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RESUMO

O cucalipto, espécie originaria da Australia, possui grande valor comercial para as industrias
de papel e celulose, carvao e energia, para as industrias farmacéuticas e de cosméticos. O Brasil
¢ o maior exportador de papel e celulose, sendo o eucalipto a cultura mais cultivada dentro da
silvicultura brasileira, ocupando 77% da area plantada. Métodos de propagacdo e cultivo in
vitro sao empregados em laboratério com a finalidade de se desenvolver mudas de eucalipto
com as caracteristicas desejaveis de resisténcia e produtividade. Dentre tais metodologias, a
calogénese e a regeneragdo sao empregadas como um meio de se obter tais mudas, por meio do
uso adequado de reguladores de crescimento vegetal. Diante disso, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a origem das brotagdes em calos de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, durante
a etapa de regeneragdo, induzidos a partir do uso de diferentes concentragdes do regulador de
crescimento vegetal Thidiazuron (TDZ). Foi estabelecida uma cultura de calos a partir de
explantes de folhas, cotilédones e apices retirados de plantas oriundas de sementes com seis
semanas de germinacdo. Apos 30 dias de calogénese, os calos foram colocados para regenerar.
Cortes histologicos foram feitos em calos de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, que
tinham dois meses de regeneragdo. Como resultados, Eucalyptus grandis foi o genotipo mais
responsivo, pois apresentou um numero maior de brotacdes. A concentracdo de TDZ mais
eficiente foi de 0,025 mg/L para Eucalyptus grandis e 0,025 mg/L e 0,050 mg/L para
Eucalyptus urophylla.O éapice foi o melhor tipo de explante utilizado nesse experimento, pois
apresentou uma melhor regeneracdo do que os demais. Analises das imagens dos cortes
histolégicos mostraram que, a medida que avangavamos nos cortes, foi possivel visualizar a
origem das brotacdes. Conclui-se que as brotacdes presentes nos calos das duas espécies de
eucalipto surgiram a partir de células proximas aos sistemas condutores do explante original,
onde feixes vasculares jovens se dispdem junto aos maduros, fornecendo suporte estrutural e
sinalizagdo local que favorecem a regeneragdo. Esses resultados geraram informacdes uteis
sobre como as escolhas do gendtipo, do tipo de explante e da concentracdo de reguladores de
crescimento influenciam as etapas de calogénese e a regenerag@o de brotos em eucaliptos. As
analises histologicas mostraram a localizacdo da origem das brotacdes, informagao bastante

importante para protocolos subsequentes de transformacao genética.

Palavras-chave: eucalipto; organogénese indireta; TDZ; brotac¢des; histologia.



ABSTRACT

Eucalyptus, a species native to Australia, has great commercial value for the pulp and paper,
coal, and energy industries, as well as for the pharmaceutical and cosmetics industries. Brazil
is the largest exporter of pulp and paper, and eucalyptus is the most widely cultivated crop in
Brazilian forestry, occupying 77% of the planted area. In vitro propagation and cultivation
methods are used in laboratories to develop eucalyptus seedlings with the desired resistance
and productivity characteristics. Among these methodologies, callogenesis and regeneration are
employed as a means of obtaining such seedlings through the appropriate use of plant growth
regulators. Therefore, the objective of this study was to evaluate the origin of callus shoots in
Eucalyptus grandis and Eucalyptus urophylla during the regeneration stage, induced by the use
of different concentrations of the plant growth regulator Thidiazuron (TDZ). A callus culture
was established from leaf, cotyledon, and apex explants taken from plants grown from seeds
six weeks after germination. After 30 days of callus formation, the calli were allowed to
regenerate. Histological sections were taken from calli of Eucalyptus grandis and Eucalyptus
urophylla, which had two months of regeneration. Eucalyptus grandis was the most responsive
genotype, presenting the highest number of shoots. The most effective TDZ concentration was
0.025 mg/L for Eucalyptus grandis and 0.025 mg/L and 0.050 mg/L for Eucalyptus urophylla.
The apex was the best explant type used in this experiment, as it presented better regeneration
than the others. Analysis of the histological section images showed that, as the sections
progressed, the origin of the shoots became visible. It is concluded that the shoots present in
the callus of both eucalyptus species arose from cells close to the conduction systems of the
original explant, where young vascular bundles are located close to mature ones, providing
structural support and local signaling that favor regeneration. These results yielded useful
information on how choices of genotype, explant type, and growth regulator concentration
influence the callus formation and shoot regeneration stages in eucalyptus. Histological
analyses revealed the location of the shoots' origin, crucial information for subsequent genetic

transformation protocols.

Keywords: eucalyptus; indirect organogenesis; TDZ; shoots; histology.



INDICADORES DE IMPACTOS

O presente trabalho apresenta impactos tecnologicos e ambientais, com possiveis
desdobramentos econdmicos € sociais, ao contribuir para o aperfeicoamento de protocolos de
regeneragdo in vitro em espécies de eucalipto de importancia comercial. Os resultados obtidos
permitem o avango de metodologias de propagacao vegetal com maior eficiéncia e precisao, o
que favorece o desenvolvimento de mudangas genéticas direcionadas em futuros estudos,
contribuindo para a produ¢ao de mudas mais adaptadas, produtivas e resistentes, especialmente
em relagdo as mudancas climaticas. Ainda que o trabalho tenha sido realizado em ambiente
laboratorial, os conhecimentos gerados possuem um potencial bem mais amplo no médio e
longo prazo, sobretudo junto a empresas de melhoramento florestal, viveiros comerciais e
produtores rurais, os quais poderdo se beneficiar de tecnologias mais eficazes para clonagem e
melhoramento genético de eucalipto. O territério potencialmente impactado inclui regides de
cultivo de eucalipto no Brasil, especialmente Minas Gerais, estado com forte atividade de
silvicultura, além de outros polos de produ¢do de papel, celulose e carvao vegetal. O trabalho
ndo contou diretamente com a participagdo de comunidades externas a UFLA ou agdes
extensionistas com publico-alvo definido durante sua execu¢ao, mas o conhecimento produzido
possui relevancia pratica e aplicabilidade potencial em cadeias produtivas estratégicas. Os
impactos se inserem principalmente na area tematica 7 — Tecnologia e Produgdo, com interface
com a area 5 — Meio Ambiente, uma vez que promovem inovac¢ao na producio vegetal com
menor dependéncia de recursos naturais e maior sustentabilidade. Por fim, o trabalho esta
alinhado aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) da ONU, sendo a primeira delas
a ODS 9 — Industria, Inovagao e Infraestrutura, por fomentar o desenvolvimento tecnoldgico na
biotecnologia vegetal, a ODS 12 — Consumo e Producdo Responsaveis, ao permitir praticas de
cultivo mais eficientes e menos impactantes, a ODS 13 — Acdo contra a Mudanca Global do
Clima, ao apoiar, indiretamente, o desenvolvimento de variedades mais adaptadas e, por fim, a
ODS 15 — Vida Terrestre, ao contribuir para praticas sustentaveis na silvicultura e conservagao

de ecossistemas florestais.



IMPACT INDICATORS

This work presents technological and environmental impacts, with potential economic and
social implications, by contributing to the improvement of in vitro regeneration protocols in
commercially important eucalyptus species. The results obtained allow for the advancement of
plant propagation methodologies with greater efficiency and precision, which favors the
development of targeted genetic modifications in future studies, contributing to the production
of more adapted, productive, and resilient seedlings, especially in relation to climate change.
Although the work was conducted in a laboratory environment, the knowledge generated has
much broader potential in the medium and long term, especially for forestry improvement
companies, commercial nurseries, and rural producers, who could benefit from more effective
technologies for cloning and genetic improvement of eucalyptus. The potentially impacted
territory includes eucalyptus-growing regions in Brazil, especially Minas Gerais, a state with
strong forestry activity, as well as other centers of paper, pulp, and charcoal production. The
project did not directly involve communities outside UFLA or extension activities with a
defined target audience during its implementation, but the knowledge produced has practical
relevance and potential applicability in strategic production chains. The impacts fall primarily
within thematic area 7 — Technology and Production, interfacing with area 5 — Environment, as
they promote innovation in plant production with reduced dependence on natural resources and
greater sustainability. Finally, the project is aligned with the UN Sustainable Development
Goals (SDGs), the first of which is SDG 9 — Industry, Innovation, and Infrastructure, by
fostering technological development in plant biotechnology; SDG 12 — Responsible
Consumption and Production, by enabling more efficient and less impactful cultivation
practices; SDG 13 — Climate Action, by indirectly supporting the development of more adapted
varieties; and, finally, SDG 15 — Life on Land, by contributing to sustainable practices in

forestry and conservation of forest ecosystems.
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1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus, originario da Australia, representa uma das principais fontes de
matéria-prima para a silvicultura brasileira, destacando-se especialmente na produgdo de
celulose, papel, madeira serrada e biomassa (LONGUE JUNIOR,2013; SALEHI et. al, 2019;
IBA,2024). Entre as espécies mais cultivadas no pais, Eucalyptus urophylla ¢ Eucalyptus
grandis possuem uma rapida taxa de crescimento e a capacidade de se adaptar a diferentes
condigdes climaticas (BANDARA et. al,2017; DLAMINI et al.,, 2017). Entretanto, a
propagacao convencional dessas espécies enfrenta desafios relacionados a sanidade vegetal e
baixa taxa de multiplica¢do, o que tem impulsionado a utilizagdo de técnicas mais eficientes,

como a cultura de tecidos (SHARMA et. al,2023).

A cultura de tecidos vegetais ¢ uma ferramenta biotecnologica amplamente empregada
para a multiplicacdo clonal, conservacdo de germoplasma e melhoramento genético
(KENDURKAR et. al,2018; EL-ESAWI,2016). Dentro desse contexto, a calogénese, que ¢
formacgdo de calos a partir de tecidos vegetais, representa uma das etapas empregadas para a
regeneracdo de plantas in vitro, especialmente quando associada a protocolos de organogénese
indireta. A eficiéncia desse processo esta diretamente relacionada a fatores como o genotipo da
planta e a composi¢do do meio de cultura, e ¢ influenciada principalmente pela presenca de

reguladores de crescimento vegetal, como as citocininas (EFFERTH, 2019).

O Thidiazuron (TDZ) € uma citocinina sintética que tem se mostrado altamente eficaz
na inducdo de calos em diversas espécies vegetais, incluindo o eucalipto (SHARMA et. al,
2014). No entanto, a resposta morfogénica pode variar consideravelmente entre diferentes
concentragdes de TDZ e entre genotipos, o que reforca a necessidade de estudos mais
especificos com foco em padronizar protocolos que sejam eficientes e reprodutiveis (SAEED

et. al, 2022; PAI et. al, 2018).

Diante desse contexto, esta dissertacdo teve como objetivo avaliar a influéncia do
genotipo (Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla) e de diferentes concentracdes de TDZ
no estabelecimento de um protocolo de calogénese eficiente, visando maximizar a regeneragao
de brotos. Além disso, a andlise histologica dos calos permitira testar a hipdtese referente a
origem das brotagdes, se estas seriam advindas de células mais superficiais da massa calosa ou
mais internas. Dessa forma, os resultados obtidos ndao apenas ampliam a compreensdo

anatdmica do processo regenerativo, mas também oferecem subsidios praticos para a
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otimizagdo de protocolos de micropropagac¢ao e transformagao genética, com aplicagdes diretas

na silvicultura de eucaliptos.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Eucalipto spp. e importancia econémica

O Eucalyptus ¢ um género composto por espécies arboreas origindrias do continente
australiano, tal género foi primeiramente descrito em 1788 pelo botanico francés Charles Louis
L’ Héritier de Brutelle (LONGUE JUNIOR,2013). Em 1792, o eucalipto foi introduzido na
Europa, tornando-se a espécie mais cultivada até o século XIX (POTTS,2004). Sendo a planta
de crescimento rapido mais valiosa no mundo, o género Eucalyptus ¢ composto por mais de

900 espécies e seus hibridos, pertencentes a familia Myrtaceae (BYRNE, 2008).

Desde sua descoberta até os dias atuais, o eucalipto tem sido fonte de matéria-prima
para os mais variados tipos de industrias, sua madeira ¢ utilizada nas fabricas de papel e
celulose, assim como seu carvao vegetal serve de combustivel para siderurgicas. Além da
madeira, o eucalipto também ¢ considerado uma planta medicinal e aromatica, utilizado na
industria farmacéutica e de cosméticos, pelos Oleos essenciais extraidos de suas folhas
(SALEHI et. al,2019). Espécie nativa da Australia, o Eucalyptus grandis cresce rapidamente
com arvores eretas, que chegam até 50 metros de altura com um DAP (didmetro a altura do
peito) de 1,2 a 2 metros. Sua madeira caracterizada macia, ¢ formada por fibras sem curvaturas
o tornando matéria prima adequada para a confec¢do de polpas, chapas artificiais, suporte de
minas, produ¢do de lenhas, além de ser empregado em programas de paisagismo (BANDARA
et. al,2017). Oriundo de arquipélagos da Indonésia, o Eucalyptus urophylla, possui arvores
perenes que atingem os 60 metros de altura e um DAP de 2 metros, sendo utilizado na industria

madeireira para a producao de chapas artificiais e polpa (DLAMINI et al., 2017).

No Brasil em 1904, o pesquisador Edmundo Navarro de Andrade, foi o cientista
responsavel por estudar e cultivar as primeiras plantagdes de eucaliptos, que eram utilizadas
pelo setor ferroviario, como combustivel para as caldeiras de maquinas a vapor € como moirdes
para a construgdo de cercas em propriedades rurais (MARTINI,2004). Os trabalhos do
pesquisador Edmundo Navarro de Andrade, foram os responsaveis pela chegada no Brasil de
uma ampla gama de espécies de eucalipto, o que culminou na formag¢do de um dos maiores
bancos de germoplasma brasileiro localizado no estado de Sdo Paulo (FERREIRA et. al, 1997).

Entre as décadas de 1970 e 1980, os eucaliptos cultivados no territdrio brasileiro se tornaram
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fonte de matéria-prima para as industrias de papel e celulose, carvao vegetal e energia, além da
producdo de madeira maci¢a e madeira industrializada (ASSIS, 2000). Anos mais tarde com a
crescente procura do mercado por novos produtos derivados da madeira, as empresas do setor
florestal precisaram diversificar, para além da producao de celulose e energia, com a producao

de bioprodutos como combustiveis e géis (SOARES, 2003).

Dentre as principais vantagens do territdrio brasileiro para a alta produtividade florestal,
o destaque ¢ o clima tropical e subtropical que domina no pais, tal clima gera um crescimento
quase constante das plantas de eucalipto resultando em significativo acuimulo de biomassa.
Além do clima, andlises de solo ¢ a criagdo de programas de melhoramento genético, também
contribuiram para ampliar a industria florestal brasileira (Associagao Brasileira de Celulose e
Papel, 2012; Valverde, 2012). Nessa €poca, as espécies de eucalipto mais cultivadas eram
Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus urophylla,
Eucalyptus viminalis, Eucalyptus dunnii, Eucalyptus pellita e seus hibridos (LONGUE
JUNIOR,2013).

Cobrindo a maior parte da area total de florestas plantadas no Brasil, as plantacdes de
eucalipto ocupam um total de 77% da area plantada, sendo a espécie mais cultivada, seguida
por pinus com 19% e as demais espécies com 4%. A silvicultura brasileira em 2021, obteve
uma produgdo de aproximadamente US$ 17,1 bilhdes, o que representa 7,3% da produgdo total
(IBGE, 2021). De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Alimentagdo e
Agricultura (FAO, 2021), o Brasil ¢ o maior exportador mundial de papel e celulose, exportando
16,4 bilhdes de toneladas. Como produtor, o Brasil fica atrds apenas dos Estados Unidos que
produziu em 2021 49,7 milhdes de toneladas, enquanto o Brasil produziu 23,1 milhdes de

toneladas no mesmo ano (KIMURA et. al,2025).

Segundo o relatorio da Industria Brasileira de Arvores (Iba) de 2024, o setor florestal
brasileiro tem mais de 10 milhdes de hectares de arvores plantadas, um crescimento de 3% em
relagdo ao ano de 2023, tal crescimento gera uma demanda maior por mao de obra especializada
em manejo florestal, o que ndo ¢ de facil acesso em algumas regides brasileiras, fazendo com
que investimentos em mecanizagdo sejam de suma importancia para se consiga atingir os niveis
de qualidade e produtividade necessarios a silvicultura brasileira (IPEF,2025). As florestas do
setor florestal brasileiro tém um carater de sustentabilidade e preservacao ambiental, pois utiliza
areas devastadas pela acdo humana para a plantagdo das florestas cultivadas e, ainda adota um
método de plantio, denominado plantio em mosaico, onde as arvores cultivadas dividem espago

com plantas nativas da regido a fim de preservar a paisagem natural, sendo 6,91 milhdes de



14

hectares de florestas naturais, que sequestram da atmosfera 4,92 bilhdes de toneladas de CO»
(IBA,2024). Impactos ambientais, tais como as mudangas climaticas, tem feito com que as
industrias florestais busquem por novas estratégias para o cumprimento das metas climaticas
estabelecidas pela ONU, dentre elas destaque-se a geracao de créditos de carbono, a busca por
estratégias de recuperacdo de areas degradadas e a preservacdo dos recursos hidricos

(STAC,2025).

A silvicultura brasileira arrecadou US$ 10,6 bilhdes em celulose para exportagdo, sendo
o Brasil o maior exportador de celulose no mundo exportando mais de 19,7 milhdes de
toneladas (SIQUEIRA et. al, 2025). Sdo cerca de 1,8 milhdes de arvores plantadas por dia,
oferecendo matéria prima para os mais variados setores como os de papel e celulose, madeiras,
embalagens, pisos laminados, produtos para a gera¢do bioenergética, para as industrias de
cosméticos, farmacéuticas, alimenticias e téxteis (IBGE,2019). Os residuos gerados pelas
industrias da silvicultura s3o o licor preto, serragem, lama de cal, residuos florestais (galhos,
cascas ¢ folhas) e cinzas de caldeira, dos quais 645 toneladas sdo destinadas para o setor de
bioenergia, o restante sendo reciclado ou reutilizado pelas fabricas de madeira (IBA,2024). A
transi¢do para materiais renovaveis, como o uso da madeira para a fabricagdo de
biocombustiveis, bioplasticos, embalagens biodegradaveis e fibras téxteis tem integrado a

cadeia de produtos florestais brasileiros (STAC,2025).

Dentro dos 10 milhdes de hectares de arvores plantadas em territério brasileiro, as
plantagdes de eucalipto compdoem 7,8 milhdes de hectares, um total de 77% da area plantada
no Brasil (IBA, 2024). Os principais estados dedicados aos plantios florestais sdo Minas Gerais
com 2.200.351 hectares de eucalipto e R$ 8,5 bilhdes em produgido, seguido por Mato Grosso
do Sul com 1.329.132 hectares de eucalipto, Sdo Paulo com 997.543 hectares de eucalipto,
Parana com 438.721 hectares de eucalipto e Santa Catarina com 326.134 hectares de eucalipto
(SIQUEIRA et. al, 2025). A produtividade do eucalipto brasileiro com 7,2 anos de idade ¢ de
33,7 m*/ha/ano (com casca), na qual o estado mais produtivo gerou 41,1 m?*/ha/ano e o menos
produtivo cerca de 20 m*/ha/ano (IBA, 2024). Segundo a Agéncia Brasileira de Promogio de
Exportagdes (Apex), estima-se que o Brasil tenha a capacidade de expandir a area florestal
plantada em até 40% nos proximos anos, porém tal expansdo deve ser feita com

responsabilidade ambiental (STAC,2025).

Quanto ao setor de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (PD&I), R$ 122 milhdes
foram investidos em 2023 pelas empresas de silvicultura em projetos cientificos, que tinham

por objetivos, a otimizacao dos processos da industria florestal (30%) que abrange boas praticas
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para o manejo do solo, testes para novas matérias primas e melhorias no setor energético, o
melhoramento de processos de producdo e criagdo de novos produtos (27%) visando novos
mercados para os bioprodutos, a busca por novas tecnologias (20%) como mecanizacao,
automagdo e a implementacao de softwares eficientes, programas de melhoramento genético
(9%) para a obtengdo de clones melhorados e métodos de propagacio eficazes (IBA,2024).
Além de outros projetos de PD&I (14%), que visam questdes como as mudangas climaticas e
seus efeitos na produtividade florestal, o manejo sustentavel de residuos, visando diminuir os
impactos negativos ao meio ambiente e também o setor de economia circular, e também

investimentos voltados ao plantio de florestas nativas (ROLIM et. al,2020).

2.2 Importancia na Biotecnologia Vegetal

O uso das ferramentas biotecnoldgicas aliadas aos programas de melhoramento genético
tem tido grande impacto no setor florestal, com pesquisas que visam melhorar a qualidade dos
produtos florestais e suprir as demandas das industrias de madeira e de celulose (KENDURKAR
et. al,2018). Algumas das ferramentas biotecnologicas que tem sido empregadas sdo: técnicas
de engenharia genética, regeneracdo in vifro € o uso de marcadores moleculares, visando
melhorar a qualidade da madeira produzida, acelerar o crescimento e desenvolvimento das
arvores cultivadas e selecionar os gendtipos mais promissores para o plantio florestal, ou seja,
aqueles que apresentam melhor adaptabilidade ambiental e climatica, resisténcia a pragas e

também as mudancas climaticas (SHARMA et. al,2023).

A edicdo genomica utilizada no melhoramento de espécies florestais para a obtengdo de
caracteristicas desejaveis vem sendo empregada com sucesso em algumas espécies arboreas
como Pinus, Populus, Cryptomeria japonica e Picea glauca, o que abre subsidios para a
utilizacdo dessas técnicas em outras espécies lenhosas, como o eucalipto (POOVAIAH et. al,
2021). Descobertas recentes de fatores de regulacdo relacionados com a regeneracdo de
cultivares tem sido uteis para a elaboragdo de protocolos de transformagado genética, que podem
ser empregados em varias espécies arboreas, independente do seu gendtipo e das caracteristicas

de seu material vegetal (FENG et. al,2021).

Outro fator a ser levado em consideragao relacionado ao melhoramento florestal é o
longo periodo de duragdo desse melhoramento, pois as arvores, geralmente perenes, levam
muitos anos até alcancarem a idade reprodutiva. Reguladores genéticos responsaveis pela
transi¢do da fase vegetativa para a reprodutiva ja forma localizados em espécies de coniferas e

angiospermas, fornecendo subsidios para estimular o rapido desenvolvimento reprodutivo em
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outras espécies florestais de maior interesse (MA J et. al, 2022). Outra restricdo do processo de
reproducao tradicional ¢ o longo periodo necessario para fazer a fenotipagem dos descendentes,
pois nesse caso € necessario esperar que os individuos algam a maturidade completa. Pesquisas
genéticas focadas em reduzir esse tempo permitiriam um ganho nao somente de tempo para a
selecdo dos fenotipos de interesse como também teria impacto econdmico (HURMEKOSKI et.

al,2018).

Dados experimentais de testes clonais juntamente com estudos teéricos, mostram que a
silvicultura clonada € a solu¢ao mais efetiva para ampliar os avangos no melhoramento genético
em larga escala. Embora existam riscos no que se refere a clonagem genética, como a
dissemina¢do de doengas graves e diminuicdo da variabilidade e biodiversidade, tais
problemadticas ndo sdo tdo graves quando aplicadas em cultivares, que possuem periodos de
rotagdo mais curtos (WU, 2018). Recentemente, os programas de silvicultura clonada aplicados
para o cultivo de arvores de crescimento rapido como o eucalipto, salgueiro ¢ aldmo, tem
apresentado resultados promissores (SONG et. al,2018). Tais cultivares geralmente estdo
localizadas em terrenos férteis e planos, com o uso apropriado de fertilizantes especificos € um
ciclo curto de rotagdo. Como se trata de plantas clonadas, essas culturas possuem taxa de
crescimento regular, o que permite que a madeira extraida tenha propriedades fisicas e quimicas
mais estdveis. Essas caracteristicas fazem com que os produtos florestais derivados dessas
culturas tenham uma qualidade uniforme, uma produtividade maior e uma melhor aceitagdo no
marcado madeireiro, possibilitando um maior ganho econémico e competitivo no mercado

global (SONG et. al,2018).

2.3 Cultura de tecidos de Eucalipto spp.

Nos programas de melhoramento convencionais, uma das formas de cultivo do eucalipto
era por meio do plantio das sementes para a obtencdo de mudas, porém tal metodologia era
bastante demorada e dispendiosa, juntamente com os crescentes problemas com a carga
genética das plantas (KENDURKAR et. al,2018). Com os avangos das pesquisas, surgiram as
técnicas de cultivo in vitro, que proporcionaram um ambiente mais eficiente na propagacgao e
conservagao do germoplasma dos eucaliptos, sendo a micropropagacao uma das técnicas mais
promissoras, que usa dos conhecimentos de organogénese e embriogénese somatica para a

propagacao de plantas (EL-ESAWIL,2016).

Os primeiros experimentos envolvendo culturas de tecidos com eucalipto iniciaram

entre as décadas de 1950 e 1960, porém os conhecimentos da época acerca do cultivo in vitro,
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esterilizacdo dos materiais e também dos nutrientes ¢ hormdnios necessarios para um bom
desenvolvimento das plantas eram fatores limitantes naquela época (LE ROUX et. al, 1991).
Porém, foi entre as décadas de 1970 e 1980, que os pesquisadores australianos Dr. Griffin e Dr.
Carron, conduziram estudos e obtiveram os primeiros protocolos eficientes para a propagacao
em grande escala de espécies de eucalipto, através da cultura de tecidos (KENDURKAR et.
al,2018).

A partir de 1981, experimentos com espécies de Eucalyptus polybractea, Eucalyptus
camaldulensis, Eucalyptus gomphocephala e Eucalyptus viminalis obtiveram sucesso ao
realizar a regenerag¢do de plantas oriundas da indugdo de calos (DURAND-CRESSWELL et.
al, 1982). A organogénese foi outra técnica bem-sucedida para a propagacao do eucalipto, tal
método consiste na utilizagao de partes das plantas de eucalipto como caules, raizes e folhas
que sdao submetidos a um ambiente controlado ¢ a um meio de cultura, que tenha todos os
nutrientes e reguladores necessarios para estimular os explantes a gerarem 6rgaos a partir desses
tecidos extraidos das plantas (DE FOSSARD et. al, 1978). A indugdo de 6rgdos pode ser feita
de maneira direta, denominada de organogénese direta, onde os Orgdos sdo formados
diretamente dos explantes ou, pelo processo de organogénese indireta, onde calos sao induzidos
e eles dardo origem aos orgdos. Tanto os 6rgdos formados na organogénese direta quanto os

calos da organogénese indireta sdo induzidos mediante o uso de reguladores de crescimento

vegetal (ZHANG et. al,2022).

Tal fato teve grande impacto na industria florestal, onde a cultura in vitro de eucalipto
proporcionou a obten¢do de mudas geneticamente idénticas e livres de patdogenos para as
florestas comerciais (TRIGIANO et. al,2010). Devido as melhorias obtidas através da cultura
de tecidos, o cultivo in vitro vem sendo vastamente aplicado nos programas de melhoramento
de eucalipto atuais, com o foco em aumentar as taxas de crescimento e produtividade, além de

tentar obter plantas que sejam resistentes a doengas e com caracteristicas geneticamente

vantajosas (CASSELLS, 2012).

A propagacao in vitro desempenha papel central na conservagao genética de espécies de
eucalipto de elevado valor econdmico, além de contribuir para a preservagdo da biodiversidade
e para praticas de manejo florestal sustentdvel (CASSELLS, 2012). O é&xito da
micropropagacdo depende, de forma decisiva, da manutencdo de condigdes rigorosas de
assepsia ao longo de todo o protocolo. Um aspecto essencial ¢ a utilizagcdo de explantes livres
de contamina¢@o microbiana, uma vez que, por ndo serem totalmente estéreis, podem constituir

importantes fontes de contaminacao das culturas in vitro (TRIGIANO et. al,2010).
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Explantes obtidos de plantulas provenientes de sementes sdo amplamente utilizados
para estabelecer protocolos in vitro, sobretudo pela possibilidade de descontaminagdo prévia
das sementes e pela juvenilidade do material, que aumenta a competéncia morfogénica (AL-
AHMAD, 2020; JUI et. al,2023). Contudo, por derivarem de reproducdao sexuada, esses
explantes ndo asseguram fidelidade clonal ao gendtipo de interesse; a variagdo decorre
principalmente de segrega¢do e recombinacdo genética, € ndo apenas de mutagdes

(WENDLING et al., 2015).

Quando a prioridade ¢ a fidelidade clonal, a cultura de gemas axilares/segmentos nodais
¢ preferivel, pois preserva a identidade genotipica e permite altas taxas de multiplicagdo em
espécies lenhosas. Apices caulinares (meristemas apicais) também podem gerar material fiel ao
tipo e, em alguns casos, livre de patdégenos; porém, o reduzido tamanho do tecido e a maior
carga microbiana de materiais adultos exigem protocolos de assepsia e manejo antioxidante

mais rigorosos, o que pode limitar seu uso rotineiro (WENDLING et al., 2015).

O apice caulinar apresenta elevada totipoténcia, sendo capaz de originar diferentes
tecidos vegetais e até regenerar uma planta completa. Essa capacidade esta relacionada ao fato
de suas células meristematicas apresentarem baixo grau de diferenciagdo e alta atividade
proliferativa, o que favorece a regeneragdo in vitro (MEKONEN et. al,2021). Por sua
plasticidade, sdo muito usados na regeneracdo direta, o que diminui os riscos de mutacdes
indesejadas que podem ocorrer em culturas de calos e que podem resultar em variagdo
somaclonal (ISAH,2019). Além disso, os dpices possuem uma alta taxa de multiplicacdo e
baixas taxas de contaminagdo, o que ¢ ideal para o sucesso na micropropagagdo. Porém, os
apices de melhor qualidade exigem o uso de material vegetativo jovem, o que pode ser dificil

de encontrar em plantas adultas (SHARMA et. al,2023).

Assim como os apices, os cotilédones sao extraidos de plantas jovens sendo ideias para
estudos de embriogénese somatica, pois possuem alto potencial embriogénico, fazendo com
que um unico explante de cotilédone seja capaz de formas muitas plantas. Entretanto, ¢
necessario o uso de antioxidantes no meio de cultura que ira receber os explantes de cotilédones,
pois estes sdo0 muito suscetiveis a oxidacdo e a necrose, e também apresentam dificuldade em
se regenerar via organogénese (SHARMA et. al,2023). Podendo ser retiradas de plantulas ou
plantas adultas, as folhas sao de facil obtenc¢ao e manipulagao, além de apresentarem excelente
resposta na organogénese indireta, porém possuem uma taxa de sucesso na regeneragao inferior
a 15% de brotagdes por explantes, além de seus explantes terem alto risco de variagdo

somaclonal por passarem por uma cultura de calos (WANG et. al, 2024).
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A micropropagacdo ¢ uma técnica de cultivo in vitro utilizada para obter plantas
geneticamente fi¢is ao material de origem, com caracteristicas de interesse cientifico e
comercial (DEBERGH et al.,, 1991). O processo compreende cinco estagios principais:
preparacao do protocolo, obtencdo de culturas viaveis e assépticas, multiplicagdo do material
vegetal, propagacdo em larga escala e estabelecimento ex vifro ou conservagdo em bancos de
germoplasma (DEBERGH et al., 1991). A assepsia dos explantes ¢ realizada por lavagem em
agua corrente, seguida de imersdao em alcool etilico (70%) ou agentes desinfetantes, como
NaOCl, Ca (OCl): ou HgCl,, e finalizada com enxdgue em agua destilada estéril
(KUPPUSAMY et al., 2019).

Os explantes sdo cultivados em meios ajustados as necessidades de cada espécie,
incluindo nutrientes, reguladores de crescimento e condigdes ambientais. Apos a formagao dos
brotos, procede-se a multiplicagdo e ao desenvolvimento radicular, preparando as plantas para

o estabelecimento em campo ou para preservacao em germoplasma (DEBERGH et al., 1991).

Inumeros fatores impactam diretamente na micropropagacao das plantas, sendo eles a
concentracdo dos reguladores de crescimento principalmente auxinas e citocininas, que
influenciam no crescimento e desenvolvimento das brotacdes, a quantidade de vitaminas e
nutrientes disponiveis para os explantes, a existéncia de uma fonte de carbono adequada para
fornecer energia as plantas, macro e micronutrientes, que sdo necessarios ao metabolismo

vegetal (ZHAO,2014; FRICK et. al,2018).

Além disso, ¢ fundamental fornecer um fotoperiodo adequado, ajustado as necessidades
especificas da espécie em micropropagacdo, de modo que as fases de iniciacdo, alongamento e
enraizamento das plantulas ocorram sem anomalias, como deformagdes durante o
desenvolvimento dos explantes. O monitoramento rigoroso desses fatores € crucial para garantir
o desenvolvimento saudavel e satisfatorio das plantulas (SHARMA et al., 2023). Os hormonios
vegetais sdo compostos quimicos presentes em todas as plantas, sendo os responsaveis pelo
crescimento, desenvolvimento e produtividade das mesmas. Eles interferem nos processos de
divisdo celular, enraizamento, desenvolvimento das plantulas, amadurecimento dos frutos,
senescéncia das folhas, dentre outros fatores. A auxina, por exemplo, ¢ um hormdnio vegetal
relacionado com a divis@o celular e elongacao das plantas, sendo essa armazenada como AIA

(O acido indol-3-acético) ou AIB (4cido indol-3-butirico) (ZHAO,2014; FRICK et. al, 2018).

Os reguladores de crescimento sdo os analogos sintéticos dos hormonios vegetais

utilizados na propagacdo in vitro das plantas com o intuito de promover a proliferacdo dos
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brotos e o desenvolvimento de 6rgdos e tecidos vegetais de acordo com o foco do estudo. Em
um estudo realizado em 2022, com Eucalyptus cloeziana, pesquisadores constataram que
deveria existir um balango ideal entre as concentragdes de auxina e citocinina para promover a
organogénese, mostrando que os hormonios estdo correlacionados (DE OLIVEIRA et. al,2022).
A 6-Benzilaminopurina (BAP) foi uns dos primeiros hormonios sintéticos produzidos,
apresentando bioatividade semelhante as citocininas. Tal regulador de crescimento vegetal foi
empregado com sucesso na organogénese de explantes de FEucalyptus urophylla, onde
promoveu o desenvolvimento de raizes adventicias e reduziu a oxida¢ao dos explantes

(HUANG et. al,2020).

A auxina desempenha varias funcdes regulatorias relacionadas ao género Eucalyptus
spp., como estimular crescimento, divisdo e diferenciagdo celular, além de ser capaz de
promover o alongamento axial (ABIRI et. al, 2020). Fica claro por meio desses estudos, que a
combinagdo e concentra¢do adequada dos reguladores de crescimento ¢ imprescindivel para

que esses compostos tenham o efeito desejado nos explantes NAZIRAH et. al,2021).

Escolher o tipo de meio de cultura no momento do cultivo in vitro de qualquer espécie
vegetal ¢ importante e tem um efeito na maneira como cada espécie ird responder e se
desenvolver. Além do tipo de meio, sua consisténcia seja ela solida, semi-solida ou liquida,
acarreta em uma resposta positiva ou negativa dos explantes in vitro. A introdugdo de explantes
em meio semi-solido contendo os agentes gelificantes 48 g/L de agar e 1,5-4,0 g/L de gelrite
com um pH de 6, promove a proliferacao inicial de brotagdes, assim como alguns tipos de meios
liquidos (KAUR,2017). Em trabalhos envolvendo a micropropagag¢do de eucalipto, os meios de
cultura geralmente utilizados sao MS (Murashige e Skoog, nas concentragdes Y2, ou %), o meio
de cultura JADS (Juan, Antonio, Diva e Silvian), o meio DKW (Driver e Kuniyaki Walnut) e
o meio de cultura WPM (Woody Plant Medium). Para a multiplicagdo dos brotos de eucalipto,
por exemplo, o meio liquido foi relatado como o mais adequado (CHEN et. al, 2001). Na
propagacdo de Eucalyptus benthamii, o meio WPM foi o que obteve os melhores resultados
(BRONDANI et. al,2012). Entretanto, o tipo de meio e como sera a resposta do explante esta
relacionada a espécie e também a idade dos mesmos (BRONDANI et. al,2012).

O meio de cultura JADS, desenvolvido especificamente para o cultivo in vitro de
eucalipto, fornece os nutrientes ideais para o crescimento, multiplicagdo e aclimatagao das
plantulas, promovendo a producdo de matéria seca e o desenvolvimento adequado antes do

plantio em campo (CORREIA et. al,2020; CORREIA et. al,2012). A micropropagagdo de
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plantas depende do equilibrio entre compostos organicos e inorganicos no meio de cultura,
como calcio, potéssio, ferro e nitrogénio, que atuam como macro € micronutrientes essenciais
ao metabolismo vegetal, influenciando diretamente a proliferacao, diferenciagdo e formagao de
orgaos nas plantas (NGOMUO et. al, 2014). Enquanto os macronutrientes sao requeridos em
concentragdes superiores a 0,5 mM/L e desempenham fungdes estruturais e metabolicas, os
micronutrientes, mesmo em menores quantidades, como o boro e o ferro, sdo igualmente
fundamentais; sua deficiéncia pode comprometer o desenvolvimento celular, como observado
na necrose de calos de E. grandis (AL-AIZARI et. al,2020; AL-MAYAHI, 2020). Apesar dos
avancos, ainda sdo limitados os estudos que buscam otimizar as concentragdes desses
compostos nos meios de cultura frente a complexidade dos processos metabdlicos envolvidos

(BRUNONI et. al, 2014; LOPES DA SILVA et. al, 2015).

Outro fator que impacta o sucesso do cultivo in vitro é a fonte de carbono, que atua
como substrato energético para as células vegetais. Os carboidratos s3o moléculas
indispensaveis, especialmente no que se refere ao metabolismo energético celular (NGUYEN
et. al,2020). Glicose, sacarose, frutose e galactose sdo os carboidratos comumente usados no
cultivo in vitro de plantas, com destaque para a sacarose que € o acucar mais utilizado na
propagacao do eucalipto gragas a sua facilidade de transporte nos tecidos vegetais (GAGO et.

al, 2021).

Sendo um agticar nao redutor, a sacarose ¢ um dissacarideo, ou seja, ¢ formada por dois
monossacarideos a glicose e a frutose. Algumas pesquisas relataram que altas concentracdes de
sacarose no meio de cultura poderiam interferir na disponibilidade de dgua e nutrientes nas
plantas, além de alterar as enzimas responsaveis pela fotossintese nas células vegetais, outros
dizem que quantidades elevadas de sacarose no meio de cultura ndo causaria nenhum dano aos
explantes (NGUYEN et. al,2020). Um estudo feito com E. cloiziana, foi observado que
concentragdes maiores que 15 g/mL de sacarose e glicose no meio resultavam em um tamanho
reduzido dos brotos (GAGO et. al, 2021). O uso de 3% de sacarose em meio MS resultou em
um aumento de até¢ 7 vezes na multiplicagdo dos brotos, ja a auséncia de sacarose no meio

impediu a multiplicacao desses brotos (GAGO et. al, 2022).

A radiacdo luminosa ¢ indispensavel para os organismos vegetais, pois sendo seres
fotossintetizantes, precisam dela para realizar a fotossintese e produzir energia. Varios estudos
com hibridos de plantas foram feitos com o intuito de entender como a radiagdo luminosa
interferiria nas culturas in vitro (BATISTA et al., 2018). Tais estudos, utilizaram lampadas

fluorescentes, LEDs brancos, LEDs vermelhos, LEDs azuis e LEDs vermelhos-azuis em
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hibridos de E. grandis * E. urophylla, mostrando que o uso das lampadas fluorescentes e dos
LEDs vermelhos-azuis foram os melhores para o desenvolvimento dos hibridos (BATISTA et
al., 2018). Outro estudo com os mesmos hibridos cultivados em biorreatores, concluiu que o
uso de fontes luminosas azuis e amarelas levava a uma maior quantidade de brotagdes por
explante (SOUZA et. al, 2020). Ja para as espécies de E. saligna e E. globulus, o efeito da luz
branca no enraizamento foi positivo para E. saligna, proporcionou um aumento na taxa de
enraizamento, quando seus explantes foram expostos a luz branca. Esses estudos mostram que
a escolha da fonte luminosa mais adequada ira depender das condigdes de cultivo in vitro, mais

principalmente estara ligada ao gen6tipo em cultivo (SOUZA et. al, 2020).

Embora existam vérias pesquisas com foco na micropropagacao vegetal, existem varios
problemas; como exemplo a contaminacdo dos explantes, a oxidagdo, a sobrevivéncia dos
explantes ex vitro, dentre outros. O estabelecimento de protocolos mais eficientes para a
propagacdo de espécies de eucalipto requer estudos mais profundos, pois cada genotipo possui
necessidades proprias de nutrientes, tipos de meio de cultura, fonte de carbono, presenca de
reguladores de crescimento, etc. Contornar tais problematicas € essencial para a construgdo de

protocolos que sejam adequados para os varios genotipos de eucalipto (SHARMA et. al,2023).

2.3.1 Cultura de calos

Utilizada em diversas areas cientificas e comerciais, a técnica de cultura de tecidos
vegetais ¢ fundamental na biotecnologia vegetal, permitindo o estudo e a manipulagdo de
diferentes espécies. Em muitas plantas terrestres, fragmentos de tecido podem ser induzidos a
formacgdo de calos, que sao massas de células indiferenciadas com potencial de diferenciagao
em quaisquer tecidos vegetais ou de regeneracdo de uma planta completa. Para isso, os
explantes sdo cultivados in vitro em meio gelificado, estéril e enriquecido com reguladores de
crescimento, como auxinas e citocininas, que promovem a proliferacao celular e a formacao do

calo (EFFERTH, 2019).

Ao serem mantidas as condi¢des de esterilidade, nutricdo e dosagem de reguladores de
crescimento adequada as culturas de calos podem ser subcultivadas indefinidamente (JIANG
et. al,2015). Existem diferencas entre o cultivo de calos e o cultivo de células vegetais
diferenciadas, pois os calos sdao mais semelhantes as células presentes nas regides
meristematicas das plantas, que sdo células incapazes de realizar fotossintese por ndo possuirem
cloroplastos, entre outras caracteristicas (JIANG et. al,2015). Ao serem colocadas em meios

de cultura adequado para o desenvolvimento de uma planta, os calos sdo capazes de se
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diferenciar e promover a regeneracdo de uma planta completa. Quanto as condicdes de
crescimento, existem os calos que precisam do escuro para se desenvolver, e ha aqueles que
necessitam de um fotoperiodo especifico, como por exemplo, 16h de luz e 8 horas de escuridao

(EFFERTH, 2019).

Existem dois tipos de calos, os compactos e os fridveis, os calos compactos sao formados
por uma massa de células indiferenciadas mais firmes, enquanto que os calos fridveis sdo uma
massa de células mais fragil, que se desfazem facilmente, sendo muito uteis em culturas de

células tinicas em meio liquido (EFFERTH, 2019).

Nos primordios do século 20, foram realizados os primeiros cultivos de calos, raizes e
embrides pelo cientista Gottlieb Haberlandt (1854—-1945). Entre as décadas de 40 e 60, os
avancos constantes nas técnicas de cultivo de tecidos vegetais tinham como objetivo a
investigacdo da dindmica celular, ou seja, o funcionamento do metabolismo celular, os
processos de embriogénese, morfogénese e nutri¢do, € também como ocorriam as patologias,
podendo tais informagdes serem usadas para gerar plantas resistentes a patogenos, além de
inferir quais seriam as condigdes mais adequadas para a propagacdo clonal e criacdo de
germoplasma. Com o surgimento das pesquisas genéticas, novas areas de aplicagdo das culturas

de calos foram desenvolvidas (THORPE,2007).

Algumas vantagens do cultivo de calos em comparacao ao cultivo de plantas completas
incluem a possibilidade de produzir compostos derivados do tecido vegetal de forma
controlada, minimizando a influéncia do ambiente externo ao frasco de cultivo (FINER et. AL,
1989). Além disso, os explantes permanecem protegidos contra os ataques de insetos e, quando
mantida a esterilidade adequada, contra microrganismos (CHAVEZ et. Al,1998). Outro aspecto
relevante ¢ que esse tipo de cultura pode ser empregado na propagacao de espécies vegetais em
risco de extingdo ou de espécies raras com alto valor econdomico (CHEN et. Al, 2000). Sabe-se
que diferentemente das células animais as c€lulas vegetais sao totipotentes, t€m a capacidade
de regenerar qualquer parte do tecido vegetal e até mesmo uma planta completa (BURRIS et.
al, 2009). Um estudo inferiu que os calos sao formados através de células tronco vegetais pré-
existentes (SUGIMOTO et. al,2011; WANG et. al,2011). Os processos moleculares pelos quais
as células tronco vegetais sao capazes de se diferenciarem e se desdiferenciarem ainda nao estao
muito claros, o que se tem conhecimento € que os genes responsaveis por tais processos nao
sdo regulados somente por fatores de transcrigdo, mas também envolvem fatores epigenéticos

como a metilagdo do DNA e alteragdes nas proteinas histonas responsaveis pelo dobramento
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das cadeias de nucleotideos (JIANG et. al,2015). Em plantas, denominadas organismos
modelos por serem usadas em vdarias pesquisas como a Arabidopsis thaliana (L.) Heynh,
observou-se que a concentracdo de auxinas nos calos embrionarios leva a formacao de células

troncos, que sao reguladas pela proteina PINFORMED1 (PIN1) (SU et. al,2009).

O desenvolvimento meristematico e a distribuicdo de hormonios vegetais ao longo do
tempo e do espago foram estudados por meio de microscopia de células vegetais in vivo.
Observou-se que fatores de transcri¢dao, microtibulos, vias de regulagdo do WUSCHEL (WUS)
mediadas por citocinina e a a¢do das auxinas na formagdo dos primodrdios foliares sao
fundamentais para o desenvolvimento vegetal (SIJACIC et al., 2010). A desdiferenciagao
celular e a constituicao dos meristemas envolvem fatores de transcricdo como WUS e WOUND
INDUCED DEDIFFERENTIATION (WIND), que atuam como repressores conferindo
totipoténcia as células-tronco. Em contrapartida, 0 TEOSINTE
BRANCHEDI1/CYCLOIDEA/PROLIFERATING CELL FACTOR (TCP), presente no
meristema apical, funciona como ativador transcricional responsavel por inibir a totipoténcia

das células-tronco meristematicas (IKEDA et al., 2014).

A calogénese € o processo pelo qual células vegetais indiferenciadas se multiplicam e
regeneram uma planta completa, sendo influenciada por fatores morfoldgicos e fisiologicos,
como a presenca de reguladores de crescimento vegetal e ativagao génica (JIANG et. al,2015).
Embora os calos sejam frequentemente associados a "cé€lulas-tronco vegetais", eles sdo
formados por diferentes tipos celulares de um tecido heterogéneo, mas apresentam
homogeneidade suficiente para permitir a clonagem de plantas com caracteristicas desejaveis
via micropropagacao (SUGIMOTO et. al,2011). O desenvolvimento e a manutengdo desses
calos dependem do genotipo da planta e de condigdes especificas de cultivo, como meio de
cultura, pH, luminosidade, temperatura e presenca de nutrientes e vitaminas, sendo que, por
exemplo, fosfatos favorecem o crescimento celular, enquanto altos niveis de ions amodnio

podem prejudicar o metabolismo de compostos secundarios (EFFERTH, 2019).

2.3.2 Calogénese induzida por TDZ

Os reguladores de crescimento vegetal (PGRs) sdo moléculas essenciais para o
desenvolvimento das plantas, atuando em processos como divisao, alongamento e diferenciacao
celular. Em condig¢des de cultivo in vitro, sdo aplicados para induzir e controlar a morfogénese,
o que resulta na formacao de calos, brotos, raizes, além de processos como a embriogénese

somatica e a micropropagacao (TEALE et al., 2006). Entre os principais PGRs, destacam-se as
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auxinas e citocininas. As auxinas favorecem a divisdo, alongamento e diferenciagdo celular,
além do crescimento em direcdo a luz (PERROT-RECHENMANN, 2010), enquanto as
citocininas estimulam a formagao de gemas e brotos, além de influenciar a divisdo celular
(HWANG et al., 2015). O efeito de ambos depende da concentracdo e das condigdes do meio
de cultura (KAPCHINA-TOTEVA et al., 2000).

Dentre os PGRs, destaca-se o Thidiazuron (TDZ), uma ureia fenil-substituida
(CoHsN4OS), estruturalmente diferente das auxinas e citocininas, mas com alta eficacia na
inducdo de regeneragdo, brotagdo e senescéncia foliar (LESHEM et al., 1994; FERRANTE et
al., 2003). O TDZ ¢ soluvel em diversos solventes, incluindo 4gua em pH 5,9, e embora estavel,
sua decomposi¢ao libera fumos toxicos (SHARMA et al., 2014; SAEED et al., 2022; PAl et al.,
2018). Estudos mostram que o TDZ apresenta desempenho superior a outras citocininas,
promovendo regeneracdo de brotos, inducao de raizes adventicias e calos, mesmo em espécies
recalcitrantes (ALVARENGA et al., 2015). Seu mecanismo de agdo envolve vias genéticas,
metabolicas e enzimaticas associadas a morfogénese e embriogénese. Além disso, o TDZ inibe

a enzima CKX, aumentando a concentrag¢do de citocininas endogenas (IKEUCHI et al., 2017).

Comparado as citocininas de adenina, o TDZ induz maior expressao de genes
relacionados a divisdo celular e pode até substituir auxinas em determinadas respostas
fisiolégicas, melhorando a produtividade vegetal (RASOULI et al., 2015; VAN
VOORTHUIZEN et al., 2021). Em estudos, aumentou a massa € o numero de frutos
(FAGUNDES et al., 2017) e demonstrou capacidade de preservar a clorofila, contribuindo para
o vigor dos tecidos cultivados (FAGUNDES et al., 2017). A eficiéncia do TDZ depende
diretamente da concentragdo utilizada e da espécie vegetal. Em cultivos de cevada e trigo, o
TDZ promove rapida regeneracdo e formagao de calos embriogénicos (GUO et al., 2013;
NISLER et al., 2021). No entanto, concentragdes elevadas ou uso prolongado podem causar
anormalidades, como escurecimento ou necrose dos calos, devido ao aumento da producao de

etileno endogeno (POUREBAD et al., 2015; KHAN et al., 2016).

A dose ideal de TDZ varia entre espécies, enquanto algumas requerem concentragdes
mais altas, outras respondem melhor a doses menores. Em Asparagus racemosus, por exemplo,
0,4 mg L' de TDZ induziu calogénese em 40% dos explantes (TRIVEDI et al., 2010),
demonstrando a sensibilidade interespécies. Em amendoim, concentragdes superiores a 1 uM
causaram oxidagao dos calos, refor¢ando a necessidade de ajuste preciso da dose (KHAN et al.,
2016). Além da dose, o tempo de exposi¢do ao TDZ ¢ crucial para o sucesso morfogénico.

Recomenda-se periodos de até duas semanas para evitar efeitos indesejaveis (YUCESAN,
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2018). Em Saussurea involucrata, a inducao de calos foi observada apds 14 dias com baixas

doses (GUO et al., 2012).

Apesar dos beneficios, o uso prolongado e excessivo de TDZ pode comprometer o
desenvolvimento de calos. Em Camellia sinensis e sementes de ervilha, o contato prolongado
resultou em necrose e perda da capacidade regenerativa (LU, 1993; ZHIHUI et al., 2009). Esses
efeitos adversos sdo atribuidos a resisténcia do TDZ a degradagao por citocinina-oxidases e a
inibicao de genes relacionados a biossintese de giberelinas (GA), como GA20-oxidase e GA3-
oxidase, levando a superexpressdo de GA2-oxidase (KUMARI et al., 2018; CELIKEL et al.,
2021).

No meio de cultura, o regulador de crescimento TDZ promove a divisdo celular,
estimulando a proliferacdo de células vegetais e a formacao de calos. Diferentes 6rgdos da
planta, como folhas, caules, raizes e cotilédones, podem ser utilizados como explantes. As
células presentes nesses tecidos, quando estimuladas pelo TDZ, multiplicam-se e se organizam
em massas indiferenciadas denominadas calos (ALI et. al, 2022). A citocinina ¢ um dos
hormonios responsaveis por dar inicio a formacao dos calos, porém ao ser usado o TDZ
substitui a acdo das citocininas, o0 mecanismo pela qual esse PGRs exerce tal fungdo ainda nao
estd completamente claro, mas antes de elucidar tais mecanismos, estudos anteriores sugeriram
que transportadores responsaveis por levar as citocininas para as células vegetais também
estariam relacionados ao transporte do TDZ, sendo eles os transportadores da subfamilia G da
cassete de ligacao ao ATP, permeases de purina e transportadores de nucleosideos de equilibrio
(DURAN-MEDINA et. al, 2017). Uma vez dentro da célula o TDZ age em diferentes rotas
metabolicas, como na regulacdo de enzimas responsaveis por modular a acdo de outros PGRs,
sugerindo que o TDZ provavelmente possui a capacidade de regular a acdo de transcritos

disponiveis no citoplasma vegetal (ERLAND et. al, 2020).

A eficiéncia do TDZ esta associada a sua atuacdo semelhante a da citocinina natural,
ativando vias metabdlicas especificas nas células vegetais tanto direta quanto indiretamente
(NISLER, 2018). Diretamente, ativa os receptores e vias de sinalizagdo das citocininas e
indiretamente, inibi a enzima CKX, responsavel pela degradagdo dessas citocininas. O TDZ
pode bloquear os sitios de ligagao da CKX, competindo com a citocinina e sendo degradado
em seu lugar, embora seja considerado um inibidor fraco dessa enzima em comparagdo com
outros compostos de ureia. Ainda assim, sua presenga leva ao acimulo de citocininas naturais,

o que estimula a divisao celular e a formacao de calos (NISLER et. al, 2021).
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A iniciacdo da calogénese via TDZ esta relacionada a uma série de eventos metabdlicos,
tais como vias sinalizadoras, transporte de sinas dentro das células, um sistema de sinalizagao
secundario e também mecanismos de resposta ao estresse (JONES et. al, 2007). Por exemplo,
um explante de folha possui os neurotransmissores serotonina, melatonina e indolamina que
entram em contato com o TDZ que promove a regenerac¢ao dos calos, porém tal processo sofre
a acdo de inibidores de a¢dao da auxina e de transporte da auxina, que diminuem o processo
regenerativo do TDZ, mas geram um aumento na concentracdo dos neurotransmissores
serotonina ¢ melatonina (ERLAND et. al, 2020) Inibidores de transporte de calcio e sodios
reduzem a morfogénese induzida pelo TDZ, entretanto levam ao aumento de indolamina. Aos
se quebrarem as pontes de amida do TDZ, ocorre a liberagdo de enxofre e nitrogénio, que estdo
relacionados com a indugdo dos calos. Ademais, o TDZ impede a sintese de derivados de
diterpenoides e promove a sintese de derivados de triterpenoides, além de proporcionar o

acimulo de outros PGRs relacionados a iniciacdo da calogénese (WANG et. al, 2020).

Além dos metabolitos e enzimas, o TDZ também gera efeitos nas expressdes génicas.
Um estudo mostrou que a indugdo de calos pelo TDZ esta relacionada ao efeito que o mesmo
tem sobre certos tipos de genes, que possuem relacdo com a proliferacdo de calos, tal trabalho
foi realizado com explantes de Asparagus racemaceus, cujos padrdoes de expressdo génica
foram alterados quando o TDZ foi introduzido (TRIVEDI et, al, 2010; KUMARI et. al, 2018).
Em 2006, um estudo mostrou que a aplicagdo do TDZ levava a ativacao dos genes TFL1 e
TFL2 em explantes de Arabidopsis, promovendo a formacdo de calos nessas plantas (GUAN
et. al, 2006). Nas culturas in vitro de alfafa, a inducdo da expressdo dos genes TPP e ACS
ligados ao estresse também levou a formagao de calos (ZHANG te. Al, 2006). Alteracdo na
atividade das citocininas e translocacao de auxinas em nivel genético ¢ um dos efeitos do TDZ,
que ¢ capaz de gerar a expressdo de genes responsaveis pela sinaliza¢do de citocininas, como
os genes presentes nos calos de Roza canina. Tais descobertas fornecem os subsidios
necessarios para concluir que o TDZ ¢ capaz de influenciar nas expressoes dos genes para

promover a calogénese (KUMARI et. al, 2018; KOU et. al, 2016).

2.4 Histologia de calos

A relevancia do uso de técnicas histologicas para o estudo da calogénese foi
primeiramente evidenciada nos trabalhos de Skoog e Miller (SKOOG et al., 1957), que
definiram o calo como um tecido vegetal de crescimento desorganizado, composto por uma

massa celular desdiferenciada. Essa defini¢ao reflete as caracteristicas histologicas dos calos,
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posteriormente descritos de forma mais detalhada como um sistema integrado, originado da
proliferacdo celular de diferentes tecidos vegetais. Inicialmente composto por células
relativamente homogéneas, o calo torna-se progressivamente heterogéneo, adquirindo
capacidade de formar qualquer 6rgdo ou tecido vegetal, ou até regenerar a planta completa

(KRUGLOVA et al., 2018).

Diversas tentativas foram realizadas para determinar o periodo exato de formacao dos
calos e seu desenvolvimento in vitro. Estudos destacam etapas criticas, incluindo fases de
inducdo e expressdao, que diferenciam a formacdo de calos primdrios, sua complexidade
estrutural e as vias morfogenéticas envolvidas no desenvolvimento do calo (KRUGLOVA et

al., 2023).

Um estudo realizado em 2020 (KLIMEK-CHODACKA et. al, 2020), avaliou a
eficiéncia na indugdo e regeneracao de calos em plantas do género Nigella L. (Ranunculaceae),
as analises microscopicas das laminas histologicas revelaram éareas embriogénicas e ndo
embriogénicas bem distintas. As zonas embriogénicas eram constituidas por células compactas
pequenas, com formato isodiamétrico, cujo os nucleos eram grandes e com coloragdo azul
escura e nucléolos protuberantes, evidenciando uma natureza meristematica. Ja as zonas nao

embriogénicas eram compostas por células vacuoladas grandes, com um arranjo livre e grandes

espacos intracelulares (KLIMEK-CHODACKA et. al,2020).

As regides meristematicas do tecido embriogénico deram origem a embrides somaticos,
nos quais foi possivel observar diferentes estdgios de desenvolvimento. Também foi visualizada
a presenca de pro-embrides somaticos com uma estrutura semelhante ao suspensor. Ja os
aglomerados embriogénicos produziram embrides com formato globular com protoderme ao
redor, posteriormente evoluindo para embrides em coracdo com a protoderme bastante
diferenciada e cotilédones definidos (PINKER et al, 2018). Em algumas amostras, os embrides
estavam ligados ao tecido dos calos através de estruturas multicelulares parecidas com o
suspensor, porém nao era algo frequentemente observado. Quanto aos embrides ja maduros, o
dominio basal que ¢ formado por hipocotilo, a radicula e o meristema da raiz, se encontrava em
estagio de desenvolvimento bem avangado, cuja regido meristematica apresentava divisdes
celulares abundantes (SZEWCZYK-TARANEK et. al, 2015). Eventualmente, dentro da regido
ndo embriogénica surgiram areas de tecidos vasculares que se dispersaram pelo tecido. A partir
dessas analises, os pesquisadores conseguiram visualizar e diferenciar as regides responsaveis

pela formagdo dos diferentes tecidos, informacao essa bastante 1til para estudos subsequentes
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como morfogénese, embriogénese somdtica e até transformagdo genética (KLIMEK-

CHODACKA et. al,2020).

Estudos recentes sobre a histologia de calos em FEucalyptus cloeziana revelam que
regides com competéncia meristematica, caracterizadas por células pequenas, paredes finas,
morfologia isodiamétrica e alta razdo nucleo/citoplasma, estdo presentes nas amostras,
mostrando alta atividade celular e capacidade de formar novos tecidos, incluindo feixes
vasculares e meristemoides ativos (OBERSCHELP et al.,2015). O acimulo de substancias
ergasticas nessas areas indica um elevado potencial morfogénico, confirmando que calos
induzidos in vitro sdo fontes eficientes de células competentes para organogénese e regeneragao
vegetal. Esses achados ressaltam a importincia do estudo histologico para entender a
competéncia celular e desenvolver protocolos eficazes de regeneracdo e micropropagacdo em

plantas de interesse (ZICHNER ZORZ et al., 2020).

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Avaliar a origem das brota¢des em calos de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla,
induzidos a partir do uso de diferentes concentracdes de TDZ.
3.2 Objetivos Especificos
Avaliar a eficiéncia de diferentes concentragdes de TDZ na inducdo de calos em

Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, com base na porcentagem de calos formados;

Determinar a concentracao de TDZ mais adequada para a calogénese em cada espécie,

baseado na quantidade de brotos que esses calos serdo capazes de originar;

Comparar a resposta dos gendtipos de eucalipto quanto a formacao de calos e ao nimero

de brotacdes geradas, baseado na porcentagem de explantes que serdao capazes de gerar brotos;

Analisar, por meio de cortes histoldgicos, a origem das brotacdes nas diferentes regides

do tecido calogénico.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desinfestacdo e germinacio das sementes de Eucalipto
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Para a germinagdo das sementes de eucalipto, foi preparado o meio MS (MURASHIGE
and SKOOG,1962) na metade de sua concentracdo (ANEXO A), gelificado com 8 g-L™' de

Agar e o pH foi aferido para 5,8. Em seguida, o meio foi autoclavado por 20min a 121°C.

Para a desinfestacdo, as sementes foram levadas para camara de fluxo laminar, onde
foram colocadas em tubos eppendorf de 2 ml até a marca de 0,5 ml, juntamente com 1ml de
alcool 70% durante 1 minuto. Posteriormente, foi retirado o alcool, e adicionado 1 ml de NaClO
(teor de cloro ativo: 2,0% a 2,5% p/p) com uma gota de detergente comercial, deixando agir
por 20 minutos e, a cada 5 minutos foi feita a agitacdo do tubo. Apds os 20 minutos, as sementes
foram lavadas 5 vezes com agua destilada autoclavada. Terminadas as lavagens, as sementes
foram selecionadas com o auxilio de pingas de ponta fina e uma lupa e inoculadas em frascos

com meio de germinagao.

Foram colocadas 12 sementes por frasco totalizando 86 frascos (43 para E. urophylla e
43 para E. grandis). Os frascos foram colocados em sala de crescimento para a germinagdo das

sementes com temperatura de 27 °C e fotoperiodo de 12 horas por 42 dias.

4.2 Calogénese

O meio de cultura utilizado para calogénese foi o MS (MURASHIGE and
SKOOG,1962) na metade da concentracio de nitratos (ANEXO A), contendo 8 g-L! de Agar,
30 g-L! de sacarose e o pH 5,8. O meio foi autoclavado a 121 °C por 20min. Apds a

autoclavagem, foram adicionadas as diferentes concentragoes de TDZ.

Os explantes foram obtidos de plantas de Eucalyptus urophylla e Eucalyptus grandis
cultivadas por 42 dias in vitro. Foram utilizados trés tipos de explantes: cotilédones, folhas e
apices caulinares, os quais foram seccionados em fragmentos de aproximadamente 0,5 cm? e
inoculados em placas de Petri contendo meio de calogénese (MS com metade da concentragao
de nitratos). O experimento foi conduzido segundo o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com cinco concentragdes do regulador de crescimento TDZ como tratamentos: C: 0,0

mg-L™', T1: 0,025 mg-L™', T2: 0,050 mg-L™*, T3: 0,075 mg-L"' e T4: 0,1 mg-L™".

Para cada espécie e tratamento, foram utilizados 15 explantes distribuidos
aleatoriamente em 15 placas de Petri, totalizando 75 placas por espécie. A distribui¢ao dos tipos
de explante por tratamento seguiu a proporcao de 3 explantes de apice caulinar, 6 de cotilédone
e 6 de folha por concentragdo de TDZ, garantindo uniformidade no nimero total de repeticoes.

Foram feitos numeros de placas diferentes para &pices, cotilédones e folhas, pois o objetivo
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inicial no momento da inoculagdo dos explantes era fazer o maior nimero de placas possivel
para minimizar as perdas causadas por futuras contaminagdes. Apds a inoculagdo, as placas
foram mantidas em sala de cultivo com temperatura controlada a 27 °C, em condi¢ao de escuro
continuo, por um periodo de 30 dias, com renovagdo do meio de cultura apos 15 dias. A

avaliagdo da calogénese foi realizada ao final do periodo de cultivo.

Um segundo experimento foi conduzido com plantas de FEucalyptus urophylla e
Eucalyptus grandis com 63 dias de germinacdo, utilizando o delineamento em blocos
casualizados (DBC), com os blocos correspondendo aos dois dias consecutivos de execucao do
experimento. Essa estrutura experimental foi adotada devido ao elevado nimero de repetigdes
(quantidade de explantes), que impossibilitou a condugao de todas as inoculagdes em um tnico
dia. Dessa forma, a divisdo em dois blocos permitiu controlar a variabilidade associada a
possiveis diferengas nas condi¢des ambientais e operacionais entre os dias. Foram avaliados
cinco tratamentos (C: 0,0 mg-L™' de TDZ; T1: 0,025 mg-L*; T2: 0,050 mg-L™'; T3: 0,075
mg-L™'; e T4: 0,1 mg-L™"), com sete placas por gendtipo em cada tratamento: uma placa com
apices (10 explantes), duas com cotilédones (10 explantes cada) e quatro com folhas (10
explantes cada), totalizando 35 placas por espécie. Trés pesquisadores participaram da
execu¢do, cada um responsavel por 70 placas, totalizando 210 placas por dia. Ao final do

experimento, considerando os dois blocos (dias), foram inoculadas 420 placas no total.

4.3 Regeneracio dos calos de eucalipto

Apods os 30 dias de calogénese, os explantes foram transferidos para o meio de
regeneragao (MURASHIGE and SKOOG,1962) suplementado com BAP 0,338 mg-L ' e ANA
0,0088 mg-L' (ANEXO A) e colocados na sala de crescimento sob luz (fotoperiodo 16 horas
por 8 horas) a 27°C para a indugao de brotagdes. As trocas para um novo meio foram feitas apds

15 dias de regeneracdo e apos completados 30 dias de regeneracao.

4.4 Histologia em resina

Para os cortes histologicos, foram selecionados apenas calos de apice caulinar de E.
urophylla e de E. grandis, que haviam completado 60 dias em regeneragdo, pois os calos
oriundos de cotilédones dos dois gendtipos trabalhados ndo formaram brotagdes, mesmo apos
60 dias em meio de regeneracdo (Figura 1). Quanto aos calos de explantes foliares, somente
trés placas de E. grandis, nos tratamentos T1 (0,025 mg-L™"), T2 (0,050 mg-L™") e T3 (0,075

mg-L™") formaram um numero menor de brotos (Figura 10). Os calos selecionados para a



32

histologia, foram oriundos do experimento feito com plantas de 42 dias de germinagao, pois o
experimento realizado com plantas de 63 dias em germinagdo, teve um desempenho tanto na
calogénese quanto na regeneracao inferior aos explantes oriundos de plantas de 42 dias em
germinagdo. Como o objetivo da etapa histologica era identificar o local de origem de formacgao
das brotacdes, somente um tipo de explante que fosse selecionado e que apresentasse a presenga
de brotos seria suficiente para se obter tal resposta. Quanto aos tratamentos, os dois calos de
apice caulinar selecionados pertenciam ao tratamento T1 (0,025 mg-L™'), que se mostrou

eficiente na regeneragdo de brotos nos dois genotipos de eucalipto.

Figura 1 — Cotilédones em processo de regeneracao.

Legenda A 1magem mostra calos oriundos de explantes de cotlledones com 60 dias em meio de
regeneragdo (MS com BAP e ANA). A primeira placa (a esquerda) sdo calos de E. urophylla, as
demais placas s@o de E. grandis. Como pode ser observado na imagem, os calos de cotilédones dos
dois genotipos nao foram capazes de formarem brotos, mesmo apds 60 dias em processo regenerativo.

Fonte: elaboracdo propria.

Foram entao selecionados um calo de apice caulinar de E. urophylla e um calo de apice
caulinar de E. grandis, que foram colocados em placas de vidro sob uma lupa e com o auxilio
de pinga e bisturi foram removidas e contadas as brotagdes. Os calos foram cortados ao meio e
colocados em tubos eppendorf contendo FAA (Formaldeido 15%, Acido acético 15% e Alcool
70%) para a etapa de fixacdo. Apds 4 dias em FAA, os calos foram desidratados em uma
sequéncia de solugdes com diferentes concentragdes de etanol (70% até 100%), com intervalo

de 1h entre cada concentracao.

As amostras foram colocadas em solucdo de pré-infiltracdo, que consistiu em trés
etapas, sendo a primeira de etanol 100% e Historesina por 15 horas, depois duas trocas somente
com Historesina, a primeira por 6 horas e a segunda por 15 horas. As amostras foram
submetidas a solugdo de infiltracdo composta por Historesina mais ativo por 7 horas. Por lltimo,
as amostras foram polimerizadas com solucdo de Historesina, ativador e endurecedor, e
colocadas em moldes. Os moldes foram levados para uma estufa a 37 °C para o endurecimento

do material. Apds endurecerem, as amostras foram coladas em um suporte de madeira e, foram
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cortadas com o uso de um Micrétomo. As laminas foram coradas com azul de toluidina (0,05%)

e observadas ao microscopio.

As Figuras 2 e 3 apresentam os dois esquemas da metodologia empregada nos
experimentos 1 e 2, abrangendo desde a preparacdo dos explantes, para os experimentos 1 e 2,

e as andlises histologicas feitas para o experimento 1, de modo a facilitar a compreensao.

Figura 2 — Metodologia empregada no primeiro experimento.

Matriz Explantes Calogénese Regeneracao Histologia
g."»:'ehq (\’ »f,"»‘ 2 -
“muw - e & o @b "
// o Folhas 30 dias 30 dias
o %o 8 %es 8,
ve, §,% | VvV coee > ab b
\¢& .
Apices 30 dias 30 dias
Eucaliptos com 6
semanas
WY &,
RN R
Cotilédones 30 dias 30 dias

Microscépio

Legenda: Esquema da metodologia utilizada na condu¢do do primeiro experimento realizado com
plantas de 42 dias em meio de germinagao (MS na metade da sua concentracao).

Fonte: elaboracdo propria.



Figura 3 — Metodologia empregada no segundo experimento.
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Legenda: Esquema da metodologia utilizada na condu¢do do segundo experimento realizado com
plantas de 63 dias em meio de germinagao (MS na metade da sua concentracao).

Fonte: elaboracao propria.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Calogénese

A primeira observacao feita foi quanto a idade dos explantes, foram testados explantes

extraidos de plantas com 42 dias e 63 dias de germinagdo. As plantas de 63 dias possuiam

folhas, cotilédones e apices maiores do que as de 42 dias, as quais resultavam em um nimero

maior de repeticoes (quantidade de éapice, cotilédone e folhas), porém no que se refere a

formacao de calos, todos os explantes retirados de plantas de 42 dias se transformavam em calos

quando atingiam os 30 dias de indug¢do nos meios com TDZ, isso para todos os tratamentos com

TDZ e para ambos os genotipos trabalhados, ou seja, 100% de sucesso na formacdo de calos

(Figuras 4, 5 e 6). Ao passo que, para os explantes de plantas de 63 dias foram observadas que

algumas placas apds os 30 dias de calogénese, continham explantes que nao se tornaram calos

(30% de explantes que formaram calos) (Figuras 4, 5 € 6).
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Figura 4 — Calos foliares em processo de calogénese.

Legenda: Imagens de calos foliares com 30 dias de calogénese inoculados com 63 dias de germinagdo
(A e C). Imagens de calos foliares com 30 dias de calogénese inoculados com 42 dias de germinacao (B

e D). Nas imagens A e B sao calos de Eucalyptus urophylla. Nas imagnes C e D sao calos de Eucalyptus
grandis.

Fonte: elaboracdo propria.
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Figura 5 — Calos de cotilédones e apices de Eucalyptus grandis.

Legenda: As imagens E e F apresentam calos de cotilédone de E. grandis com 30 dias de calogénese.
Na imagem E sdo calos de cotilédone provenientes de plantas com 63 dias de germinagdo. Ja na imagem
F, séo calos de cotilédone provenientes de plantas com 42 dias de germinagdo. As imagens G ¢ H
apresentam calos de apice caulinar de E. grandis com 30 dias de calogénese. Na imagem G sao calos de
apice provenientes de plantas com 63 dias de germinagao e a imagem H sao calos de apices provenientes
de plantas com 42 dias de germinacado.

Fonte: elaboragdo propria
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Figura 6 — Calos de cotilédones e apices de Eucalyptus urophylla.

Legenda: As imagens I e J apresentam calos de cotilédone de E. urophylla com 30 dias de calogénese.
Na imagem I sdo calos de cotilédone provenientes de plantas com 63 dias de germinagao, enquanto que
na imagem J temos calos de cotilédone provenientes de plantas com 42 dias de germinagdo. Ja nas
imagens K e L, apresentam-se calos de apice caulinar de E. urophylla com 30 dias de calogénese. Na
imagem K sdo calos de apice provenientes de plantas com 63 dias de germinagdo e a imagem L sdo
calos de apices provenientes de plantas com 42 dias de germinagéo.

Fonte: elaboracao propria.

De acordo com Oliveira et. al, 2024, as diferentes respostas a indugdo de calos
apresentada pelos explantes oriundos de plantas com 42 dias de germinagdo e plantas com 63
dias pode estar intimamente relacionada a idade das mesmas. Existem vérios fatores que fazem
com que quanto mais jovem seja o tecido vegetal mais responsivo ele seja e um melhor
desempenho ele apresente. Primeiramente, tecidos jovens tem uma maior atividade
meristematica, principalmente aqueles presentes nos apices caulinares, fazendo com que as
respostas morfogénicas sejam mais eficazes na formacao de calos e brotagdes. Além disso, os

tecidos jovens possuem maior sensibilidade aos reguladores de crescimento presentes no meio
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de cultura, pois possuem receptores celulares mais ativos em comparagdo com os tecidos mais

velhos (DE OLIVEIRA, et. al, 2024).

Outro ponto a ser destacado foi a ocorréncia de uma alta taxa de contaminagao dos
explantes durante a etapa de calogénese, contaminagdo essa causada quase que
predominantemente pela presenca de fungos nas placas dos explantes (Figura 7). Por conta
disso, para as 150 placas inoculadas na calogénese, foram salvas somente 69 placas, ou seja, a

taxa de contaminacdo desse experimento foi de aproximadamente 54%.

A contamina¢do microbiana em micropropagagdo, ¢ a causa principal de perdas de
materiais vegetais cultivados in vifro. Quando as contaminagdes sdo provenientes de fatores
externos, como o uso de placas de Petri ndo estéreis ou o uso de equipamentos ou meio de
cultura ndo autoclavados, o emprego de um protocolo de assepsia e esterilizacdo eficientes sao
suficientes para combater o aparecimento de contaminagdes (OKOROAFOR, 2022; PARK et.
al,2017; ANTHONYDHASON et. al,2018).

No entanto, quando a contaminagdo ¢ endofitica, ou seja, originada do proprio material
vegetal, o controle torna-se consideravelmente mais complexo (TEWELDE et al., 2020; KIM
etal., 2017). Dessa forma, além dos cuidados com utensilios € meios de cultura, ¢ fundamental
considerar cuidadosamente a procedéncia do material vegetal utilizado na propagacgao in vitro.

O sucesso do cultivo in vitro depende, portanto, da combinacao entre a escolha criteriosa do
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material vegetal e a aplicagdo de um protocolo de esterilizagao eficiente (SESSOU et al., 2020;

SIVANESAN et al., 2021).

Figura 7 — Contaminagao fingica dos explantes.

Legenda: A imagem mostra explantes de cotilédone pertencentes a Eucalyptus grandis
tirada ap6s 15 dias em calogénese. Nessa imagem € possivel visualizar o crescimento de
fungos que envolveram os explantes.

Fonte: elaboracdo propria.

Em relagdo a resposta dos dois genotipos a inducao de calos, observou-se que os calos
de Eucalyptus urophylla tinha tendéncia maior a oxidag¢@o em relacdo aos calos de Eucalyptus
grandis (Figura 8). Ambos os genétipos produziram calos compactos, porém os calos de E.
urophylla eram ligeiramente mais imidos e frageis, podendo se partir ao serem manipulados
com pinga, embora ndo se desintegrassem como calos fridveis. Quanto a contaminagdo, os
explantes de E. urophylla demonstraram maior suscetibilidade em comparacdo a E. grandis.

Em ambos os gendtipos, os contaminantes, principalmente fungos, seguidos por bactérias,
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geralmente se desenvolviam diretamente sobre o explante, embora, ocasionalmente, tenham

surgido em outras regides da placa de Petri.

Figura 8 — Explantes dos dois gendtipos ao final da calogénese.

Legenda: A imagem a esquerda, mostra as caracteristicas de calos foliares de Eucalyptus urophylla ap6s
completados 30 dias em calogénese. A imagem a direita, mostra as caracteristicas de calos foliares de
Eucalyptus grandis ap6s completados 30 dias em calogénese. Em ambas as imagens ¢é possivel visualizar
uma diferenca em relacdo a coloracdo e aparéncia dos calos.

Fonte: elaboragdo propria.

O genodtipo das espécies vegetais trabalhadas tem um impacto direto no sucesso da
calogénese (HESAMI et. al, 2018; PHILLIPS et. al,2019). Isso porque, a resposta das plantas
ao cultivo in vitro € genotipo dependente, ou seja, cada planta, mesmo que sejam de um mesmo
género, terdo uma resposta individual aos estimulos provenientes do meio de cultura e dos
reguladores de crescimento vegetal. Primeiramente, as plantas podem ter diferentes reagdes aos
reguladores de crescimento, algumas podem ser mais sensiveis aos acumulos dos mesmos e
apresentarem uma resposta fisiologica mais rapida, ao passo que o contrario também seria

verdadeiro (RAM et. al,2024; NAGLE et. al, 2018).

A resposta génica também influencia no desempenho das plantas, existem genes ligados
aos processos de formacao de calos e de regeneracao de brotos e estes precisao estar ativos nas
células vegetais durante as etapas de calogénese e de regeneragdo. Alguns genotipos possuem
maior facilidade em expressar tais genes, o que resulta em uma melhor desdiferenciagdo celular

e posterior regeneracao (SILVA et. al, 2022; GORDON-KAMM et. al, 2019).

Essas diferencas sdo de grande relevancia, pois refletem a forma como cada genotipo
responde ao protocolo experimental ao qual ¢ submetido. Tal variabilidade dificulta a aplicagao
de um protocolo Unico e universal para um mesmo género, uma vez que respostas distintas

podem ocorrer mesmo entre espécies filogeneticamente préximas. Consequentemente,
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procedimentos de micropropagac¢ao, transformagao genética ou calogénese que se mostraram
eficientes para uma espécie podem ndo apresentar 0 mesmo sucesso em outra (EL-ESAWI,

2016; NALAPALLI et al., 2021; NATHAN et al., 2022).

5.2 Regeneracio

Apos 15 dias em regeneracgdo, foi observado que as placas de apices caulinares de E.
grandis que tinham sido submetidas ao tratamento T1 (0,025 mg-L™' de TDZ) apresentaram os
primeiros sinais de brota¢do. Passados 23 dias em regeneracdo, todos os explantes de apices
caulinares tanto de E. grandis quanto de E. urophylla comegaram a formar brotos. Entre os dois
genotipos em estudo o E. grandis foi o mais responsivo, pois seus calos oriundos de épices
caulinares formaram uma maior quantidade de brota¢des, com uma média de 67% dos explantes
com brotos para o tratamento T1 (0,025 mg-L™! TDZ), 43,34% para o tratamento T2 (0,050
mg-L! TDZ), 48% para o tratamento T3 (0,075 mg-L™" TDZ) e 37,5% para o tratamento T4
(0,1 mg-L' TDZ). Ja para E. urophylla as médias de formacao de brotacdes por explante foram
36% para o tratamento T1 (0,025 mg-L™! TDZ), 32% para o tratamento T2 (0,050 mg-L' TDZ),
31% para o tratamento T3 (0,075 mg-L' TDZ) e 25% para o tratamento T4 (0,1 mg-L™! TDZ).
No que se refere aos calos oriundo de cotilédones de E. grandis e E. urophylla, nenhum deles
foi capaz de dar origem a brotos mesmo apds 60 dias em meio de regeneracdo. No caso dos
calos oriundos de folhas, somente trés placas de E. grandis formaram brotagdes, sendo elas uma
placa do tratamento T1 com 20% de brotos, uma do tratamento T2 com 6,66% de brotos e uma
do tratamento T3 com 33,33% de brotos formados. Quanto a concentragdo de TDZ mais
eficiente, o tratamento T1 (0,025 mg-L™' TDZ) foi o melhor na regeneragao de brotos em E.
grandis com uma média de 67% de brotagdes, ja em E. urophylla os tratamentos T1 e T2 (0,025
mg-L' TDZ e 0,050 mg-L ! de TDZ respectivamente) foram os mais responsivos na formagao

de brotos com as médias de 36% e 32% de brotagdes respectivamente. (Figura 9).
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Figura 9 — Apices ao final do processo regenerativo.

Legenda: A- A imagem apresenta calos de apices caulinares de Fucalyptus grandis em meio de
regeneragao (MS com BAP e ANA) com 0,025 mg-L ™' de TDZ (tratamento T1). B- A imagem apresenta
calos de apices caulinares de Eucalyptus urophylla em meio de regeneragao (MS com BAP e ANA)
com 0,025 mg-L™! de TDZ (tratamento T1). C- A imagem apresenta calos de apices caulinares de
Eucalyptus urophylla em meio de regeneragdo (MS com BAP e ANA) com 0.050 mg-L™' de TDZ
(tratamento T2). Ao serem observadas as trés imagens, € possivel notar uma maior quantidade de
brotagdes nos calos da imagem A em relacdo aos calos presentes nas imagens B e C.

Fonte: elaboragdo propria.

No que se refere ao tipo de explante utilizado, os apices foram os mais responsivos em
ambos os gendtipos (Figura 10), com um percentual total de brotagdes, unindo as médias dos
quatro tratamentos, de 48,96% para E. grandis e 31% para E. urophylla. No que se refere aos
outros tipos de explante, com dito anteriormente nao houve formacao de brotos em calos de
cotilédones, tanto para E. grandis quanto para E. urophylla. E para os calos foliares, somente
E. grandis teve placas com formagao muito baixa de brotagdes, o que nao pode ser usado para

comparagoes de dados, visto que os calos foliares de E. urophylla nao formaram brotos.
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Figura 10 — Resultados entre dois tipos de explantes ao fim da regeneragdo.

Legenda: A imagem acima mostra calos de apices caulinares de Eucalyptus grandis com 35 dias em
meio de regeneragdo (MS com BAP e ANA). A imagem abaixo mostra calos foliares de E. grandis com
35 dias em meio de regeneragdo (MS com BAP e ANA). Ao serem comparadas as duas imagens, nota-
se que os calos de apices caulinares regeneraram uma maior quantidade de brotagdes quando
comparados aos calos foliares, que além de menor nimero de brotos possui calos oxidados.

Fonte: elaboragao propria.

Os explantes oriundos dos apices caulinares de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
urophylla apresentaram desempenho superior em relagdo aos explantes originados de folhas e
cotilédones, o que se deve a alta concentragdo de células meristematicas nessa regido do corpo
vegetal (JAFARI et al., 2017). As células meristematicas possuem totipoténcia, ou seja, a

capacidade de se diferenciar em qualquer tipo de célula vegetal, o que facilita os processos de
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desdiferenciacdo e diferenciagdo celular aos quais os explantes sdo submetidos durante a

inducdo e formacao de calos, bem como durante a regeneragao de brotos.

Além disso, os apices caulinares apresentam niveis elevados de auxinas, hormonios
responsaveis por promover o alongamento celular e a dominancia apical (KADOKURA et al.,
2018). Quanto as citocininas, 0s apices possuem concentracdes mais equilibradas, o que
contribui para uma inducao mais eficiente dos calos e regeneracao dos brotos, dependendo
apenas dos reguladores adicionados ao meio de cultura. O tecido apical também se caracteriza
por uma alta taxa metabolica, garantindo a sintese eficiente de metabodlitos essenciais a
sobrevivéncia celular, o que resulta em maior resiliéncia aos estresses comumente observados

durante o cultivo in vitro (DE OLIVEIRA COSTA et al., 2020).

Portanto, compreender as caracteristicas e vantagens dos diferentes tipos de explantes ¢
fundamental para o estabelecimento de protocolos experimentais. A escolha adequada do
explante pode determinar o sucesso do estudo, sendo que, para experimentos de organogénese
indireta, calos oriundos de 4pices caulinares se mostram particularmente vantajosos, pois as
regides meristematicas presentes nesses tecidos respondem de forma mais eficiente aos

reguladores de crescimento aplicados no meio de cultura (KENDURKAR et al., 2018).

5.3 Histologia

O calo de E. grandis escolhido para os cortes histologicos era formado por 27 brotagdes
que foram cortadas da superficie do calo e contadas (Figura 11). O calo foi entdo seccionado
ao meio e suas duas partes foram denominadas amostra 1 e amostra 2, que seguiram para o
emblocamento. O que pode ser observado nas primeiras ldminas provenientes da amostra 1,
pertencente ao calo de E. grandis, foram estruturas teciduais semelhantes aos tecidos vegetais
que compde uma folha, ou seja, a presenga de epiderme, parénquima pali¢adico, parénquima
esponjoso, feixes vasculares e estomatos (Figura 12A). A presenca dessas folhas possivelmente

¢ um resquicio das brotacdes que foram cortadas da superficie do calo.
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Figura 11 — Imagem do calo e brotagdes retiradas de Eucalyptus grandis.

Legenda: A figura mostra a aparéncia do calo de apice caulinar de Eucalyptus grandis escolhido para a
etapa de histologia antes de ser emblocado. A esquerda estdo as brotagdes que foram seccionadas da
superficie do calo. Foram contadas ao todo 27 brotacdes retiradas do calo de E. grandis.

Fonte: elaboracdo propria.

Depois, as laminas mais internas comegaram a apresentar tecido com organizagao semelhante
ao caule vegetal, com presenca de protoderme, regido cortical, cAmbio vascular e regido
medular (Figura 12 B). A medida que se aprofunda o corte, observa-se que a presenga de

sistemas condutores era cada vez mais evidente nos tecidos.

Em algumas laminas, além da presenga de varias das estruturas que lembram xilema e
floema, como Elementos de vaso ¢ Elementos de Tubo Crivado, respectivamente, ainda foi
visualizada a estrutura de um &pice caulinar se formando na protoderme do tecido do calo

(Figura 12 C).
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Figura 12 — Cortes histologicos da amostra 1 de Eucalyptus grandis.

Legenda: A- A imagem apresenta o corte histologico feito na amostra 1 pertencente ao calo de apice
caulinar de E. grandis. No tecido foi possivel identificar a Epiderme (Ep), o Parénquima paligadico (Pp),
o Parénquima esponjoso (Pe), o Estomato (Es) e um Feixe vascular (Fv). Tais componentes sdo
comumente visualizados em tecidos foliares. B- A imagem mostra o corte histologico feito na amostra
1, que pertence ao calo de apice caulinar de E. grandis. Nesse corte foi identificada a Protoderme (Pd),
o Sistema condutor (Sc), a Regido cortical (Co) e a Regido medular (Me). A organizagdo e os tipos
teciduais identificados nesse corte lembram os mesmos vistos em corte de caules vegetais. C- Nesta
imagem da amostra 1 de E. grandis, foi feito o registro de um meristema apical caulinar (MPC)
crescendo na extremidade do tecido vegetal. Além do meristema, também estdo presentes no tecido o
Sistema condutor (Sc) e a Regido medular (Me).

Fonte: elaboracao propria.
O mesmo pode ser encontrado nas fotos das ldminas da amostra 2, que também eram
provenientes do calo de E. grandis. As primeiras 1aminas mostravam as estruturas de uma folha,
as laminas seguintes mostravam a estruturas de um caule e, por fim, algumas ldminas continham

muitos sistemas condutores e também foi possivel detectar a formacao de apice caulinar (Figura

13 A-C).
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Figura 13 — Cortes histologicos da amostra 2 de Eucalyptus grandis.

Legenda: D — A imagem apresenta a vista do corte histologico feito na amostra 2 pertencente a
Eucalyptus grandis. Na imagem foi identificada a Epiderme (Ep), o Parénquima pali¢adico (Pp), o
Parénquima esponjoso (Pe) e um Feixe vascular (Fv). Tal conformacdo histologica ¢ normalmente
observada ao se visualizar tecidos foliares. E- Na imagem pertencente a amostra 2 de £ grandis, foi feita
a identificagdo dos sistemas condutores Xilema (Xi) e Floema (Fl). F — Na terceira foto, também
proveniente da amostra 2 de E. grandis, visualiza-se a precenca de um Meristema Apical Caulinar
(MPC), com a identificacdo da regido do Promeristema (PM) e do Primérdio Foliar (PF).

Fonte: elaboracao propria.

O calo de apice caulinar escolhido de E. urophylla, teve 10 brotacdes cortadas de sua
superficie (Figura 14), e assim como o que foi feito para E. grandis, apos a remogao dos brotos
o calo foi cortado ao meio e suas duas partes foram emblocadas separadamente sendo
denominadas amostra 3 e amostra 4. Nas primeiras laminas da amostra 3 de E. urophylla,
aquelas mais superficiais, somente observou-se um aglomerado de células com caracteristicas
de uma massa calogénica. A medida que se seguiram os cortes no material emblocado, a Gnica
coisa a ser visualizada nessa amostra eram as células de calos (Figura 15 A). Tal fato era

esperado, pois ao se observar o calo em placa de Petri era possivel visualizar regides sem a
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presenga de brotos, principalmente aquelas que ficavam em contato com o meio de cultura ou

invés de estarem voltadas para a fonte luminosa.

Figura 14 - Imagem do calo e brotagdes retiradas de Eucalyptus urophylla.

Legenda: A figura mostra a aparéncia do calo de apice caulinar de Eucalyptus urophylla escolhido para
a etapa de histologia antes de ser emblocado. A esquerda estdo as brotagdes que foram seccionadas da
superficie do calo. Foram contadas ao todo 10 brotagdes retiradas do calo de E. urophylla.

Fonte: elaboracao propria.

No que se refere a amostra 4 de E. urophylla, nas 1aminas com os cortes superficiais, o
que se visualizava era a presenca de estruturas que lembravam sistemas vasculares, porém sem
uma forma muito organizada (Fig 15 B). Conforme se avanca nas laminas dos cortes, as
estruturas dos sistemas condutores comegam a ficar um pouco mais claras, porém essas
estruturas ainda se apresentavam de maneira desorganizada dentro do tecido vegetal. Por fim,
algumas laminas da amostra 4 mostraram, além dos sistemas condutores desorganizados, a
presenca de uma estrutura semelhante a um apice caulinar se formando na regido superficial do

tecido do calo (Figura 15 C).
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Figura 15 - Cortes histologicos da amostra 3 de Eucalyptus urophylla.
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Legenda: G — A imagem mostra o corte histologico feito na amostra 3 pertencente ao calo de Fucalyptus
urophylla. Nesse corte tudo que pode ser visualizado ¢ tecido caloso. H- Essa imagem pertence ao corte
feito na amostra 4 do calo de Eucalyptus urophylla, nela foi identificada a presenca de Sistemas
condutores desorganizados (Sc). [ - A tltima imagem, também da amostra 4 de Eucalyptus urophylla,
mostra o crescimento de um Meristema Apical Caulinar na extremidade do tecido vegetal, juntamente
com a formacdo de Cavidades Secretoras (CS).

Fonte: elaboragdo propria.
Imagens das laminas tanto de E. grandis quanto de E. urophylla, mostraram a presenca
de formagao de brotos em partes do tecido caloso que estava proximo a sistemas condutores

(Figura 16). Tais sistemas condutores eram formados tanto por células mais jovens quanto por

células mais maduras (Figura 17).
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Figura 16 — Regides de formacao de brotagdes presentes nos cortes histologicos.

Legenda: Na imagem, referente a amostra 1 do calo de E. grandis, pode-se visualizar a presenca de
regides de formagdo de Brotacdes (Bt) proximas aos Sistemas condutores.

Fonte: elaboracdo propria.

Figura 17 — Sistemas condutores jovens e maduros encontrados nos tecidos.

Legenda: J- Na imagem, referente a amostra 4 de Eucalyptus urophylla, mostra uma visao de sistemas
condutores (Sc) maduros localizados proximos as regides de formagao de brotagdes (Bt). K- A imagem,
também relativa a amostra 4 de E. urophylla, apresenta a identificagdo de Sistemas condutores (Sc) mais
jovens se formando no tecido do calo.

Fonte: elaboragdo propria.
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A formacao de brotos em calos ndo ¢ um processo simples, podendo envolver diferentes
fatores, tais como o estimulo mediante a acdo dos reguladores de crescimento vegetal das
células indiferenciadas que compde os calos, que podem ser induzidas a diferenciacdo e dar
origens a varios tipos de células vegetais, incluindo aquelas que formam brotacdes (YANG et.
al,2023; KEAN-GALENO et. al,2024).Além das células indiferenciadas, a ativagao de células
meristematicas que se encontravam dormentes nos tecidos dos calos pode ser outro fator a
contribuir para a formagao de brotos. Tais células meristematicas podem advir de células do
parénquima, que tem a capacidade de se desdiferenciar e dar origem aos meristemas (NICOLAS
et. al,2022). Ja em plantas lenhosas o procambio, tecido meristematico que da origem ao caAmbio
vascular em tecidos maduros, pode ser estimulado a originar sistemas vasculares que
contribuem para a formacao de brotagdes (WANG et. al,2018; ZHU et. al, 2020; MCKIM et.
al, 2019; NAKAMASU et. al, 2019).

Estudos sobre organogénese indireta em espécies de eucalipto descreveram que o
desenvolvimento de calos e o surgimento de brota¢des estariam intimamente relacionados com
o aparecimento de regides com atividade meristematica proximas aos feixes vasculares
(ZICHNER ZORZ et. al,2020). Tais regides teriam a chamada competéncia organogénica, que
seria a capacidade de formacao das células desdiferenciadas que originam os calos, assim como
a capacidade promover a diferenciagdo necessaria, mediante o estimulo correto dos reguladores
de crescimento vegetal, para a formacdo dos brotos adventicios (MYCOCK et. al, 2012;

AGGARWA et. al, 2010).

Dito isso, a formacao das brotagdes possivelmente se originou de células com atividade
meristematica que se encontravam proximas aos sistemas vasculares, que ficavam mais
evidentes no tecido a medida que se avangava nos cortes das amostras de calos, ou seja, mais
internamente no calo. Quanto ao tipo de explante, o dpice caulinar se mostrou mais eficiente
que os demais por possuir uma maior porcentagem de brotagdes em ambos os gendtipos, sendo
o tecido recomendavel para protocolos que tenham como objetivo alcangar uma grande
quantidade de brotagdes. Andlise de cortes histologicos ajudam a ter uma visdo mais
aprofundada do material vegetal trabalhado, fornecendo informagdes visuais sobre a origem
das brotagdes, o que ¢ essencial para estudos subsequentes em cultura de tecidos, tais como a
transformagao genética, pois sabendo de qual por¢cao do calo se originam as brotagdes, seria
possivel elaborar um protocolo focado para que a célula bacteriana competente a transformagao

pudesse ser colocada em contato direto com a area de tecido vegetal que dara origem ao futuro
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broto, visto que transformar areas do tecido que ndo se tornaram brotagdes significaria um
insucesso da transformacao genética. Ademais, a escolha referente a qual etapa do experimento
seria a melhor para selecionar os explantes que passariam pela transformagao genética também
¢ um ponto chave. Nesse experimento, os calos se formaram por completo apos os 30 dias em
calogénese e as brotacdes ap6s 30 dias em regeneracdo. Entdo, o momento indicado para a
selecdo dos calos para a transformacao genética seria entre 10 a 15 dias da etapa de regeneragao,
pois no comego dessa etapa os brotos estariam comecando o processo regenerativo, € ao fazer
a seccao desses calos poderia ser possivel observar a regido do inicio da formacgao dos brotos e

direcionar as bactérias competentes para tal regido. (DOBROWOLSKA et. al,2017).

6 CONSIDERACOES FINAIS

A formacdo de brotos foi mais eficiente em Eucalyptus grandis, com 0,025 mg-L™" de
TDZ promovendo o maior nimero de brotagdes (uma média de 67% de calos com brotos),
enquanto que em E. wurophylla tanto 0,025 mg-L™' quanto 0,050 mg-L™' favoreceram o
desenvolvimento de brotos (médias de 36% e 32% respectivamente). Os apices caulinares
destacaram-se como o explante mais adequado, possivelmente devido a presenga de células
meristematicas, alta atividade metabdlica e equilibrio hormonal, que potencializam a
totipoténcia e o desenvolvimento morfogénico. Ao passo que os calos foliares e de cotilédones
ndo tiveram um bom desempenho durante a etapa de regeneragdo. As andlises histoldgicas
evidenciaram que os brotos surgem preferencialmente proximos aos sistemas condutores do
explante original, onde feixes vasculares jovens se dispdem junto aos maduros, fornecendo
suporte estrutural e sinalizagdo local que favorecem a regeneragdo. Esses resultados geraram
informagdes Uteis sobre como as escolhas do genotipo, do tipo de explante e da concentragao
de reguladores de crescimento influenciam as etapas de calogénese e a regeneracdo de brotos
em eucaliptos. As analises histologicas mostraram a localizagdo da origem das brotacdes,

informacao bastante importante para protocolos subsequentes de transformagao genética.
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ANEXO A — CONCENTRACOES DOS MEIOS DE CULTURA

Meio de Germinac¢ao MS ' concentracio

Reagentes Concentragdo
NH4NO3 0,825 g/L
KNO3 0,95 g/L
KH2PO4 0,085 g/L
MgS04.7H20 0,185 g/L
MnS0O4.H20 1,69 mg/L
H3BO3 0,62 mg/L
CuS04.5H20 0,002499 mg/L
CoCl2.6H20 0,002499 mg/L
Na2Mo04.2H20 0,002499 mg/L
Kl 0,083 mg/L
ZnS0O4.7H20 1,06 mg/L
Tiamina 0,024978 mg/L
Ac, nicotinico 0,125 mg/LL
Piridoxina 0,125 mg/LL
Glicina 0,5 mg/L
Mio-Inositol 25 mg/L
FeSO4.7H20 0,01392 g/L
Na2EDTA.2H20 0,01862 g/L
CaCl2.2H20 0,22 g/L
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Meio de Calogénese MS ' concentraciao de nitratos

Reagentes Concentragdo
NH4NO3 0,825 g/L
KNO3 0,95 g/L
KH2PO4 0,17 g/L
MgS04.7H20 0,37 g/L
MnS0O4.H20 3,38mg/L
H3BO3 1,24 mg/L
CuS0O4.5H20 0,004998 mg/L
CoCl2.6H20 0,004998 mg/L
Na2Mo0O4.2H20 0,049998 mg/L
Kl 0,166 mg/L
ZnSo04.7H20 2,12 mg/L
Tiamina 0,049956 mg/L
Ac. Nicotinico 0,25 mg/L
Piridoxina 0,25 mg/L
Glicina 1 mg/L
Mio-Inositol 50 mg/L
FeS0O4.7H20 0,02784 g/L
Na2EDTA.2H20 0,03724 g/L
TDZ 0,025 mg/L, 0,050 mg/L, 0,075 mg/L e 0,1
mg/L
CaCI2.2H20 0,44 g/L
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Meio de Regeneracio MS com BAP E ANA

Reagentes Concentragdo
NH4NO3 1,65 g/L
KNO3 1,9 g/L
KH2PO4 0,17 g/L
MgS04.7H20 0,37 g/L
MnS0O4.H20 3,38 mg/L
H3BO3 1,24 mg/L
CuS0O4.5H20 0,004998 mg/L
CoCl2.6H20 0,004998 mg/L
Na2Mo0O4.2H20 0,049998 mg/L
Kl 0,166 mg/L
ZnS0O4.7H20 2,12 mg/L
Tiamina 0,049956 mg/L
Ac. Nicotinico 0,25 mg/L
Piridoxina 0,25 mg/L
Glicina 1 mg/L
Mio-Inositol 50 mg/L
FeSo04.7H20 0,02784 g/L
Na2EDTA.2H20 0,03724 g/L
CaCI2.2H20 0,44 g/L

BAP 0,338 mg/L
ANA 0,0088 mg/L
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