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Meio de cultura, BAP e ANA na multiplicação 
in vitro de clones de Eucalyptus globulus Labill

Culture medium, BAP and NAA on in vitro 
multiplication of Eucalyptus globulus Labill clone
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Resumo

Dada a carência de estudos envolvendo a micropropagação de Eucalyptus globulus com fins de rejuve-
nescimento, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a multiplicação in vitro de gemas axilares de 
E. globulus sob a interação de diferentes meios de cultura (WPM, JADS e MS) e concentrações de BAP 
(0; 0,50 e 1,0 mg L-1) e ANA (0; 0,050 e 0,100 mg L-1). Após 84 dias, avaliou-se o número de gemas por 
explante. Os resultados demonstraram que a multiplicação in vitro de gemas de E. globulus é um processo 
extremamente regulado pela composição do meio e concentração de regulador vegetal. De modo geral, 
as melhores respostas, quanto a proliferação de gemas axilares, foram obtidas em meio nutritivo WPM 
suplementado com 0,7 mg L-1 de BAP e 0,05 mg L-1 de ANA. Além disso, houve variações entre genótipos.
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Abstract

Given the lack of studies involving the micropropagation of Eucalyptus globulus with purpose of rejuvena-
tion, the present study aimed to evaluate the in vitro multiplication of axillary buds of E. globulus under the 
interaction of different culture media (WPM, JADS and MS) and BAP (0; 0.50 and 1.0 mg L-1) and NAA (0; 
0.050 and 0.100 mg L-1) concentrations. After 84 days, we evaluated the number of buds per explant. The 
results showed that in vitro multiplication of E. globulus buds is a process highly regulated by media com-
position and concentration of the plant growth regulator. In general, the best results, as the proliferation of 
axillaries buds, were obtained in WPM culture media supplemented with 0.7 mg L-1 BAP and 0.05 mg L-1 
NAA. In addition, there were variations among genotypes.
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INTRODUÇÃO

O eucalipto é amplamente plantado no Bra-
sil, principalmente nas regiões Sul e Sudeste 
(PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006). No entan-
to, as condições climáticas limitam a expansão 
nas regiões mais frias do Brasil, devido a ocor-
rência de temperaturas mais baixas e a geadas 
frequentes. Buscando contornar esse problema, 
o Eucalyptus globulus apresenta-se como alterna-
tiva para povoamento florestais destinados para 
finalidades industriais nessas regiões (XAVIER et 
al., 2007), além de ser uma espécie de grande 
interesse para a produção de papel e celulose 

(ROSA, 2003; ALFENAS et al., 2004; XAVIER et 
al., 2007; BORGES et al., 2011).

Entretanto, o E. globulus é uma espécie 
considerada de difícil enraizamento adventício, 
dificultando a obtenção de mudas clonais. Desta 
forma, a micropropagação possibilita a reversão 
à juvenilidade de genótipos selecionados em 
programas de melhoramento genético, poden-
do obter elevada taxa de multiplicação aliado 
ao incremento do enraizamento (GONÇALVES, 
1982; DUTRA et al., 2009; BORGES et al., 2011). 
O rejuvenescimento de Eucalyptus é obtido com 
sucessivos subcultivos do material vegetal na 
fase de multiplicação in vitro (ASSIS; MAFIA, 
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2007). Uma das maiores exigências do uso des-
ta fase tem sido ajustar e aperfeiçoar o processo 
de cultivo in vitro, em especial, a composição do 
meio, as combinações e concentrações de regu-
ladores de crescimento. 

Sabe-se que o meio de cultura deve promover 
condições adequadas ao crescimento e desen-
volvimento in vitro do tecido vegetal. Os meios 
de cultura se baseiam nas exigências nutricio-
nais das plantas, sendo adequados às necessida-
des de cada espécie e etapas in vitro (SANTOS-
-SEREJO et al., 2006; FICK, 2007). De acordo 
com Brondani et al. (2009), dentre os meios de 
cultura mais utilizados para a micropropagação 
de Eucalyptus, destacam-se o MS (MURASHIGE; 
SKOOG, 1962), JADS (CORREIA et al., 1995) e 
WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980).

Quanto ao uso de reguladores vegetais, para 
a fase de multiplicação de gemas de Eucalyptus, 
as auxinas e citocininas são os mais utilizados, 
com destaque ao BAP (benzilaminopurina) e 
ao ANA (ácido naftalenoacético), acrescidos aos 
meios de cultura nas mais variadas combina-
ções (BRONDANI et al., 2009; DEL PONTE et 
al., 2001; DUTRA et al., 2009; GEORGE et al., 
2008; HARTMANN et al., 2011; BRONDANI et 
al., 2012).

A multiplicação in vitro de Eucalyptus tem sido 
descrita na literatura (BISHT et al., 1999; JOSHI 
et al., 2003; GLOCKE et al., 2006; ALMEIDA et 
al., 2007; BRONDANI et al., 2009; BRONDA-
NI et al., 2012). Entretanto, há necessidade de 
maiores estudos, para algumas espécies do gêne-
ro, envolvendo a micropropagação clonal dessa 
espécie com fins de rejuvenescimento in vitro. 
Dessa forma, o presente trabalho teve como ob-
jetivo avaliar a multiplicação in vitro de gemas 
axilares de E. globulus sob a interação de diferen-
tes meios de cultura e reguladores vegetais. 

MATERIAL E MÉTODOS

Coleta das brotações e 
preparo dos explantes

As minicepas dos clones de Eucalyptus glo-
bulus (USP 01; USP 24 e USP 33) propagadas 
por estaquia, regatados a campo com 11 anos de 
idade, foram pulverizadas com fungicida CER-
CONIL 500 WP® a 0,2 g L-1 (p/v) aos 7 e 14 dias 
previamente a coleta das brotações. As brota-
ções utilizadas foram provenientes da segunda 
coleta, as quais foram mantidas úmidas até a 
retirada das folhas. Em laboratório, realizou-se 
o preparo dos explantes (segmento nodal) com 

a remoção das folhas e lavagem superficial com 
água deionizada.

Estabelecimento in vitro 
Segmentos nodais da porção mediana da 

brotação, contendo um par de gemas axilares, 
com as folhas removidas (tamanho médio de 
1,5 cm) foram lavados em água corrente du-
rante 10 minutos. Posteriormente, os explantes 
foram imersos em solução hidroalcoólica 70% 
(água:álcool, v/v) por 10 segundos, enxaguados 
com água deionizada e autoclavada e, subme-
tidos em solução de fungicida CERCONIL 500 
WP® a 0,2 g L-1 (p/v) acrescida de duas gotas de 
Tween 20 (0,05% v/v) durante 10 minutos. Os 
explantes foram enxaguados novamente com 
água deionizada e desinfestados em solução 
de cloro ativo (NaOCl) 1,0% (v/v) acrescida de 
duas gotas de Tween 20 (0,05% v/v) durante 
5 minutos. Ao final do tratamento, foram en-
xaguados três vezes com água deionizada e au-
toclavada e inoculados no meio de cultura MS 
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), isento de re-
guladores vegetais, suplementado com 30 g L-1 
de sacarose, 5 g L-1 de ágar e pH ajustado para 
5,8, previamente autoclavado a temperatura de 
121°C (˜ 1,0 kgf cm-2) durante 20 minutos.

Os explantes foram cultivados por 30 dias 
em sala de crescimento com as condições con-
troladas de temperatura (23± 2°C), fotoperíodo 
(16 horas) e radiação fotossinteticamente ativa 
(40 µmol m-2 s-1). Transcorrido este período os 
explantes que não apresentaram contaminação 
fúngica, bacteriana e/ou oxidação, contendo de 
uma a três gemas foram utilizadas no experi-
mento de multiplicação.

Multiplicação de gemas
A multiplicação in vitro das gemas foi reali-

zada inoculando as brotações axilares em três 
diferentes meios de cultura: MS (MURASHIGE; 
SKOOG, 1962), WPM (LLOYD; MCCOWN, 
1980) e JADS (CORREIA et al., 1995), os quais 
foram suplementados com diferentes concentra-
ções de benzilaminopurina (BAP) (0; 0,50 e 1,0 
mg L-1) combinadas com concentrações de áci-
do naftalenoacético (ANA) (0; 0,050 e 0,100 mg 
L-1). A cada 21 dias foram realizados os subcul-
tivos dos explantes para novo meio de cultura, 
mantendo-se os tratamentos, durante 10 subcul-
tivos. O número de gemas induzidas por explan-
te foi avaliado aos 84 dias após a inoculação 
em meio de multiplicação. O experimento foi 
conduzido no delineamento inteiramente casu-
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alizado em arranjo fatorial (3x3x3x3), com três 
clones, três meios de cultura, três concentrações 
de BAP combinadas com três concentrações de 
ANA, contendo cinco repetições de um explante.

O meio de cultura foi preparado com água 
deionizada, adicionando-se 5 g L-1 de ágar e 30 g 
L-1 de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 com 
HCl (0,1M) e NaOH (0,1M) previamente à adi-
ção do ágar ao meio nutritivo, e então autocla-
vado a temperatura de 121°C (˜ 1,0 kgf cm-2) 
durante 20 minutos. Os explantes foram subcul-
tivados em tubos de ensaio de 10 x 2 cm, con-
tendo 7 mL de meio de cultura e mantidos em 
sala de incubação com condições controladas 
de temperatura 23°C (± 2°C), fotoperíodo (16 
horas) e radiação fotossinteticamente ativa de 
40 µmol m-2 s-1. O BAP e ANA foram adiciona-
dos ao meio de cultura antes da autoclavagem. 

Análise estatística dos dados
Os dados mensurados do experimento foram 

submetidos ao teste de Hartley (P<0,05) e, em 
seguida, realizada análise de variância (ANO-
VA, P<0,05 e P<0,01). De acordo com a signifi-
cância, os dados dos fatores qualitativos foram 
comparados pelo teste de Tukey (P<0,05) e, os 
dados dos fatores quantitativos foram submeti-
dos à análise de regressão polinomial (P<0,01 e 
P<0,05). Os pacotes SOC (EMBRAPA, 1990) e R 
(R Development Core Team, 2012) foram utili-
zados para a análise estatística dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A interação entre o clone, meio e concentra-
ções de BAP e ANA foi significativa pela análise 
de variância (Tabela 1). O clone USP 01 apre-
sentou número médio de 6 gemas (Fig. 1A), 5 
gemas (Fig. 1B) e 4 gemas por explante (Fig. 1C) 
quando cultivado nos meios WPM, JADS e MS, 
respectivamente. O clone USP 24 apresentou 13 
gemas induzidas por explante quando cultivado 
em meio nutritivo WPM (Fig. 2A), 23 gemas em 
meio JADS (Fig. 2B) e 4 gemas em MS (Fig. 2C). 
Finalmente, o clone USP 33 apresentou 20 ge-
mas por explante em WPM (Fig. 3A), aproxima-
damente 14 gemas em JADS (Fig. 3B) e 19 gemas 
em MS (Fig. 3C), sendo este, o clone que emitiu 
maior número de gemas em relação aos demais, 
quando considerado mesmo tempo de cultivo in 
vitro (84 dias), demonstrando ser um material 
mais responsivo durante a fase de multiplicação.

A multiplicação in vitro de E. globulus sob dife-
rentes combinações de ANA e BAP, revelaram que 
as concentrações próximas a 0,7 mg L-1 de BAP e 

Tabela 1.	 Resumo da análise de variância do número 
de gemas emitidas por explante de E. glo-
bulus cultivados in vitro em função do clone, 
meio de cultura e concentrações combinadas 
de reguladores de crescimento, aos 84 dias 
de cultivo in vitro.

Table 1.	 Summary of the analysis of variance of the 
number of buds per explant issued E. globu-
lus grown in vitro according to clone, culture 
media and combined concentrations of growth 
regulators, after 84 days of in vitro culture. 

Causas da Variação GL Quadrados Médios
NG(1) (gemas explante-1)

Clone (CLO) 2 77,6048**
Meio (MEI) 2 9,4294**
BAP 2 104,2812**
ANA 2 0,0109ns

CLOxMEI 4 13,3404**
CLOxBAP 4 4,9932**
CLOxANA 4 0,8598ns

MEIxBAP 4 2,4418**
MEIxANA 4 0,2427ns

BAPxANA 4 0,3021ns

CLOxMEIxBAP 8 3,7683**
CLOxMEIxANA 8 1,5312**
CLOxBAPxANA 8 0,6236ns

MEIxBAPxANA 8 0,9331*
CLOxMEIxBAPxANA 16 1,4266**
Resíduo 329 0,4544
Média - 8,26
CVexp.(%) - 26,32

ns valor não significativo ao nível de 5% de probabilidade de erro, pelo 
teste F.
* e ** valor significativo ao nível de 5% e 1% de probabilidade de erro, 
respectivamente pelo teste F.
(1) dados transformados por n 0,5 onde n = dado coletado.
GL = graus de liberdade, CVexp. = coeficiente de variação experimen-
tal, NG = número de gemas. 

0,05 mg L-1 de ANA no meio de cultura WPM, 
mostraram-se mais eficientes para a obtenção de 
gemas axilares em quantidade e qualidade ade-
quadas. Em contrapartida, Bennett et al. (1994) 
ao trabalhar com segmentos nodais de árvores 
de 4-5 anos de idade de E. globulus, observaram 
decréscimos na média de gemas multiplicadas 
por explante nas concentrações de BAP acima de 
2,5 µmol (0,56 mg L-1) em meio MS.

Graça et al. (2001), ao compararem o efeito de 
BAP e thidiazuron (TDZ) na multiplicação in vi-
tro de brotações de E. dunnii, relataram que BAP 
apresentou efeito superior quanto à produção de 
brotações, e minimizou a formação de calos. Esse 
mesmo comportamento foi relatado por Andrade 
et al. (2006) na multiplicação de E. grandis sob o 
estímulo de BAP, observando que concentrações 
elevadas dessa citocinina promovem ação inibitó-
ria na multiplicação de Eucalyptus spp., corrobo-
rando ao observado por Del Ponte et al. (2001), 
Brondani et al. (2011) e Brondani et al. (2012), 
uma vez que, o efeito da concentração dos regula-
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Figura 1.	 Valores médios do número de gemas (NG) por explante do clone USP 01 de E. globulus em relação aos 
meios de cultura (WPM, JADS e MS) e concentrações de BAP e ANA, aos 84 dias de cultivo in vitro. (A) Em 
meio de cultura WPM, (B) Em meio de cultura JADS e (C) Em meio de cultura MS.

Figure 1.	 Mean values for the number of buds (NG) for explants of clone 01 E. globulus regarding to the culture 
media (WPM, JADS and MS) and concentrations of BAP and NAA after 84 days of in vitro culture. (A) In 
culture media WPM, (B) culture media JADS and (C) in culture media MS. 

	 (A)	 (B)

	 (C)

dores de crescimento varia de acordo com a espé-
cie (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Pode-se observar que a presença de ANA 
promoveu resultados positivos quanto a produ-
ção de brotações ao interagir em determinadas 
concentrações com o BAP. Esse comportamento 
está de acordo com as observações de George 
(1993), segundo o qual o balanço entre citoci-
ninas e auxinas regula a fase de proliferação de 
gemas axilares. Joshi et al. (2003) verificaram 
de 20 a 25 gemas por explante aos 150 dias em 
meio MS na concentração de 1 mg L-1 de BAP 
combinado com 1 mg L-1 de ANA para E. tere-
ticornis x E. grandis. Resultados semelhantes fo-
ram obtidos por Bisht et al. (1999) para E. tere-
ticornis x E. camaldulensis, onde a maior taxa de 
multiplicação para todos os clones ocorreu nas 
combinações de 1 mg L-1 de BAP com 1 mg L-1 
de ANA, aos 120 dias de cultivo em meio MS.

Dessa forma, pode-se inferir que as cito-
cininas são indispensáveis para a quebra de 
dominância apical e indução de proliferação 
de gemas axilares, sendo a sua concentração e 

a combinação com as auxinas os fatores que 
mais influenciaram o sucesso da multiplicação 
in vitro de E. globulus, que também foi afetada 
de maneira diferenciada pelos meios de cultura.

A clorose de folhas dos clones USP 01 e USP 
24 foi mais característica em meio nutritivo MS, 
independente da combinação de regulador de 
crescimento avaliada. Este fato não foi verifica-
do nas folhas dos clones de E. globulus quando 
cultivados nos meios WPM e JADS, os quais cor-
responderam as melhores características morfo-
lógicas (Fig. 4), tanto em termos de formação de 
gemas, quanto em relação ao padrão de desen-
volvimento de folhas, apresentando epiderme, 
mesofilo, xilema e floema com crescimento ao 
longo do tempo. A insuficiência na quantidade 
de um determinado elemento químico essencial 
para o crescimento e desenvolvimento da plan-
ta, ou combinações que o tornem pouco dis-
ponível, provocará distúrbios no metabolismo, 
que podem ser evidenciados externamente por 
meio da redução do crescimento, clorose foliar 
ou outras anomalias (HARTMANN et al., 2011).
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Figura 2.	 Valores médios do número de gemas (NG) por explante do clone USP 24 de E. globulus em relação aos 
meios de cultura (WPM, JADS e MS) e concentrações de BAP e ANA, aos 84 dias de cultivo in vitro. (A) Em 
meio de cultura WPM, (B) Em meio de cultura JADS e (C) Em meio de cultura MS.

Figure 2.	 Mean values for the number of buds (NG) for explants of clone 24 E. globulus regarding to the culture 
media (WPM, JADS and MS) and concentrations of BAP and NAA after 84 days of in vitro culture. (A) In 
culture media WPM, (B) culture media JADS and (C) in culture media MS. 

	 (A)	 (B)

	 (C)

Figura 3.	 Valores médios do número de gemas (NG) por explante do clone USP 33 de E. globulus em relação aos 
meios de cultura (WPM, JADS e MS) e concentrações de BAP e ANA, aos 84 dias de cultivo in vitro. (A)Em 
meio de cultura WPM, (B) Em meio de cultura JADS e (C) Em meio de cultura MS.

Figure 3.	 Mean values for the number of buds (NG) for explants of clone 33 E. globulus regarding to the culture 
media (WPM, JADS and MS) and concentrations of BAP and NAA after 84 days of in vitro culture. (A) In 
culture media WPM, (B) culture media JADS and (C) in culture media MS. 

	 (A)	 (B)

	 (C)
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Figura 4.	 Microcepas dos três clones avaliados de Eucalyptus globulus cultivadas em diferentes meios de cultura. 
Observa-se clorose de folhas dos clones USP 01 e USP 24 mais característica em meio nutritivo MS.

Figure 4.	 Microstumps of the three clones of Eucalyptus globulus grown in different culture media. Observed chlo-
rose of leaves in USP 01 and USP 24 clones most characteristic in the media MS. 

Cabe salientar que a elevada presença de mi-
crorganismos endofíticos pode ter ocasionado a 
competição por nutrientes retardando o cresci-
mento e emissão das gemas axilares quando se 
utilizou o meio nutritivo JADS, exceto para o clo-
ne USP 24. Até o momento não se sabe qual o 
fator ou fatores que desencadeiam a manifestação 
bacteriana no meio de cultura, levanta-se apenas a 
hipótese, que esses endófitos permanecem laten-
tes in vitro, sem causar sintomas nas microplantas 
e posteriormente passam a competir por nutrien-
tes minerais e carboidratos do meio de cultura, 
comprometendo a multiplicação e o desenvolvi-
mento das plantas (BATAGIN-PIOTTO, 2013). 

De acordo com as características avaliadas e 
pela análise das equações ajustadas, observou-se 
respostas diferenciadas quanto a multiplicação 
in vitro dos clones nos diferentes meios de cul-
tura. Assim, evidenciou-se maior especificidade 

dos genótipos quanto aos meios de cultura, re-
lação que não foi acentuada para os reguladores 
de crescimento. A resposta ao tipo e composição 
do meio de cultura varia não somente de acordo 
com a espécie, mas entre genótipos de uma mes-
ma espécie e até entre explantes de um mesmo 
genótipo, que apresentam demandas específicas 
(SOUZA et al., 2006; BRONDANI et al., 2012). 
Correia et al. (1995) verificaram a importância 
da especificidade do meio de cultura para cada 
material genético, quando se deseja a prolifera-
ção de gemas com uniformidade e vigor.

Portanto, os resultados obtidos demonstram 
a eficiência do protocolo de multiplicação in 
vitro dos clones de E. globlulus. Posteriormente, 
maiores estudos ajustando as relações nutricio-
nais dos meios de cultura às necessidades espe-
cíficas de cada clone permitirão aprimorar ainda 
mais a técnica de micropropagação.
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CONCLUSÕES

A multiplicação in vitro de E. globulus é um 
processo extremamente regulado pela composi-
ção do meio e concentração de regulador vege-
tal, em que as melhores respostas foram obtidas 
em meio nutritivo WPM suplementado com 0,7 
mg L-1 de BAP e 0,05 mg L-1 de ANA. Além disso, 
houve variações entre genótipos, sendo o clo-
ne 33 superior aos demais quanto ao número  
de brotações.
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