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RESUMO

Dentre as técnicas de micropropagagdo, a organogénese indireta figura
como uma das mais promissoras, devido ao seu potencial de permitira obtenco
de altas taxas de multiplicagdo, gerando grandes quantidades de plantas
uniformes. Objetivou-se, neste trabalho, desenvolver um protocolo de
organogénese indireta a partir de dpices caulinares, de origem ex vitro e in vitro,
obtidos de brotagdes de plantas de Fucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla.
Para isso, varios experimentos foram realizados a fim de determinar o melhor
regulador de crescimento e sua melhor concentragdo; a melhor fonte de explante
para iniciar a organogénese indireta; e o melhor meio para a indugdo de calos e,
posteriormente, a regeneracdo de brotos. Foram realizadas analises quanto a
formagdo de calos, area do calo coberta por brotagdes e nimero de brotagdes. O
delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo que o
numero de repeticdes e o numero de parcelas foram especificos para cada
experimento. Através do melhor tratamento obtido, realizou-se o
acompanhamento do desenvolvimento dos calos por meio de pardmetros
quantitativos e qualitativos. Verificou-se que o cultivo do explante gema apical
no meio de cultura JADS, acrescido com 0,1 uM de TDZ, foi a combinacdo que
proporcionou os melhores resultados para a obtencdo de calos e regeneragdo de
brotos.

Palavras-chave: Eucalipto. Micropropagagdo. Acompanhamento dos calos.



ABSTRACT

Among micropropagation techniques, indirect organogenesis is
considered one of the most promising due to its potential of allowing the
obtaining of high multiplication rates, generating large quantities of uniform
plants. In this work, the objective was to develop a protocol for indirect
organogenesis from shoot tips, of ex vitro and in vitro origins, obtained from
sprouting of Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla. For this, many
experiments were conducted in order to determine the best growth regulator and
its best concentration; the best explant source to begin indirect organogenesis;
and the best means to induce calluses and, posteriorly, the regeneration of the
sprouts. We performed analyses regarding callus formation, area of the callus
covered by sprouting and number of sprouting. The experimental design used
was completely randomized, with the number of replicates and of plots specific
to each experiment. With the best treatment obtained, we accompanied the
development of the calluses by means of quantitative and qualitative parameters.
We verified that the cultivation of the apex bud explant in the JADS culture
medium, added of 0.1 uM of TDZ, was the combination that provided the best
results for obtaining calluses and regeneration sprouts.

Keywords: Eucalyptus. Micropropagation. Accompaniment of the callus.
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1 INTRODUCAO

O eucalipto devido ao rapido crescimento, ampla adaptabilidade a solos
e climas e a variedade de uso da madeira, é cultivado largamente nas regides
tropicais e subtropicais do mundo (AGGARWAL; KUMAR; REDDY, 2010).

O Brasil destaca-se no cenario mundial por seu excelente desempenho
no setor florestal, fruto das condi¢des climaticas e da tecnologia desenvolvida
pelas empresas e instituicdes de pesquisas do pais. Atualmente, as plantacdes de
eucalipto no Brasil ocupam 5,47 milhdes de hectares (INDUSTRIA
BRASILEIRA DE ARVORES - IBA, 2015).

Alguns indicadores econdomicos reforcam a importdncia da cadeia
produtiva vinculada ao eucalipto, uma vez que o setor florestal foi responsavel
por gerar 4,4 milhdes de empregos diretos e indiretos no Pais em 2013 ¢ a
balanca comercial do setor de arvores plantadas, nesse mesmo ano, teve um
saldo de U$$ 6,4 bilhdes (IBA, 2015). Essa cadeia produtiva é responsavel por
produtos essenciais ao bem-estar da sociedade, como matéria-prima para a
producdo de papel, madeira para a fabricacdo de moveis, geracdo de energia,
carvao vegetal e construgdo civil, além dos dleos essenciais, a partir dos quais
sdo fabricados alimentos, cosméticos, remédios, entre outros usos.

Frente a grande demanda pelos produtos do eucalipto, torna-se
necessario o uso de tecnologias que auxiliem na sua producdo em maior escala e
na obtencdo de gendtipos superiores. Assim, a biotecnologia aparece como uma
ferramenta interessante para atingir esses objetivos, pois além de possibilitar
ganhos em produtividade, resultando em maior taxa de produ¢do em um curto
intervalo de tempo e plantas com maior resisténcia a estresses bidticos e
abidticos, ela propicia também ganhos em sustentabilidade, através da redugéo
das areas plantadas e consequente reducgdo de impactos ambientais (ANDRADE,

2006; GOLLEL; REINIGER; CURTI, 2009).
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Varias técnicas biotecnoldgicas auxiliam o melhoramento genético
convencional na obtengdo de gendtipos mais produtivos, como por exemplo, a
cultura de tecidos. Essa ferramenta, através de um eficiente protocolo de
regeneracdo de plantas, permite uma alta taxa de multiplicacdo clonal,
propagando, assim, os genotipos de interesse. A cultura de tecidos também ¢é
essencial para a transformagfo genética, visto que uma alta taxa de regeneragdo
de plantas aumenta a probabilidade de obter eventos transformantes.
(SARTORETTO; SALDANHA; CORDER, 2008).

Além disso, a cultura de tecidos possuia micropropagagdo como uma de
suas aplicagdes mais utilizadas. E essa consiste na cultura asséptica de células,
tecidos e orgdos sob condi¢des quimicas e fisicas definidas in vitro (THORPE,
2007) e permite a propagacao clonal em larga escala de varias espécies florestais
(ECHEVERRIGARAY et al., 2001). E entre as técnicas de micropropagagdo, a
organogénese indireta, ¢ uma das mais utilizadas por fornecer uma alta taxa de
regeneragdo de brotos a partir de calos (LAINE; DAVID, 1994; MORALEJO et
al., 1998).

1.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de organogénese indireta de um hibrido

comercial de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla.
1.2 Objetivos especificos
a) Identificar o regulador de crescimento mais adequado, bem como

sua concentragdo, para inducdo de calos e posterior regeneracdo de

brotagdes.



b)
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Avaliar qual fonte de explante ¢ mais vidvel para o processo de
inducéo de calos.

Verificar qual meio de cultura promoveria, ao final do processo de
organogénese, um maior nimero de brotacdes.

Obter uma curva de crescimento dos calos de eucalipto.

Caracterizar, histologicamente, o processo de organogénese indireta.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Eucalipto

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, possui cerca de
700 espécies descritas, além de muitas variedades e alguns hibridos (LONGUE
JUNIOR; COLODETTE, 2013). As principais espécies cultivadas no Brasil
incluem o Eucalyptus grandis, Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus saligna e
Eucalyptus  urophylla, entre outras. Além disso, foram desenvolvidos
cruzamentos entre as espécies, resultando em hibridos, como é o caso do E.
urograndis (E. grandis X E. urophylla) (CONSELHO DE INFORMACOES
SOBRE BIOTECNOLOGIA- CIB, 2008).

Dentre as varias espécies arboreas que existem, o eucalipto tem sido
extensivamente utilizado em plantios florestais, devido as caracteristicas de
rapido crescimento, produtividade, ampla diversidade de espécies, capacidade de
adaptag@o a diferentes tipos de climas e solos e aplica¢do para as mais diversas
finalidades, como por exemplo na fabricagdo de papel e na industria de moveis
(MORA; GARCIA, 2002). A suavidade, brilho, baixa resisténcia a tragdo das
fibras do eucalipto ¢ o aspecto retilineo de sua madeira que apresenta alta
densidade faz esse género ser muito importante para a fabricagdo de papel e de
moveis (GIRIJASHANKAR, 2011).

O grande interesse na madeira do eucalipto é devido ao baixo custo de
producdo, devido principalmente ao alto rendimento da polpa, alta produtividade
florestal e qualidade de suas fibras (PRINSEN et al., 2012).

Uma das vantagens conferidas ao eucalipto ¢ a facilidade em se obter
cruzamentos entre diferentes espécies do mesmo género, processo chamado de
hibridagdo. O E. urograndis ¢ um dos hibridos de eucalipto mais conhecido e

usado no Brasil. Esse cruzamento confere as melhores caracteristicas do E.
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grandis (crescimento ¢ qualidade da madeira) e do E. urophylla (adaptagdo a
diferentes condi¢des climaticas e resisténcia a doengas, particularmente ao fungo
causador do cancro do eucalipto) (CIB, 2008).

Em 2013, a area ocupada por plantios florestais de Eucalyptus e Pinus
no Brasil totalizou 7,04 milhdes de hectares, sendo que, desse total, 77,7%
corresponde a area de plantios de Eucalyptus (IBA, 2014).

Os sistemas de producdo de mudas de eucalipto mais utilizados sdo os
provenientes de sementes e¢ de estaquia (plantios clonais). No sistema de
producdo de mudas por meio de sementes, essas podem ser obtidas de plantios
comerciais, dreas de producdo ou de pomares porta-sementes melhorados
geneticamente por selecio (MOURA; GUIMARAES, 2003). A estaquia é o
principal método de reproduc@o vegetativa utilizado em escala comercial, por ter
seus principios ja bem conhecidos. Porém, esse método tem apresentado
algumas dificuldades na produgdo de mudas de certos clones, principalmente em
relacdo ao enraizamento, a formacao de mudas e ao desenvolvimento da arvore
(ANDRADE, 2006).

Assim, toda tecnologia que facilite ou que torne viavel comercialmente a
producdo de determinados clones ¢ atrativa. Dessa forma, a micropropagacéo ¢
uma ferramenta importante na propagacdo de clones, tornando-os aptos a

producdo de mudas (ANDRADE, 2006).

2.2 Cultura de tecidos e micropropagacio

A cultura de tecidos vegetais é uma ferramenta utilizada com a
finalidade de manter, propagar e regenerar certas partes da planta (células,
tecidos ou orgdos), em condi¢des assépticas (ambiente livre de microrganismos)
e controladas (in vitro), constituindo uma das areas de maior éxito da

biotecnologia (SARTORETTO; SALDANHA; CORDER, 2008). Essa
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ferramenta ¢ fundamental para o processo de transformacgdo genética, pois &
primordial que ja se tenha estabelecido um eficiente protocolo de regeneracdo
que possibilite o desenvolvimento de plantas inteiras a partir das células
transformadas, visando sua posterior clonagem.

A propagagdo vegetativa in vitro, ou micropropagacdo, devido ao
tamanho reduzido dos propagulos utilizados (dpices caulinares, segmentos
nodais e embrides zigoticos), é a técnica mais usada da cultura de tecidos e a de
maior impacto (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CULTURA DE TECIDOS
DE PLANTAS - ABCTP, 2011; TORRES; CALDAS; BUSO, 1998), pois
permite a obtencdo de taxas de multiplicagdo elevadas em curtos intervalos de
tempo, sendo fundamental para programas de melhoramento, principalmente
para espécies recalcitrantes como o eucalipto, as quais apresentam grande
dificuldade de regeneragéo in vitro (RIBEIRO, 2012).

Devido aos varios problemas existentes na regeneracdo in vitro do
eucalipto, como a hiperhidricidade, senescéncia e oxidagdo causada pela
presenga de fendis (PINTO, 1997), muitos trabalhos desenvolvidos baseiam-se
na otimizagdo de protocolos para a cultura in vitro ou na criagdo de novos
protocolos para as diferentes espécies de eucaliptos.

O sucesso da regeneragdo in vitro depende do controle da morfogénese,
que ¢ influenciada por fatores como o gendtipo, tipo de explante, componentes
nutricionais do meio de cultura, reguladores de crescimento ¢ condi¢des de
incubagio (GIR]; SHYAMKUMAR; ANJANEYULU, 2004).

Apesar do grande impacto da utilizacdo da micropropagagdo na
silvicultura clonal e na industria florestal, sdo poucos os resultados efetivos
obtidos com a propagagdo continua de espécies do género Eucalyptus. Dessa
forma, a micropropagagdo para producdo comercial de mudas ainda ndo se
justifica economicamente, embora tenha se mostrado tecnicamente viavel na

clonagem de espécies recalcitrantes (ASSIS; MAFIA, 2007), sendo indicada, por
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enquanto, apenas para o rejuvenescimento de clones selecionados, hibridos com
alto valor comercial (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009), e também
em programas de melhoramento genético, a fim de reduzir o tempo de obtencao

de novas cultivares modificadas geneticamente.

2.3 Organogénese

A propagacdo vegetativa in vitro do eucalipto pode ser obtida, tanto por
organogénese, quanto por embriogénese somadtica. Na propagagdo via
organogénese, orgdos como partes aéreas e raizes sdo induzidos a formarem
tecidos vegetais em meio de cultura pela diferencia¢do de células (TORRES;
CALDAS; BUSO, 1998).

A micropropagacdo, via organogénese, possui a atuagdo de fatores
externos e internos que envolvem a interag@o entre a fonte de explante, o meio
de cultura e fatores do ambiente (XAVIER; WENDLING;SILVA, 2009).
Depende também da agdo de reguladores de crescimento, como auxinas e
citocininas, e da habilidade do tecido em responder a essas mudangas hormonais
(ALVES; XAVIER; OTONI, 2004).

Na organogénese direta ocorre o surgimento de gemas, a partir de
tecidos que apresentam potencial morfogenético na planta in vitro, mas que em
geral ndo se expressam. Ja a organogénese indireta ocorre quando o processo de
regeneragdo de gemas ¢é precedido da formagdo de calo. A partir de células ndo
organizadas do calo, surgem gemas adventicias que crescem e se desenvolvem
em novas partes aéreas (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

A principal vantagem de se utilizar a organogénese indireta ¢ o potencial
de otimizar as taxas de multiplicacdo, reproduzindo grandes quantidades de

plantas uniformes (ARENHART; ZAFFARI, 2008).
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Varias pesquisas estdo voltadas para o entendimento do processo de
organogénese a nivel molecular, bem como a relagdo desse processo com os
reguladores de crescimento, como sinalizadores de membranas e suas interagdes
com os genes envolvidos no processo de organogénese. Como por exemplo os
genes da familia LBD (Lateral Organ Boundaries), onde a super expressdo
desses genes induz a formagdo de calos com capacidade de regeneragdo
eficiente, e o gene TIRI, relacionado a percepcdo da citocinina, em que a sua
superexpressdo aumenta a capacidade de regeneragédo de plantas (MOTTE et al.,
2014).

Andlises histologicas em estudos de organogénese sdo fundamentais
para confirmar a fonte de brotagdes formadas no meio, excluindo assim a
possibilidade de uma m4 interpretagdo dos resultados decorrentes de gemas pré-
formadas no explante inicial (HERVE et al., 2001). Além disso, o autor também
destaca a importancia de se conhecer o exato local onde as divisdes celulares
comegam, antes da formagdo do calo, para estudos de transformagfo genética,

porque eles indicam a superficie de origem de brotacdes adventicias.

2.4 Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento s2o usados na cultura de tecidos, tanto na
indu¢do da organogénese, como na embriogénese somatica. As auxinas e
citocininas, em formas naturais ou sintéticas, sio os hormoénios mais
frequentemente usados na cultura de tecidos (BARRUETO CID; TEIXEIRA,
2010).

As auxinas sdo usadas na indugdo de calos a partir de um explante e no
enraizamento a partir de brotos. Alguns reguladores de crescimento tém uma
posicdo ambigua, atuando como auxina ou como citocinina, como ¢ o caso do

Thidiazuron ou TDZ (1-fenil-3-(1,2,3-tidiazol-5-il). As citocininas na cultura de
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tecidos sdo geralmente usadas para promover a indugio de brotos adventicios, a
partir de calos ou para induzir brotagdes a partir de gemas axilares ou apicais,
porém, também podem inibir a indugdo de raizes em plantulas (BARRUETO
CID; ILLG; PIEDRABUENA, 1994).

O adequado balango entre auxinas e citocininas € necessario para o
estabelecimento de um controle eficiente no crescimento e na diferenciagdo das
culturas in vitro (ANDRADE, 2006). Skoog e Miller (1957) observaram que a
alta raz8o auxina/citocinina induz a formacgfo de raizes, enquanto a baixa razéo
promove a indugfo de parte aérea. Isso indica que auxina e citocinina podem ter

uma relagdo na organogénese in vitro (SU; LIU; ZHANG, 2011).

2.5 Explante

O explante ¢ um dos fatores que influenciam no sucesso do cultivo in
vitro. A escolha do explante pode ser influenciada por diversos fatores, tais
como: disponibilidade de material, nivel de contaminagdo, juvenilidade do
tecido e estagdo do ano (BARRUETO CID; TEIXEIRA, 2010).

Além disso, cada explante reage de determinada maneira a uma
condi¢do de cultura in vitro. O uso de apices caulinares como explantes por
exemplo ¢ vantajoso, pois estabelece plantas livres de virus. Uma vez que na
excisdo do meristema apical com um ou dois primordios foliares, ndo se observa
conexdo vascular com os tecidos da planta (TORRES; TEIXEIRA; POZZER,
1998).

Em Saussurea obvallata (planta medicinal e ornamental), verificou-se
que explantes foliares reagiram mais satisfatoriamente que raizes, hipocétilo e
cotilédones, em relagdo a indugfo de calos e regeneracdo de brotagdes (DHAR;
JOSHI, 2005).
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Em um estudo de organogénese em FEucalyptus grandis X Eucalyptus
urophylla, em meio MS com modificagdes, acrescidos dos reguladores ANA ¢
BAP, observou-se aos 45 dias o inicio da forma¢do de brotagcdes em calos
advindos de apices caulinares, o que ndo ocorreu em calos advindos de folhas.
Esses apresentavam-se completamente oxidados nessa idade (BATISTA, 2012).

A idade do explante também pode ser levada em consideracdo no
processo de organogénese. Explantes jovens, como o apice caulinar estudado
aqui, apresenta um melhor potencial organogénico, pois os tecidos jovens sido
menos diferenciados e suas células sdo metabolicamente mais ativas ao serem
cultivadas sob condi¢des hormonais e nutricionais adequadas (FAMIANI et al.,
1994).

Plantas de um clone de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla,
repicadas a cada 17 dias apresentaram superioridade organogénica, em relagdo a
plantas repicadas a cada 26 ou 35 dias (ALCANTARA; BESPALHOK FILHO;
QUOIRIN, 2011), mostrando a melhor capacidade regenerativa de explantes

mais jovens.

2.6 Meios de cultura

O sucesso da propagagdo de plantas através da cultura de tecidos ¢é
fortemente influenciado pelo meio de cultura utilizado (GEORGE; HALL; DE
KLERK, 2008). Para um crescimento normal e vigoroso sob condigdes in vitro,
uma planta necessita de elementos no meio de cultura como macronutrientes,
micronutrientes, reguladores vegetais, vitaminas, aminoacidos, compostos
nitrogenados e fontes de carbono (agucares) (YASEEN et al., 2013).

As exigéncias em termos de meio de cultura variam de acordo com a
espécie, cultivar e explante utilizado, devendo ser experimentalmente definido

para cada caso em particular. O meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
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formulado primeiramente para a cultura de tabaco, ¢ o meio mais utilizado em
trabalhos de cultura de tecidos, devido aos ganhos significativos proporcionados
no crescimento de tecidos de diversas espécies de plantas. Esse meio possui
caracteristicas especificas como, por exemplo, a alta concentrac¢do de nitrogénio,
quando comparado a outros meios como WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980),
desenvolvido para cultura de brotacdes em plantas lenhosas e amplamente
utilizado para propagacdo de arbustos e arvores em laboratdrios comerciais, € 0
meio JADS (COOREIA et al., 1995), que possui uma composi¢do nutricional de

inorganicos especifica a espécie de Eucalyptus grandis.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério Central de Biologia

Molecular da Universidade Federal de Lavras, Lavras — MG.

3.2 Material vegetal

Os apices caulinares utilizados como explantes foram obtidos de
brotagdes do hibrido comercial de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla,
estabelecidos ex vitro e in vitro. Os explantes provenientes de brotacdes ex vitro
foram desinfestados por meio da exposi¢do a pastilhas de paraformaldeido,
durante 50 minutos. Apds esse intervalo, os explantes foram levados para
camara de fluxo laminar, onde foram imersos em 50 ml de agua autoclavada e
adicionado 5 ml de 4cido citrico, para evitar a oxidacao das brotagdes. Os apices
caulinares foram excisados com o auxilio de um bisturi e para o procedimento
foi utilizada uma lupa estereomicroscopica (marca - ZEISS, modelo - STEMI
2000). Para os explantes provenientes de brotacdes in vitro essas foram
excisadas em fluxo laminar, conforme o procedimento descrito anteriormente
para explantes ex vitro, levando-se em considera¢do que as brota¢des ndo

passaram por um processo de desinfestac@o.

3.3 Inducio de calos de explantes ex vifro em meio de cultura com os

reguladores ANA e TDZ

Para a indugdo de calos, os explantes ex vifro foram excisados e

inoculados em frascos, contendo 30 mL de meio MS com modifica¢oes, além de
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distintas combinagdes das concentragdes dos reguladores de crescimento ANA
(0,009; 0,09 uM) e TDZ (0,5; 1,0; 1,5 uM) e na auséncia desses (BATISTA,
2012). Os frascos foram mantidos no escuro por 30 dias, sendo que houve a
renovagao do meio apos 15 dias de cultivo.

Apos este periodo, os calos obtidos foram transferidos para meios de
regeneracdo MS com modificagdes, acrescidos de 0,68 uM de ANA e 1,1 uM de
BAP (BATISTA, 2012). Os frascos foram transferidos para sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, a uma intensidade luminosa de 45 umol.m-%s-! e
temperatura de 26+2°C. Apo6s 15 dias, o material foi transferido para um novo
meio, mantendo as mesmas condi¢des anteriores, onde permaneceu por mais 15
dias.

Os meios foram acrescidos de 30 g.L”' de sacarose e 4,9 g.L”' de agar e
foram autoclavados a 121°C, durante 20 minutos.

Este experimento consistiu de 7 tratamentos de inducdo (auséncia e
diferentes combinagdes dos reguladores ANA e TDZ), cada tratamento com 7
repeticdes e cada repeticdo consistiu de um frasco com 7explantes.

Os explantes foram avaliados aos 60 dias de cultivo.

3.4 Inducio de calos de explantes ex vitro e in vitro com o regulador TDZ

Este experimento, utilizando explantes ex vitro e in vitro, foi realizado
para verificar se o uso do regulador TDZ isoladamente seria mais vantajoso para
a induc@o de calos e regeneragéo de brotagdes.

Para a indugdo de calos, os explantes foram excisados e inoculados em
placas contendo 25mL de meio MS com modificagdes, além de distintas
concentragdes do regulador de crescimento TDZ (0,1; 0,5; 2,5; 12,5 uM) e na
auséncia desse. As placas foram mantidas no escuro por 30 dias, sendo que

houve a renovag@o do meio apds 15 dias de cultivo.
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Apds este periodo, os calos obtidos foram transferidos para frascos com
25 mL de meio de regeneragdo MS com modificagdes, acrescidos de 0,68 uM de
ANA e 1,1 uM de BAP (BATISTA, 2012). Os frascos foram transferidos para
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, a uma intensidade luminosa de
45 pmol.m-?s-! e temperatura de 26+£2°C. Apds 15 dias, o material foi
transferido para um novo meio, mantendo as mesmas condi¢des anteriores, onde
permaneceu por mais 15 dias.

Os meios foram acrescidos de 30 g.L"' de sacarose e 4,9 g.L"' de 4gar e
foram autoclavados a 121°C, durante 20 minutos.

Este experimento consistiu de 5 tratamentos de inducdo (auséncia e
diferentes concentragdes de TDZ), cada tratamento com 8 repeticdes e cada
repeti¢@o consistiu de um frasco com 8§ explantes, tanto para explantes ex vitro,
como para explantes in vitro.

Os explantes provenientes de brotagdes in vitro, apos os 60 dias de
cultivo, foram transferidos para um novo meio de regeneragdo com as mesmas
concentragdes citadas acima dos reguladores ANA e BAP, onde permaneceram
por mais 30 dias, sem a renovacdo do meio. A avaliacdo foi realizada aos 90
dias. Isso foi feito com o objetivo de se obter um nimero ainda maior de
brotagoes.

Ja os explantes provenientes de brotagdes ex vitro foram avaliados aos
60 dias, pois esses ndo apresentaram um resultado tdo satisfatorio comparado

aos explantes in vitro.
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3.5 Otimizacao das concentracdes do meio de inducio com TDZ (explantes

in vitro)

Este experimento foi realizado para verificar se alguma concentragdo de
TDZ, proxima a melhor concentragdo encontrada no experimento anterior, seria
mais vantajosa para a inducéo de calos e regeneracdo de plantas.

Para a inducdo de calos, os explantes foram excisados e inoculados em
placas contendo 25 mL de meio MS com modificagdes, além de distintas
concentragdes do regulador de crescimento TDZ (0,01; 0,05; 0,1; 0,15; 0,20uM),
e na auséncia desse. As placas foram mantidas no escuro por 30 dias, sendo que
houve a renovagao do meio, apds 15 dias de cultivo.

Apbs este periodo, os calos obtidos foram transferidos para frascos com
25 mL de meio de regeneragdo MS com modifica¢des, acrescidos de 0,68 uM de
ANA e 1,1 uM de BAP (BATISTA, 2012). Os frascos foram transferidos para
um fotoperiodo de 16 horas a uma intensidade luminosa de 45 pmol.m-2s-' ¢
temperatura de 26£2°C. Apds 15 dias, o material foi transferido para um novo
meio, mantendo as mesmas condi¢des anteriores, onde permaneceu por mais 15
dias.

Os meios foram acrescidos de 30 g.L™' de sacarose e 4,9 g.L"' de agar e
foram autoclavados a 121°C, durante 20 minutos.

Este experimento consistiu de 6 tratamentos de inducfo (auséncia e
diferentes concentracdes TDZ), cada tratamento com 8 repeticdes e cada
repeticdo consistiu de um frasco com 7 explantes.

Apds 60 dias de cultivo, os explantes foram transferidos para um novo
meio de regeneracdo com as mesmas concentracdes citadas acima dos
reguladores ANA e BAP, onde permaneceram por mais 30 dias, sem a
renova¢do do meio. A avaliacdo foi feita aos 90 dias. Isso foi feito com o

objetivo de se obter um numero ainda maior de brotagdes.
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3.6 Meio JADS e WPM (explantes in vitro)

Além do meio MS com modificagdes, foram testados os meios JADS
(CORREIA et al., 1995) e WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), a fim de verificar
o melhor meio para a indug@o de calos e posterior regeneragdo de brotagdes.

Para a indugdo de calos foram utilizados explantes in vitro. Esses foram
excisados e inoculados em placas contendo 25 mL de meio JADS ou WPM, com
0,1uM de TDZ. As placas foram mantidas no escuro por 30 dias, sendo que
houve a renovacao do meio apds 15 dias.

Apbs este periodo, os calos obtidos foram transferidos para frascos com
25mL de meio de regeneragdo JADS ou WPM, acrescidos de 0,68 uM de ANA
e 1,1 uM de BAP,conforme utilizado por Batista (2012). Os frascos foram
transferidos para sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, a uma
intensidade luminosa de 45 pmol.m-2.s-! e temperatura de 26+2°C. Apos 15 dias,
o material foi transferido para um novo meio, mantendo-se as mesmas condigdes
anteriores, onde permaneceu por mais 15 dias.

Os meios foram acrescidos de 30 g.L™' de sacarose e 4,9 g.L"' de agar e
foram autoclavados a 121°C durante 20 minutos.

Este experimento consistiu de 2 tratamentos (meio JADS e WPM) com
8 repeticdes por tratamento e cada repeticdo consistiu de um frasco com 7
explantes.

Os explantes foram avaliados aos 60 dias de cultivo.
3.7 Gemas apicais e axilares (explantes in vitro)
A fim de verificar qual fonte de explante proporcionava melhores

resultados na inducdo de calos e posterior regeneragdo de brotos, foram testadas

gemas apicais e laterais.
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Para a inducdo de calos foram utilizados explantes in vitro. Esses foram
excisados e inoculados em placas contendo 25 mL de meio JADS, com 0,1pM
de TDZ. As placas foram mantidas no escuro por 30 dias, sendo que houve a
renovagao do meio apos 15 dias.

Apos este periodo, os calos obtidos foram transferidos para frascos com
25 mL de meio de regeneracdo JADS, acrescidos de 0,68 uM de ANA e 1,1uM
de BAP (BATISTA, 2012). Os frascos foram transferidos para sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, a uma intensidade luminosa de 45
umol.m-2.s-' e temperatura de 26+2°C. Apos 15 dias, o material foi transferido
para um novo meio, mantendo as mesmas condi¢des anteriores, onde
permaneceu por mais 15 dias.

Os meios foram acrescidos de 30 g.L”' de sacarose e 4,9 g.L”' de agar e
foram autoclavados a 121°C durante 20 minutos.

Este experimento consistiu de 2 tratamentos (gemas apicais e axilares)
com 10 repeti¢des por tratamento ¢ cada repeticdo consistiu em um frasco com 8
explantes.

Os explantes foram avaliados aos 60 dias de cultivo.

3.8 Curva de crescimento dos calos

Ap0s o estabelecimento do melhor tratamento para a obteng@o de calos
organogénicos foi realizado o acompanhamento do crescimento de novos calos,
por meio da pesagem e histologia.

Para a confeccdo das curvas de crescimento dos calos, apices caulinares
foram inoculados em placas com 25 mL de meio JADS, acrescido de 0,1 uM de
TDZ. As placas foram mantidas no escuro por 90 dias e os explantes eram
transferidos para um novo meio de cultura, a cada intervalo de 15 dias. As

avaliacdes para fins de obtencdo da analise de crescimento foram realizadas a
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partir do primeiro dia da inoculagdo (tempo 0) até o 91° dia, com intervalos
entre as pesagens de 7 dias, gerando 14 pontos de analise. Para isso, foram
inoculados 90 apices caulinares, sendo que foram feitas 3 repeti¢cdes para cada
ponto de analise, pesando-se 30 apices em cada repeticdo. Em cada repeticao
foram utilizadas 5 placas de Petri com 6 explantes em cada placa. Na pesagem,
os calos foram cuidadosamente colocados em placa de Petri estéril, vedada com
filme PVC, mantendo-se, assim, a condi¢do asséptica para que eles pudessem
retornar, posteriormente, ao meio de cultura. Os calos foram pesados com
auxilio de uma balancga de precisio, tendo as analises sido realizadas, a partir do
peso fresco dos explantes.

Os valores obtidos foram submetidos a teste de regressdo, para a
confec¢@o de uma curva representativa do crescimento dos calos. O percentual
de crescimento dos calos foi verificado segundo a equacgdo determinada por

Lameira et al. (1996):

% crescimento = _ X 100

pf

Sendo Pi = peso inicial e Pf = peso final de calos.A taxa de crescimento

foi calculada de acordo com Teixeira et al. (2004), pela seguinte formula:

InPf —InPi
t

TCM =

Sendo: TCM = taxa de crescimento médio; In = logaritmo neperiano; Pf
= peso final da matéria fresca; Pi = peso inicial da matéria fresca e t = periodo de

cultivo, em dias.
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3.9 Analises histolégicas

Para as andlises histologicas, dpices caulinares foram inoculados em
placas com 25 mL de meio JADS, acrescido de 0,1 uM de TDZ. As placas
foram mantidas no escuro por 30 dias ¢ os explantes foram transferidos para um
novo meio de cultura apds um intervalo de 15 dias.

Apos este periodo, os calos obtidos foram transferidos para frascos com
25 mL de meio de regeneragdo JADS, acrescidos de 0,68 uM de ANA e 1,1puM
de BAP (BATISTA, 2012). Os frascos foram transferidos para sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, a uma intensidade luminosa de 45
umol.m-2.s-! e temperatura de 26+2°C. Apds 15 dias, os explantes foram
transferidos para um novo meio, mantendo-se as mesmas condi¢gdes anteriores,
onde permaneceu por mais 15 dias.

Para as analises histoldgicas quatro apices caulinares foram coletados no
momento da inoculagdo. Vinte e quatro explantes foram inoculados no meio de
indug@o de calos e, posteriormente, no meio de regeneragio de brotos, dos quais
quatro foram coletados a cada 10 dias, totalizando ao final do experimento 7
coletas (uma no momento da inoculacdo e as outras 6 no decorrer do
experimento). Esse material foi fixado em FAASO (formaldeido, acido acético
glacial e alcool etilico 50%) por 48 horas e, em seguida, conservado em alcool
etilico 70%. Em sequéncia, o material foi desidratado em série etilica (80%-1h,
90%-1h, 100%-1h e 100%-1h) e emblocado em historesina Leica, de acordo
com o protocolo do fabricante com ligeiras modifica¢cdes. Foram feitos cortes
com espessura de 3pum em micrétomo de rotacdo, os quais foram corados com
azul de toluidina na concentragdo de 0,05% e visualizados em microscdpio

fotonico, (marca — ZEISS, modelo — AxioScope) na objetiva de 10X.
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3.10 Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em delincamento inteiramente
casualizado (DIC), sendo que o nimero de repetigdes e o numero de parcelas foi
especifico para cada experimento realizado, conforme foi descrito acima. As
analises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico SISVAR versio
5.3 (FERREIRA, 1999), por meio de ANAVA seguida do teste de médias Scotf -
Knott e para casos especificos foi usado o teste t para comparagdo de duas
médias.

Ao final de cada experimento as seguintes caracteristicas foram
avaliadas visualmente: formagdo de calos, area do calo coberta por brotagdes e

numero de brotacdes. A avaliago foi feita por 3 avaliadores da seguinte forma:

a) para formagao de calos: contagem dos explantes, que formaram calo
e divisdo pelo numero total de explantes para a obtengdo da
porcentagem de formag&o de calos;

b) para area do calo coberta por brotagdes: 0%, 25%, 50%, 75% e
100% da area;

¢) numero de brotacdes: contagem do numero de brotacdes em cada

calo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inducio de calos de explantes ex vitro, em meio de cultura, com os

reguladores ANA e TDZ

Nao foram obtidos resultados satisfatdrios na regeneracdo de plantas a
partir dos experimentos, utilizando ANA e TDZ no cultivo dos explantes ex
vitro. Em todos os tratamentos, a maioria dos calos demonstrou sinais de
oxidagdo, apresentando coloragdo escura. Além disso, apresentaram consisténcia
ndo fridvel e ndo foi observada a regeneracdo de brotos. Foi observado também
que o aumento da concentragdo de auxina de 0,009 uM para 0,09 uM promoveu

a formac@o de calos maiores (Figura 1).

--

-.

Figural Calos oriundos de apices caulinares do hibrido de E.grandis X E.
urophylla, submetidos a tratamentos com diferentes concentragdes de
ANA e TDZ, com 60 dias de cultivo. a — auséncia de reguladores, b —
0,009 uM ANA ¢ 0,5 uM TDZ, ¢ — 0,009 uM ANA ¢ 1,0 uM, d -

0,009 uM ANA e 1,5 uM TDZ, e — 0,09 uM ANA ¢ 0,5 uM TDZ, f—
0,09 uM ANA e 1,0 uM TDZ, g — 0,09 uM ANA e 1,5 uM TDZ
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Nao houve diferenca estatistica na interagdo dos reguladores ANA e
TDZ (Pr = 0,9975), ao nivel de 5% de significancia (APENDICE A).

Estes resultados demonstram que, embora os reguladores utilizados para
inducdo de calos fossem capazes de induzir os mecanismos envolvidos na
aquisicdo de competéncia do tecido, para realizar a desdiferenciagdo celular, a
diferencia¢do e consequente regeneracdo de brotos pode ndo ter prosseguido
pelo fato de ter ocorrido a oxidacgdo dos calos.

Com o objetivo de obter organogénese indireta, observou-se em
explantes foliares de Eucalyptus benthamii X Eucalyptus urophylla, ao utilizar
0,1 uM de ANA e diferentes concentragdes de BAP (0; 0,4; 0,8; 2,2 e 4,4 uM), a
oxidagdo dos calos formados e a nf3o regeneragio desses em brotagdes
(CAUDURGO, 2013).

Fatores enddgenos, como fendis, podem impedir a diferenciagdo em
gemas adventiceas, como foi observado por Cauduro et al. (2014), em explantes
foliares de Eucalyptus benthamii X Eucalyptus dunnii, ao utilizarem 0,1 uM de
ANA ¢ 0,5 uM de TDZ para organogénese indireta. Plantas lenhosas acumulam
polifendis e produtos de oxidagdo como suberina, lignina, cutina e calose em
torno da superficie excisada, as quais modificam a composicdo do meio de
cultura e a absor¢ado de metabdlitos (ANDRADE et al., 2000).

Outro fator que pode estar associado a capacidade dos explantes
regenerarem gemas seria o seu proprio metabolismo hormonal, pois € ele que
determinard, em ultima analise, o balango hormonal enddgeno para indugdo da
organogénese (PERES; KERBAUY, 1999). Um exemplo claro relacionado a
essa afirmacdo é mostrado em explantes com alta atividade da citocinina
oxidase, enzima que degrada citocininas, no qual esses explantes podem nao
chegar a um balango auxina/citocinina endogeno indutor da formagao de gemas,
mesmo que sejam adicionadas elevadas concentra¢des de citocininas ao meio de

cultura (PERES, 2002).
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Ao contrario do encontrado neste trabalho, Batista (2012) observou que
o uso de 0,009 uM de ANA e 0,5 uM de TDZ para indugdo de calos foi o
tratamento que apresentou os melhores resultados, em relagdo a presenca de
calos, presenca de brotacdes e area do calo coberta por brotagdes, ao estudar um
hibrido de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla, porém utilizando um

clone diferente do estudado aqui.

4.2 Inducao de calos de explantes ex vitro com o regulador TDZ

O experimento conduzido apenas com o regulador TDZ para a indugio
de calos nas concentragdes 0; 0,1; 0,5; 2,5 e 12,5 uM de TDZ, mostrou que os
tratamentos com 0,1 uM e 12,5 uM de TDZ foram os que apresentaram maior
formagdo de calos (Figura 2a). Ja para as variaveis area do calo coberta por
brotagdes e numero de brotagdes, foi observado o decréscimo do valor dessas

variaveis, em fun¢do do aumento da concentragdo de TDZ (Figuras 2b e 2c).
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Figura3 Calos oriundos de apices caulinares do hibrido de E. grandis X E.
urophylla, de origem ex vitro, submetidos a tratamentos com
diferentes concentragdes de TDZ com 60 dias de cultivo. a — auséncia
de reguladores, b — 0,1 uM de TDZ, ¢ — 0,5 uM de TDZ , d — 2,5 uM
de TDZ, e — 12,5 uM de TDZ

Arenhart e Zaffari (2008) observaram que o uso isolado de TDZ,
promoveu 100% da formagdo de calos, independente da concentragdo utilizada
(2,3; 4,5 ou 9,1 uM) em explantes foliares e segmentos nodais de Eucalyptus
grandis. Isso pode estar associado ao fato desse regulador de crescimento
apresentar uma melhor atuagdo na obtengdo de calos, em relagdo a outras
citocininas (MURTHY; MURCH; SAXENA, 1998). E pode também estar
relacionado a uma maior atividade citocininica ou a uma forma de acao diferente

de outras citocininas, durante os processos de desdiferenciacao e rediferenciagio
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celular (KANEDA et al., 1997). A elevada taxa de formagfo de calos pelo TDZ
foi também observada por Alves, Xavier ¢ Otoni (2004), ao utilizarem
segmentos nodais de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla.

Em relago ao experimento anterior, verificou-se que o uso do regulador
TDZ isoladamente, além de promover a calogénese, também possibilitou a
regeneracdo de gemas adventicias, embora em baixas taxas. Isso também foi
verificado por Arenhart e Zaffari (2008), que ap6s a indugdo de calos com o uso
do regulador TDZ, utilizaram varios reguladores combinados ou isolados (BAP,
ANA, TDZ e GA;) e observaram as maiores taxas de regeneracdo de brotos nas
combinagdes dos reguladores ANA e BAP, que foram os reguladores usados no

presente estudo para a regeneracdo de brotagdes.

4.3 Inducao de calos de explantes in vitro com o regulador TDZ

No experimento conduzido com o regulador TDZ utilizando as mesmas
concentragdes do experimento anterior, porém utilizando como explantes apices
caulinares de plantas in vitro, foi observada uma tendéncia de diminui¢do do
nimero de brotacdes, em fun¢do do aumento da concentragdo de TDZ (Figura 4)
aos 60 dias. E os explantes do tratamento 0,1 pM de TDZ apresentaram um
maior nimero de brotagdes (Figura 5b), em relagdo aos demais tratamentos. Aos
90 dias, um nimero maior ainda de brotagdes € observado nos explantes do
tratamento 0,1 uM de TDZ (Figura 6b). Para o nimero de brotacdes avaliado
aos 60 dias, os explantes do tratamento 0,1 uM de TDZ apresentaram um valor
médio de 3,29 (Figura 4). Para todas as varidveis analisadas, aos 90 dias, os
graficos apresentaram uma tendéncia de diminui¢do da varidvel analisada em
fun¢do do aumento da concentragdo de TDZ. Com os explantes do tratamento

0,1 uM de TDZ apresentando uma area coberta por brotacdes > 60% (Figura 7a)
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e um numero de brota¢des proximo a6 (Figura 7b). A variavel formagao de calos
ndo apresentou diferenca estatistica.

Observa-se claramente que os explantes provenientes de plantas in vitro
possuem um melhor comportamento (maior numero de brotacdes), quando

comparado com os explantes provenientes de plantas ex vitro (Figuras 3 e 5).
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Figura4 Experimento conduzido com 0; 0,1; 0,5; 2,5 ¢ 12,5 uM de TDZ, com
explantes in vitro, aos 60 dias de cultivo
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Calos oriundos de apices caulinares de E. grandis X E. urophylla, de
origem in vitro, submetidos a tratamentos com diferentes
concentragdes de TDZ com 60 dias de cultivo. a — auséncia de
reguladores, b — 0,1 uM de TDZ, ¢ — 0,5 uM de TDZ , d — 2,5 uM de
TDZ,e— 12,5 uM de TDZ
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Figura 6 Calos oriundos de apices caulinares de E. grandis X E. urophylla, de
origem in vitro, submetidos a tratamentos com diferentes
concentragdes de TDZ com 90 dias de cultivo. a — auséncia de
reguladores, b — 0,1 uM de TDZ, ¢ — 0,5 uM de TDZ , d — 2,5 pM de
TDZ, e— 12,5 uM de TDZ
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Figura 7 Experimento conduzido com 0; 0,1; 0,5; 2,5 e 12,5 uM de TDZ, com
explantes in vitro, aos 90 dias de cultivo. a — Area do calo coberta por
brotagdes ¢ b - Numero de brotagoes

Dibax et al. (2010a), ao estudarem a influéncia de diferentes

concentragdes de TDZ (1; 1,5; 2 uM) em meio MS, para a inducdo de calos ¢
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regeneracdo de brotagdes, a partir de explantes foliares de Eucalyptus saligna,
observaram maior formag¢8o de calos nas concentragdes de 1 ¢ 1,5 uM TDZ (73
e 72% respectivamente) e a maior regeneracdo de brotagdes (30%), na
concentragdo de 1 pM de TDZ. O que corrobora com o presente estudo, em que
a menor concentragdo de TDZ testada (0,1 uM) foi a que apresentou a maior
regeneragdo de brotacdes.

Em folhas de Eucalyptus benthamii X Eucalyptus dunnii, a calogénese e
regeneracdo de brotos ocorreu no meio com 0,5 uM de TDZ e nfo ocorreu no
meio com 0,1 uM de TDZ, ao contrario do presente estudo, em que 0,1 uM de

TDZ apresentou os melhores resultados (CAUDURO et al., 2014).

4.4 Otimizacao das concentracdes do meio de inducio com TDZ (explantes

in vitro)

A fim de verificar se concentra¢des mais proximas a 0,1 uM de TDZ
apresentariam resultados mais satisfatorios em relacdo as caracteristicas
analisadas anteriormente, um outro experimento foi realizado com o regulador
TDZ, em concentra¢des proximas ao experimento anterior (0; 0,01; 0,05; 0,1;
0,15 0,20 uM).

Pode-se observar um maior numero de brotacdes regeneradas no
tratamento 0,1 uM de TDZ, em relacdo aos demais tratamentos (Figura 8d). A
maior formacao de calos ocorreu nos tratamentos com 0,05; 0,1; 0,15 ¢ 0,20 uM
de TDZ (Figura 9a). A maior area coberta por brotagdes foi observada nos
tratamentos com 0,05 ¢ 0,1 uM de TDZ e o maior numero de brotagdes ocorreu
no tratamento com 0,1 uM de TDZ (Figuras 9b e 9d). Os explantes do
tratamento 0,1 pM de TDZ apresentaram os maiores valores. Sendo que os

explantes apresentaram formacdo de calos de 94% (Grafico 9a), drea coberta por
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brotagdes de 40,18% (Grafico 4b) e um niimero de plantas maior que 7 (Grafico

4d), aos 90 dias.

[

Figura 8 Calos oriundos de apices caulinares de E. grandis X E. urophylla, de
origem in vitro, submetidos a tratamentos com diferentes
concentragdes de TDZ com 90 dias de cultivo.a — auséncia de
reguladores, b — 0,01 uM de TDZ, ¢ — 0,05 uM de TDZ ,d — 0,1 uM
de TDZ, e — 0,15 uM de TDZ, f— 0,20 uM de TDZ
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Desta forma foi visto que, entre 0,01 e 0,20 uM de TDZ, a concentracio
de 0,1 uM continua sendo a que apresenta os melhores resultados para as
caracteristicas avaliadas no presente estudo.

Grande parte dos trabalhos realizados com espécies de Eucalyptus
relataram o uso do regulador TDZ, em concentrac¢des variando de 0,05 a 2,5 uM.
Dibax et al. (2010a) observaram que, para regeneracdo de brotacdes em calos, a
melhor concentragdo de TDZ foi 1 uM associada 0,1 pM de ANA em
Eucalyptus saligna. Nugent et al. (2001) observaram em cotilédones e
hipocétilos de FEucalyptus globulus Labill.,, que brotagdes adventicias foram
formadas em alta freqiiéncia com 0,05 pM de TDZ em combinagdo com 0,2 uM
de 2,4-D ou 5 pM de ANA.Ao estudarem o efeito do nivel do TDZ em
Eucalyptus microtheca F. Muell foi observado que 2,3 uM de TDZ aumentou a
producdo de calos ¢ estimulou a producdo de gemas adventicias

(MAMAGHANI et al., 2009).

4.5 Meio JADS e WPM (explantes in vitro)

Podemos observar um maior numero de brotagdes nos calos

provenientes do meio JADS (Figura 10a) em relagdo as brotagdes dos calos

provenientes do meio WPM (Figura 10b).
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Figura 10 Calos oriundo de apices caulinares de E. grandis X E. urophylla, de
origem in vitro, submetidos aos tratamentos com o meio JADS e
WPM com 60 dias de cultivo.a — meio JADS, b — meio WPM

A varidvel nimero de brotagdes foi a unica que apresentou diferenca
estatistica, sendo que o tratamento com o meio JADS apresentou um valor

médio de 3,93 (Tabela 1).

Tabela 1 Experimento submetido aos tratamentos com os meios JADS e WPM,
aos 60 dias de cultivo

Tratamento N° de brotagdes
JADS 3,9286 a
WPM 2,8631b

Médias seguidas das mesmas letras sdo iguais a P<0,05 de acordo com o teste t.

Um estudo testando os meios MS, WPM e JADS, na organogénese de
explantes cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis, combinados com 2,7 uM
de ANA e 4,4 uM de BAP, obteve maior formagdo de brotagdes nos meios MS
(57,5%) ¢ WPM (55%), enquanto no meio JADS houve apenas 35% da
formagdo de brotacdes, porém o nimero de brotagdes ndo apresentou diferenca
estatistica entre os diferentes meios, sendo que o valor médio observado foi de
4,17 (DIBAX et al., 2010D).
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Ao estudar o efeito dos meios MS, WPM e JADS, adicionados de 1,11
uM de BAP, na multiplicagdo de Fucalyptus benthamii X Eucalyptus dunnii,
observou-se nos 1° e 2° subcultivos um maior numero médio de brotos por
explante (9,28 e 9,24 respectivamente), no meio MS, sendo que nos demais
meios testados ndo houve diferenca significativa. Ja nos demais subcultivos nao
houve diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que o nimero de brotos
médio no 3° subcultivo foi 8 e no 4° subcultivo foi 8,1 (CAUDURO, 2013).

Ao serem testados os meios de cultura MS e JADS, durante a
multiplicag@o de 21 clones de hibridos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
globulus e seis clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus globulus,
encontraram-se melhores resultados em meio MS (0,6 a 3,8 brotacdes médias)
do que em meio JADS (0,4 a 3,0 brotagdes médias), na segunda e terceira
introdug@o in vitro (BORGES et al., 2011).

O meio JADS (CORREIA et al., 1995) foi formulado com redugdes
significantes das concentra¢cdes de sais minerais, principalmente de ions
potassio, quando comparado ao meio MS, e mostrou resultados positivos para a
micropropagacao de Eucalyptus grandis.

A eficiéncia da micropropagagdo de eucalipto ¢ altamente influenciada
pelo balango i6nico do meio de cultura. Estudos baseados nas caracteristicas
nutricionais entre diferentes espécies sdo cruciais para o estabelecimento do
meio ideal para a cultura in vitro do eucalipto (RODRIGUES; VENDRAME,
2003).

4.6 Gema apicais e axilares (explantes in vitro)
Como pode ser observado as gemas apicais apresentaram um maior

numero de brotagdes (Figura 11a), em relacdo as gemas axilares (Figura 11b).

Para todas as varidveis analisadas, as gemas apicais apresentaram os maiores
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valores (Tabela 2). Apenas para a varidvel formagdo de calo, ndo houve

diferenca significativa.

Figura 11 Calos oriundos de apices caulinares de E. grandis X E. urophylla, de
origem in vitro, submetidos aos tratamentos com gemas apicais €
axilares com 60 dias de cultivo. a — gemas apicais, b — gemas axilares

Tabela 2 Experimento submetido aos tratamentos com gemas apicais ¢ laterais,
aos 60 dias de cultivo

Tratamento  Area do calo coberta por brotagdes Numero de brotagdes
Gema apical 46,7708 a 2,9458 a
Gema axilar 23,1101 b 1,4083 b

Médias seguidas das mesmas letras s@o iguais a P<0,05 de acordo com o teste t.

Ao contrario do observado no presente estudo, Schuch, Erig e Silva
(2003), ao estudarem o efeito de gemas apicais e axilares para indugdo de
brotagcdes em macieira, ndo encontraram diferenca estatistica quanto a indugdo
de brotagdes, em relacdo a esses dois explantes, sendo que a média de brotagdes,

por explante, foi de 2,14.
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Ja Alcantara, Bespalhok Filho e Quoirin (2011), observaram que o uso
da porgdo basal de folhas de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla, ao

invés da porg¢do apical, promoveu uma maior regeneragio de brotos.

4.7 Curva de crescimento dos calos

Os resultados das avaliacdes de crescimento dos calos podem ser
observados nos graficos abaixo relativo ao peso médio dos calos (Figural2a),
percentual de crescimento (Figura 12b) e taxa de crescimento médio (Figura
12¢) e esses referem-se a dados de crescimento reais ja que os mesmos calos

foram pesados em todos os 14 pontos, durante o experimento.



3.5 a 0.3
3 v =0,0002x"+ 0,0143x - 0.1240 5
R==0,988 L ]
= 25 s
z Z 3 é 0.2
H] e
E 2 b2 £
& g
z 1 £ e
s ] 0.1
: F
A0S A
0 == T T T T T T T T T T T T 1 0 I : : ! ! ! ! : I !
0% T 14 21 28 35 42 49 S6 63 70 77 84 o1 08 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
Tempo (dias) Tempo (dias)
. 80+
s
<
£
g 60
=
%
&
2 40 4
o
=
g
£ 20 -
2
)
&
0 T T T T T T T T T 7
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98
Tempo (dias)

Figura 12 Acompanhamento do crescimento dos calos de Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla. a — Peso médio
dos calos (gramas/dia); b — Taxa de crescimento médio (gramas/dia); ¢ — Percentagem de crescimento (%/dia)

IS



52

A curva de crescimento dos calos apresentou um padrio do tipo
sigmoide, com tendéncia de ganho de matéria fresca, em fungdo do aumento do
tempo de cultivo. No periodo analisado (91 dias de cultivo), quatro diferentes
fases de crescimento foram observadas - lag, exponencial, linear, e
desaceleragdo, ndo sendo detectadas as fases estacionaria e de declinio.

A fase lag, em que as células se preparam para a divisdo celular,
acumulando biomassa, ocorreu de 0 a 7 dias, periodo em que foi observada a
maior taxa de crescimento (0,21 g/dia) e o maior percentual de crescimento
(70,24%). Estudos t€ém demonstrado que a fase lag varia de acordo com a
espécie estudada. Mendonga et al. (2012) observaram a ocorréncia da fase lag no
periodo de 0 a 9 dias em Eucalyptus camaldulensis Dehn. Ja em pinhdo manso
(Jatropha curcas L.), a fase lag ocorreu de 0 a 15 dias (FEITOSA et al., 2013).

A fase exponencial, em que se tem a maxima divisdo celular, ocorreu no
periodo de 7 a 35 dias, com uma taxa de crescimento médio de 0,12 g/dia e
percentual de crescimento de 51,86%. Batista (2012) observou essa fase do 7° ao
49° dia de crescimento dos calos no hibrido Eucalyptus grandis X Eucalyptus
urophylla, porém utilizando um clone diferente do estudado aqui. Mendonga et
al. (2012) observaram essa fase em Eucalyptus camaldulensis Dehn do 9° ao 36°
dia.

O crescimento linear, periodo em que ocorre diminui¢do da divisdo e
aumento da area celular, foi observado entre 35 e 63 dias de cultivo,
apresentando uma taxa de crescimento médio de 0,05 g/dia e percentual de
crescimento de 29,6%. Em outro clone de Eucalyptus grandis X Eucalyptus
urophylla, Batista (2012) observou a ocorréncia desse periodo entre 49 e 64 dias,
porém com uma taxa de crescimento médio de 0,04g/dia e um percentual de
crescimento de 23,21%. J4 Mendonga et al. (2012) observaram a ocorréncia
dessa fase entre 36° e 81° dias de cultivo, com uma taxa de crescimento médio

de 0,08 g/dia e um percentual de crescimento de 17%. Feitosa et al. (2013)
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observaram essa fase entre 40 e 45 dias, apds a inoculacdo de pinhdo manso
(Jatropha curcas L.).

A fase de desaceleragdio, fase em que ocorre provavelmente uma
redugdo da divisdo celular, ocorreu no intervalo de 63 a 91 dias com uma taxa de
crescimento médio de 0,02 g/dia e um percentual de crescimento de 12,39%.
Mendonga et al. (2012) observaram essa fase entre 81 ¢ 90 dias, com uma taxa

de crescimento médio de 0,07 g/dia e um percentual de crescimento de 2%.

4.8 Analises histolégicas

As analises histologicas corroboram com a curva de ganho de peso dos
calos, com uma intensa proliferacdo de células ocorrendo até os 40 dias apos a
inoculagdo dos explantes, o que concorda com o crescimento exponencial que
ocorre entre o 7° e 35° dia. Apos esse periodo, tem-se a desdiferenciacio de
células em estruturas referentes as brotagdes, o que ocorre juntamente com a
fase de crescimento linear dos calos (Figura 13fe 13g).

Na Figura 8%, observa-se o explante inicial inoculado, composto pelo
meristema apical, primoérdios foliares e folhas. A Figura 13b representa o inicio
da formagdo de calos, ou seja, o comeco da desdiferenciag¢ao celular do apice
caulinar depois de 10 dias da inoculagio.

Aos 20 e 30 dias de inoculagdo, observam-se os calos formados,
estruturas em formato globular com células do parénquima de transfusdo e
comec¢o da formacdo da protoderme, e hd também um aumento da densidade
celular devido ao aumento das divisdes celulares (Figuras 13c e 13d).

Aos 40 dias, a protoderme encontra-se em um estagio mais avancado e
tem-se a diferenciacdo do procdmbio (Figura 13e). Aos 50 e aos 60 dias, tem-se
um estddio de diferenciacdo mais avangado, podendo ser observado pela

presenca do meristema apical, inicio da formag@o de feixes vasculares e
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primordios foliares (Figuras 13f e 13g). Aos 50 dias, também se observa

claramente que a brotacdo se origina do calo pré-formado (Figura 13f).
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Figura 13 Cortes histoldgicos corados com azul de toluidina do explante inicial
e calos oriundos de apices caulinares de E. grandis X E. urophylla, de
origem in vitro, inoculados em meio JADS. a — no momento da
inoculagdo, b- 10 dias, ¢ — 20 dias, d - 30 dias, e — 40 dias, f— 50 dias
e g- 60 dias apds a inoculagdo. f- folha, ma- meristema apical, pf-
primoérdio foliar,.fc- formagdo de calo, pt- parénquima de transfusdo,
pd- protoderme, eg — estrutura globular, pc- procdmbio
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Andlises histologicas em estudos de organogénese in vitro sio
importantes para confirmar a origem ontogénica das brotagdes diferenciadas
(AGGARWAL; KUMAR; REDDY, 2010).

Os estudos histoldgicos realizados neste trabalho mostram que as
brotagdes se diferenciaram das camadas superficiais dos calos (Figura 13f). A
atividade meristematica foi observada nas células dos calos, as quais
posteriormente se diferenciaram em brotagdes. Mostrando dessa forma a
conexdo vascular entre os brotos formados e os tecidos que os deu origem.

Hervé et al. (2001) destacam ainda a importancia de se conhecer o exato
local em que ocorrem as divisdes antes da formacdo do calo, para estudos de
transformagdo genética, o que vai indicar a origem dos brotos adventicios. Fato
que ird possibilitar estabelecer protocolos de infeccdo em estudos de

transformagio genética.
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5 CONCLUSAO

Foi desenvolvido um protocolo de organogénese para o hibrido de
Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla, utilizando-se a concentragdo de 0,1
uM de TDZ, o explante gema apical e o meio JADS, para a indugédo dos calos e
posterior regeneracdo de brotos.

Através das analises de crescimento dos calos e histologia, o protocolo
estabelecido mantém o material em alto potencial de desenvolvimento por um
longo periodo. Através do protocolo estabelecido, seu uso torna-se viavel para

trabalhos de transformacéo genética.
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APENDICE A - Anilise de varidncia dos dados submetidos 2 regressio

polinomial, do experimento submetido as diferentes concentracdes de ANA

e TDZ combinados, aos 60 dias de cultivo.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
ANA 2 0,3448 0,1724 1,5970  0,2146™
TDZ 3 0,6568 0,2189 2,0280 0,1246™
ANA*TDZ 1 -0,0905227 -9,0523E-02 -0,838  0,9975™
Erro 42 4,534918 0,107974
Total
corrigido 48 5,44972

™ ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.



