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Resumo

O boro e o célcio sdo nutrientes essenciais palesenvolvimento vegetal, contudo existem poucos
registros da atuacéo desses elementos em nivieionat. Visando avaliar possiveis implicacdes dess
nutrientes no desenvolvimento morfolégicoealyptus urophylla, calos foram cultivadas vitro sob
concentragdes de boro (0, 25, 50, 100 e 200 uM;BO4) e célcio (0; 3,75; 7,50; 11,25 e 15,00 mM de
CaCl). O experimento foi conduzido no delineamentoirateente casualizado, no arranjo fatorial
(5 x 5) contendo 5 repeti¢des. Aos 21 e 31 diasriaavaliados os calos quanto & morfologia externa e
interna. Foi possivel verificar que nos dois pefodvaliados as concentragées de boro e célcio
interferiram significativamente tanto na morfologigterna como na interna, resultando em respostas
diretas com aspectos visuais das estruturas catagé®s resultados mostraram que as combinagdes de
25 uM de B com 0; 3,75; 7,50; 11,25 e 15,00 mM ded®s 21 dias, apresentaram menores prejuizos
ao desenvolvimento das raizes, o que favorecewadamente a formag&o do 6rgédo. A producéo de
biomassa seca foi influenciada diretamente pelaerdracdo de boro, sendo esse efeito constante para
todas as doses de calcio estudadas e para ambadessavaliadas.
Palavras-chave: Alteracdes morfoanatdmicas; calogénese; nutricioemal; cultura de tecidos

vegetais.

Abstract
Morphology of Eucalyptus urophylla callus, cultivated in vitro under boron and calcium concentrations.
Boron and calcium are essential nutrients in glawelopment, but there are few registers of thenoom
action of these nutrients in vegetable. In ordédémtify and quantify the possible implicationstése
micro and macronutrients in the morphogenetic dgvaknt of Eucalyptus urophylla, callus were
cultivatedin vitro with different concentration of boron (0, 25, 300 e 200 pM kBO;) and calcium (O,
3.75, 7.50, 11.25 e 15.00 mM CgCIThe experiment was completely randomized desigfactorial
arrangement (5 x 5) with 5 replications. It waslested after 2% and 31 days of culture the relation of
external and internal morphology. It could be vedfthat in two evaluations periods the combined of
boron and calcium had intervened in aspects ocintieenal e external morphology that had causedttire
answers in visual aspects of the calluses. The icatitns of 25 uM B with 0, 3.75, 7.50, 11.25 e005.
mM Ca in 21" day, were less harmful of the roots favoring appately organ development. The
production of dry matter weight was directly infloed by boron concentration and this effect wasteomn
for all calcium concentration and for both evaldalays.
Keywords: Morphoanatomic alterations; callogenesis; minetgtition; vegetable tissue culture.

INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, tem-se verificado aumentdadtip de florestas deucalyptus em regides
de climas tropicais, uma vez que elas apresentarmdigfies térmicas e de luminosidade favoraveis ao
crescimento vegetal. Contudo, as caracteristicadicead e hidricas apresentam-se como limitantes
comuns nessas areas (ALFEN&Sl., 2004). De acordo com Gongalves (2002) e Batrak (2005), a
maioria das areas florestadas pBucalyptus no Brasil estd concentrada sobre solos altamente
intemperizados e lixiviados, portanto com baixa pdigsbilidade de nutrientes essenciais ao
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desenvolvimento vegetal. Dessa forma, a utilizagéotécnicas de micropropagagdo representa uma
ferramenta importante no melhoramento genético eonaervagdo genética de materiais vegetais, mas,
para a sua utilizacdo, é necessario conhecer t efei diversos fatores, como a nutricdo, ou seja, a
concentracdo de determinados minerais na viabgiddws propagulos (WATTEt al., 2000; NEHRA
etal., 2005; GLOCKEs«t al., 2006). De maneira geral, os organismos vegetdiivadosin vitro e/ouex

vitro requerem concentracfes adequadas de varios etemminterais para o seu crescimento (GRIBBLE
et al.,, 2002). No momento em que tais concentracdesnoise desbalanceadas, as espécies sofrem
alteracdes metabdlicas em determinada fase do d#genento, resultando em sintomas visuais
caracteristicos em 6rgaos ou tecidos vegetaisea@onsequentemente gera perdas na produtividade e n
qualidade dos produtos madeireiros.

Além disso, culturas dBucalyptus mantidas em condig6&x vitro podem apresentar padrdo de
crescimento anormal ou retardado dos pontos decigresto apical, morte do ponteiro terminal,
encurtamento de internodios, clorose de folhasageltfeformacao da lamina foliar, aumento do diakeir
peciolo e do caule, troncos tortuosos, fissurascasca, reducdo da formacédo de flores, atraso no
florescimento, desenvolvimento inadequado dosdrateeducéo na producédo de sementes (MARSCHNER,
1995; GONCALVES; VALERI, 2001), caracterizando eimias tipicos de deficiéncia de boro (B).

Especula-se que algumas das provaveis implicacdeB da célula vegetal relacionam-se a
divisdo celular, ao aumento do tamanho das célatasransporte de carboidratos da folha para outros
6rgados (MALAVOLTA, 1980) e a atuacdo como agentefogenético (SPURR, 1957). Sua participacao
no desenvolvimento da parede celular concentrase propriedades fisicas e ultraestruturais de
diferenciacdo (MATOHet al., 1992; HU; BROWN, 1994).

Comparativamente, cultivos em condic@esitro de calos d&ucalyptus sp. mantidos em meio de
cultura modificado, como o0 MS (MURASHIGE; SKOOG 629, com concentracdes toxicas ou deficientes
de B, tornaram possiveis a determinacéo da ac@tedwnto em processos bioquimicos, histologicos e d
desenvolvimento, evidenciando sua importancia eogssos metabdlicos (TREVIZAM, 2001).

A semelhanca, o célcio (Ca) atua no crescimentbagle desenvolvimento das plantas, mas, ao
contrario do B, suas a¢des no metabolismo prins&@mais pronunciadas. Arruda (2000) verificou, em
condicdesin vitro, a acdo de concentracfes toxicas e deficiente€adem calos dé. urophylla,
sugerindo que esse nutriente atua de forma pos#ilme mecanismos bioquimicos expressos em
caracteres morfoldgicos e morfogenéticos da espécie

As funcdes do Ca estdo relacionadas com a capacidied coordenacdo, promovendo
estabilidade e ligacdes intermoleculares reversiymedominantemente na membrana plasmatica e na
parede celular (MARSCHNER, 1995). Para Malavolt®8@), quanto maior a presenca de ions
potencialmente prejudiciais no meio, mais crucékpe ser o papel do Ca na manutengédo da integridad
da membrana celular. O Ca é indispensavel pamgi@es de crescimento (meristemas) onde se processa
a divisdo mitética continua, bem como no desenm@wito da raiz, atuando nos processos de
alongamento celular, desintoxicacdo dos ions ded#éaio e divisdo celular (EPSTEIN; BLOOM, 2004;
TAIZ; ZEIGER, 2004).

Devido a importancia desses nutrientes para ostaisge considerando as poucas informacdes
sobre os processos envolvendo a interacdo e/ogaatudesses nutrientes no desenvolvimento celular,
este trabalho baseou-se na possibilidade de atua@® e Ca na diferenciacdo celular. Com base no
exposto, objetivou-se avaliar, aos 21 e 31 diasuttevo, o efeito de diferentes concentracdes oiatnais
de B e Ca em calos de urophylla cultivadosin vitro.

MATERIAL E METODOS

Origem e fonte dos explantes

O experimento foi conduzido no Laboratério de Mgé&pese e Biologia Reprodutiva de Plantas
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de QueiroPiracicaba, SP. Foram utilizadas sementes de
E. urophylla S.T. Blake fornecidas pelo Instituto de Pesquiskstudos Florestais (IPEF), as quais foram
catalogadas como T8A32, lote NA 416, coletadasopmuilpacéo base de Anhembi, SP.

As sementes foram lavadas em agua corrente e éetergeutro por 2 horas, sendo em seguida
transferidas para alcool etilico (100%) por 3 segsnel entdo agitadas por 20 minutos em solucdo de
hipoclorito de sédio a 70% (v/v). Posteriormentgai lavadas por trés vezes em agua esterilizada e
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deionizada e, por fim, inoculadas em frascos deoiti2 x 8 cm), com 20 mL de meio (20 g de sacarose
e 6 g de agar diluidos em 1.000 mL de agua destidadieionizada), para a germinagdo em sala de
crescimento em condi¢Bes de temperatura (26 +)2e°Dminosidade (50 + 2 pmolfis?) controladas e
fotoperiodo de 12 horas de luminosidade ao dian€ses de cultura foram ajustados para pH de 518, co
HCI ou NaOH (0,1 M), autoclavados & temperatural @& °C (01,0 kgf.cn¥) durante 20 minutos e
distribuidos em placa de Petri contendo 10 ml diw mhe isolamento.

A germinacéo ocorreu aos 12 dias de cultivo e dodi@ coletaram-se os hipocétilos, os quais
foram excisados em sua por¢cdo mediana com com@omiEn5 mm e transferidos para o meio N7
(SIMOLA, 1985) suplementado com 5 mg.He picloram e 1 mg:t.de caseina hidrolisada, para induzir
a formacéo de calos.

Aplicacéo dos tratamentos

Aos 21 e 31 dias de cultura, as estruturas calogérioram transferidas para o meio de cultura
N7 modificado em relacédo as concentraces de bfads;) e de cloreto de célcio (CafLke submetidas
as condigdes de sala de crescimento climatizada.dboro foram utilizadas as concentragbes d&,0, 2
50, 100 e 200 uM deBO;, e para o calcio utilizaram-se 0; 3,75; 7,50; 312215,00 mM de CaglA
testemunha constou do meio de cultura N7 padrfo,atteracées. Realizaram-se analises morfol6gicas,
anatdmicas e da matéria seca aos 21 e 31 diagapdsulacao dos explantes (Tabela 1).

Tabela 1. Tratamentos com boro e calcio empreganhosulturain vitro de Eucalyptus urophylla.
Table 1. Utilized boron and calcium treatmentthimEucal yptus urophylla in vitro culture.

H4BO; CaCl,
Tratamento (M) (mM)
T1 0 0
T2 0 3,75
T3 0 7,50
T4 0 11,25
T5 0 15,00
T6 25 0
T7 25 3,75
T8 25 7,50
T9 25 11,25
T10 25 15,00
T11 50 0
T12 50 3,75
T13 50 7,50
T14 50 11,25
T15 50 15,00
T16 100 0
T17 100 3,75
T18 100 7,50
T19 100 11,25
T20 100 15,00
T21 200 0
T22 200 3,75
T23 200 7,50
T24 200 11,25
T25 200 15,00
T26 (controle) N7 PADRAO N7 PADRAO

Variaveis respostas

As analises morfolégicas consistiram de 100 calasa pada periodo de avaliagdo, sendo
analisado o desenvolvimento, considerando-se oniamaa friabilidade e as caracteristicas visuais
externas das estruturas calogénicas. Quanto ami@m@das estruturas calogénicas, considerou-se o
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comprimento em centimetros como padréo para asmlesgdes métricas. A friabilidade e as diferencas
morfoldgicas foram avaliadas de forma visual, a idedjue se destacavam dentro de um tratamento
especifico, e registradas por fotografia.

Para as analises anatdmicas, amostraram-se ad@atote 5 calos por tratamento, os quais
foram fixados por 48 horas em solucdo de Karno(KIRRNOVSKY, 1965). Em seguida, removeu-se o
ar contido nos espacos intercelulares dos tecidosngio de uma bomba de vacuo. Apés infiltradas, as
amostras foram desidratadas através de solucdedliads compostas de concentracdes crescentes (10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100% v/v), permamea em cada uma delas por 10 minutos. As amostras
foram infiltradas a seguir em resina glicol metatoi (Reichert-Jurf), formando estruturas sélidas
regulares. Os blocos resultantes foram seccioradpS pum de espessura, através de navalhas deaco d
tipo C acopladas a um micrétomo rotativo maniiqa”). Para cada bloco foram confeccionadas 100
l&minas, sendo dispostos 8 cortes anatémicos eal&adna de vidro. Os cortes foram corados com azul
de toluidina 0,05% em tampéao fosfato e acido citf®aKAI, 1973) por 15 minutos, montados em resina
sintética Entellan (Mer&) e cobertos com laminulas de vidro. As laminamhigicas foram analisadas
em microscopio 6pticoZeiss-Jenemed} acoplado a camera fotografic&amsung SDC-3£3 para
captura de imagens.

Quanto a andlise da massa seca, os calos foramwsttispem placas de Petri e submetidos a
temperatura de 6045 °C em estufa por 50 horastigir a estabilizacdo da pesagem. A massa ffesca
determinada pelo uso de balanca analitica de pie(5001 g).

Delineamento experimental e andlise dos dados

O experimento foi conduzido no delineamento intagate casualizado em arranjo fatorial
(5 x5), sendo os fatores constituidos por cincacentragdes de boro (0, 25, 50, 100 e 200 pM de
H3BOs), cinco concentracdes de célcio (0; 3,75; 7,5028.& 15,00 mM de Cagle dois periodos de
avaliagéo (21 e 31 dias). Para tanto, utilizourse testemunha adicional (N7 Padréo) e cinco rejesic
com 20 calos, totalizando 100 calos para cadaniito.

Os dados amostrados foram submetidos a andalisardamaia (ANOVA) P<0,01 eP<0,05) e, de
acordo com a significancia, os foram submetidasadise de regressao polinomigkQ,01 eP<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Morfologia

A omissdo de B aos 21 dias de cultiwovitro resultou em coloragdo mais intensa dos cortes
histologicos dos calos, quando comparadas as mesmasnacdes no periodo de 31 dias. No periodo de
31 dias, a deficiéncia de B e Ca poderia ser agantamo responséavel pelas modificacdes nas ligaces
moleculares do calo, fato que possivelmente interfea coloragdo dos cortes. Moragsal. (2002)
também relacionaram a deficiéncia de B com a cofaranenos intensa ao azul de toluidina em xilemas
de caules de seringueittddvea sp.).

Outro fator relevante observado em calos cultivgaos?21 dias foi a organizacao celular com a
formacdo de meristemoides e raizes, ao passo op®s$emais longos de cultivo determinaram estruturas
compostas de células meristematicas diferenciadasstruturas vasculares. Nas concentracdes de 50 uM
de B combinado com 7,50; 11,25 e 15,00 mM de @&, 800 uM de B combinado com 7,50 e 11,25 mM
de Ca do meio de cultura para calos Eleurophylla cultivados por 21 dias, os meristemoides
apresentaram arranjos organizados compostos déasgdequenas dispostas concentricamente, com
aspecto isodiamétrico, sem vacuolos, com nulcleagsatieente corados e elevada relagdo nucleo-
citoplasmatica (RPN) (Figura 1).

Ho e Vasil (1983), trabalhando com embriogéneseatioen de Saccharum officinarum L.,
classificaram esses centros meristematicos comori@dds. Em contrapartida, considerando os
resultados obtidos, podemos supor que a presencaeniigos meristematicos indicam processos
morfogenéticos capacitados para a inducéo de refaapré-embrides somaticos.

Como néo foram verificados embrides somaticos deras dois periodos de avaliacdo, supde-se
que concentragcdes combinadas de B e Ca possuempaaidade de interferir na polaridade celular,
condicao fundamental para a iniciacdo embriogemésiomatica. A presenca de intensas divisdes
celulares e a grande capacidade rizogénica doss aalntidosin vitro por 21 dias indicam a
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predominancia de unipolarizagdo da base dos mmiastecaracterizando a formacéo de raizes. J4 aos 31
dias, a diferenciaco das estruturas radiculare$an&isualmente identificada.

Figura 1. Aspecto geral dos meristemoides em adddsucalyptus urophylla aos 21 dias de cultivim
vitro. As setas indicam a presenca de células pequenagyamizadas, com formatos
isodiamétricos, intensas divisdes nucleares e @teralacéo nicleo-citoplasmatica.

Figure 1. Meristemoid general aspect Hucalyptus urophylla callus at 21 days, unden vitro
cultivation. The arrows indicate the presence oflsand organized cells, with isodiametrical
formats, intense nuclear division and high cytoplasnucleus ratio.

Os cortes histolégicos de calos Eeurophylla avaliados aos 31 dias apresentaram 2 tipos de
diferenciacdo. A primeira foi verificada nas condmides de 25 uM de B com todas as concentracdes de
Ca (Figuras 2A e 2B), e a segunda pode ser obsemasl combinacfes de 100 uM de B com 11,25 e
15,00 mM de Ca, e de 200 uM de B com 11,25 e 1s)d0de Ca (Figuras 3A, 3B e 3C).

Figura 2. Aspecto geral das regides em diferenoiad@s meristemoides de calos Hecalyptus
urophylla aos 31 dias de cultivin vitro. A. Células com baixa relacdo nucleo-plasmatica
(RNP), com diferenciacdo de sistema fundamentai d¢ormas alongadas (em detalhe),
nucleos proeminentes com indicagdo de divisdo ae(gkta larga) e diferenciacao de sistema
vascular (seta estreita;, Detalhe de elementos vasculares do xilema (eta losgitudinal)
formados isoladamente nos calos (setas).

Figure 2. General aspect of the meristemoids diffeation regions in callus ducalyptus urophylla
underin vitro cultivation, at the 31 day#\. Low plasmatic nucleus ratio (PNR) cells, with
fundamental system differentiation and elongateunfo(in detail); prominent nucleus with
indication of cell division (large arrow) and vatmusystem differentiation (small arrow);
B. Detail of xylem vascular elements (longitudinaew) individually formed in callus
(arrows).

Os calos que caracterizaram o primeiro tipo deraliigiacdo (Figuras 2A e 2B) apresentaram
estruturas com células de aspecto meristematicénparranjadas de forma distinta ao observadogara
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periodo de cultivo de 21 dias (Figura 1). No maeriodo de cultivo, essas estruturas se mostraram
organizadas em estratos com células alongadas,néetaos proeminentes e diferenciagao de sistema
vascular sem a formacédo convencional de raizes.

Figura 3. Aspecto geral de meristemoides com farimaular, visualizado aos 31 dias, em combinacdes
especificas de boro e calciv. Conformagéo circular do meristemoide bipolarizgulovavel
embrido somético (setaB. Xilogénese: diferenciacdo de elementos de vasaildma no
centro do meristemoide (set&); Detalhe dos elementos de vaso (setas estreite)rgicleos
proeminentes com presenga de divisdo celular i@eja).

Figure 3. General appearance of meristemoids witlraular shape, which were visualized at the 31
days, under specific combinations of boron andigaic A. Meristemoids circular aspect
(arrow); B. Xylem differentiation in the meristemoids cenfarrow); C. Xylem (small arrows)
and prominent nucleus presenting cell divisiongédsarrow) details.

A diferenciacdo de elementos vasculares tambénvignializada em calos dE. urophylla
avaliados aos 31 dias de cultivo, nas combina¢éesdf uM de B com 11,25 e 15,00 mM de Ca, e de
200 pM de B com 11,25 e 15,00 mM de Ca. Nessemnteaitos, os meristemoides apresentaram formato
retangular (concéntrico) semelhante ao visualizads 21 dias (Figura 1). Contudo, os fatores
diferenciais nessas estruturas deram-se pelo ddsenegnto de vasos condutores, especificamente
elementos de vasos (xilogénese) sem a ligacdo @enafconvencional de um 6rgéo. Verificou-se que os
cortes dos vasos deram-se em forma longitudinajuamto a estrutura meristematica mostrou-se um
corte transversal.

Observou-se, ainda, que as células da periferizalm eram isodiamétricas e com relagao
nacleo-plasmatica elevada, revelando intensa atiedmeristematica e muito indiferenciada, ao passo
gue as células centrais apresentaram-se alongamtasieforco de lignina, indicando elevado indice de
diferenciacéo para a formacao de elementos de(Féparas 3A e 3B).

As células meristematicas, quando cessam a divisEsam por um processo de diferenciagéo,
transformando-se em células de tecidos diferensigde compdem o corpo vegetal. O xilema e o floema
em estadio primario de desenvolvimento se origimapartir do tecido meristematico do procambio,
sendo classificados como tecidos complexos, umaquezsédo os Ultimos a se diferenciar e contém
células de mais de um tipo de tecido (ESAU, 20@0)tigura 3C apresenta vasos condutores se
diferenciando a partir do meristemoide. No entaestiidos complementares deverdo ser realizadts, vis
gue o plano de corte dos calosElerrophylla pode ter interferido nas analises dos corteslbgitos.
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Embora sejam encontradas diversas atuacdes cslullireboro e calcio, ndo se verificou
qualquer descricdo da correlacdo direta da interalgsses dois nutrientes na génese de elementos
vasculares. A atuacdo de boro e calciokenrophylla esta relacionada principalmente com a formacéo e
alongamento do sistema radicular. Contudo e Let@8@) afirma que ocorre agdo primaria do B durante
a diferenciacdo do xilema. Da mesma forma, Moetead. (2002) constataram que o0s elementos do
xilema recém-formados possuiam paredes primarids finas nas amostras de plantas com sintomas de
deficiéncias causadas pelo micronutriente. Essectspgambém pode ser relacionado com a coloragéo
menos intensa dos cortes histologicos proveniatgesalos cultivados com concentracdes deficierges d
B e Ca, por 31 dias.

Neste estudo ndo foi possivel verificar a relagés dutrientes minerais com as paredes dos
vasos condutores. Contudo, admite-se que aos 3l adimteracdo do B com o Ca por meio das
combinagBes de 100 pM de B com 11,25 e 15,00 mMade de 200 pM de B com 11,25 e 15,00 mM de
Ca foram responsaveis pelo desenvolvimento predesgsos de xilema.

Rizogénese

O desenvolvimento de estruturas rizogénicas fatnsemente proporcional ao tempo de cultivo
in vitro, ou seja, no periodo de 21 dias, a formacao desddi mais evidente em comparacéo aos calos
cultivados por 31 dias. Komatsu (1995) relatouranéigao de raizes com calos do tipo amarelo globoso
ao estudar a morfogéneseRlg/l ostachys bambusoides. Diante do presente estudo, ndo se verificou essa
correlacdo em calos de urophylla.

Figura 4. Formagdo de primérdios radiculares entesdongitudinaisA. Presenca de raizes em inicio
de formacéo, apresentando desenvolvimento enddédenotando uma ligagao evidente entre
raiz e calo;B. Raiz que rompeu as células internas do calo podésu na superficie sem
perder a conexdo inicialy. Raiz formada com cilindro vascular evidernpe. - primérdio
radicial, ci - células indiferenciadas do caép - epiderme da raizyv - cilindro vascularme -
regido meristematica.

Figure 4. Roots primordia development visualizedlangitudinal cuts.A. Roots in initial growth
presenting endogenous development and showingaaloi& between root and callu8; Root
that broke the callus internal cells and emergedhim surface without losing the initial
connection;C. Root formed with evident vascular cylinder. - root primordia,ci - callus
undifferentiated cellsgp - root epidermisgv - vascular cylindenme - meristematic region.

Aos 21 dias, as combinacdes de 25 uM de B comrii@e Ca, 50 uM de B com 0 mM de Ca
e 100 uM de B com 7,50 mM de Ca apresentaram ligatdis coesa entre raizes e calos. Esse efeito
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também foi verificado em calos cultivados por 3dsdios seguintes tratamentos: 0 uM de B com 11,25 e
15,00 mM de Ca, 25 uM de B com 11,25 e 15,00 mMCde 100 uM de B com 11,25 mM de Ca e
200 uM de B com 7,50; 11,25 e 15,00 mM de Ca (BigdA e 4B).

Independentemente das concentracBes de B e dodgede analises, verificou-se relagdo entre
a concentracdo de Ca e a presenca de raizes jumgsa de células. Concentracdes de Ca superiores a
7,50 mM foram mais efetivas nessa resposta, dethofamvavel interferéncia de Ca na inducéo de saize
conectadas a massa de calos. Comparando esséad@swuiom a anatomia interna dos calos (Figura 4),
verifica-se que as raizes desenvolvidas nessesigatos surgiram a partir de divisdes celularesnas,
conectadas a massa de calos mais compactos ou friéues.

As combinagbes de 0 uM de B com 3,75; 7,50; 11,25,80 mM de Ca, 100 uM de B com 0;
3,75 e 15,00 mM de Ca, aos 21 dias de cultivo,sgmtaram raizes adventicias sem conexao vascular
com o tecido formador, tornando-as facilmente aestas da massa do calo, que poderiam ter se
originado a partir de células mais externas (Fig@a Em tratamentos com omissao total de B e Ga na
existiu a indugéo de raizes em nenhum dos perfanisados.

Biomassa seca

O boro é um micronutriente importante para espéiegénerdeucalyptus, e sua deficiéncia
gera o decréscimo em producdo de biomassa secaHRGILHO et al., 1978; SILVEIRA, 1996;
SGARBI et al.,1999). Neste trabalho, a producao de biomassafeemfluenciada pela concentracédo de
boro dentro de cada concentracéo de calcio. Fa@reddo que as concentragdes mais elevadas de boro,
em todas as concentracdes de calcio, induziramemomtesenvolvimento em biomassa seca.

Na avaliacdo realizada aos 21 dias de cultivo, rebsese que o tratamento com 200 uM de B
sem Ca foi 0 que apresentou menor desenvolvimentpanto o tratamento com 50 uM de B e 7,50 mM
de Ca foi 0 que obteve maior biomassa seca. Naag#al realizada aos 31 dias, observou-se que o
tratamento com 200 pM de B e 11,25 mM de Ca foi® @presentou menor desenvolvimento, enquanto
o tratamento com 50 uM de B e 7,50 mM de Ca foi® obteve maior biomassa seca. Mas, para ambas
as idades avaliadas e para todas as concentrag@=gcib estudadas, foi observado que o aumento da
dose de boro é benéfica até uma determinada coacaéat entre 50 e 100 uM de B, sendo que
concentracdes maiores geram diminuicdo do deseémeto da biomassa seca (Figura 5).

CONCLUSOES

« Ainteracdo B e Ca determinou mudancas especifiaasiorfologia externa e interna de calos de
Eucalyptus urophylla, tanto aos 21 quanto aos 31 dias de cultiwtro.

* Os maiores tamanhos dos calos foram obtidos nabinagdes de 50 uM de B com 7,50 mM de Ca
(21 dias) e no meio N7 (31 dias).

e A avaliacdo da morfologia interna dos calos revelmupresenca de meristemoides e o
desenvolvimento precoce de xilema.

e As combinacdes de 25 pM de B com 0; 3,75; 7,5@5.&,15,00 mM de Ca, aos 21 dias, mostraram-
se menos prejudiciais ao desenvolvimento das raizes

* A concentracdo de boro influenciou a produgdo denhssa seca dos calosHiealyptus urophylla
cultivadosin vitro.
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Figura 5. Biomassa seca (mg) dos calo&utmlyptus urophylla avaliados aos 21 e 31 dias de culiivo
vitro em funcédo de concentracdes de boro e de calcio.
Figure 5. Biomass (mg) oEucalyptus urophylla callus evaluated at 21 to 31 days, undewitro
cultivation, in function of boron and calcium contmtions.
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