Uetn

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

MICROPRO}’AGACJ%O E
TRANSFORMACAO GENETICA DE
Eucalyptus camaldulensis

EVANIA GALVAO MENDONCA




EVANIA GALVAO MENDONCA

MICROPROPAGACAO E TRANSFORMACAO GENETICA DE
Eucalyptus camaldulensis

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia,
area de concentragdo em Biotecnologia Vegetal,
para a obten¢do do titulo de “Mestre”.

Orientador
Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva

LAVRAS {

MINAS GERAIS - BRASIL
2009


danielle
New Stamp

danielle
New Stamp

danielle
New Stamp


Ficha Catalogrifica Preparada pela Divisiio de Processos Técnicos da
Biblioteca Central da UFLA

Mendonga, Evénia Galvio.

Micropropagago e transformagao genética de Eucalyptus
Camaldulensis / Evania Galvio Mendonga. — Lavras : UFLA,
2009.

61p.:il

Dissertagio (Mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2009.
Orientador: Luciano Vilela Paiva.
Bibliografia.

1. Cultivo in vitro. 2. Eucalipto. 3. Produgdo de mudas. 4.
- Expressdo transiente. I. Universidade Federal de Lavras. I1. Titulo.

CDD -583.420416



danielle
New Stamp

danielle
New Stamp

danielle
New Stamp

danielle
New Stamp

danielle
New Stamp


EVANIA GALVAO MENDONCA

MICROPROPAGACAO E TRANSFORMACAO GENETICA DE
Eucalyptus camaldulensis

Dissertaciio apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduacdio em Agronomia,
area de concentragdo em Biotecnologia Vegetal,
para a abtencdo do titulo de “Mestre”.

APROVADA em 27 de fevereiro de 20009,

Profa. Dra. Gracielle T. da Costa Pinto Coelho Faculdade Sdo Camilo

Prof. Dr. Breno Régis Santo UNIFAL

AALC G nd v A~
Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva
UFLA
(Orientador)

LAVRAS
MINAS GERAIS — BRASIL



Ao meu amor, Gilson, por todo o apoio,
OFERECO

Aos meus pais, pois sem eles nunca chegaria até aqui,
DEDICO



AGRADECIMENTO

A Deus pela forga, luz e conforto que me fizeram superar tedos os
momentos dificeis.

Aos meus pais e meu irmdo Evaldo, por todo apoio, ensinamentos,
formag3o e por toda confianga que depositaram em mim. Ao meu noivo Gilson,
pelo companheirismo, carinho, amor, paciéncia e pela ajuda em todos os
momentos.

Ao professor Luciano pela orientagdo e pela confianga em mim
depositada. Ao professor Breno pela acolhida, orientagio, amizade e por todo
aprendizado. Ao professor Luiz Beijo, pela grande ajuda nas anélises estatisticas
¢ pela atengdo.

A Gracielle e Rosdngela, pelo ensinamento e confianga. As amigas de
repiblica, em especial a Carol, pelo prazeroso convivio. A tedos os amigos do
LCBM, Guilherme, Elizingela, Fabiana, Michelle, Kalynka, Marliicia, Danielle,
Suzana, Geraldo, Lilian, Eula, Luis Gustavo e a Ana, pelo convivio e preciosa
ajuda. Em especial ao Humberto, Carolina, Anderson Ramos e Anderson Tadeu.
As amigas Cristiane e Kéti‘a.pelo apoio e carinho. Aos laboratoristas Tina e
Evaldo, sempre to prestativos.

A Universidade Federal de Lavras e ao Curso de Pés-Graduagiio em
Biotecnologia Vegetal, pela oportunidade e formagéo académica.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES) pela concessao da bolsa de estudos.



SUMARIO

Pigina
RESUMO . reeimeresassbe e st st ser s ben e seen s Resesase seeet sebsebe e ameennesnss i
ABSTRACT ... oteicnrnnssessssasammensnssssssssssssssssssssesescasasnesesesesassssens iii
1 INTRODUGAOQ. .....courrteemceeeesnenssssssssssssenmnecesessenssesesessesesesssmeeeessees 1

2 MICROPROPAGAGAO DE Eucalyptus camaldulensis POR MEIO
DE TECIDO MERISTEMATICO..c...m. oot sseseeee e, 5

3 OBTENGCAO E TRANSFORMAGAO DE CALOS DE Eucalyptus

CAMAIAUIBNSIS. ..ot et 32

4 CONCLUSOES GERAIS.....eeeeeeeeeeeeeeeees et 58



RESUMO

MENDONCA, Evinia Galvio. Micropropagaciio e transformacio genética
de Eucalyptus camaldulensis. 2009. 61 p. Dissertagio (Mestrado em
Biotecnologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG".

O Eucalyptus camaldulensis ¢ uma espécie nativa da Australia, pertencente a
familia Myrtaceae. Devido as suas caracteristicas, como boa adaptabilidade e
densidade da madeira, pode ser utilizado para plantios em 4reas criticas e sua
madeira destinada a diversos fins industriais. Com a finalidade de propor um
método alternativo na propagagdo da espécie e na produgio de mudas,
agregando caracteristicas de interesse, o presente trabalho foi dividido em duas
etapas. Na primeira, o objetivo foi propor metodologias para micropropagaco in
vitro e, na segunda, desenvolver calos a partir de explantes foliares e determinar
um protocolo de transformagdo genética de E. camaldulensis. Para a
micropropagagdo, foi utilizado como explante meristema apical de plantas
estabelecidas in vitro, sendo o meristema com tecido adjacente considerado ideal
por proporcionar um maior nimero de brotagdes/explante (6,49). As brotagdes
originadas dos meristemas foram excisadas em segmentos de 1 cm e propagadas
em sistemas de biorreatores pelo método de imersdo continua na auséncia de luz.
Apos 15 dias de cultivo, foi possivel observar uma taxa de multiplicacdo de 6
gemas/explante. As brotagSes originadas do sistema de biorreator foram
inoculadas em meio de cultura, com a finalidade de promover o enraizamento. O
meio de cultivo controle, no qual os explantes permaneceram em sala de
crescimento na auséncia de luz, proporcionou o enraizamento de 100% das
plantulas, apresentando raizes com tamanho médio de 2,7 cm. As plantulas que
enraizaram foram levadas para aclimatizagio e, apés 15 dias, o indice de
sobrevivéncia foi de 76%. O meio de cultura LCBM 4, suplementado com
auxina, citocinina e dgua de coco e com concentragio de nitrogénio reduzida,
apresentou os melhores resultados para calogénese. Foi determinada a curva de
crescimento dos calos por meio de explantes foliares, tendo a curva apresentado
aspecto sigmoide com cinco fases distintas. De acordo com o crescimento dos
calos, sugere-se que a repicagem para um novo meio de cultura deve ser
realizada entre o 72 ¢ 812 dia de cultivo. Foi realizada a transformagdo genética
de explantes foliares utilizando a técnica de agrobiobalistica, em que se
observou a expressdo transiente do gene reporter gus, ndo havendo diferencas
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entre os tempos de infec¢do analisados. Os calos infectados com Agrobacterium
tumefaciens apresentaram expressdo transiente do gene gus e, apés 30 dias,
houve regeneragio dos mesmos, formando plantulas possivelmente
transformadas que se encontram em processo de selegio. Com base nos
resultados apresentados, concluiu-se que foi possivel micropropagar a espécie .
camaldulensis, utilizando, como explante, tecido meristemético e foi observada

expressdo transiente do gene repérter gus em folhas e calos infectados com 4.
tumefaciens.



ABSTRACT

MENDONCA, Evinia Galvio. Micropropagation and genetic transformation
of Eucalyptus camaldulensis. 2009. 61 p. Dissertation (Master in Plant
Biotechnology — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG".

The Eucalyptus camaldulensis is a native species from Australia, belonging to
the Myrtaceae family. Due your characteristics as good adaptability and wood
density it can be used for plantings in critical areas, being the wood destined to
several industrial ends. With the objective of proposing an alternative method in
the propagation of the species and in the production of seedlings, joining
characteristics of interest, the present study was divided in two stages, where the
first one had as objective to propose methodologies for in vitro
micropropagation and the second one was to develop calluses starting from
foliar explants and to determine a protocol of genetic transformation of E,
camaldulensis. For the micropropagation, it was used for apical meristem,
explants established in vitro, being the meristem with adjacent tissue considered
ideal for providing a higher number of sproutings/explant (6,49). The sprouting
originated from the meristems, were cut in segments of 1 cm and spread in
bioreactor systems through the method of continuous immersion in light
absence. After 15 days of cultivation it was possible to observe a multiplication
rate of 6 buds / explant. The sproutings originated from the bioreactor system
were inoculated in culture media with a rooting purpose. The culture media
control where the explants stayed in growth room in light absence provided a
rooting of 100% of the seedlings presenting roots with a medium size of 2,7 cm.
The seedlings that rooted were carried out to acclimatization where, after 15
days the survival index was 76%. The growth media LCBM 4, suplemented with
auxin, cytokinin, coconut water and with the nitrogen concentration reduced,
presented the best results for callogenesis. It was determined the growth curve of
the calluses through the foliar explants, where the curve presented a sigmoid
aspect with five different phases. In agreement with the calluses growth it is
suggested that the replicate for a new culture media should be accomplished
between the 72° and 81° day of cultivation. The genetic transformation of the
foliar explants was carried out using the “agro biobalistic” technique, where the
transient expression of the reporter gene gus was observed not having
differences among the time of infection analyzed. The calluses infected with

" Guidance Committee: Luciano Vilela Paiva (Advisor), Breno Régis Santos
(Co-advisor).



Agrobacterium tumefaciens presented transient expression of the gene gus and
after 30 days there was regeneration of the same ones, forming seedlings
possibly transformed, that were found in selection process. Based in the
presented results we conclude that it was possible to micropropagate the species
E. camaldulensis using as explant meristematic tissue and a transient expression

of the reporter gene gus was observed in leaves and calluses infected with 4.
tumefaciens.



1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus L’Hér. pertence a familia Myrtaceae e possui mais
de 600 espécies (Goor & Barley, 1968). Apesar de ser uma espécie nativa do
continente australiano, € encontrado em diferentes condigdes ambientais, sendo
muitas espécies e hibridos cultivados em larga escala em vérias regides de clima
tropical e subtropical em todo o mundo, incluindo Argentina, Austrdlia, Brasil,
Marracos, Portugal, Africa do Sul, Espanha, Estados Unidos e Uruguai
(Eldridge et al., 1994).

Devido a grande adaptac3o da espécie Eucalyptus em regides de clima
tropical, a eucaliptocultura representa a maior rea plantada para fins comerciais.
O Brasil € considerado o maior produtor mundial da espécie, com uma drea de
cultivo estimada em 3,5 milhdes de hectares (Sociedade Brasileira de
Silvicultura, SBS, 2008).

A grande diversidade existente entre as espécies faz com que o eucalipto
apresente caracteristicas fisico-mecénicas que permitam iniimeras utilizagGes
como matéria-prima. Sua madeira € utilizada para a construgdo, a biomassa para
a producdo de polpa de celulose e papel (o Brasil se destaca como maior
produtor mundial, com cerca de 6,3 milhdes de toneladas por ano) na indistria
sideriirgica, onde o carvio vegetal é o mais importante combustivel e redutor do
minério de ferro (Instituto de Desenvolvimento Integrado de Minas Gerais, Indi,
2006). H4, ainda, uma série de subprodutos destinados a indtistria de cosméticos,
farmacéutica, etc. (Bandyopadhyay et al., 1999). Essas caracteristicas tornam o
eucalipto, uma espécie tropical de grande importincia econdmica em imbito
mundial (Sartoretto et al., 2002).

As industrias brasileiras que utilizam o eucalipto como matéria-prima

para a produgio de papel, celulose e demais derivados representam 4% do



Produto Interno Bruto, 8% das exportagdes e geram, aproximadamente, 150 mil
empregos (Associagdo Mineira de Silvicultura, AMS, 2006).

Dentre as varias espécies do género, o Eucalyptus camaldulensis é
considerado a espécie de maior distribui¢fio geografica, sendo encontrado em
condi¢Bes climaticas variadas, desde quente a subiimida e semidrida, com
temperatura média, no més mais frio, variando de 3° a 15°C (Souza, 1996).

Devido a&s caracteristicas fisicas, boa durabilidade e densidade da
madeira (500-600 kg.m>), o E camaldulensis tem ampla aplicagio,
principalmente para usos que requerem madeiras mais duras, como serraria,
dormentes, postes, mourdes e, principalmente, carvio. Também ¢ utilizado
como cerca quebra-ventos, planta ornamental e produgdo de mel de excelente
qualidade (Eldridge et al., 1993; Soerianegara & Lemmens, 1994).

Em fungfio de sua rusticidade, o E. camaldulensis ¢ uma das espécies
mais adequadas para reflorestamento em zonas criticas, sendo introduzido com
relativo sucesso em varios paises, principalmente em dareas onde ocorrem
deficiéncias hidricas e eddficas, situagdes consideradas extremamente limitadas
para o desenvolvimento de outras espécies (Higa, 2003).

No Brasil, a introdugio do E. camaldulensis ocorreu no inicio do século
passado, assumindo maior importéincia quando os programas de florestamento
moveram-se do sul para as regides centro-oeste e nordeste, visto que as espécies
como E. grandis, E. saligna e E. urophylla eram inadéquadas para as condi¢des
de alta temperatura e longo periodo seco, caracteristicos dessas regides (Golfari
et al., 1978).

Apesar das vidrias espécies de eucalipto existentes, as mais
comercializadas atualmente, para fins industriais, s30 os hibridos. A producdo de
mudas se destaca por meio da técnica de miniestaquia, ocorrendo a clonagem de
individuos superiores. Somente em 2007 a demanda, no pais, por mudas

clonadas foi de, aproximadamente, 535 milhdes.



Devido & grande demanda por produtos florestais, o cultivo in vitro
apresenta-se como um método vidvel para propagagdo clonal em larga escala de
diversas espécies florestais. A otimizag3o do processo de micropropagagio leva
ao incremento acelerado do nimero de plantas derivadas de determinado
genotipo, o que ocasiona uma redugéio do tempo de multiplicagdo, possibilitando
clonar grande quantidade de plantas em uma é4rea reduzida e com maior controle
sobre a sanidade do material que se propaga (Mroginski & Roca, 1996). Além
disso, por ser um método de propagagio vegetativa, permite manter as
caracteristicas da planta matriz, possibilitando a clonagem de espécies que ndo
se propagam facilmente por métodos convencionais de propagagio vegetativa.

A micropropagacio de espécies lenhosas vem sendo estudada ha varias
décadas ¢ tem como objetivo basico o estabelecimento de uma metodologia de
multiplicacdo clonal de individuos superiores ou conservagfo genética por meio
de criagio de bancos de pgermoplasmas, a qual tem sido realizada,
principalmente, por cultivo de gemas pré-existentes ou cultura de calos
derivados de diferentes tecidos (Nascimento, 2006).

Segundo Mullins et al. (1997), os procedimentos convencionais de
micropropagagdo em eucalipto se ddo pela ativagdo de gemas axilares em
cultura. Entretanto, a propagagao in vitro por organogénese de explantes foliares
e por meio da cultura de meristemas também tem a capacidade de regenerar
grande nimero de plantas, e com potencial para ser automatizada.

Nesse sentido, os biorreatores s3o utilizados na micropropaga¢io de
plantas, podendo ser uma alternativa vidvel para a otimizagdo do processo e a
redugio dos custos de produgdo. Esse sistema permite a renovagdo do ar no
ambiente in vitro, aumentando a producdio de biomassa vegetal propagada com
redugio do tempo requerido para a propagacio in vitro.

Aliada & micropropagagdo, nos ultimos anos, a transformacdo genética

em plantas lenhosas tem despertado atengdo no setor florestal. A biotecnologia



florestal, aliada ao melhoramento convencional, pode contribuir
significativamente para um aumento do desenvolvimento vegetativo e da
biomassa das plantas. Os avangos genéticos obtidos na produgdo de drvores vém
ampliando os campos de desenvolvimento da biologia de plantas, com novas
metodologias, como a transformagdio genética e a descoberta de genes
associados a caracteristicas multigénicas complexas, como densidade, volume,
teores de celulose e lignina da parede celular, resisténcia a pragas e doengas,
entre outras. Estudos neste sentido vém sendo realizados, a exemplo do Projeto
Genolyptus no Brasil.

A aplicagdo da biotecnologia, aliada A propagacdo de clones altamente
produtivos, em associagdo ao melhoramento do Eucalyptus, pode levar a um
aumento de produtividade, atendendo a uma demanda crescente por produtos
florestais de qualidade, com baixo custo de produg3o.

Neste contexto, o presente trabalho foi realizado com os objetivos de
micropropagar a espécie Eucalyptus camaldulensis de forma eficiente,
utilizando o sistema de biorreator e obter plantas transgénicas mediante o

sistema Agrobacterium tumefaciens.
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RESUMO

Espécies do género Eucalyptus vém sendo muito utilizadas por empresas de
reflorestamento no Brasil, sendo sua madeira destinada a diversas finalidades
industriais. Sendo assim, para atender ao mercado crescente, o que se busca é
aumentar a relag@o custo/beneficio com a produgéio de mudas de qualidade ao
menor custo possivel. Nesse sentido, a micropropagacéo in vifro se torna uma
alternativa por apresentar vantagens sobre a forma convencional de produgio de
mudas de eucalipto. O presente trabalho foi realizado com o objetivo de obter
um procedimento eficiente para micropropagar a espécie Eucalyptus
camaldulensis. O explante utilizado foi 0 meristema apical isolado e com tecido
adjacente, que foram cultivados em meio de cultura LCBM-1. O meristema com
tecido adjacente apresentou melhor resultado, com 6,49 brotos/explantes, em 60
dias de cultivo. Estes brotos foram multiplicados em sistemas de biorreatores de
imers3o temporéria e continua, na auséncia ou na presenga de luz e o biorreator
de imersdo continua no escuro foi o sistema que proporcionou a maior taxa de
multiplicagdo. Os explantes micropropagados foram enraizados em meio de
cultura LCBM-3 suplementado com 0, 2x, 4x, 8x e 20x de auxina, em diferentes
condi¢bes de luminosidade. Os melhores resultados foram encontrados quando
as microestacas enraizaram na auséncia de luz sem AIB ou na presenc¢a de luz
em baixa concentragio de AIB no meio de cultura. As plantulas foram
aclimatizadas em camara de nebulizag3o, apresentando 76% de sobrevivéncia.
Os métodos utilizados para micropropagar E. camaldulensis foram eficientes,
proporcionando alta porcentagem de sobrevivéncia, mostrando que é possivel
produzir mudas em larga escala, tendo como fonte de explantes meristema
caulinar.

Palavras-chave: cultura in vitro, espécies florestais, meios de cultura, produgio

de mudas



INTRODUCAO

O aumento crescente de plantios com espécies do género Eucalyptus
vem despertando a aten¢do de empresas e de instituicdes de pesquisa no Brasil.
O incremento da drea destinada a cultura do eucalipto ocorre & medida que
ganhos s3o alcangados em produtividade florestal, visando atender 3 crescente
demanda por madeira destinada para fins energéticos, producdo de celulose e
papel, construgdo civil e combustivel para locomotivas. Além disso, a espécie é
rica em Oleos essenciais que sio amplamente utilizados nas inddstrias
farmacéuticas e de perfumaria.

Para a propagagdo vegetativa de Eucalyptus spp., utilizam-se métodos
classicos, como a estaquia. A estaquia tem apresentado alguns problemas
relativos ao baixo indice de enraizamento, quando se utiliza, principalmente,
material mais adulto, em razio do acimulo de inibidores de enraizamento.
Porém, mesmo a partir de material jovem, o enraizamento pode ser baixo para
algumas espécies de Eucalyptus (Xavier & Comércio, 1996).

No processo de enraizamento de estacas de Eucalyptus, as técnicas de
microestaquia (Xavier & Comércio, 1996) e, mais recentemente, de miniestaquia
(Xavier & Wendling, 1998) tém sido utilizadas com éxito na propagagio de
clones selecionados, possibilitando considerdveis ganhos decorrentes,
principalmente, do aumento dos indices de enraizamento e da redugdo do tempo
para a formag3o da muda, pela utilizagio de propdgulos com maior grau de
juvenilidade. Apesar dos ganhos obtidos com esta técnica de propagagdo, a
cultura de tecidos apresenta-se como um método alternativo, por oferecer
vantagens sobre a miniestaquia, tais como taxa mais elevada de multiplicacdo,
menor necessidade de espago fisico e auséncia de pragas e doengas durante o
cultivo in vitro, além de ser mais seguro, gragas ao maior controle dos fatores
envolvidos (Andrade et al., 2006).



Atualmente, a modalidade de maior interesse e aplicagdo na propagacdo
de plantas é a micropropagagdo, que reline caracteristicas, tais como
multiplicag@o rdpida de plantas selecionadas, obtengdo de mudas livres de
patégenos, conservagdo e transporte de germoplasma. A propagagdo in vitro do
eucalipto por meio da tecnologia de micropropagagio tem o objetivo de obter
mudas geneticamente idénticas. Para isso, pode fazer uso de meristemas, dpices
caulinares, segmentos nodais e gemas laterais.

A cultura de meristema tem sido extensivamente utilizada na propagagio
agamica, em fungdo da rapidez com que se consegue a multiplicagdo de diversas
espécies e da estabilidade genética intrinseca as células do meristema (Passos et
al., 1985).

Com a finalidade de permitir a micropropagacdo em larga escala, o
cultivo de explantes em meio liquido por meio de biorreatores tem sido relatado
como potencial para algumas espécies vegetais, tais como banana, abacaxizeiro
e café (Lemos et al.,, 2001; Silva et al., 2007; Gatia et al., 2008). O emprego de
biorreatores em cultivo liquido permite a micropropagagdo em larga escala, a
prevencdo de disturbios fisiolégicos dos brotos € a hiperidricidade. Ainda existe
a possibilidade de computadores serem utilizados no controle de sistemas de
biorreatores, apresentando, dessa forma, vantagens sobre a micropropagacio
convencional, em termos de automaciio e reducdo de trabalho (Silva et al.,
2007). Este sistema permite a renovagéo do ar no ambiente in vitro, aumentando
a produgdo de biomassa vegetal propagada com redugdo do tempo requerido
para a propagacio in vitro.

Os sistemas de cultivo em biorreatores podem ser divididos em
continuos ou temporarios. No sistema continuo, os explantes ficam sempre em
contato com o meio de cultura, enquanto que, no sistema temporario, o material
vegetal entra em contato com o meio de cultura de forma intermitente, de acordo
com programagcio predefinida (Alvard et al., 1993; George, 1996).



Apbés a propagagdo das plantas, estas devem ser enraizadas e
aclimatizadas, para que as mudas adquiram condi¢des de serem levadas ao
campo (George, 1996). Em alguns casos, o enraizamento pode ocorrer com a
transferéncia para um meio de cultivo isento de reguladores ou resultante apenas
de uma leséo na base da microestaca.

Segundo Tantos et al. (2001), tratamentos severos com altas
concentragdes de auxina durante reduzido periodo e a transferéncia das plantulas
para um meio livre de regulador de crescimento podem promover de forma mais
eficiente o enraizamento. Entretanto, a eliminagio da etapa de enraizamento in
vitro € extremamente desejavel, sob o aspecto econdmico (Debergh & Maene,
1981) e da qualidade, pois a regeneragdo de raizes durante a fase de
aclimatizagdo tende a produzir um sistema radicular mais desenvolvido e
funcional (Grattapaglia & Machado 1990; Carvalho et al.,, 1999). Em alguns
casos, 0 gasto extra com o enraizamento in vifro pode ser justificado se este
resultar em mudas de melhor qualidade ou se perdas durante a aclimatizagio
puderem ser reduzidas (George, 1996). Durante o periodo de aclimatizagdo, a
planta passa da condi¢do heterotréfica para a autotréfica. Sem esta etapa de
adaptacdio pode ocorrer uma rdpida desidratagdio das plantulas quando
transferidas para o ambiente normal, comprometendo, assim, o estabelecimento
ex vitro.

Pouco se conhece sobre a propagacéo in vitro de Eucalyptus tendo como
fonte de explantes tecidos meristemiticos e a propagagdo em sistemas
biorreatores, ndo sendo diferente para E. camaldulensis. Nesse sentido, o
presente trabalho teve como objetivos induzir a formagdio de brotagdes em
explantes meristematicos, proporcionar o desenvolvimento das brotagdes em

meio liquido, promover o enraizamento das plantulas in vitro e aclimatiza-las.



MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério Central de Biologia
Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG. Os
experimentos foram instalados em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16
horas, com irradidncia de 40 pmol m? s fornecida por luz branca fria e

temperatura de 27+2 °C.

Experimento 1: Cultivo in vitro de meristemas. A partir de plantas de
Eucalyptus camaldulensis cultivadas in vitro, 35 dias apés repicagem, foram
retirados os explantes. As plantas tiveram o dpice excisado e os meristemas,
constituidos pelos primérdios foliares e gemas laterais, foram isolados com o
auxilio de estereoscopio. Foram excisados meristemas com 1 mm (meristema
isolado) e £2,5 mm (meristema com tecido adjacente) de comprimento.

Para induzir a multiplicac3o dos meristemas, estes foram inoculados em
meio de cultura LCBM-1, suplementado com auxina e citocinina. Apés a
inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento, de acordo com
as condi¢gBes mencionadas anteriormente.

Dados de nimero médio de brotagdes por explante e niimero de
explantes que sobreviveram foram coletados em 15, 30 e 60 dias de cultivo,
sendo considerado como broto quando observado o surgimento de um par de
folhas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
parcelas subdivididas no tempo, com 4 repetigdes por tratamento, sendo cada
repeticdo constituida por 6 explantes, totalizando 24 explantes por tratamento.
Os dados foram submetidos 4 andlise de variincia (ANOVA) e teste de Tukey, a

5% de significancia, para comparagdo das médias dos tratamentos.

10



Experimento 2: Multiplicacio das brotagdes em sistema de biorreatores.
Foram utilizados biorreatores de imersdo continua e temporaria, constituidos a
partir de frascos de 500 mL. O biorreator de imersdo continua apresenta dois
orificios, dos quais um ¢ utilizado para a entrada de ar esterilizado por uma
membrana de 0,22 um, enquanto o outro € utilizaado para a saida do excesso de
pressdo. A oxigenacdo foi efetuada por meio da injegdo de ar, utilizando-se um
compressor com capacidade de 4 L min', que promove a renovagio da
atmosfera e o borbulhamento do meio de cultura. No sistema de imersdo
tempordaria foram utilizados dois frascos interligados por tubos de silicone, dos
quais um continha o meio de cultura e o outro, os explantes a serem
micropropagados. Neste sistema, a oxigenago foi efetuada por meio da injegio
de ar nos dois biorreatores, em que cada um continha uma membrana millipore
de 0,22 pm ligada a um compressor. A oxigenagio, a frequéncia e o tempo de
imersdo foram regulados por “timers” analégicos.

Os experimentos utilizando biorreatores tiveram como explantes
segmentos caulinares excisados de brotagdes originadas dos meristemas,
apresentando | cm de comprimento e duas gemas cada. Os explantes foram
introduzidos em 300 mL de meio de cultura liquido LCBM-2, autoclavado por
20 minutos, a 121°C,

Com a finalidade de avaliar os diferentes sistemas de biorreatores,
submetidos a diferentes condi¢des de luminosidade, trés experimentos foram

realizados.

-Influéncia da luminosidade na propagagio de segmentos caulinares
utilizando biorreator. O sistema de biorreator utilizado foi de imersdo e aeragdo
continua. Um sistema foi mantido na presenga de luz (imersdo continua luz -
ICL) e o segundo na condigido de escuro (imersio continua escuro - ICE),

promovido por meio da utilizagdo de papel aluminio. Foram inoculados 21
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explantes em cada biorreator. O experimento foi conduzido em sala de

crescimento onde, apds 15 dias, os resultados foram avaliados.

-Imersdo continua e temporiria. De acordo com os resultados do
experimento anterior, em que a auséncia de luz foi a melhor condi¢do de
propagacdo dos explantes, os experimentos subsequentes foram realizados
utilizando-se esta condigdo.

Com a finalidade de avaliar a efici€ncia entre os métodos de imersdo
continua e tempordria, 21 explantes foram inoculados em cada biorreator. O
biorreator de imers3o continua (imersdo continua — IC) foi instalado como no
experimento anterior. J& no biorreator de imersio tempordria (imersdo
tempordaria — IT), o tempo de imersdo foi a cada 2 horas, permanecendo 15
minutos em contato com ¢ meio de cultura, ocorrendo também o borbulhamento
do liquido neste pericdo. O tempo de imersdo neste experimento foi adaptado de
Silva et al. (2007).

-Comparagio entre tipos de explantes. O experimento foi composto por
dois biorreatores, contendo 21 explantes cada. No primeiro biorreator, foram
inoculados explantes oriundos do cultivo realizado com base nos melhores
resultados dos experimentos anteriores (ICE), sendo o sistema denominado
(imersdo continua repique — ICR). No segundo biorreator, os explantes
utilizados foram segmentos caulinares provenientes das brotagdes dos
meristemas (imersdo continua brotagdes - ICB). Os experimentos foram

avaliados 15 dias apds inoculagio.

As varidveis avaliadas nos experimentos foram o nimero de brotos, o
nimero de gemas e o tamanho do maior broto. O delineamento experimental

utilizado foi inteiramente casualizado e os valores utilizados para andlise
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estatistica foram as médias obtidas para os trés experimentos, Os efeitos dos
tratamentos para as varidveis niimero de brotos e de gemas foram analisados
pelo teste de Mann-Whitney (Ferreira, 2005) e a varidvel tamanho dos brotos foi
analisada por teste de Tukey, ambos a 5% de significincia.

Experimento 3: Efeito de diferentes concentracdes de auxina no
enraizamento in vitro. Apés a escolha do melhor sistema de biorreatores para o
processo de multiplicagdo in vitro, os brotos de tamanho 4,0 cm foram
individualizados e transferidos para o meio de cultura LCBM-3, contendo
auxina nas concentragSes de 0, 2x, 4x e 8x. Foi realizado um tratamento em que
as microestacas permaneceram por 12 horas em solugo de 20x de auxina. Apés
este periodo, os explantes foram transferidos para meio de cultura sem
horménio.

Com a finalidade de observar a influéncia da luz na formagdo de raizes,
dois tratamentos foram implementados. No primeiro, os frascos contendo os
explantes permaneceram por 15 dias em sala de crescimento, na auséncia de luz
e depois foram mantidos sob luminosidade por mais 15 dias; no segundo, os
explantes permaneceram em sala de crescimento na presenga de luz, durante
todo o experimento. Os tratamentos foram distribuidos da seguinte forma: de t1
a t5 permaneceram em sala de crescimento na auséncia de luz por 15 dias e os
tratamentos de t6 a t9 permaneceram sob luminosidade (fotoperiodo 16 horas).
As concentragdes de auxina foram 0, 2x, 4x, 8x e 20x, respectivamente. Os
tratamentos tl e t6 cormrespondem aos tratamentos controle, em que ndo hi
regulador de crescimento no meio de cultura. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 9 tratamentos e 2 repetigdes, sendo cada repetigiio
constituida por 5 plantulas. No final de 30 dias, foram avaliados, para cada
plantula, o niimero de raizes e o tamanho da maior raiz, o tamanho da plintula e

o nimero de folhas. O programa Sisvar 4.3 (Ferreira, 2000) foi utilizado para a
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realizacdo das andlises de varidncias (ANAVA), sendo as médias comparadas
pelo Teste de Scott & Knott, a 5% de probabilidade.

Experimento 4: Aclimatiza¢do das plantas. Foi testada, para a aclimatiza¢do
das plantas, uma cimara de nebulizagfio, a qual é formada por um suporte
metdlico para cobertura plastica (pldstico transparente de 150 micras), possuindo
nebulizacdo interna efetuada por um vaporizador de compressio, com o tempo
de nebulizagdo ajustado por fimer analégico. As plantulas foram introduzidas em
tubos de polietileno de 56 cm’, contendo substrato de enraizamento Topstrato®
autoclavado. Apds o plantio, os tubetes foram transferidos para cidmara de
nebulizag8o que apresentou, durante o experimento, 90% de umidade relativa do
ar, temperatura média de 31°C, sistema de nebulizagio automético a cada 30
minutos, fotoperiodo de 12 horas e intensidade de luz 120 pmol m s, No final
de 15 dias, as plantas foram consideradas aclimatizadas e os parimetros
avaliados apds o enraizamento foram novamente analisados, conforme

experimento anterior.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Cultivo in vifro de meristemas. A andlise de variincia revelou
a existéncia de diferenca significativa (P<0,05) entre os tempos de cultivo e o
tipo de meristema utilizado, para a variavel nimero de brotos (Tabela I). O
meristema com tecido adjacente produziu, em média, um niimero maior de
brotos/explante (6,49) que o meristema isolado (3,18), 60 dias apés inoculado.
Isso sugere que a maior quantidade de tecido existente no explante pode
apresentar niveis mais altos de citocinina endigeno, ja que as citocininas atuam

na divisdo celular, o que favorece o desenvolvimento de brotagdes laterais, por
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serem estimuladoras da iniciagdo de gemas caulinares. Outra hipétese ¢ a de que
0 meristema com tecido adjacente pode apresentar um maior nimero de
primordios foliares e gemas laterais, justificando assim o melhor resultado. A
diferenca entre os meristemas pode ser observada a partir da primeira avaliago

aos 15 dias de cultivo (Figura 1).

TABELA 1 Média do nimero de brotos dos meristemas isolados ¢ com tecido
adjacente, apo6s 60 dias de cultivo.

Meristema Média do nimero de brotos
Isolado 3,18a
Tecido adjacente 6,49b

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste de Tukey (p>0,05).

FIGURA 1 Regeneragdo e multiplicagio de E. camaldulensis a partir de tecidos
meristeméticos, apés 15 dias de cultivo. A - meristema isolado; B -
meristema com tecido adjacente.
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Como o tempo foi significativo, realizou-se a anélise de regress3o entre
os tempos de cultivo e o nimero total de brotos obtidos para os tratamentos
(Figura 2). Observou-se o comportamento linear dos dias de avaliagdo dos
meristemas para a varidvel niimero de brotos, obtendo-se, em média, 8,25

brotos/explante, quando estes foram avaliados aos 60 dias.

8 1 y=01317x-0.1042
R¥=0.9651

Numero de brotos
o+
[}

0 L L L) L] L) L3 L
0 10 20 30 40 50 60 70

Tempo (dias)

FIGURA 2 Numero de brotos observados nos intervalos de tempo.

Apds o tempo de cultivo, observou-se a sobrevivéncia de 91,66% dos
explantes originados do meristema isolado e 83,33% dos explantes originados
do meristema com tecido adjécente. Estes resultados sio, de forma geral, ndo
expressivos quando se observa a superioridade no numero das brotagdes

originadas pelo meristema com tecido adjacente (Tabela 1).

Experimento 2: Multiplicag¢iio das brota¢des em sistemas de biorreatores.

Os resultados do experimento com base na influéncia da luminosidade na
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propagacdo de E. camaldulensis utilizando o sistema de biorreator estdo
expressos na Tabela 2. Foi possivel observar que o mimero de brotos nido foi
afetado pela luminosidade, nio havendo diferenga significativa, a 5%, pelo Teste
de Mann-Whitney. J4 o nimero médio de gemas e o comprimento médio dos
brotos apresentaram diferenca significativa, tendo o sistema ICE apresentado
resultados superiores ao sistema ICL, com niimero médio de 6 gemas/explante e
comprimento médio de 4,38 cm. No final do experimento, foi possivel observar
que, no sistema ICE, o meio de cultura foi totalmente consumido, onde os caules
estavam alongados e com miltiplas brotagSes de coloragio verde-claro, os quais
ndo se encontravam vitrificados (Figura 3B). Com relag3o ao sistema ICL, os
explantes estavam oxidados, vitrificados e com tamanho dos entrends reduzido.
O meio de cultura foi parcialmente consumido e apresentava coloragdo marrom
acinzentada. Alterages na coloragio do meio de cultivo possivelmente
ocorreram devido a liberagdio de compostos fendlicos dos explantes oxidados,
que leva a alteragées no pH do meio de cultivo, afetando a absor¢do de
nutrientes. Estas condi¢des podem ter influenciado na menor eficiéncia desse
sistema quando comparado com o ICE, ja que a morfogénese é totalmente

dependente do pH.

TABELA 2 Nimero médio de brotos maiores que 1 cm, nimero médio de gemas e
comprimento médio dos brotos de E camaldulensis, em diferentes
condictes luminosa.

Niimero médio Nimero médio Comprimento médio
Tratamento de brotos de gemas dos brotos (cm)
ICE! 3,52a 6,00b 4,38b
ICL? 2,76 a 2,52a 1,76 a
*Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de
Mann-Whitney (p>0,05).

'Imersdo continua no escuro, *Imersio continua luz

17



Quando se comparam os sistemas de IT e IC, é possivel observar que as
varidveis analisadas ndo foram influenciadas pelo método, n3o havendo
diferenga estatistica entre elas (Tabela 3). O sistema de IC apresentou tendéncia
para o maior nimero médio de brotos (2,38), enquanto o biorreator de IT
apresentou tendéncia para maiores valores médios de nimero de gemas (2,57) e
comprimento dos brotos (3,52). No biorreator de IT houve um consumo minimo
do meio de cultura durante o experimento, provavelmente pelo pouco tempo em
que os explantes permaneciam em contato com o meio. Ndo foi observada

oxidacdo dos explantes e do meio de cultura.

TABELA 3 Nimero médio de brotos maiores que 1 cm, niimero médio de gemas,
comprimento médio dos brotos e taxa de multiplicagio de E
camaldulensis, em diferentes métodos de cultivo.

Numero médio Numero médio Comprimento médio
Tratamento de brotos de gemas dos brotos (cm)
T 1,76 a 2,57a 3,52a
Ic? 2,38a 1,85a 3,51a

*Médias seguidas das mesmas letras na coluna, n3o diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de
Mann-Whitney (p > 0,05).

'ImersZo temporaria

Imersiio continua

Com base nos resultados apresentados para comparagdo entre tipos de
explante, observa-se que ndo houve diferenca significativa para a varidvel
niimero de brotos entre os sistemas ICR e ICB (Tabela 4). J4 o niimero médio de
gemas e o comprimento médio dos brotos foram influenciados pelo tipo de
explante inoculado. O sistema ICB apresentou os melhores resultados, com
nimero de gemas e comprimento dos brotos cerca de 2 vezes (2,57) e 5 vezes
(3,52) superiores ao ICR, respectivamente. Ndo houve diferenga de consumo

entre os meios de cultura e ndo foi observada oxidagdo dos explantes. Ap6s os
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15 dias de cultivo, os explantes do sistema de ICR apresentavam aspecto de
hiperidricidade, o que pode ter sido proporcionado pelo contato continuo dos
explantes com o meio de cultura apés o segundo subcultivo, levando 4 maior

absorgdo de dgua, ocasionando este distirbio fisioldgico.

TABELA 4 Niumero médio de brotos maiores que 1 cm, nimero médio de gemas e
comprimento médio dos brotos de E. camaldulensis, em diferentes métodos

de cultivo.
Numero médio Nimero médio Comprimento médio
Tr ento de brotos de gemas dos brotos (cm)
ICR! 2,002 1,19a 0,74 a
ICB? 1,76 a 2,57b 3,52b

*Médias seguidas das mesmas letras na coluna, ndio diferem estatisticamente entre si
Pelo Teste de Mann-Whitney {p > 0,05).

Imersdo continua-repique
*Imersdo continua-brotagdes

Os dados da Tabela 5 mostram o efeito do sistema de cultivo no nimero
total de gemas e na taxa de multiplicagdo, tendo sido inoculados 21 segmentos
caulinares em cada biorreator. Observa-se que o sistema ICE apresentou o maior
nimero total de gemas (126) e uma taxa de multiplicagdo de 6 gemas/explante
em 15 dias, sendo estes valores 5 vezes superiores aos encontrados para o
sistema ICR, que obteve os piores resultados. O sistema de biorreator ICE foi
superior por proporcionar maior niimero de brotos e maior taxa de multiplicagio,
o qual ainda pode dobrar a capacidade por utilizar somente um frasco de cultivo,
quando comparado aos sistemas de imersdo temporaria, no qual utilizam-se dois

frascos para um mesmo nimero de explantes.
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TABELA 5 Numero inicial de explantes, nimero total de gemas/tratamento e taxa de
multiplicagdio, entre sistemas de biorreatores para explantes de E.
camaldulensis, apos 15 dias de inoculagdo.

Tratamento ex?l‘;:‘l‘::n'lzax('!:ial T;T:-‘l‘ma:/ ltz:t:::::) mu-{ e 30
Imers3o continua-escuro (ICE) 21
Imers3o continva-luz (ICL) 21 53 2,52
Imersio temporaria(IT) 21 54 2,57
Imersdo continua (IC) 21 39 1,86
Imersio continua-repique (ICR) 21 25 1,19
Imerséio continua-brotagdes (ICB) 21 54 2,57

Partindo do melhor sistema de cultivo (ICE), é possivel observar que ha
um aumento potencial do niimero de explantes, que passam de 21, no inicio do
experimento, para 126 no final dos 15 dias, quando cada explante gera, em
média, 6 novos explantes. Estes resultados mostram o potencial do sistema de
cultivo em biorreatores, principalmente quando se comparam esses resultados
com os do experimento I, no qual os explantes foram inoculados em meio de
cultura sélido, acrescido de reguladores de crescimento, obtendo-se, em média,
6,49 brotos, no final de 60 dias.

O sistema de ICE apresentou uma taxa de multiplicacio proporcional a
do experimento I (60 dias), em menor tempo de cultivo (15 dias). Para a
produgdo de mudas in vitro em escala comercial, os acréscimos obtidos na taxa
de multiplicagdo e no rendimento em brotos sfio fatores de grande importincia
para uma tomada de decisdo. Além disso, a redugfio nos custos pede ser notada
no menor emprego de frascos, na redugio na manipulagio do material, na
redugdo dos trabalhos de repicagem, na auséncia de dgar no meio de cultura e no
aumento nas taxas de multiplicagdo sem adigfio, neste experimento, de

reguladores de crescimento.
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Nesse sentido, os biorreatores apresentam potencial para aumento
significativo no crescimento do material vegetal in vitro, por promoverem maior
disponibilidade de ar no sistema, podendo ser utilizados na micropropagagio de

diversas espécies de interesse comercial, como o E. camaldulensis.

Experimento 3: Efeito de diferentes concentra¢ies de auxina no
enraizamento in vitro. O inicio da emissdo de raizes foi observado no 10° dia
de cultivo e, no 30° dia, as plantulas apresentaram raizes alongadas, com
comprimento variando de 0,5 a 7,0 cm (Figura 3). Com relagfo ao enraizamento,
do total de 100 microestacas inoculadas em todos os tratamentos, 67
apresentaram raiz e as porcentagens entre estes variaram de 50% a 100%
(Tabela 5). Quando se compararam os tratamentos com as mesmas
concentragdes de regulador na presenca e na auséncia de luz, foi possivel
observar que, com exce¢dio do t7, os melhores resultados foram encontrados para
os tratamentos na auséncia de luz.

O resultado encontrado esta de acordo com Assis & Teixeira (1998) que
relatam a importéncia, para algumas espécies, de exposi¢do das brotagdes a um
periodo de escuro, por ter efeito direto ou indireto sobre a produgdio de agucar,
auxinas, fendis e enzimas enddgenas. Para algumas espécies, a redugdo da luz
pode favorecer o estiolamento do caule, o que estimula a indugdo de raizes
adventicias (Brian & Bassul, 1998). Tentativas para viabilizar o enraizamento de
microestacas também foram realizadas para as espécies E. botryoides, E.
camaldulensis, E. deglupta e E. grandis, por Ito et al. (1996). Segundo esses
autores, as microestacas podem ser enraizadas em meio de cultura B5 (Gamborg
et al., 1968), com a concentragdo de sais reduzida quatro vezes, concentragdes
de ANA variando de 0 a 0,002 mg L. Em outro trabalho, Bennett & McComb
(1982) observaram que o meio de cultura MS/2, acrescido com 1,16 mg L™ de

AIB, induziu o enraizamento de 35% das microestacas de E. marginata.
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Entretanto, Bunn (2005), utilizando combinagdes de ANA e AIB para o
enraizamento de microestacas de E. impensa, observou o enraizamento de 73%
das plantulas, quando submetidas & combinagio de 0,45 de ANA e 0,058 mg L
de AIB. Segundo Souza et al. (2007), as auxinas mais comuns empregadas nos
meios de enraizamento sdo ANA, AIB e AIA. A principal diferenga entre elas,
além da parte estrutural da molécula, ¢ a estabilidade que decresce, onde a
auxina ANA € mais estavel que a auxina AIA, sendo assim, parte dos trabalhos

de enraizamento in vifro utiliza as auxinas ANA e AIB.

FIGURA 3 Aspecto de uma brotagiio enraizada in vitro de E. camaldulensis, ap6s 30
dias de cultivo (Barra 0,5 cm).
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TABELA 5 Percentagem de enraizamento, nimero médio de rajzes em brotagdes, nimero de folhas, comprimento médio da raiz
principal (cm) e comprimento médio das plantulas (cm) de Eucalyptus camaldulensis obtido utilizando-se diferentes
concentragdes de auxina (0, 2x, 4x, 8x e 20x). Tratamentos (t1-t5) submetidos a 15 dias de escuro. Tratamentos (t6-t9)

submetidos a fotoperiodo de 16 horas, durante os 30 dias de experimento.

Auséncia de luz Presenga de luz
tl 2 t3 t4 t5 t6 t7 18 19
% enraizamento 100 70 70 90 80 50 100 50 60
Nomero médio de raizes 24a 2,7a 45a 56a 56a 5,6a 47a 28a 5,1a

Nuimero médio de folhas 133a 12,1a 118a 13,0a 17,2 a 150a 154a 13,0a 141a

Comprimento médio da 1,5a 28a 35a 1,3a
raiz
Comprimento médio das 33a 37a 39a 47a 40a 45a 4,1a

plfintulas

35a 35a 2,7a

*Médias seguidas das mesmas letras na linha nfo diferem estatisticamente entre si, pelo Teste de Scott & Knott (p>0,05).



Para as concentra¢des de auxina utilizadas nos tratamentos, nio foram
observados calos na base das microestacas. Segundo Grattapaglia & Machado
(1998), independente da formula estrutural da auxina, a excessiva concentragio
no meio de cultura pode ser téxica e também favorecer a formagdo de calos na
base das microestacas, comprometendo tanto a rizogénese como o crescimento da
parte aérea.

Com relagdo ao niimero médio de raizes por planta, ndo houve diferenga
significativa para o fator concentragdo de auxina. Os maiores nmimeros de raizes
por explante ocorreram quando as microestacas permaneceram na concentrag3o
de 8x e 20x de auxina por 12 horas em periodo de escuro e quando submetidas a
fotoperiodo no tratamento controle, apresentando 5,6 raizes/microestaca (Tabela
5). O resultado mostra que, possivelmente, esta espécie apresenta concentragdes
suficientes de auxinas endégenas para a formagdio de raizes, provavelmente em
virtude do actimulo de auxinas provenientes das folhas ou gemas. Tal acumulo
resulta no aumento da atividade metabdlica do tecido e, consequentemente, na
formagdo de raizes (Wareing & Phillips, 1981).

O numero médio de folhas e o comprimento médio da raiz principal ndo
apresentaram diferengas significativas entre as médias dos tratamentos
comparados. Portanto, as diferentes concentragdes de auxina, bem como o
periodo de escuro, ndo foram significativos para esta varidvel (Tabela 5). Quando
se compararam os tratamentos controle, foi passivel observar que houve uma
tendéncia do tratamento submetido ao periodo de escuro formar raizes mais
longas (Tabela 5), evidenciando que, na auséncia de regulador de crescimento, é
necessdrio um periodo de auséncia de luz para o alongamento das raizes.

Nas diferentes concentragdes de AIB testadas, a resposta do regulador sé
teve diferenca significativa para a varidvel comprimento da plantula, em que os
melhores resultados foram encontrados para os tratamentos 6 e¢ 9, com

comprimento médio de 6 cm e 5,9 cm, respectivamente (Tabela 5). Os melhores
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resultados para esta varidvel foram encontrados quando o experimento foi
conduzido em sala de crescimento sob fotoperiodo, mostrando que o crescimento
da planta é totalmente dependente de luz. Esta resposta poderia estar relacionada
com um melhor aproveitamento da radiagdo fotossinteticamente ativa, fazendo
com que ocorresse uma melhor absorgdo de nutrientes do meio de cultura, apés a
formagdo das raizes. Além do mais, o aumento da intensidade luminosa durante
os ultimos estdgios da fase de enraizamento pode facilitar a aclimatizagiio e
aumentar a sobrevivéncia das plantulas, uma vez que estimula a fotossintese, o
aumento da cera epicuticular e a melhoria da relag@io hidrica (Leite et al., 2000).
Estes resultados também podem ser explicados pelo nmimero médio de raizes
encontrados para estes tratamentos, 5,6 e 5,16, respectivamente (Tabela 5), ja que
as raizes parecem ser os principais locais de biossintese natural de citocininas,
reguladores vegetais que estimulam o crescimento, o alongamento ¢ a
multiplicagdo da parte aérea.

Quando os explantes foram submetidos a um periodo de escuro, o
tratamento 5, com concentragio de 8x de auxina, apresentou o melhor resultado,
com crescimento médio de 4,7 cm, para esta condi¢io de cultivo.

Diante dos resultados obtidos, pode-se observar que, entre os tratamentos
avaliados, t1 e t7 foram considerados os mais indicados para o enraizamento in
vitro de E. camaldulensis, por proporcionarem o enraizamento de 100% das
plantulas sem regulador de crescimento ou com uma concentragdo baixa no meio

de cultura, levando, assim, a uma redugio dos custos no processo.

Experimento 4: Aclimatiagio das plantas. Todas as plantulas que
apresentaram raiz no experimento anterior passaram para fase de aclimatizagdo.
As 67 plantas foram aclimatizadas por 15 dias em cimara de nebulizagio, sendo
observado, apds este periodo, 76% de sobrevivéncia (Figura 4). Resultados

inferiores foram encontrados por Bennett & McComb (1982), que aclimatizaram
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plantulas de E. marginata em sala de crescimento com uma mistura de areia e
turfa estéreis, na proporgdo de 3:1. A umidade foi reduzida gradativamente e,
apés quatro semanas, a sobrevivéncia foi avaliada sendo encontrado um valor
médio de 50%. J4 resultado superior foi encontrado por Bandeira et al. (2007)
que, avaliando a aclimatizagdo em casa de vegetac3o de clones de Eucalyptus
urophylla x E. grandis enxertados in vitro, observaram a sobrevivéncia de 87%
das plantas.

O sistema radicular, bem como o comprimento da parte aérea e o niimero
de folhas, foi observado apds a aclimatizagdo, tendo sido encontrados ntimeros
médios de 4,2 raizes/planta e comprimento de 2,6 cm. As plantas que
apresentavam, antes da aclimatizagdo, uma unica raiz, sendo esta longa, nio
foram capazes de sobreviver, quando transferidas para o substrato em condigo ex
vitro. O resultado indica que a espécie nfio possui grande capacidade de
enraizamento de estacas, pois, ap6s a morte da raiz, outras ndo foram originadas,
levando as plantas 4 morte. Provavelmente, isso se deve ao longo comprimento
das raizes na ocasido do transplantio, ocasionado maiores danos quando as
plantulas foram removidas do meio de cultura e transplantadas para substrato.

Segundo Debergh & Maene (1981), apenas em algumas espécies as raizes
produzidas in vitro s3o funcionais e n3o morrem apés transferidas para a
condigdo ex vitro. Para Grattaplagia & Machado (1990), o sucesso do transplantio
¢ determinado pelo tipo do sistema de raizes obtido no enraizamento in vitro. As
raizes mais curtas sdo as mais adequadas, uma vez que se apresentam em fase de
crescimento ativo, facilitando a sobrevivéncia da planta, conforme demonstrado
neste trabalho.
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FIGURA 4 Processo de aclimatizagio em cimara de nebulizagio de plantulas de E.
camaldulensis enraizadas in vitro, apés 15 dias de aclimatizagio
(Barra 0,5 cm).

O tamanho médio da parte aérea foi de 5 cm e ndo foram observadas
alteragdes fenotipicas. As plantas aclimatizadas apresentaram um niimero médio
de 9,7 folhas, com coloragdo verde intenso. Nio foi observada murcha das folhas,
indicando que as plantas sofreram menor estresse no processo de aclimatizagdo.
Essa ocorréncia pode estar relacionada com a alta umidade dentro da cimara de
nebulizagdo, o que faz com que as folhas permanegam umidas, levando a redugio
da taxa de transpiragio e evitando-se, dessa forma, a desidratacéo das plantas.

Antes da transferéncia das plantas para aclimatizagio, estas apresentavam
tamanho médio de 4,2 cm, com média de 13,8 folhas/plantula. Possivelmente,
apos a aclimatizagdo, o nimero de folhas se apresentou menor devido a ciclagem
natural dos elementos, os quais podem ter sido utilizados durante o crescimento,

quando as plantas aclimatizadas estavam 0,8 ¢cm maiores do que no inicio da
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aclimatizagdo. Estes resultados demonstram que a aclimatiza¢do de plantulas em
cdmara de nebulizagdo € eficiente, por apresentar um indice elevado de
sobrevivéncia e proporcionar o metabolismo efetivo ao se obter as plantas
aclimatizadas, o que pode ser comprovado pela sobrevivéncia das plantulas ap6s

45 dias da aclimatizagdo (Figura 5).

FIGURA 5 Plantas de E. camaldulensis, ap6s 45 dias de aclimatizagdo.

CONCLUSOES

O meristema com tecido adjacente favoreceu um maior nimero de
brotos/explante, no final dos 60 dias de avaliagio.

Entre os biorreatores avaliados, o sistema de imersdo continua no escuro
proporcionou maior nimero de brotagdes e maior taxa de multiplicagdo, o que

indica ser este o mais apropriado para propagag¢do de E. camaldulensis.
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Para o enraizamento in vitro de E. camaldulensis, o meio de cultura sem
auxina, submetido a escuro por 15 dias e meio de cultura suplementado com 2x
de auxina, permanecendo na presenga de luz, proporcionaram o enraizamento de
100% das plantulas.

A aclimatizagdo de plantulas de E. camaldulensis é eficiente por
apresentar alta taxa de sobrevivéncia (76%).

Foi possivel micropropagar a espécie E. camaldulensis utilizando-se,

como explante, tecido meristematico.
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RESUMO

O Eucalyptus se destaca no cendrio da silvicultura no Brasil e no mundo, devido a
sua adaptabilidade e a rapidez no crescimento, aliadas a produgdo de fibras e
polpa de madeira de alta qualidade a um baixo custo. Devido & sua grande
importdncia, a implementagdo de técnicas de melhoramento baseadas em
métodos de transformagdo genética permitira reduzir os longos ciclos de
melhoramento e evitar a manipulagdo de drvores adultas. Os sistemas de
transformagdo genética requerem protocolos de regeneragdo que permitam obter
plantas transgénicas a partir de grupos de células transformadas. Nesse sentido, a
otimizagdo de um protocolo eficiente de regeneragdo pode fornecer subsidios ao
processo de estabelecimento in vitro. No presente trabalho, foram utilizados
fragmentos foliares com a finalidade de avaliar a indugdo de calogénese,
determinar a curva de crescimento de calos e otimizar o protocolo de
transformacdo genética de folhas e calos via cocultivo com A. tumefaciens. Foram
avaliados dois diferentes meios de calogénese. O meio de cultivo LCBM-4,
suplementado com auxina, citocinina, dgua de coco e com concentracio de
nitrogénio reduzida, proporcionou os melhores valores para massa fresca, seca e
volume. Observou-se um aspecto sigmoide da curva de crescimento de matéria
fresca dos calos, com cinco fases distintas. A transformagdo genética das folhas
proporcionou a observagdo de expressdo transiente do gene gus, utilizando a
técnica de agrobiobalistica, ndo havendo diferengas significativas entre os tempos
de infecgdo. Os calos infectados por A. tumefaciens apresentaram expressdo
transiente nos tempos analisados. Com base nos resultados encontrados, foi
possivel estabelecer um protocolo de regeneragdo por meio de explantes foliares
de E. camaldulensis inoculados com A. tumefaciens.

Palavras-chave: calogénese, curva de crescimento, eucalipto, transformagdo

genética

33


danielle
New Stamp

danielle
New Stamp


INTRODUCAO

Espécies do género Eucalyptus sdo responsaveis pelas maiores areas de
reflorestamento no mundo. Isso se deve ao grande numero de espécies desse
género e a grande plasticidade ecoldgica, tornando-o matéria-prima de inumeras
industrias florestais.

As indastrias brasileiras que utilizam o eucalipto como matéria-prima
para a producdo de papel, celulose e demais derivados representam 4% do
Produto Interno Bruto, 8% das exportagdes e geram, aproximadamente, 150 mil
empregos. A produgdo brasileira concentra-se em Minas Gerais e em Sido Paulo,
os quais lideram a produgdo nacional; em seguida, com menor produgdo, estdo os
estados do Parana e Santa Catarina, devido as restrigGes climdticas para o género
(Sociedade Brasileira de Silvicultura, SBS, 2007).

O melhoramento genético e as praticas silviculturais contribuiram
significativamente para o aumento da produtividade em plantios florestais e para
o ganho genético em espécies de grande valor econdmico. A aplicagdo de
métodos de melhoramento genético convencional, por sua vez, apresenta
limitagtes, devido ao longo ciclo reprodutivo das espécies arbdreas e a
dificuldade em conseguir melhorias significativas em caracteres complexos, tais
como propriedades da madeira, tolerdncia a pragas e doengas e estresses abidticos
(Nehra et al., 2005).

Neste aspecto, os sistemas de cultura in vifro e engenharia genética
oferecem oportunidades de produzir novos gendtipos de interesse para a industria
florestal por meio de processos como mutagénese e variagdo somaclonal
(Confalonieri et al.,, 2003). Para estes estudos, torna-se necessdrio o
conhecimento do comportamento das espécies nas condigdes in vifro.

Nesse sentido, as espécies de eucalipto tém sido amplamente pesquisadas,

com resultados significativos, sendo a organogénese indireta uma das técnicas
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mais utilizadas na micropropagagio, por proporcionar uma alta taxa de brotos a
partir de calos (Lainé & David, 1994; Moralejo et al., 1998).

Os eventos organogénicos ocorrem mediante a desdiferenciagdo e a
rediferenciagdo celular, dependendo da retomada da atividade meristemdtica em
células maduras diferenciadas ou em um tecido calogénico desorganizado. O
processo de organogénese in vitro ¢ complexo, com atuagdo de multiplos fatores
externos e internos, envolvendo interagdo entre fonte de explante, meio de cultura
e fatores do ambiente (Joy IV & Thorpe, 1999).

Este processo depende, também, da agdio de reguladores de crescimento
exdgenos, em particular auxinas e citocininas, ¢ da habilidade do tecido em
responder a essas mudangas hormonais, durante o periodo de cultivo (Alves et al.,
2004). A maior vantagem de se utilizar a organogénese indireta como ferramenta
para a produgdo de massa clonal e regeneragiio de plantas é o seu potencial de
desenvolver altas taxas de multiplicagdo, reproduzindo grandes quantidades de
plantas uniformes (Arenhart & Zaffari, 2008).

Diversas espécies de Eucalyptus tém sido regeneradas por meio da
organogénese indireta, dentre elas Eucalyptus gunnii (Hervé et al., 2001), E.
grandis X E. urophylla (Alves et al., 2004), E. camaldulensis (Rahim et al., 2003,
Dibax et al., 2005), E. erythronema e E. stricklandii (Glocke et al., 2006).

Aliada as técnicas de micropropagacdo in vitro e com a finalidade de
atender & demanda do setor florestal, a transformagdio genética em plantas
lenhosas tem despertado atengdo. A transformagdo genética utiliza duas
estratégias para realizar a transferéncia de genes em plantas: forma direta e
indireta. Na transferéncia direta, o principal método € o da biobalistica e, na
transferéncia indireta, utiliza-se um vetor para promover a transferéncia do gene,
e o principal vetor utilizado atualmente é a Agrobacterium tumefaciens. Uma
variagdo da tecnologia de biobalistica é a utilizagdo dessa técnica em associagdo

com a transformagdo via Agrobacterium. A técnica tem a vantagem de aumentar
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a frequéncia de transformantes, uma vez que os microferimentos n3o prejudicam
a célula vegetal e sdo suficientes para a indugdio da transferéncia do T-DNA.
Atualmente, este novo método de transformagio € conhecido como
agrobiobalistica (Bidney et al., 1992; Brasileiro et al., 1996).

Considerando a transformagdo genética entre as espécies do género
Eucalyptus, o E. camaldulensis foi a primeira espécie utilizada para estudos de
transformagdo genética via Agrobacterium tumefaciens e, atualmente, é a mais
pesquisada devido a sua relevancia econdmica e a facilidade de regeneragdio (Ho
et al., 1998; Chen et al., 2003).

Dessa forma, métodos eficientes para a regeneragio de clones
selecionados pela via organogénica, utilizando como explante folha de material
rejuvenescido, podem constituir uma alternativa de multiplicacdo vegetativa,
além de atender a programas de transformagao genética. Assim, os objetivos para
a realizacdo do presente estudo foram desenvolver um sistema de transformacdo
genética utilizando a técnica de agrobiobalistica, via cocultive com
Agrobacterium tumefaciens; avaliar os efeitos da agua de coco e da redugdo do
nitrogénio na indugfo de calos organogénico de E. camaldulensis e determinar a

curva de crescimento dos calos.

MATERIAIS E METODOS

Os estudos propostos foram conduzidos no Laboratério Central de
Biologia Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras, em Lavras, MG.
Os experimentos foram instalados em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16
horas, com irradidncia de 40 pmol m? s*, fornecida por luz branca fria, a

temperatura de 27+2°C,
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Experimento 1: Efeito da dgua de coco e da redu¢io do nitrogénio na
calogénese de explantes foliares de E. camaldulensis. Para a indugdo de calos
foram utilizados segmentos de folhas de Eucalyptus camaldulensis, com tamanho
médio de 1 cm’, provenientes de partes aéreas de plantulas estabelecidas i vitro.
Os segmentos foliares foram inoculados com a parte abaxial em contato com o
meio de cultura em placas de Petri contendo 50 mL de meio de cultura e vedadas
com filme PVC. Foram efetuados cortes nas superficies laterais do explante,
favorecendo o contato com o meio nutritivo.

Com a finalidade de avaliar o efeito da redugio do nitrogénio e da dgua
de coco na calogénese, dois tratamentos foram realizados. Estes foram mantidos
na auséncia de luz, por 30 dias (Fase 1) e, posteriormente, transferidos para
condigdo de luz, por outros 30 dias (Fase 2).

No tratamento 1, os explantes foram inoculados em meio de cultura
LCBM-4 suplementado com auxina e citocinina. O tratamento 2 foi composto
pelo meio de cultura LCBM-4 suplementado com citocinina, auxina, igua de
coco e com a concentragdo de nitrogénio reduzida. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de dez explantes cada.
Foram avaliadas as varidveis massa fresca e seca, volume do calo e porcentagem
de drea do explante, com formagdo de calo (score), conferindo as seguintes notas:
0 — auséncia de calo, 1 —25% de calogénese, 2 — 50% de calogénese, 3 — 75% de
calogénese e 4 — 100% de calogénese. As varidveis massa fresca e seca foram
analisadas pelo teste de Tukey e o score foi analisado pelo teste de Mann-
Whitney (Ferreira, 2005), ambos a 5% de significdncia.

Experimento 2: Estabelecimento da curva de crescimento de calos de E.
camaldulensis. Para a obtengd3o da curva de crescimento, segmentos de folhas
jovens de plantas cultivadas in vifro em sala de crescimento foram utilizados

como explantes. Os segmentos foliares com, aproximadamente, 1,0 cm® foram
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inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura LCBM-4
suplementado com citocinina, auxina, d4gua de coco e com a concentragdo de
nitrogénio reduzida. O experimento foi conduzido em sala de crescimento, a
27+2°C, na auséncia de luz.

As avaliagdes para fins de obten¢3o da curva de crescimento foram
realizadas a partir do primeiro dia da inoculagio (tempo 0), até o 992 dia, com
intervalos entre as pesagens de 9 dias, gerando 12 pontos de analise. Foram
inoculados 50 tubos de ensaio e, destes, 10 foram selecionados para
acompanhamento do peso fresco. Os calos foram cuidadosamente colocados em
placa de Petri estéril, vedada com filme PVC, mantendo-se, assim, a condigdo
asséptica para que eles pudessem retornar ao meio de cultura. Os calos foram
pesados com auxilio de uma balanga de precisdo, tendo as andlises sido realizadas
a partir do peso fresco dos 10 mesmos calos.

O percentual de crescimento dos calos foi determinado segundo a
equagdo determinada por Lameira et al. (1996):

% crescimento  — I_’PLPr x 100
f

sendo P;= peso inicial e P,= peso final de calos

A taxa de crescimento foi calculada de acordo com Teixeira et al. (2004),

pela seguinte formula:

TCM - InP—InP;
t

sendo TCM = taxa de crescimento médio; In = logaritmo neperiano; Py =
peso final da matéria fresca; P; = peso inicial da matéria fresca e 1 = o periodo de

cultivo, em dias.
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Experimento 3: Transformacio genética. Foram realizados dois experimentos
de transformagdo, utilizando como vetor Agrobacterium tumefaciens. No
primeiro experimento, foi realizada a técnica de agrobiobalistica, utilizando
tecidos foliares e, no segundo, procedeu-se a inoculagdo direta em calos com
agrobactéria. Nos experimentos, utilizou-se a linhagem de Agrobacterium
tumefaciens EHA 105 contendo o vetor pCambia 3301, com a construgdo
35S::GUS::NOS, contendo o gene repdrter gus e o gene marcador de selegdo bar,
cujo agente seletivo é a fosfonitrocina. Para o experimento de transformacio, a
agrobactéria foi inoculada em meio LB liquido (NaCl 10 mg L, extrato de
levedura 5 mg L™, triptona ou peptona 10 mg L), na presenca do antibidtico
kanamicina (50 mg L"), a 28°C “overnight”, sob agitagdo constante (200 RPM).

- Transformagdo por agrobactéria. A técnica utilizada foi a transformagdo por
agrobiobalistica, na qual o bombardeamento com microparticulas foi utilizado
como método auxiliar para causar macro e microferimentos nos tecidos, com o
objetivo de aumentar a eficiéncia da transformagdo via Agrobacterium. O
bombardeamento foi realizado por meio do acelerador de particulas descrito por
Sanford et al. (1991), sendo utilizadas microparticulas de tungsténio M10 (GTE
Sylvania Chemicals/Metals), cujo preparo baseou-se no sistema desenvolvido no
Laboratério de Biobalistica do Cenargen-Embrapa (Aragio et al., 1996). A
pressdo de gds hélio utilizada no experimento foi de 1200 PSI e a distincia de véo
das microparticulas foi de 9,5 cm, sendo realizado 1 tiro por repeticio. Os
explantes foliares foram cortados em, aproximadamente, 1,0 cm?, bombardeados
com particula nula e colocados em contato com a cultura bacterianaem 0, 4,6 ¢ 8
minutos, sob agitagdo. A densidade 6ptica utilizada (D.O. Aggonm) foi de 0,95.
Apds o contato com a bactéria, os explantes foram levemente secos em papel
toalha estéril. Os explantes foram cocultivados com a bactéria por 5 dias e, ap6s

este periodo, a eficiéncia do protocolo foi avaliada por meio da expressdo do gene
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gus por reac3o catalisada pela B-glucuronidase, na presenga de X-gluc (Jefferson,
1987). Para a anilise, foram retirados dois explantes, aleatoriamente, de cada
placa de Petri, totalizando 10 explantes por tratamento, sendo estes imersos em
solugdo composta por 10 mM Na,EDTA.H,0, 0,1% Triton X-100, 0,1 mM
NaH,PO,, 0,5 mM K Fe(CN)s, € 250 pg mL™' de X-gluc e incubados, a 37°C, por
um perfodo de, aproximadamente, 16 horas. Apés o periodo de reagdo, os
explantes foram transferidos para etanol, com a finalidade de se retirar a clorofila
de tecidos verdes e permitir uma melhor visualizagdo da coloragiio azul. A
avaliagdo da expressdo gus foi feita com o auxilio do estereoscépio Olympus
SZH10, com méaquina fotogrifica Canon Power Shot A620 acoplada. Os pontos
azuis, referentes aos ferimentos realizados pelo bombardeamento com particula
de tungsténio, foram contados e as imagens foram registradas digitalmente.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 5
repeticdes contendo 10 explantes cada, totalizando 50 explantes por tratamento.
A andlise do experimento realizada pelo Teste de Scott-Knott, a 5% (Ferreira,
2005).

-Transformagdo de calos. Com a finalidade de se obter os calos para
transformagdo, explantes foliares de 1 cm? foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura LCBM-4 suplementado com citocinina,
auxina, dgua de coco e com a concentragio de nitrogénio reduzida. Os explantes
foram cultivados na auséncia de luz até a formagdo de calos (aproximadamente
30 dias). O cultivo da A. fumefaciens e a metodologia de transformagdio foram
realizados segundo protocolo desenvolvido por Cruz et al. (2004). A densidade
Optica utilizada para transformagdo dos calos foi de 0,2, sendo este valor obtido
apés centrifugagdo do indculo e diluigdo do pellet em meio liquido LB. Os
tempos de inoculagio dos calos com A. fumefaciens foram de 0, 15 e 30 minutos;

ap6s a inoculagdo, os calos foram secos em papel toalha estéril e colocados em
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placa de Petri contendo meio de regeneragio LCBM-4 suplementado com
citocinina, auxina, dgua de coco e com a concentragdo de nitrogénio reduzida,
permanecendo por 5 dias na auséncia de luz para cocultivo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com 3 repeti¢des por tratamento e
cada repetigdo foi composta por 20 calos de 150 mg cada.

Apés o cocultivo, uma repeticdo foi utilizada para verificar a expressdo
do gene gus (ensaio realizado como experimento anterior). As demais repetigdes
foram transferidos para meio de regeneragio na presenga de 500 mg L™ do
antibidtico Timentin® permanecendo até a regeneragio das brotagdes. As
brotacdes que apresentaram +0,5 cm de comprimento foram transferidas para
meio de cultura LCBM-1 suplementado com 500 mg L™ do antibiético Timentin®
+ 0,006 mg mL™ (6PPT) do herbicida Finale®. Apés 15 dias, os explantes foram
transferidos para um novo meio LCBM-1 na presenga de 500 mg L7 de
Timentin® + 0,009 mg mL™ do herbicida Finale® (9PPT), onde permaneceram até
o momento da avaliag@o. Foram avaliados o niimero de brotos/calo e o numero de
explantes que sobreviveram a selegdo, até o momento da avaliagdo, apds 30 dias

de cultivo em meio seletivo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Efeito da dgua de coco e do nitrogénio na calogénese. A
presenga de calos foi detectada 20 dias apés a inoculagdo, tanto para os explantes
do tratamento 1 quanto do tratamento 2. A partir do 30° dia, quando os explantes
foram levados para sala de cultivo na presenga de luz, o experimento 1
apresentou desenvolvimento inferior em relagio aos explantes do experimento 2,
mantendo esta caracteristica até a avaliagdo final, aos 60 dias. Considerando a

propor¢do de recobrimento da drea do explante, ndo foram observadas diferengas

41



estatisticas na formacdio de calos, a 5% pelo Teste de Mann-Whitney; para os
experimentos 1 e 2, a média da formagio de calos foi 3, correspondendo a 75%

da drea dos explantes coberta por calos (Tabela 1).

TABELA 1 Valores médios das caracteristicas: score, massa fresca, massa seca e volume
de calos de E. camaldulensis, em fungdio da calogénese.

Formacgdo de Massa fresca Massa seca Volume
Tratamento calos (score) média (g) média (g) médio (mm?)
Tratamento 1 3,40a 1,56a 0,32a 2,22a
Tratamento 2 3,18a 2,50b 0,49b 3,20b

*Médias seguidas de letras diferentes na coluna, diferem estatisticamente entre si, pelo
Teste de Mann-Whitney (score) e Tukey (p > 0,05).

As caracteristicas massa fresca, massa seca e volume dos calos foram
influenciadas pela reducdo do nitrogénio e pela adig3o de dgua de coco no meio
de cultura, sendo observadas diferengas significativas entre os tratamentos pelo
Teste de Tukey (p>0,05). Os melhores resultados foram encontrados para o
tratamento 2, que apresentou melhores médias, indicando que a inoculagdo dos
explantes no meio de cultura com metade da concentragfo original de nitrogénio
e suplementado com agua de coco praporcionou maior absor¢do de dgua e melhor
desenvolvimento dos calos durante esse periedo. Ao final de 60 dias, os calos
apresentavam um teor de umidade de 80% no tratamento 1, contra 66% no
tratamento 2. O efeito estimulatério da dgua de coco no tratamento 2 pode ser
explicado pelo fato de este aditivo ser rico em glicose e frutose, sais minerais,
mioinositol, citocininas, bem como nucleotideos e outros compostos organicos
(Ferreira et al., 1998), os quais sdo necessérios para o processo de formagdo e

desenvolvimento dos calos.
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Com relagdo a influéncia do nitrogénio, sabe-se que tanto a morfogénese
quanto o crescimento em culturas in vitro so sensivelmente influenciados pela
disponibilidade de N e pela forma como é fomecido (NH,"; NO5) e, apesar de os
mecanismos ndo estarem perfeitamente elucidados, um suprimento de N parece
ser benéfico para a formagéio da parede celular e a atividade dos reguladores de
crescimento. Portanto, a redugdio das concentragdes de N fornecidas no meio de
cultura pode ter favorecido uma maior assimilagio dos reguladores de
crescimento, proporcionando os melhores resultados de calogénese observados no
tratamento 2.

O tratamento 2 proporcionou a produgdo de calos mais volumosos, sendo
estes os mais indicados para um subcultivo, por apresentarem maiores massas
fresca e seca. O valor para massa seca observado no tratamento 2 (0,49 g) foi
35% maior que no tratamento 1 (0,32 g), indicando que, no tratamento 2, os calos
possuem mais carbono e outras particulas solidas armazenadas. Presume-se que a
maior parte do carbono seja acumulada nas células na forma de amido, que
funciona como uma reserva de energia requerida para a morfogénese, uma vez
que desaparece rapidamente quando os meristemoides ou os primérdios foliares
sdo formados. Consequentemente o processo de calogénese observado no
tratamento 2 tem maiores possibilidades de proporcionar a propagagio em massa
de E. camaldulensis, visto que a cultura de calos é um pré-requisito para a

transformagio genética de plantas.

Experimento 2: Curva de crescimento de calos de Eucalyptus camaldulensis.
O aspecto geral da formagdo de calos induzidos in vitro com base em segmentos
foliares de E. camaldulensis inoculados em meio de cultura LCBM-4
suplementado com citocinina, auxina, 4gua de cocco € com a concentragdo de
nitrogénio reduzida, estd exemplificado na Figura 1, desde a inoculagio até 99

dias de cultivo.
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FIGURA 1 Aspecto geral de calos de E.camaldulensis formados a partir de segmentos
foliares inoculados in vitro em meio de cultura LCBM-4 suplementado com
citocinina, auxina, dgua de coco e com a concentragiio de nitrogénio reduzida.
A-apds inoculagio, B-9 dias, C-36 dias, D-72 dias, E-99 dias (Barra 5 mm).

Os resultados referentes as avaliagdes de crescimento podem ser
observados no Figura 2. Os gréficos referentes a peso médio dos calos (Figura
2A), percentual de crescimento (Figura 2B) e taxa de crescimento médio (Figura
2C) se referem a dados de crescimento real, ja que os mesmos calos foram
pesados em todos os 12 pontos, durante o experimento. A curva de crescimento
dos calos apresentou um padrdo tipo sigmoide, com tendéncia de ganho de
matéria fresca em fung¢do do aumento do tempo de cultivo. No periodo analisado
(99 dias de cultivo), foi observada a presenga de cinco fases de crescimento
distintas (lag, exponencial, linear, desaceleragdo e declinio), ndo sendo detectada
a fase estaciondria. Esse tipo de curva de crescimento sigmoide ja foi observado
em outras espécies de plantas lenhosas, como castanha-do-brasil (Serra, 2000),

cafeeiro (Santos et al., 2003) e sangra-d’agua (Lima et al., 2007).

44



/

Peso médio dos
calos (grainus)

lag

exponencial linear

desaceleragfio

[T PRI NPV SV-§ — S v
declinio

© L bbb Vb bbvdod

9 18 27 36 45 54 63 7 8 90 99

z

Tempo(dias)

120 -

100 -

Percentual de
crescimento (%)

7~
>+]
N
.
B
'E.
g

Taxa de crescimento
médio (gramas)

0 - - : - T : -
0 9 18 27 36 45 54 63 72 81 90 99 108

Tempo(dias)

FIGURA 2 Curvas de crescimento indicando o crescimento e o desenvolvimento de calos
de Eucalyptus camaldulensis. A — Peso médio (gramas/dia); B — Percentual de
crescimento; C — Taxa de crescimento médio (gramas/dia).
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A fase lag, na qual as células do explante preparam-se para a divisdo
celular, acumulando biomassa, ocorreu até o 9° dia de inoculagdo, periodo em que
foram observados a maior taxa de crescimento 0,23 gramas/dia e o maior
percentual de crescimento de 87% (Figura 2). Virios estudos tém demostrado que
o periodo da fase lag varia de acordo com a espécie estudada. Em estudos da
curva de crescimento de calos obtidos por meio de segmentos foliares de
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb), Landa et al. (2000) verificaram a
ocorréncia da fase lag até o 7° dia de cultivo. Serra et al. (2000), no entanto,
observaram a ocorréncia desta fase até o 30° dia apés a inoculagdo de segmentos
foliares de castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa).

A fase de crescimento exponencial, periodo em que ocorre a maxima
divisdo celular, acorreu entre 0 9% e o 36? dias apds inoculagdo, com taxa de
crescimento médio de 0,14 gramas/dia e percentual de crescimento de 40%. O
resultado estd de acordo com o encontrado por Landa et al. (2000), que
observaram essa fase entre o 7% e o 352 dia de cultivo, em calos de segmentos
foliares de pequizeiro. Segundo Shimizu et al. (1977), a fase lag pode ser
considerada como a fase produtora de energia e a fase exponencial como fase
biossintética. Dessa forma, sugere-se que a repicagem dos calos destinados a
transformacgdo genética seja realizada nesta fase, estando as células em méxima
atividade metabdlica, tornando-se, assim, mais aptas 3 transformacgdo via A4.
tumefaciens. '

O periodo de crescimento linear, em que ocorre diminui¢io da divisdo e
aumento da drea celular, foi observado entre o 36% ¢ o 81° dia de cultivo,
apresentando taxa de crescimento de apenas 0,08 gramas/dia, correspondendo a
17%. Entretanto, Lima et al. (2007) observaram que a fase linear da curva de
crescimento para explantes foliares de sangra-d’dgua (Croton urucurana) ocorreu

somente entre o 70% e o 98° dia de cultivo. Resultado semelhante foi observado
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por Santos et al. (2003) que obtiveram essa fase entre 0 77° e o 88? dia de
cultivo de explantes foliares de Coffea arabica.

O intervalo de desaceleragdo do crescimento foi observado entre 0 812 e o
90° dia de inoculagdo, com uma taxa de crescimento de apenas 0,07 gramas/dia,
representando 2% do crescimento. Segundo Smith (1992), é nessa fase que os
calos devem ser repicados, em razio, principalmente, da redugfio de nutrientes, da
secagem do agar ouw, mesmo, do aciimulo de substincias téxicas no meio de
cultura, que ocorre como consequéncia da redugdo do oxigénio no interior das
células. Nesse contexto, os resultados indicam que a repicagem de calos
provenientes de folhas de E. camaldulensis deve ser efetuada antes do inicio da
fase de desaceleragdo, ou seja, aos 72 dias de cultivo, a fim de que ndo haja
comprometimento da multiplicagdo e da divisio celular. Resultado semelhante foi
encontrado por Lima et al. (2007) que estudaram a curva de crescimento de calos
de sangra-d'agua (Crofon urucurana) e também recomendam que a repicagem
seja feita préximo aos 70 dias apés inoculagio. O crescimento dos calos para a
espécie chegou a fase estaciondria entre o 75% e 90° dia de inoculagdo, com
apenas 3% de crescimento neste periodo.

Observou-se a fase de declinio a partir do 90° dia até a ultima avaliaggo,
aos 99 dias de cultivo dos calos obtidos a partir de segmentos foliares de E.
camaldulensis, havendo, neste periodo, perda de massa, ocasionando uma queda
de 7,4% no crescimento.

Os resultados apresentados pela curva de crescimento de calos de E.
camaldulensis formados com base em segmentos foliares indicam que o alto
percentual de crescimento alcangado da fase lag ao 9° dia de cultivo estd
associado ao rdpido crescimento da espécie, o qual, possivelmente, se deve a

ocorréncia de um ciclo celular também rapido.
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Experimento 3: Transformacgio genética. A influéncia de diferentes tempos de
inoculagiio na transformagdo genética de E. camaldulensis utilizando a técnica de
agrobiobalistica no tecido foliar foi avaliada por meio de expressdo transiente da

enzima f-glucuronidase em explantes foliares, em que foi considerado resultado

positivo o surgimento de pintas com coloragdo azul (Figura 3).

FIGURA 3 Expressio transiente do gene gus em folhas de E. camaldulensis, apés
cocultura em ODgyonm= 0,95 . (A) Folha ndo inoculada; (B) Folha exibindo
expressio do gene gus — inoculagio 4 minutos; (C) Folha exibindo
expressio do gene gus — inoculagio 6 minutos; (D) Folha exibindo
expressio do gene gus — inoculagiio 8 minutos (Barra Imm).
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Os resultados com base na expressdo transiente da f-glucuronidase em
relacdo aos tempos de infecg¢do estdo representados na Figura 4. Foi possivel
observar que a expressdo do gene gus ndo foi afetada pelo tempo de inoculagio,
ndo havendo diferenca significativa, a 5%, pelo Teste de Skott-Knott.
Considerando-se a eficiéncia do protocolo, em que a pressio de disparo utilizada
foi de 1200 PSI, os resultados indicam maior expressdo transiente do gene gus
quando os explantes foram submetidos a infecgdo por 8 minutos, com média de
45 pontos de expressdo por explante. Como a expressdo do gene foi observada
apos 5 dias de inoculagdo, os resultados encontrados correspondem a uma
expressdo transiente do gene, havendo uma tendéncia de redugdo da expressdo até
que o gene seja inserido de forma estavel no genoma. Na literatura existe uma
série de relatos sobre taxas da conversdo de expressdo transitoria para expressao
estavel. Finer & McMullen (1990) observaram conversio menor, de 1%,

enquanto Klein et al. (1998) constataram 5% de expressdo estavel.
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FIGURA 4 Avaliagio de tempo de infecgdo. Explantes foliares submetidos a diferentes
tempos de infecgiio, bombardeados com uma pressiio de disparo de 1200 PSI
a uma distdncia de 9,5 cm do alvo. AvaliagBes realizadas 5 dias apés a
inoculagdo. Médias com a mesma letra niio diferem significativamente, a 5%,
pelo Teste de Scott-Knott.
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A pressio de gas hélio e a distancia do alvo utilizadas neste estudo foram
baseadas nas informagdes descritas por Sanford et al. (1993). Este autores relatam
que pressdes de gis hélio proximas a 1000 PSI sido consideradas Gtimas para a
maioria das aplicagdes ¢ pressdes menores niio provocam aceleragdo suficiente
para que as microparticulas penetrem nas células e pressdes maiores causam
danos irrecuperédveis no tecido a ser transformado. Os autores relatam também
que as menores distancias provocam maiores aceleragdes, podendo danificar o
tecido, comprometendo sua regeneragdo ou, mesmo, causando a morte.

Visto que a Agrobacterium tumefaciens é uma espécie altamente virulenta
¢ que as espécies vegetais diferem grandemente em sua susceptibilidade a
infecgdo, quanto maior o tempo de contato da bactéria com o explante, maiores
sdo os danos causados no tecido, dificultando a regeneragio da planta
transformada. Sendo assim, sugere-se o tempo de infecgio de 4 minutos como o
tratamento capaz de promover uma transformagdo eficiente com menores danos
ao explante.

O experimento de transformagdo dos calos teve inicio com a formagao
dos calos a partir da inoculagdo dos segmentos foliares. A presenca de calos nos
fragmentos foliares foi detectada 15 dias ap6s a inoculagdo em meio de cultura;
apos 30 dias, foi possivel observar uma massa de calos bastante uniforme (Figura
5A).

FIGURA 5 Calos de E. camaldulensis. A-Massa de calos formada apés 30 dias em meio
de cultura; B-controle negativo; C-calos infectados por 15 minutos; E-calos
infectados por 30 minutos. C, D ¢ E-calos submetidos & reagiio da enzima p-
glucoronidase na presenga do substrato de X-gluc (Barra 1mm).
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Os calos foram infectados com A. tumefaciens e cocultivados por § dias,
conforme exposto na metodologia; apds este periodo, a maior parte dos calos
apresentou a expressdo transiente do gene repérter gus. Na Figura 5, é possivel
observar o tratamento controle (Figura 5B) e os tratamentos 15 minutos (Figura
5C) e 30 minutos (Figura 5D) de inoculagfo dos explantes com A. rumefaciens;
nessas figuras, os pontos mais escuros nos calos correspondem a dreas com
expressdo transiente do gene gus. A inferéncia sobre a expressio do gene gus
neste trabalho foi realizada comparando-se os calos obtidos com os resultados
observados por Serrano et al. (1996). Os autores bombardearam cotilédones de
Eucalyptus globulus e, apés dois meses de cultivo, a expressio estavel do gene
gus foi avaliada por meio de andlise histoquimica, sendo o aspecto de coloragdo
dos calos semelhante ao observado neste estudo.

Apds 30 dias de cultivo dos calos em meio de regeneragdo, plintulas
foram observadas e as que apresentavam aproximadamente 0,5 cm de
comprimento foram excisadas e transferidas para um meio novo contendo 6PPT
de herbicida Finale®, onde permaneceram por 15 dias. Independente do tempo de
infeccdo, foram observados 4,5 brotos/calo, em média, dos quais 38 e 36
passaram para o meio seletivo, quando infectadas por 15 minutos e 30 minutos,
respectivamente (Tabela 2). Durante o periodo de 15 dias subsequentes, nio foi
observada morte das plantulas potencialmente transformadas, nem das plantulas
controle. Dessa forma, as plantulas foram transferidas para um meio novo, em
que a concentracdo do herbicida passou para 9PPT e, apos 15 dias, foram
realizadas as avaliagdes.

Apés as avaliagdes, constatou-se que, das 38 plantulas infectadas por 15
minutos, 23 continuavam vivas e, das 36 plantulas infectadas por 30 minutos, 24
estavam sobrevivendo ao meio seletivo suplementado com 9PPT do herbicida

Finale®, Nesta avaliagdo, metade das plantulas controle ja apresentava necrose.
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TABELA 2 Nimero de calos infectados, nimero de brotos/calo, mimero de plantulas no
meio seletivo (9PPT) e nimero de plantulas vivas de E. camaldulensis, em
diferentes tempos de infecclio com A. tumefaciens.

T ento Niimero de Nimero de Ntmero de Niimero de
i calos infectados brotos/calo pléntulas (9PPT) plantulas vivas
Infecglio 15 min 40 4,57 38 23
Infecgdo 30 min 40 4,5 36 24

Os resultados observados para o experimento de transformagiio genética
de calos E. camaldulensis, via cocultivo com A. fumefaciens, indicam que ndo ha
diferenga entre os tempos de infecgdo para as varidveis nimero de brotos e que o
numero de plantulas que sobrevivem até o momento no meio de cultura contendo
agente seletivo é muito préximo.

O experimento estd em andamento e a concentragdo maxima de herbicida
no meio de capaz de selecionar as possiveis plantulas transgénicas é aquela que
causar a morte de todas as plantulas controle, o que ja foi observado para
concentragio de 9PPT do herbicida Finale®.

As plantulas que sobreviverem a selegdo em meio de cultivo terdo 0 DNA
e 0 RNA extraidos para testes moleculares, visando a confirmagdo da insergdo e
expressdo do gene gus. Para detectar a presenga do transgene, serd realizada
reagdo em cadeia da polimerase (PCR), com os primers especificos para o gene
gus. A confirmagdo da integracdo e da expressdo do transgene gus no genoma de

E. camaldulensis seré realizada pelo teste de Southern blot e PCR em tempo real.
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CONCLUSOES

O meio de cultura contendo 4gua de coco e a concentragiio de nitrogénio
reduzido a metade s&o os mais indicados para calogénese em explantes foliares de
E. camaldlensis.

Pode-se observar, na curva de crescimento de matéria fresca dos calos
formados a partir de explantes foliares de E. camaldulensis, um crescimento
sigmoide, com cinco fases distintas. Sugere-se que a repicagem dos calos para um
novo meio de cultura deve ser realizada entre os 72° e 812 dias de cultivo, no final
da fase de crescimento linear.

Observou-se expressio transiente do gene gus nos tempos de infecgio 4,
6 ¢ 8 minutos de infecgdo, ndo havendo diferengas significativas entre os tempos
analisados. Foi observada expressio transiente do gene gus nos calos de E.

camaldulensis cultivados com A. tumefaciens.
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3 CONCLUSOES GERAIS

Foi possivel micropropagar a espécie Eucalyptus camaldulensis por meio
do sistema de biorreatores, tendo como fonte de explante tecido meristematico.

O processo de aclimatizagdo em cdmara de nebulizagdio proporcionou
uma taxa de sobrevivéncia de 76%.

O meio de cultura composto por metade da concentraggo de nitrogénio do
meio MS e suplementado com dgua de coco proporcionou maior calogénese dos
explantes foliares.

Foi observada expressao transiente do gene repdrter gus em folhas de E.
camaldulensis, utilizando a técnica de agrobiobalistica. Os calos infectados por
Agrobacterium tumefaciens apresentaram expressdo transiente e regeneraram

plantulas que se encontram em processo de seleg¢do.
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