incluem a dependéncia de um laboratorio de cultura de tecidos, cuja manutengao
implica em altos custos, além da exigéncia de mao-de-obra altamente especializada; elevada possibilidade de
contaminag¢ao; variacao de condi¢des entre e dentro de clones; dificuldade de encontrar o meio adequado para a
espécie desejada; e possibilidade de ocorréncia de mutagdes, como resultado do uso de fitorreguladores. Embora
tenha alto custo em comparagao a outros métodos de clonagem, a micropropagacao de eucalipto é estratégica
para manter material vegetal superior in vitro ou para abastecer o microjardim clonal.

Termos para indexacio: Eucalyptus spp., cultura de tecidos, cultivo in vitro, produgdo de mudas.

The Eucalipt Micropropagation

Abstract - The Eucalyptus is the genus that has the highest number of researchs in micropropagation. However,
there are few effective results obtained with their continuous proliferation. Micropropagation includes disinfection
and culture of explants in nutrient medium and aseptic conditions, multiplication in successive subcultures
and in vitro or ex vitro rooting. As advantages, the micropropagation allows: high yield per donor plant, free-
virus plants, production of saplings at any time of the year, intensive production of healthy saplings in a short
period of time and in a limited space, cloning of plants difficult-to-propagate by conventional methods, such
as cutting and minicutting, and donor plant preservation without risk of infection. Its disadvantages include the
dependence on a tissue culture laboratory, which results in high maintenance costs, as well as the requirement
of highly trained workers, high possibility of contamination, variation of conditions within and among clones,
the difficulty of finding appropriate culture medium for the species desired and possibility of mutation as a
result of the use of growth regulators. Despite having high cost when compared to other cloning methods, the
species and hybrids of eucalypt micropropagation is strategic to maintain superior plant material in vitro or to
supply the micro-clonal hedge.

Index terms: Eucalyptus spp., tissue culture, in vitro culture, production of plants.

e Atal (1969). A partir desse momento, diversos trabalhos
tém sido desenvolvidos com os mais variados objetivos
e resultados obtidos.

Segundo Chaperon (1987), existem trés situagdes
em que a micropropaga¢do de eucalipto tem sido

Introducio

O eucalipto ¢ o género florestal que mais possui
estudos de micropropagagdo. Os primeiros trabalhos
relatados com o cultivo in vitro de eucalipto datam

da década de 60 e somente no final dessa ocorreu o
primeiro relato de sucesso na regeneragao de plantulas
de Corymbia citriodora (=E. citriodora), feito por Aneja
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recomendada: 1) quando outras técnicas de propagagao
vegetativa ndo apresentam resultados satisfatdrios para
determinadas espécies; 2) quando a arvore selecionada
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nao pode ser rejuvenescida por meio da promogao de
brotagdes basais; e 3) quando se deseja aumentar a
taxa de propagacdo e abreviar o tempo para seu uso
comercial.

Diversas espécies de eucalipto e hibridos
interespecificos ja foram estudados in vitro, tais como:
E. alba, E. badjensis, E. bancroftii, E. benthamii,
E. botryoides, E. bridgesiana, E. calophylla, E.
camaldulensis, E. cladocalyx, E. cloeziana, E. coccifera,
Corymbia citriodora (=E. citriodora), E. curtisii,
E. dalrympleana, E. deglupta, E. delegatensis, E.
diversicolor, E. dunnii, E. erythronema, E. ficifolia,
E. gamphocephala, E. globulus, E. grandis, E. gunnii,
E. henryi, E. impensa, E. laevopinea, E. leichow,
E. macarthurii, E. macrorhyncha, E. maculata, E.
marginata, E. megacarpa, E. melliodora, E. microcorys,
E. microtheca, E. namely, E. nicholii, E. nitens, E. nova
anglica, E. obtusiflora, E. occidentalis, E. oreades, E.
paucliflora(= E. niphophila), E. pellitta, E. phylacis, E.
polybractea, E. radiata, E. regnans, E. resinifera, E.
robusta, E. rubida, E. rudis, E. saligna, E. sargentii,
E. sideroxylon, E. smithii, E. stricklandii, E. stuartiana
(= E. ovata), E. tereticornis, E. torelliana, E. urnigera,
E. urophylla, E. viminalis, E. viridis, E. wandoo, E.
youmanii, Eucalyptus x Trabutti, E. camaldulensis x
E. tereticornis, E. dunnii x E. sp., E. erythronema x E.
stricklandii, E. grandis x E. camaldulensis, E. grandis
x E. nitens, E. grandis x E. robusta, E. grandis x E.
tereticornis, E. grandis x E. urophylla, E. gunnii x E.
dalrympleana, E. gunnii x E. globulus, E. macarthurii
x E. grandis, E. tereticornis x E. camaldulensis, E.
tereticornis x E. grandis, E. torelliana x E. citriodora,
E. urophylla x E. grandis.

Entretanto, sdo poucos os resultados efetivos obtidos
com a multiplicacdo continua de espécies desse género.
Assim, o0 uso da micropropagacao na producao comercial
de mudas de eucalipto ainda nao se justifica técnica e
economicamente, sendo indicada, principalmente, para o
rejuvenescimento de clones selecionados em laboratorio,
para espécies e hibridos de alto valor comercial e de
dificil enraizamento. Embora a micropropagacao tenha
se mostrado tecnicamente viavel na clonagem de espécies
recalcitrantes, nao foi viavel sob ponto de vista economico
para uso em larga escala (ASSIS; MAFIA, 2007).

Atualmente, as aplicagdes da propagacgdo in vitro de
eucalipto s3o: produc@o massal de genotipos selecionados,
conservagao de germoplasma e como veiculo para pesquisas
com genética molecular (WATT et al., 2003b).
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Objetivos da Micropropagacio de Eucalipto

Um dos objetivos da micropropagacgao ¢ a necessidade
de clonar espécies ou hibridos que tenham altas taxas
de crescimento, tolerancia a baixas temperaturas e
salinidade, resisténcia a pragas e doengas. Também pode
haver interesse em micropropagar espécies com interesse
horticultural, como E. ficifolia; para producao de 6leo, no
caso de Corymbia citriodora (=E. citriodora); e espécies
raras ou com risco de extingdo, como E. carnabyi
(McCOMB; BENNETT, 1986).

Outra importante vantagem € o rejuvenescimento
de arvores adultas selecionadas, visto que se tem
comprovado que o potencial de enraizamento de
propagulos de arvores adultas aumenta com os
sucessivos subcultivos in vitro.

O rejuvenescimento ou revigoramento de tecidos
adultos pode ser obtido via micropropagacdo por
sucessivos subcultivos in vitro (GONCALVES, 1982;
BONGA; VON ADERKAS, 1992; GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Assis e Mafia (2007) relatam
que o subcultivo sucessivo de tecidos adultos melhora
o enraizamento. Complementam, ainda, que a
micropropagacao promove a homogeneizagao fisiologica
dos tecidos, seja em potencial de enraizamento ou
qualidade do sistema radicular.

O aumento do nimero de subcultivos no cultivo in
vitro de eucalipto restaura as caracteristicas juvenis,
como o maior potencial de enraizamento (CHAPERON,
1987; XAVIER; COMERIO, 1996, 1997; ASSIS,
1996). De acordo com Alfenas et al. (2004), o
rejuvenescimento ou pelo menos o restabelecimento
da competéncia ao enraizamento ¢ obtido, geralmente,
apos 10-12 subcultivos. Semelhante recomendacao
foi feita por Xavier et al. (2007), para os quais um
minimo de 12 subcultivos devem ser feitos, quando o
objetivo ¢ o rejuvenescimento de clones de eucalipto
selecionados na idade adulta e a melhoria do potencial
de enraizamento.

Mesmo com suas limita¢des, a micropropagacgao de
espécies e hibridos de eucalipto faz parte do processo
de produgdo de mudas em algumas empresas florestais.
Normalmente, as mudas obtidas por micropropagacao
sdo mantidas em condigdes in vitro por questodes
estratégicas, no caso de material vegetal superior, ou
servem para abastecer o mini/microjardim clonal.
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O Processo de Micropropagaciao de Eucalipto
em Etapas

As fontes de explantes para inoculacdo in vitro
provém de matrizes cultivadas em ambiente protegido,
mini ou microjardim clonal, brotagdes epicormicas de
arvores adultas, brotagdes de arvores decepadas ou ainda
de galhos podados.

As etapas da micropropagacdo seguem um
procedimento padrao, no qual os explantes oriundos
de material vegetal coletado no campo necessitam de
limpeza e desinfestagdo prévia a inoculagdo no meio de
cultura. Apos o estabelecimento in vitro, os explantes sao
multiplicados, alongados, enraizados in vitro ou ex vitro
e finalmente aclimatizados em ambiente ex vitro.

Os estagios da micropropagacao incluem a selecao,
desinfestacdo e cultivo dos explantes em meio nutritivo
e condicdes assépticas; a multiplicagdo dos propagulos
em sucessivos subcultivos; e o enraizamento das partes
aéreas em meio de enraizamento com subsequente
aclimatizagdo em ambiente ex vitro (MURASHIGE,
1974).

Desinfestaciao

O estabelecimento in vitro ¢ uma etapa determinante
no processo de micropropagacao, principalmente se os
explantes s@o oriundos de plantas no campo, em fung¢ao
de altas taxas de contaminacao dos tecidos (ALFENAS
et al., 2004). Para esses autores, uma alternativa é a
associacdo com a enxertia, pois os enxertos podem ser
mantidos em ambientes protegidos, otimizando os pré-
tratamentos, como a desinfestacao.

A desinfestagdo superficial de explantes de eucalipto
para cultura in vitro € relativamente facil quando ¢
utilizado material juvenil e retirado de plantas cultivadas
em ambientes protegidos. Todavia, ¢ mais dificil de
obter material limpo e viavel de brota¢des oriundas de
arvores mantidas em condi¢des de campo (McCOMB;
BENNETT, 1986).

Os procedimentos de desinfestagdo podem variar em
funcdo do tipo e origem do explante, da época do ano
e do ambiente onde sdo coletados os explantes. Para
explantes oriundos de brotagdes originarias da decepa de
arvores matrizes de E. benthamii, com 17 anos de idade,
Hansel et al. (2005) recomendam a imersao em alcool 70
% (1 min) e NaClO 2 % (10 min) de segmentos nodais
e em NaClO 2 % (5 min) para apices caulinares.

Intimeros procedimentos e produtos sdo utilizados
para a desinfestacdo de explantes. Entre os mais

utilizados estdo o etanol, normalmente utilizado a 70 %,
e o hipoclorito de sddio, em diversas concentragdes.

Brondani (2008) e Brondani et al. (2009), testando
concentracdes de hipoclorito de sodio na desinfestacao
de segmentos nodais de E. benthamii x E. dunnii,
coletados de minicepas cultivadas em sistema semi-
hidroponico, constataram que a concentragdo de 0,5 %
de cloro ativo foi mais efetiva.

Alfenas et al. (2004) recomendam a desinfestagao de
segmentos nodais mais lignificados imersos em 0,5 %
de cloro ativo durante 20 minutos e 0,3 % de cloro ativo
durante dois minutos para segmentos nodais mais tenros.
Normalmente, sdo adicionadas gotas de detergente
comercial ou 0,01-0,05 % de Tween 20 as solugdes a
base de cloro a fim de aumentar o contato dessas com
os tecidos.

Na desinfestacdo de sementes de eucalipto, McComb
e Bennett (1986) relatam que a desinfestacao depende
do tamanho e espessura do revestimento da casca.
Termignoni et al. (1996) utilizaram hipoclorito de s6dio
a 0,12 % por 15 minutos na desinfestacdo de sementes
de E. dunnii. Ja para E. marginata, que possui sementes
grandes e com revestimento mais espesso, pode-se tratar
as sementes com 5 % de hipoclorito de sodio por 1 hora
(CAHILL et al., 1992).

Holden e Paton (1981) em E. grandis, desinfestaram
os explantes com hipoclorito de calcio saturado por
75 minutos, seguido de 4 h sob irradiacao ultravioleta.
Gupta et al. (1981) utilizaram cloreto de mercurio
(HgCl,) a 0,05 % por 15 minutos em E. citriodora (=C.
citriodora); HgCl, a 0,2 g.L'' por 2 minutos, seguida
de 2 minutos em 10 g.L!' de hipoclorito de calcio em
E. grandis foi utilizado por Watt et al. (2003a) e em E.
grandis x E. urophylla por Hajari et al. (2006), enquanto
Sharma e Ramamurthy (2000) empregaram 1 g.L' de
HgCl, por 10 minutos em E. tereticornis.

O cloreto de mercurio ¢ altamente toxico e utilizado
em concentragdes inferiores aos hipocloritos, enquanto
o cloreto de benzalconio é pouco toxico aos tecidos
vegetais e pode ser usado em concentragdes semelhantes
aos hipocloritos (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998). Outros agentes desinfestantes como o PPM™
(Preservative Plant Mixture) e o Saniagri® também
podem ser utilizados.

Apbs a desinfestacao, os explantes sdo inoculados em
meio de cultura, onde podem permanecer por 20-30 dias,
entretanto a ocorréncia de oxidagdes e/ou contaminagoes
pode ser perceptivel ja na primeira semana de cultivo. A
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fim de evitar contaminacdes generalizadas, ¢ indicada a
inoculacdo dos explantes em tubos de ensaio, onde ficam
individualizados, ao invés de frascos de cultura.

Nessa fase, a composi¢ao do meio de cultura pode
variar de acordo com as necessidades nutricionais de
cada espécie. Os meios de cultura mais utilizados no
cultivo in vitro de eucalipto sao MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), JADS (CORREIA, 1993) ¢ WPM
(Woody Plant Medium) (LLOYD; McCOWN, 1980).

Para o estabelecimento in vitro de plantas lenhosas,
recomenda-se a utilizagdo de meios de cultura com
baixas concentragdes de nutrientes. Em fun¢do disso,
¢ muito empregado o meio MS com metade das
concentra¢des normais de seus sais, ou 2MS, no qual
todos os componentes sdo reduzidos a metade. A adi¢ao
de fitorreguladores ¢ facultativa.

Visando evitar ou diminuir o processo oxidativo,
podem ser adicionados antioxidantes, como o
polivinilpirrolidona (PVP) e o acido ascorbico. Além
disso, a iniciag¢do do cultivo na auséncia de luz ou baixa
intensidade luminosa por 7 a 14 dias, a troca frequente
de meio de cultura, o uso de Gelrite® ou Fitagel™ como
solidificante ou a adi¢do de carvao ativado podem evitar
a oxidagdo fenolica. Fungicidas e bactericidas também
podem ser adicionados ao meio de cultura para controlar
contaminagdes.

Multiplicagao

O objetivo dessa fase ¢ a proliferacdo dos explantes,
mantendo-se a estabilidade genética. Os explantes oriundos
da fase de estabelecimento sdo inoculados em meio de
cultura contendo combinag¢des de auxinas e citocininas,
dependendo da espécie e do tipo de explante.

O benzilaminopurina (BAP) tem sido o fitorregulador
mais utilizado para induzir a proliferagdo de gemas em
eucalipto (DEL PONTE et al., 2001). As concentragdes
tém variado de 0,006 uM a 8,8 uM. No entanto, outras
citocininas, como a cinetina (0,23 uM a 2,5 uM), o
tidiazuron (TDZ) (0,045 uM a 0,05 uM) e o 2iP (2,5
uM) também té€m sido utilizadas.

As combinagdes das citocininas tém sido feitas com
as auxinas acido naftalenoacético (ANA) (0,01 uM a
5,3 uM), acido indolbutirico (AIB) (0,05 uM) e 2,4-D
(0,2 uM).

O numero de subcultivos ¢ indefinido, no
entanto, quando o objetivo é o rejuvenescimento € o
restabelecimento da capacidade de enraizamento, 10-12
subcultivos, no minimo, sdo necessarios (ALFENAS
et al., 2004; XAVIER et al., 2007). O periodo de cada
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subcultivo é geralmente de 20 a 30 dias.

Alfenas et al. (2004) alertam para a utilizacao de
concentragdes elevadas de BAP no meio de cultura,
pois o acumulo deste fitorregulador nos tecidos pode
prejudicar o enraizamento posterior das brotagdes.
Os mesmos autores relatam que a multiplicagdo e o
alongamento das brotagdes pode ser obtido com 0,3 uM
de BAP ¢ 0,5 uM de ANA.

Alongamento

Fase no qual o objetivo ¢ a preparacao das brotacdes
para o enraizamento. O desejavel € que a multiplicagao
e o alongamento das brotagdes ocorram ao mesmo
tempo. Contudo, em fun¢ao do genotipo e de materiais
genéticos de dificil propagacao in vitro, eventualmente é
necessaria uma fase de alongamento em meio de cultura
préprio. Quando esta etapa é necessaria, normalmente ¢
adicionada giberelina (GA,) ao meio de cultura, embora
alongamento de brotagdes também seja obtido com
diversas combinagdes entre BAP, ANA, AIB e GA..
Outra opgdo ¢ a simples redu¢do na concentracao de
citocininas utilizadas na fase de multiplicacao.

Multiplicagdo seguida de alongamento de brotacdes
foram obtidas com combina¢des de 1,0 mg.L!' de
BAP com 0,04 mg.L"' de GA,, em E. tereticornis X E.
grandis (JOSHI et al., 2003); 1,0 e 2,0 mg.L! de BAP
com 0,01 ¢ 1,0 mg.L! de ANA, em E. tereticornis x E.
camaldulensis (BISHT et al., 1999); 0,1 mg.L"! de AIB
com 0,1 mg.L"' de BAP, em E. urophylla (SANTOS et
al;, 2004); 0,1 mg.L"" de GA,, em E. saligna (FANTINI
JUNIOR; GRACA, 1990). Brondani (2008) obteve
maior alongamento de brotagdes de clones de E.
benthamii x E. dunnii adicionando 0,10 ou 0,20 mg.L!
de GA, combinadas com 0,10 mg.L!' de BAP ¢ 0,5
mg.L' de ANA.

Enraizamento

Ap6s a multiplicagdo e o alongamento, as brotagdes
sdo induzidas ao enraizamento, o qual pode ser realizado
tanto em condi¢des in vitro quanto ex vitro.

No enraizamento in vitro, as brotagdes alongadas sdo
subcultivadas em meio para enraizamento contendo
auxina, geralmente o AIB. Alfenas et al. (2004) indicam
a permanéncia dos explantes por 7 a 15 dias em meio de
cultura contendo 1,0 mg.L"' de AIB.

A sequéncia ¢ o niumero de fases do processo de
micropropagacdo podem ser alterados em funcdo da
espécie e dos objetivos. Para Xavier e Comério (1997),
o enraizamento in vitro pode ser dispensado, fazendo-se
com que as gemas alongadas in vitro em meio de cultura
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sejam enraizadas em condi¢des de casa de vegetacdo.
Citam como vantagens: evitar a manipulagdo de plantas
de raiz nua, reduzir o periodo de formagdo da muda,
aumentar a capacidade de produg@o do laboratdrio e
reduzir uma fase de desenvolvimento (enraizamento
in vitro).

O enraizamento ex vitro proporciona reducao de
custos de mao-de-obra e economia de espaco de sala de
crescimento, energia elétrica e meio de cultura. Quanto
a qualidade, o enraizamento ex vitro tende a produzir
um sistema radicular mais completo e funcional, com
maior numero de raizes secundarias (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Xavier e Comério (1997) relatam que no enraizamento
ex vitro, que ocorre entre 10-15 dias, ndo ha necessidade
de aplicagdo de fitorreguladores na base das gemas
alongadas. Titon (2001) e Wendling (2002), em trabalhos
com E. grandis, também observaram a nao necessidade
do tratamento das microestacas com fitorreguladores
para o enraizamento ex Vvitro.

Aclimatizacao

E a ultima etapa do processo de micropropagacio,
objetivando reduzir o estresse causado pela diferenca
entre os ambientes in vitro € ex vitro e constitui-se numa
etapa na qual ocorrem grandes perdas de explantes.

A aclimatizagdo é realizada em ambiente sombreado,
onde as plantas ficam por um periodo variavel de 15-30
dias e, posteriormente, sdo levadas para area de pleno
sol, onde ocorre a rustifica¢do e o crescimento.

Desenvolvimento da Microestaquia como
Resultado dos Avancos da Micropropagacao
de Eucalipto

Tendo como base a micropropagagdo, desenvolveu-se
amicroestaquia. Essa técnica foi um avango desenvolvido
por Assis et al. (1992), sendo uma aplicagdo direta do
rejuvenescimento via micropropagacao. A microestaquia
possui vantagens em relagdo ao enraizamento tradicional
de estacas, como: menor envolvimento de mao-de-obra
na preparagdo de estacas e aplicacao de fitorreguladores e
maior grau de juvenilidade das microestacas, com aumento
da velocidade de iniciagdo e crescimento radicular.

A microestaquia de eucalipto envolve a seguinte
sequéncia: 1) partes aéreas alongadas in vitro, em
laboratorio de cultura de tecidos, sdo enraizadas em
casa de vegetagdo durante 15 dias; 2) aclimatizagao
em casa de sombra por 10 dias; 3) transferéncia para

pleno sol, em que ap6s 20 dias ja é feita a primeira
coleta de microestacas (apices das mudas de trés a cinco
centimetros de tamanho).

O emprego da microestaquia proporciona algumas
vantagens, entre as quais se podem destacar: maiores
indices de enraizamento obtidos; supressao de gastos
com jardins clonais; melhor qualidade do sistema
radicular em termos de vigor, uniformidade, volume,
aspecto e formato; ndo-necessidade da aplicagdo de
reguladores de crescimento para enraizamento.

Como desvantagem, destaca-se a maior sensibilidade
das microestacas as condigdes ambientais. Em funcao
das limitagdes da microestaquia relativas a custos, por
depender da disponibilidade de um laboratorio de cultura
de tecidos para rejuvenescer o material, desenvolveu-
se a miniestaquia, hoje utilizada nos programas de
propagacdo clonal massal das empresas florestais
brasileiras. Ainda deve-se considerar que ha dificuldade
de rejuvenescimento de algumas espécies/clones.

Comparacio entre as Técnicas de Producio de
Mudas de Eucalipto

Os trabalhos desenvolvidos para comparar diferentes
técnicas de propagacdo de eucalipto t€ém reportado
vantagens da microestaquia ¢ miniestaquia em relagdo
a propagagdo convencional.

Titon (2001), em trabalho com clones de FE.
grandis, concluiu que clones com maior dificuldade
de enraizamento apresentaram maior resposta ao
rejuvenescimento via microestaquia, resultando em
maior eficiéncia de enraizamento. Resposta semelhante
foi obtida por Santos et al. (2005), comparando
quatro clones de E. grandis propagados por estaquia,
miniestaquia, microestaquia e micropropagacao.
Estes observaram que em avaliagdes iniciais em teste
clonal (4 e 8 meses), maior crescimento em altura,
diametro e biomassa da parte aérea foram obtidos em
mudas de alguns clones oriundas de micropropagacao
e microestaquia. Ja, aos 24 meses, houve tendéncia
de uniformidade entre as variaveis para as diferentes
técnicas de propagacdo clonal. Watt et al. (1995), em
seis clones hibridos de E. grandis com E. urophyla, E.
camaldulensis e E. tereticornis, ¢ Xavier et al. (1997),
em dez clones hibridos de E. grandis x E. urophyla,
observaram aos 36 e 72 meses de idade, respectivamente,
que as plantas micropropagadas obtiveram maior altura
e didmetro (DAP).
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Xavier et al. (2001), em trabalho comparando o
desempenho da miniestaquia e da microestaquia de
clones hibridos de E. grandis, constataram que a
microestaquia proporcionou melhor desempenho e
velocidade de enraizamento e qualidade do sistema
radicular em relagdo a miniestaquia.

Em contrapartida, para Wendling (2002), o subcultivo
in vitro nao foi eficiente no rejuvenescimento de
clones de E. grandis, o que, de acordo com o autor,
ocorreu porque os clones estudados apresentavam alto
potencial de propagacdo vegetativa. Em fungao disso,
o rejuvenescimento de matrizes adultas selecionadas ou
de clones somente ¢ indicado quando estes apresentam
dificuldade de enraizamento

Outro ponto a considerar, de acordo com Watt et
al. (1995), é que plantas in vitro parecem ter sistemas
radiculares que se assemelham mais aos de mudas
produzidas por sementes do que aquelas de plantas oriundas
de macroestacas. Assim, recomendam a associacao
da propagacdo in vitro com métodos de produgdo por
estaquia para contribuir com o melhoramento florestal e
programas de silvicultura clonal.

Avancos e Tendéncias na Micropropagacio

Micropropagacao Fotoautotrofica

O cultivo in vitro convencional preconiza a adicao
de altas concentragdes de sacarose ao meio, baixa
irradiancia e vedagdo dos frascos de cultura que nao
permitem trocas gasosas. Esses fatores influenciam
negativamente nos cultivos in vitro por proporcionarem
baixo teor de CO, disponivel, induzirem alteragdes
morfo-fisiologicas das plantas produzidas, dificultando a
transi¢cao do metabolismo heterotrofico para o autotrofico
e afetarem a sobrevivéncia ex vitro.

Uma série de deficiéncias anatdmicas, induzidas pela
condi¢do in vitro, dificulta o controle da transpiracao e
ocasiona rapida perda de agua, dentre as quais, pode-
se destacar: formacdo de cera epicuticular deficiente,
funcionalidade do mecanismo de fechamento estomatico,
maior densidade estomatica, estdmatos mais superficiais
na epiderme da folha, presenca de hidatodios, reduzida
diferenciacdo do mesofilo das folhas, alta proporgao
de espacos intercelulares e conexdo deficiente entre
o sistema vascular do caule e raizes. De acordo com
Preece e Sutter (1991), a alta umidade relativa do ar
no interior dos recipientes e a baixa irradiancia sao os
principais fatores que provocam alteragdes na estrutura
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e funcionamento dos tecidos, levando a incapacidade
das mudas em controlar as perdas de agua.

Em func¢do dos problemas apresentados pela
micropropagacao heterotrofica (convencional), inimeras
pesquisas foram realizadas visando a rustificagdo das
plantas produzidas in vitro e, consequente redugdo das
taxas de mortalidade na fase de aclimatizagéo. Alteragoes
na composi¢ao do meio de cultura e no intercambio de
gases entre os ambientes in vitro e ex vitro fazem parte
do conceito de micropropagacao fotoautotrofica (sugar-
free), na qual ndo sdo adicionadas fontes de carbono
(actcares) ao meio de cultura.

Kozai e Kubota (2005) comentam que na
micropropagacdo fotoautotrofica se utiliza meio de
cultura isento de agtlicar, no qual o crescimento das
culturas ou acumulacdo de carboidratos nas culturas
depende em grande parte da fotossintese e absorgao
de nutrientes inorgéanicos. Além da concentra¢do ou
exclusdo da sacarose e concentragdo de CO, € O,,
outros fatores, como suportes (substratos) mais porosos,
fluxo de fotons fotossintéticos, nivel e direg¢ao de luz,
ventilagdo natural ou forcada, e fotoperiodo também
tém sido pesquisados. As lampadas fluorescentes,
normalmente utilizadas, podem ser substituidas por
fontes de iluminagdo a base de diodos-LED e lampadas
fluorescentes catodicas frias-CCFLs (PENCHEL et
al., 2007) ou de halogénio (KOZAI et al., 1997). As
trocas gasosas tém sido permitidas com a utilizagdo de
tampas com filtros que impedem a passagem de agentes
contaminantes.

Nesta mesma linha, também tem sido pesquisada a
utilizacdo de luz natural para promover o crescimento in
vitro, em func¢do do aumento da taxa fotossintética pela
maior densidade de fluxo de fotons fotossinteticamente
ativos (KOZALI et al., 1997). A micropropagacao
fotoautotrdfica com o uso da luz natural pode reduzir
custos de producdo de mudas micropropagadas, com
menores gastos com energia elétrica ou melhorando
a qualidade das mudas, reduzindo as perdas durante a
aclimatizagdo e a contaminagao microbiana. Entretanto,
as pesquisas com o uso da luz natural na micropropagagao
fotoautotrofica sdo recentes e muito escassas.

A micropropagacao fotoautotrofica possui vantagens,
entre as quais, podem-se destacar: promocado do
crescimento e fotossintese, altas porcentagens de
sobrevivéncia/transi¢ao gradual para ambiente ex vitro,
eliminagdo de desordens morfologicas e fisioldgicas,
menor perda de plantas devido a contaminagdes, uso
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de recipientes maiores, automagdo do processo e a
simplificacdo do sistema de micropropagacao. Como
desvantagens, tem-se a relativa complexidade das
técnicas e o conhecimento requerido para controlar o
ambiente in vitro, o custo de iluminagao, enriquecimento
com CO, e refrigeragdo (PENCHEL et al., 2007).

Resultados com micropropagagdo fotoautotrofica
de eucalipto ja foram obtidos, nos quais se constatou
superioridade em relagdo a micropropagacao
convencional (KIRDMANEE et al., 1995; ZOBAYED
et al., 2000, 2001; SHA VALLI KHAN et al., 2002;
TANAKA et al., 2005). As pesquisas realizadas
constataram que a micropropagacdo de eucalipto
sob condi¢des fotoautotroficas proporciona maior
crescimento e desenvolvimento, tanto de parte
aérea quanto raizes; maior taxa fotossintética; e
porcentagem de sobrevivéncia das plantas, em relagao
a micropropagagao convencional.

Biorreatores

O cultivo in vitro baseia-se na utilizagao de pequenos
recipientes contendo ntimero reduzido de explantes em
meio de cultura geleificado com agar. Nesse sistema,
ha intensa manipulacao das culturas e envolvimento de
grande quantidade de mao-de-obra, utilizagdo de varias
camaras de fluxo laminar, grandes autoclaves e espago
para cultivo em prateleiras com iluminagao artificial.

Em func¢do da necessidade de automacao, adogdo de
técnicas de propagacdo em larga escala e alto volume,
com vistas a redu¢do dos custos de produgdo de plantas
in vitro, os biorreatores comegaram a ser empregados
no cultivo in vitro.

Existem inimeros modelos de biorreatores, os quais
podem ser de imersdo temporaria ou permanente, sendo
os primeiros mais utilizados.

Os biorreatores possibilitam aumentar a producao
de biomassa de tecido vegetal com reducdo no tempo
requerido para propagacdo. Estes incrementos sdo
devidos ao maior contato das células ou brotagdes com o
meio de cultura, maior acra¢ao do meio ¢ maior absor¢ao
de nutrientes (LEMOS et al., 2000).

Embora tenha vantagens em relagao a micropropagagao
convencional, esta técnica ainda ndo ¢ largamente
utilizada no eucalipto. Entretanto, algumas pesquisas
tém relatado potencial de uso desta técnica para o género
(CASTRO; GONZALES, 2002; REIS et al., 2003;
MCcALISTER et al., 2005).

Transformacao genética

A transferéncia de um fragmento de DNA exo6geno
para o interior da célula vegetal, sua integracdo ao
genoma nuclear e posterior expressao de maneira estavel
fazem parte do processo de transformagdo genética
(BRASILEIRO; DUSI, 1999).

Em um processo de obtengao de plantas transgénicas,
o principal requisito, e maior dificuldade, é o
estabelecimento prévio de uma metodologia eficiente
de cultura de tecidos e regeneragdo da espécie-alvo. De
acordo com McCown e Sellmer (1987), a regeneracao
in vitro ¢ influenciada pelos fatores genotipo, fonte e
historico; composicdo do meio de cultura; ambiente;
tempo entre subcultivos e suas interagdes.

A transformagdo genética possibilita a geracdo de
cultivares/clones com caracteristicas superiores. Em
eucalipto, os objetivos buscados sdo: aumento no
potencial de crescimento, modificacdo das propriedades
das fibras, aumento na polimerizacdo da celulose,
modificagdo na biossintese de lignina, redugao dos teores
de lignina e resisténcia a estresses bidticos e abidticos
(QUOIRIN; QUISEN, 2006).

De acordo com Pasquali e Zanettini (2007), a
transformag@o genética pode proporcionar a redugao
do tempo necessario para a introducdo de novas
caracteristicas de interesse. Entretanto, a recalcitrancia
a transformacdo genética ¢ o fator mais limitante da
aplicagdo desta técnica no eucalipto. Embora a maioria
dos trabalhos com transformacdo de eucalipto seja
via indireta, mediada por Agrobacterium tumefaciens
(GONZALEZ, 2002), pesquisas também tem sido
realizadas com transformacédo direta, via biobalistica
(SARTORETTO et al., 2002).

Estudos recentes foram realizados com a transformagao
genética de E. camaldulensis visando a utilizacdo na
fitorremediagdo (QUISEN, 2007) e de E. saligna para
aumentar a tolerancia ao frio (DIBAX, 2007). Entretanto,
a baixa taxa de obtencdo de explantes transformados e
a recalcitrancia observada indicam que mais pesquisas
sa0 necessarias.

Embriogénese somatica

Embriogénese somatica ou assexual é a produgao de
estruturas como embrides a partir de células haploides
ou somaticas, sem que ocorra a fusdo de gametas
(GUERRA et al., 1999). Quando os embrides sdo
originados diretamente a partir de células esporofiticas
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ou gametofiticas do explante, sem a formagao de calos, ¢
denominada direta. No entanto, na maioria dos casos, 0s
embrides somaticos resultam de células embriogénicas
determinadas indiretamente (WATT et al., 1999).

Os embrides somaticos possuem sistema vascular
fechado, ndo havendo conexdo vascular com os tecidos
do explante inicial, o que, juntamente com a bipolaridade,
diferencia os embrides somaticos dos embrides dos
propagulos resultantes da micropropagacdo e da
organogénese (GUERRA et al., 1999). No entanto, seu
padrdo de desenvolvimento é similar ao dos embrides
zigoticos.

De acordo com Xavier et al. (2007), a embriogénese
somatica, em relagdo a outras técnicas, apresenta
vantagens como: obtencdo de grande quantidade de
propagulos (embrides somaticos); possibilita elevado
grau de automacao, reduzindo os custos por unidade
produzida; e producdo sincronizada dos embrides
somaticos. A principal limitagdo em espécies lenhosas
¢ a baixa taxa de conversdo de embrides somaticos em
plantas completas.

Os embrides somaticos podem ser utilizados tanto na
continuacdo da propagacao in vitro quanto na producao
de sementes sintéticas, que sdo um conjunto de técnicas
utilizadas para usar os embrides somaticos como
sementes funcionais (GUERRA et al., 1999).

Em eucalipto, trabalhos com embriogénese somatica
tém sido realizados por Muralidharan e Mascarenhas
(1987, 1995); Muralidharan et al. (1989); Watt et al.
(1991); Ruaud et al. (1997); Termignoni et al. (1996);
Bandyopadhyay et al. (1999); Arruda et al. (2000);
Nugent et al. (2001); Pinto et al. (2002); Prakash e
Gurumurthi (2005); Titon (2005); Carvalho (2007).

Conclusoes

O trabalho constou de ampla abordagem referente
a micropropagacdo de eucalipto, considerando-se
as espécies trabalhadas até o momento, os objetivos
do emprego desta técnica, suas etapas e distintas
utilizagdes.

Embora considerando seu alto custo em comparagao
a outros métodos de clonagem, a micropropagacao
de eucalipto ¢é estratégica para producdo massal de
genotipos-elite e conservacdo de germoplasma.

A micropropagacdo de eucalipto, desde sua
concepgao, evoluiu de forma substancial. Atualmente,
técnicas avangadas como embriogénese somatica,
micropropagacdo fotoautotrofica, emprego de
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biorreatores e transformacao genética tém proporcionado
ganhos a producao de mudas e pesquisas com eucalipto.
Considera-se, ainda, que ha necessidade de continuidade
dos estudos com micropropagacao desta espécie,
principalmente no sentido de redugdo de custos,
maximizagdo das etapas que compdem O Processo e
estabelecimento de protocolo que possa ser empregado
para diversas espécies.
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