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RESUMO: Objetivou-se avaliar o efeito de diferentes concentragdes de B e Ca nas respostas morfologicas e tamanho de calos de
Eucalyptus urophylla, obtidos a partir da por¢ao mediana de hipocoétilos excisados de plantulas germinadas in vitro. As estruturas
calogénicas foram cultivadas por periodos de 21 e 31 dias, sendo mantidas no meio N7 modificado nas concentragdes de B (0, 25,
50, 100 ¢ 200 uM de H,BO,) e Ca (0; 3,75; 7,5; 11,25 ¢ 15 mM de CaCl,.2H,0). Os calos foram analisados quanto ao tamanho,
presenca de raizes, friabilidade, aspecto gelatinoso, presenga de estruturas globulares na superficie e presenga de pigmentos. De
maneira geral, o menor tempo de cultivo (21 dias) possibilitou melhor desenvolvimento das estruturas calogénicas. A combinagdo
de 50 uM de H,BO, e 7,5 mM de CaCl,.2H,O aos 21 dias, € de 100 uM de HBO, e 1,13 mM CaCl,.2H,0 aos 31 dias, promoveram
os melhores resultados A rizogénese respondeu de forma varidvel as concentraqoes de B e Ca. A omlssao simultanea de B e Ca
inibiu a rizogénese, causou a desestruturago dos calos, e favoreceu a formacao de estruturas globulares e friaveis, com a ocorréncia
de antocianina. Concentragdes elevadas de calcio promoveram a indugdo de raizes nos calos.

Palavras-chave: Meio de cultura, nutri¢do mineral, cultivo in vitro, cultura de tecidos, rizogénese.

MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF CALLI OF Eucalyptus urophylla S. T. Blake
SUBJECTED TO CONCENTRATIONS OF BORON AND CALCIUM

ABSTRACT: This study aimed to evaluate the effect of B and Ca concentrations on morphological responses and size of calli in
Eucalyptus urophylla. Calli were obtained from the mid portion of hypocotyls removed from in vitro germinated seedlings. The
callus structures were cultivated for 21 and 31 days, being kept in a modified N7 medium with concentrations of B (0; 25; 50;
100 and 200 uM H .BO,) and Ca (0; 3.75; 7.5; 11.25 and 15 mM CaCl,.2H ,0). Size of calli, presence of roots, friability, viscosity,
presence of globular structures on the surface and presence of pigments were analyzed. Overall, the shorter culture period (21 days)
allowed better development of callus structures. The combination of 50 uM H BO, with 7.5 mM CaCl,.2H O at 21 days, and 100
uM H.BO with 1.13 mM CaCl,2H,O at 31 days, provided best results. Rhizogenesis responded dlfferently accordlng to B and Ca
concentratlons Simultaneous omission of B and Ca inhibited the rhizogenesis, causing disruption of the callus, favored formation
of globular and friable structures, with presence of anthocyanin. High concentrations of calcium promoted root induction in calli.

Key words: Culture medium, mineral nutrition, in vitro cultivation, tissue culture, rhizogenesis.

1 INTRODUCAO

A morfologia vegetal consiste na investigagdo da
forma ou da estrutura da planta, podendo ser interpretada
de acordo com o formato externo (HAJARI et al., 2006;
NEHRA et al., 2005). A importancia deste aspecto em
estudos com organismos vegetais deve-se as relagdes com
que este parametro se apresenta quando relacionado a
fisiologia vegetal. Quando um explante ¢ inoculado in vitro,
diversas respostas sao esperadas e a determinagao de fatores

quimicos, morfoldgicos e fisiologicos dos tecidos de plantas
doadoras tém sido fundamentais (GLOCKE et al., 2006).

Diferentes respostas morfogenéticas sdo observadas
no cultivo in vitro de espécies vegetais em meios
suplementados com reguladores de crescimento, sendo que
as respostas também estao ligadas ao balanco nutricional do
meio de cultura (GEORGE, 1993; GUNTER et al., 2007,
MUSSIO; RUSIG, 2009). Dessa forma, a nutricdo mineral
pode influenciar a morfologia vegetal de varias maneiras,
podendo se destacar a atuagdo do célcio (Ca) e do boro (B).
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O Ca se destaca como constituinte da lamela
média (integridade da parede celular). A deficiéncia de
Ca pode afetar particularmente os pontos de crescimento
da raiz, com o surgimento de nucleos polipléides, células
binucleadas, nucleos conscritos, divisdes amitoticas,
podendo cessar o desenvolvimento e até mesmo ocorrer
escurecimento e morte do tecido vegetal. J4 o B participa
de complexos como manitol, 4cido polimanurdnico e outros
constituintes das paredes celulares, estando envolvido no
alongamento e na divisdo celular. Sintomas de deficiéncia
aparecem em regides meristematicas, promovendo acimulo
de compostos fendlicos, necrose de tecidos e dificultando a
diferenciagao e divisao celular (EPSTEIN; BLOOM, 2004;
MALAVOLTA, 2006; TANAKA; FUJIWARA, 2008).

Considerando-se a importancia dessas caracterizagdes
estruturais ocasionadas por modifica¢des nutricionais em
meio de cultura, objetivou-se, com o presente trabalho,
avaliar as alteragdes morfoldgicas apresentadas por calos
de Eucalyptus urophylla cultivados in vitro em dois
periodos distintos de cultivo em fungo de concentragdes
de boro e célcio.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtengéo dos explantes

Utilizaram-se sementes de Eucalyptus urophylla
S.T. Blake fornecidas pelo Instituto de Pesquisas e Estudos
Florestais (IPEF), as quais foram catalogadas como T8A32,
lote NA416 e coletadas da populagéo base de Anhembi-SP.
As sementes foram lavadas em agua corrente por cinco
vezes, sendo em seguida transferidas para alcool etilico
100% por trés segundos. Posteriormente, as sementes foram
imersas em solugdo de hipoclorito de sodio (NaOCl) a 70%
(v/v) contendo Tween 20 (0,05% v/v), onde permaneceram
sob agitagdo por 20 minutos. Em seguida, as sementes
foram submetidas a trés lavagens sequenciais em agua
deionizada e esterilizada, sendo posteriormente inoculadas
em meio nutritivo N7 (Tabela 1) destinado a germinagao.

2.2 Aplicacéo dos tratamentos

Os hipocotilos foram excisados na por¢ao mediana
com comprimento de 5 mm. Estes explantes foram
mantidos por 21 dias em meio N7, o qual foi suplementado
com 5 mg L' de Picloram e 1 mg L de caseina hidrolisada,
a fim de induzir a calogénese. Em seguida, foram
cultivados, por dois periodos distintos, 21 e 31 dias, sendo
os calos transferidos para meio de cultura N7 modificado
em relagdo as concentragdes de acido borico (H,BO,) e
cloreto de calcio (CaCl,.2H,0), explicitados na Tabela 2.
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Tabela 1 — Composi¢io basica do meio de cultura utilizado para
o cultivo in vitro de calos de E. urophylla.

Table 1 - Basic composition of a culture medium used for in vitro
cultivation of E. urophylla calli.

Componente Concentragdo
Macronutriente (mg L")
(NH,),SO, 463,0
KNO, 2.830,0
MgSO,.7H,0 185,0
KH,PO, 399,5
CaCl,.2H,0 166,0
Micronutriente (mg L)
FeSO,.7H,0 50,0
Na,-EDTA.2H,0 67,0
H,BO, 6,2
ZnSO,.7H,0 8,6
MnSO,.H,O 16,9
KI 0,83
Na,MoO,.2H,0 0,25
CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025
Vitaminas e aminoacidos (mg L")
Acido nicotinico 0,5
Tiamina-HCI 0,1
Piridoxina-HCl 0,5
Glicina 2,0
Fonte de carbono (mg L)
Mio-inositol 100
Sacarose 20.000

Fonte: Simola (1985), modificado.
Source: Simola (1985), modified.

2.3 Preparo do meio de cultura

Os meios de cultura foram ajustados para pH de
5,8 com HCI ou NaOH (1 M ou 0,1 M), autoclavados a
temperatura de 121 °C (= 1,0 kgf cm?), durante 20 minutos,
e distribuidos em placa de petri contendo 10 ml do meio de
cultura. O meio de cultura foi suplementado com 6 g L
de agar.

2.4 Condicdes de cultivo

Os explantes foram cultivados, em sala de
crescimento, com temperatura mantida a 25+2 °C,
fotoperiodo de 16 horas e luminosidade de 42 pymol m?s™!,
a partir de lampadas fluorescentes branca-fria.
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Tabela 2 — Tratamentos utilizados para o cultivo in vitro de calos
de E. urophylla.

Table 2 — Treatments used for in vitro cultivation of E. urophylla
calli.

Tempo H,BO, CaCl,.2H,0
21 dias 31 dias (LM) (mM)
Tl T27 0 0,00
T2 T28 0 3,75
T3 T29 0 7,50
T4 T30 0 11,25
T5 T31 0 15,00
T6 T32 25 0,00
T7 T33 25 3,75
T8 T34 25 7,50
T9 T35 25 11,25
T10 T36 25 15,00
T11 T37 50 0,00
T12 T38 50 3,75
T13 T39 50 7,50
T14 T40 50 11,25
T15 T41 50 15,00
T16 T42 100 0,00
T17 T43 100 3,75
T18 T44 100 7,50
T19 T45 100 11,25
T20 T46 100 15,00
T21 T47 200 0,00
T22 T48 200 3,75
T23 T49 200 7,50
T24 T50 200 11,25
T25 T51 200 15,00
T26 T52 100 1,13

"meio de cultura N7 padrdo (Tabela 1).
“standard N7 culture medium.

2.5 Avaliagéo das analises morfoldgicas

As analises morfologicas externas foram efetuadas
aos 21 e aos 31 dias. Os calos foram analisados quanto
ao tamanho, presenga de raizes, friabilidade, aspecto
gelatinoso, presenga de estruturas globulares na superficie
do calo e de pigmentos (antocianinas). A friabilidade e as
diferengas organograficas foram avaliadas de forma visual,
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a medida que se destacavam dentro de um tratamento
especifico.

2.6 Delineamento experimental

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado
em arranjo fatorial (5x5), com parcelas subdivididas no
tempo (21 e 31 dias), sendo os fatores constituidos por
concentragdes de H,BO, e CaCl,.2H,O (Tabela 2). Para
tanto, utilizaram-se cinco repeti¢cdes contendo 20 calos,
totalizando 100 calos. Os dados foram submetidos a analise
de variancia a 5% de probabilidade de erro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Tamanho dos calos

Pela andlise de variancia correspondente ao
tamanho médio de calo, constatou-se interagao (P<0,05)
entre as concentragdes de calcio e boro com o tempo de
cultivo in vitro. De maneira geral, os calos mensurados aos
21 dias de cultivo in vitro apresentaram maiores diferengas
estruturais quando comparados aos calos mantidos por 31
dias em meio de cultura (Figura 1).

Foi possivel constatar, através da analise dos
resultados grafados na Figura 1, que o cultivo prolongado
dos calos ocasionou uma redugdo dos processos de
desenvolvimento. Apds 21 dias de cultivo in vitro notou-se
que os calos formados iniciaram um processo de oxidagao,
com consequente redugdo do crescimento e enraizamento,
com minima observagdo rizogénica aos 31 dias.

A exposi¢ao de materiais vegetais cultivados in
vitro, por periodos determinados em meio de cultura pode
interferir em seu desenvolvimento (LEITZKE et al., 2009),
sendo que com a perda de dgua das células para o meio de
cultura ou ainda, os processos de autélise caracterizariam
efeito de protecdo da planta em situacdo de estresse. O
esgotamento mineral do meio de cultura pode ter induzido
os calos a uma deficiéncia cronica de um ou mais nutrientes
essenciais ao desenvolvimento e metabolismo celular, o
que poderia ter retardado o processo de crescimento e
desenvolvimento radicular.

Diversos fatores como o genotipo e o meio de
cultura sao relatados como responsaveis por afetar a
morfogénese in vitro e o desenvolvimento das plantas
(GEORGE, 1993; NEHRA et al., 2005). Borgatto et al.
(2002) também verificaram influéncia do tempo de cultivo
in vitro de Chrysanthemum morifolium, principalmente em
meios com baixas concentragdes de calcio, o que afetou
negativamente a calogénese e o crescimento dos calos.
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Figura 1 — Tamanho médio de calos de E. urophylla cultivados in vitro em meio N7 modificado com concentragdes de boro e célcio

aos 21 e 31 dias.

Figure 1— Average size of E. urophylla calli cultivated in vitro in a modified N7 medium with various boron and calcium concentrations

at 21 and 31 days.

As andlises referentes ao tamanho dos calos
cultivados in vitro por 21 dias indicaram que a concentragao
com 50 uM de boro e 7,5 mM de célcio foram as mais
eficientes (T13), enquanto que, em periodos mais longos
de cultivo (31 dias), destacou-se o meio padrao (T52).

O fato de culturas mais prolongadas se adaptarem
melhor ao meio padrao (T52) pode ser devido a existéncia
de uma disponibilidade nutricional satisfatoria, capaz de
manter o crescimento de calos desta espécie, mesmo em
situagdes adversas de cultivo.

Independente da concentracao de calcio empregada,
ao se utilizar 50 uM de boro no meio de cultura (T11,
T12, T13, T14, T15, T37, T38, T39, T40 e T41), os
calos responderam positivamente a estas concentragdes
(Figura 1), apresentando aumento no tamanho dos calos.
Trevizam (2001), testando doses de boro em cultivos in
vitro de E. urophylla, também relatou desenvolvimento
regular dos calos nesta mesma concentracao de boro, ou
seja, 50 uM. Dessa forma, podemos inferir que diante das
condicdes testadas, essa concentracao poderia ser indicada
como a mais eficiente no desenvolvimento das estruturas
calogénicas.

Em ambos os periodos de cultivo, verificou-se
que os calos cultivados em meio de cultura sem calcio e
boro (T1e T27) apresentaram desenvolvimento reduzido
das estruturas, quando comparados com tratamentos
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em que se combinou a auséncia do macronutriente com
concentragdes crescentes e diferentes de boro.

Esses efeitos podem denotar a interferéncia do
micronutriente no crescimento vegetal e na sua capacidade
de remediar as deficiéncias do calcio. De acordo com
Malavolta (2006), a quantidade e disponibilidade de
um dos nutrientes (calcio ou boro) podem interferir na
distribui¢do e também no requerimento do outro nutriente
para alcancar um indice de crescimento 6timo da planta,
destacando a importancia desses elementos para o
crescimento das espécies.

3.2 Presenca de raizes

Os calos apresentaram células de aspecto
meristematico, porém arranjadas de forma distinta, sendo
que, aos 31 dias de cultivo, essas estruturas mostraram-
se organizadas em estratos com células alongadas, com
nucleos aparentes e diferenciagao de sistema vascular sem
a formacgao convencional de raizes (Figura 2a-d).

Por meio das analises histologicas, verificou-se a
inducdo de raizes com diferenciag@o de sistema vascular
na maioria dos tratamentos (Figura 2a e 2b), excetuando-se
emT1,T13 e T26 que ndo apresentaram o desenvolvimento
do 6rgdo. Ja na avaliacao de calos cultivados in vitro por
31 dias (Figura 2b), observaram-se raizes apenas em T30,
T31, T35, T36, T45, T49, T50 e T51.
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Figura 2 — Presenca de raizes em calos de E. urophylla cultivados in vitro em meio N7 modificado com concentragdes de boro
e calcio (T36) aos 31 dias. a) Detalhe: células com baixa relagdo nucleo citoplasmaticas com formas alongadas, evidenciando
diferenciagao de sistema fundamental; Seta maior: nucleos proeminentes com indicac@o de divisdo celular; Seta menor: diferenciacido
e organizacdo de sistema vascular. b) Setas: detalhe de elementos vasculares do xilema formados isoladamente e aleatoriamente nos
calos. ¢) Corte longitudinal em raiz. Seta branca: raiz apresentando conformagao desestruturada com células coradas na endoderme;
Seta escura: auséncia de células epidérmicas. d) Corte longitudinal em raiz. Setas: detalhe da regido com espessamento de células
indicando maior diferenciago. ep - epiderme, en - endoderme.

Figure 2 — Root presence in calli of E. urophylla, cultivated in vitro in a modified N7 medium with concentrations of boron and
calcium (T36) at 31 days. a) Detailed area: cells with a low nucleus/cytoplasm ratio, with elongated forms, evidencing a differentiated
ground system, Big arrow: prominent nuclei with indication of cell division; Small arrow: differentiation and organization of vascular
system. b) Arrows: detailed vascular elements of xylem formed separately and randomly in calli. c) Lengthwise cut of root. White
arrow: root presenting destructured conformation with colored cells in the endodermis; Dark arrow: absence of epidermal cells. d)
Lengthwise cut of root. Arrows: detailed area with cell thickening indicating greater differentiation. ep - epidermis, en - endodermis.

Observou-se também que a conformagao das células
epidérmicas foi irregular e descontinua. Logo abaixo da
epiderme, observou-se a presenca da endoderme, a qual
se caracterizou pela presenca de células arredondadas
contornando o cilindro vascular na maior parte da
estrutura. Esse espessamento poderia indicar a formagao
de tecido de sustentagdo com fibras esclerenquimaticas
(Figuras 2c e 2d).

Diante dos resultados obtidos, constatou-se que
as limitagdes do meio de cultura foram determinantes

¥ = -
% °

Figura 3 — Estruturas calogénicas E. urophylla com aspecto

para que os calos so6 respondessem a rizogénese, de
forma mais eficiente, sob concentragdes mais elevadas de
calcio, ou seja, em concentragdes superiores a 7,5 mM.
Em tratamentos com omisséo total de boro e calcio (T1
e T27), ndo se registrou a formagdo de raizes (Figura 3).

gelatinoso. a) Calo aos 21 dias (T1); b) Calo aos 31 dias (T27).
Escala: 0,5 cm.

Figure 3 — Callus structures of E. urophylla with a viscous
aspect. a) Callus at 21 days (T1); b) Callus at 31 days (T27).
Scale: 0.5 cm.
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O efeito da omissdo de boro em raizes ¢ conhecido
e controverso. Recentemente, Villa et al. (2009)
comprovaram que a adigdo de acido borico ao meio de
cultura in vitro proporcionou maior numero de folhas
e comprimento de raizes do porta-enxerto de videira
‘Kobber’ (Vitis sp.).

A quantidade e a disponibilidade de cada um dos
nutrientes podem afetar a distribui¢do e o requerimento
do outro nutriente para que a planta expresse um indice de
crescimento global (MALAVOLTA, 2006). Desta forma,
pode-se supor que o B e Ca atuam de maneira sinérgica
em processos organogénicos enquanto que as auséncias
conjuntas de ambos os nutrientes podem ter interferido na
rizogénese in vitro de E. urophylla.

3.3 Aspecto gelatinoso

Foi verificada a ocorréncia de calos com aspecto
gelatinoso quando cultivados in vitro com concentragdes
distintas de boro e calcio aos 21 e aos 31 dias (Figura 3a
e 3b).

Observou-se que, independente das concentragdes
de calcio utilizadas, os calos cultivados com omissdo de
boro apresentaram aspectos gelatinosos nos tratamentos
T1, T2, T3, T4, T27, T28 e T29. Da mesma forma, o
tratamento T21 (com omissdo de calcio e concentragdo
toxica de boro) mostrou a mesma desestruturagdo na
conformacéo dos calos (Figura 3a e 3b).

Diversos autores confirmam a atuacdo do macro
e do micronutriente na formacdo ¢ na génese da
parede e da membrana celular (EPSTEIN; BLOOM,
2004; MALAVOLTA, 20006), fato que confirmaria a
desestruturacdo das formagoes calogénicas quando estes
nutrientes sao omitidos ou apresentam concentragdes
inadequadas para o desenvolvimento dos calos. Trevizam
(2005), ao estudar a interferéncia do boro e do célcio em
calos de E. urophylla, evidenciou interferéncia semelhante
a0 omitir estes nutrientes do meio de cultura, resultando
em pronunciada desagregacao celular.

3.4 Estruturas globulares e friabilidade

Evidenciou-se o aspecto de estruturas globulares na
superficie de calos cultivados in vifro com concentragdes
distintas de boro e calcio aos 21 e 31 dias (Figura 4a e 4b).

Aos 31 dias de cultivo, estruturas globulares foram
visualizadas em quase todos os tratamentos, exceto em
T32,T33,T37,T41,T45 ao T52. Ao passo que, aos 21 dias,
estas estruturas apresentaram aspectos mais brilhantes e
ocorreram apenas nos tratamentos T8, T9, T10, T13 e T14.
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Figura 4 — Estruturas calogénicas de E. urophylla com aspecto
globular. Setas: a) Calo aos 21 dias (T13); b) Calo aos 31 dias
(T34). Escala: 0,5 cm.

Figure 4 — Callus structures of E. urophylla with a globular
aspect. Arrows: a) Callus at 21 days (T13); b) Callus at 31 days
(T34). Scale: 0.5 cm.

Da mesma forma que a presenga de estruturas
globulares, a friabilidade dos calos foi um aspecto comum
nas culturas avaliadas aos 21 dias (T6, T7, T11, T16, T18,
T24 e T25), enquanto que, para os cultivos de 31 dias, a
formagdo de estruturas friaveis foi comprometida pela
oxidagdo, apresentando-se apenas nos tratamentos: T28
ao T31, T38, T39, T41 e T46 (Figura 5a e 5b).

Figura 5 — Estruturas calogénicas de E. urophylla com aspecto
friavel. a) Calos aos 21 dias (T16); b) Calos aos 31 dias (T31).
Escala: 0,5 cm.

Figure 5 — Callus structures of E. urophylla with a friable
aspect. a) Callus at 21 days (T16); b) Callus at 31 days (T31).
Scale: 0.5 cm.

As formas globulares associadas a superficie dos
calos podem caracterizar a presenga de organogénese e/ou
embriogénese somatica. Contudo, essas afirmacdes apenas
podem ser comprovadas através de analises da morfologia
interna (TREVIZAM, 2005).

Muitos sdo os fatores que influenciam o
comportamento do explante no meio de cultura,
incluindo o 6rgdo que serve como fonte de tecido, a
idade fisiologica ¢ ontogenética do 6rgdo, o tamanho do
explante e, acima de tudo, a qualidade da planta doadora
(GEORGE, 1993).



Caracterizacao morfoldgica de calos ...

3.5 Presenca de pigmentos

De acordo com os dados da morfologia externa
apresentados na Figura 6, verificou-se a presenga de dois
pigmentos distintos nos calos de E. urophylla, sendo um
caracterizado pela cor marrom, definida pela oxidagao
fenolica e outro com coloragdo vermelha em consequéncia
da presenca de antocianina.

A oxidagdo (coloragdo marrom) mostrou relagdo
com a redugao do desenvolvimento das estruturas
cultivadas por 21 dias nos tratamentos T1 a0 T9 e T17 ao
T25. No periodo de andlise posterior (31 dias), a oxidagao
dos calos foi bastante evidenciada em todos os tratamentos,
porém no T51 a oxidag@o causou os maiores danos aos
calos (Figura 6a).

Figura 6 — Presencga de pigmentos em calos de E. urophylla
cultivados in vitro com concentragdes distintas de boro e calcio.
Setas: a) Presenga de oxidagdo aos 31 dias (T51); b) Presenga de
antocianinas em calos aos 31 dias (T51). Escala: 0,5 cm.

Figure 6 — Presence of pigments in E. urophylla calli cultivated
in vitro with various concentrations of boron and calcium.
Arrows: a) Presence of oxidation at 31 days (T51); b) Presence
of anthocyanins in calli at 31 days (T51). Scale: 0.5 cm.

Independentemente das concentragdes de calcio
empregadas, o meio de cultura com 50 uM de boro aos
21 dias foi o unico a ndo caracterizar o surgimento do
pigmento marrom. Em muitos casos, a deficiéncia de boro
associa-se ao escurecimento de tecidos foliares, sendo
este escurecimento consequéncia provavel de acumulo de
fendis e da atividade da polifenol-oxidase (PPO) de acordo
com Cakmak et al. (1995). As quinonas produzidas pela
PPO sao polimerizadas e geram pigmentos marrons, em
que o acumulo de quantidades substanciais de quinonas em
espécies de plantas sensiveis a deficiéncia de boro tem sido
considerado como a maior causa de danos e suspensao do
crescimento celular em diversas espécies vegetais (LEE;
ARONOFF, 1967). Dessa forma, a producdo de fenois
apresenta-se como uma resposta ao desequilibrio do meio
de cultura sendo que o calcio, isoladamente, ndo remedia
esse acumulo nas células.
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Diferentemente da coloracdo marrom, os
tons de vermelho estdo relacionados a promog¢do do
desenvolvimento em tamanho dos calos (Figura 6b). Dessa
forma, o tratamento T13 apresentou calos com coloracao
vermelha marcante e, a0 mesmo tempo, apresentou 0s
maiores tamanhos médios. Outros tratamentos também
apresentaram o pigmento (T1, T5,T7,T10,T11,T14,T15,
T17, T19 e T23), no entanto, a intensidade da coloracao
foi inferior a do tratamento T13. Em calos cultivados
por 31 dias, a antocianina foi visualiza somente em T40
(Figura 6b).

A cultura in vitro de células de plantas pode
acumular grande variedade de metabolicos secundarios
como polifendis, alcaldides, esterdides e antocianinas, que
tendem a se perder em periodos prolongados de cultivo
(GEORGE, 1993; NEHRA et al., 2005). A presenca de
antocianinas ja foi relatada na organogenése (SUBBAIAH;
MINOCHA, 1990) e na embriogénese somatica (ARRUDA
etal., 2000; TREVIZAM, 2001) de Eucalyptus, o que esta
de acordo com o observado no presente trabalho.

4 CONCLUSOES

As concentragdes distintas de boro e calcio e o tempo
de cultivo interferiram no tamanho e na morfologia externa
dos calos de Eucalyptus urophylla cultivados in vitro.

Concentragdes mais elevadas de calcio promoveram
a indugdo de raizes nos calos.

A omissao simultidnea de B e Ca inibiu a rizogénese,
causou a desestruturacdo dos calos, e favoreceu a formagao
de estruturas globulares e fridveis, com a ocorréncia de
pigmentos caracteristicos como antocianina.
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