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RESUMO

TITON, Miranda, D.S., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2005.
Inducdo de embriogénese somatica em Fucalyptus grandis. Orientador:

Aloisio Xavier. Conselheiros: Wagner Campos Otoni e Sérgio Yoshimitsu
Motoike.

O presente trabalho teve por objetivos: a) avaliar o efeito dos reguladores de
crescimento 2,4-D, dicamba e picloram na indu¢ao de embriogénese somatica em
explantes juvenis de Eucalyptus grandis; b) avaliar o efeito dos meios de cultura
MS, WPM e JADS na indugdo de calos embriogénicos em cotilédones de E. grandis
e em folhas e entrenos de um clone hibrido de E. urophylla x E. grandis; e c) avaliar
o efeito de fontes de carboidratos na indugcdo de calos embriogénicos em
cotilédones de E. grandis. Os parametros avaliados foram o percentual de explantes
calejados, a intensidade de calejamento, a oxidacdo, a massa fresca de calos, a
rizogénese, a coloracdo e a textura dos calos, bem como a presenca de estruturas
embriogénicas. Nos experimentos em que se utilizou 2,4-D, melhores resultados de
calogénese foram observados em cotilédones, nas concentra¢des de 5 ¢ 10 mg L™,
sendo 30 dias no escuro o melhor tempo e condicdo de indugdo. Os calos
apresentaram coloracdo amarelo-clara a amarelo-escura e textura semicompacta a
semifridvel, porém ndo foram observadas estruturas embriogénicas. Os tratamentos
de subcultivo em meio contendo diferentes combinagdes de reguladores de
crescimento, acrescidos de PVP ou carvao ativado, nao mostraram resultados

satisfatorios. As auxinas dicamba e picloram demonstraram-se promissoras no
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desenvolvimento de um protocolo de embriogénese somatica para E. grandis, sendo
observadas estruturas semelhantes a embrides somaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento quando se utilizou 0,5 mg L™ de dicamba ou 5,0 ¢ 10,0 mg L' de
picloram, em explantes cotiledonares. Em relagdo aos meios de cultura MS, WPM e
JADS, maior massa fresca de calos e menores percentuais de oxidagdo e de
regeneragdo de raizes foram observados em cotilédones de E. grandis, utilizando-se
o meio MS. Diferenga expressiva foi observada em calos obtidos em folhas do
clone hibrido de E. urophylla x E. grandis, onde o meio WPM foi mais efetivo na
formacao de raizes em relacdo aos meios MS e JADS. Quanto a fonte de
carboidrato, as combinagdes de glicose e sacarose com maltose ou frutose, em
algumas situacdes, apresentaram maior percentual de calejamento e massa fresca de
calos em relagdo a utilizagdo de sacarose como unica fonte de carboidrato. No
entanto, quanto ao aspecto dos calos, melhores resultados foram obtidos quando se
utilizaram 1,5 e 3% de sacarose, sendo observados calos de textura semifriavel e de
coloracao amarelo-clara, enquanto em concentragcdes mais altas de sacarose houve
tendéncia de maior compactacdo e oxidagdo. O glicerol promoveu aumento na
massa fresca de calos nas concentragdes de 0,5 e 1%, sendo, a partir dessa
concentragdo, observado decréscimo dos valores desse parametro. Os resultados
obtidos neste trabalho sdo concordantes com os da literatura existente, em que se
relata a dificuldade de obtencdo de um protocolo eficiente e reproduzivel de
embriogénese somatica para espécies de FEucalyptus. Entretanto, em virtude da
importancia e do potencial de aplicacdo da embriogénese somatica na silvicultura
clonal, salienta-se a necessidade de realizacao de novos estudos relacionados a essa

area de conhecimento, os quais envolvam espécies do género Fucalyptus.



ABSTRACT

TITON, Miranda, D.S., Universidade Federal de Vicosa, February 2005. Somatic
embryogenesis induction in FEucalyptus grandis. Adviser: Aloisio Xavier.
Committee Members: Wagner Campos Otoni and Sérgio Yoshimitsu Motoike.

The present work had the following objectives: a) to evaluate the effect of the
growth regulators 2,4-D, dicamba and picloram on the induction of somatic
embryogenesis from juvenile explants of Eucalyptus grandis; b) to evaluate the
effect of MS, WPM and JADS culture media, on embryogenic callus induction from
cotyledons of E. grandis and leaves and stem internodes of a E. urophylla x E.
grandis hybrid clone; and c) to evaluate the effect of carbohydrate sources on the
embryogenic callus induction from cotyledons of E. grandis. The appraised
parameters were the percentage of explant producing calli, the intensity of callus
formation, oxidation, callus fresh weight, rhizogenesis, callus coloration and
texture, as well as the presence of embryogenic structures. In experiments with
2,4-D the best results for callus production were found with cotyledons, being 5 and
10 mg L and 30 days in the dark the best time and induction conditions. Callus
coloration varied from light yellow to dark yellow and semi-compact to semi-friable
texture, however no embryogenic structures were observed. Subculture in medium
containing different combinations of growth regulators, added of PVP or activated
charcoal, did not give good results. Dicamba and picloram showed potential for

developing a protocol for somatic embryogenesis of E. grandis, producing
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structures similar to somatic embryos in different developmental stages with
dicamba (0.5 mg L) or picloram (5.0 and 10.0 mg L"), from cotyledon explants. In
relation to the culture media MS, WPM and JADS, larger callus fresh weight and
smaller percent of oxidation and root regeneration were observed in cotyledons of
E. grandis with MS medium. Significant difference was observed in calli obtained
from leaves of E. urophylla x E. grandis hybrid, where WPM medium was more
effective for root formation compared to MS and JADS. Regarding to the
carbohydrate source, the combinations of glucose and sucrose with maltose or
fructose, in some situations, presented larger percent of callus production and callus
fresh weight compared to the use of sucrose as only carbohydrate source. However,
in relation to the callus aspect, better results were obtained with 1,5 and 3% of
sucrose, giving semi-friable light-yellow calli, whereas in higher sucrose
concentrations there was a tendency for increased hardness and oxidation. Glycerol
at 0,5 and 1% increased callus fresh weight, but higher concentrations lowered these
values. The results obtained in this work agrees with the existent literature on the
difficulty of obtaining an efficient and reproducible protocol for somatic
embryogenesis of Eucalyptus species. However, because of the importance and
potential for application of somatic embryogenesis in clonal silviculture, it is
emphasized the need for new studies on this area, involving species of the

Eucalyptus.
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1. INTRODUCAO GERAL

As espécies de Eucalyptus estdo entre as arvores mais plantadas em todo o
mundo, principalmente devido as suas caracteristicas de rapido crescimento e de
adaptacdo a uma grande variedade de condi¢des de solo e clima. Atualmente, o
Brasil conta com aproximadamente trés milhdes de hectares plantados,
demonstrando que o género apresenta multiplos usos, sendo um forte substituto das
madeiras de espécies tropicais.

Os métodos classicos de melhoramento florestal tém dado énfase a producao
de arvores e populagdes geneticamente superiores, com caracteristicas que atendam
a demanda quantitativa e qualitativa de servi¢os, bens e produtos obtidos das
florestas. Entretanto, uma limitagdo aos métodos convencionais ¢ o longo tempo
requerido para obtencdo dessas populagdes melhoradas, justificando, em parte, a
ado¢do de técnicas de clonagem.

A clonagem de Eucalyptus no Brasil foi implementada em escala comercial
na década de 1970, sendo seu sucesso reconhecido inclusive no exterior (Zobel,
1993). Em relagdo ao processo de produ¢dao de mudas clonais, consideraveis
avangos, principalmente em relagdo ao percentual e a qualidade de enraizamento,
assim como na redu¢do do tempo para a formag¢do da muda, foram obtidos nos
ultimos anos com o desenvolvimento das técnicas de microestaquia (Assis et al.,
1992; Xavier e Comério, 1996) e miniestaquia (Xavier e Wendling, 1998; Wendling
et al., 2000).



Entre as alternativas apontadas para a maximizacdo da clonagem e
promissoras no processo de propagacao vegetativa de material genético selecionado
estd o uso da embriogénese somatica. Como técnica de propagagao, a embriogénese
somatica apresenta-se como ferramenta indicada na obtencdo de mudas clonais,
visto esta explorar o maximo da juvenilidade e pela possibilidade de propagacao em
larga escala. Aliado a isso, a técnica também possibilita a regeneracdo e
multiplicacdo de plantas transformadas geneticamente ou obtidas por hibridagao
somatica.

Nos ultimos anos, a embriogénese somatica tem sido reportada para varias
espécies de Eucalyptus, como E. citriodora (Muralidharan e Mascarenhas, 1987,
1995), E. nitens (Ruaud et al., 1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Bandyopadhyay e
Hamill, 2000), E. grandis (Watt et al., 1991; Major et al., 1997), E. urophylla
(Tibok et al., 1995; Arruda et al., 2000), E. dunnii (Termignoni et al., 1996) e E.
globulus (Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002). No entanto, a maioria dos autores
relata a dificuldade de obtencdo de um protocolo eficiente e reproduzivel de
regeneracao de Eucalyptus por embriogénese somatica, uma vez que ainda existem
problemas bésicos a serem solucionados, como o numero reduzido de embrides
formados e a baixa taxa de conversao dos embrides em plantas.

Considerando a importancia e o potencial de aplicacdo da embriogénese
somatica na propaga¢do clonal, bem como a caréncia de uma metodologia eficiente
para Eucalyptus, o presente trabalho teve por objetivo avaliar:

- O efeito dos reguladores de crescimento 2,4-D, dicamba e picloram na
indugdo de embriogénese somatica em explantes juvenis de Eucalyptus
grandis.

- O efeito dos meios de cultura MS, WPM e JADS na inducao de calos
embriogénicos em cotilédones de E. grandis e em folhas e entrenos de
um clone hibrido de E. urophylla x E. grandis.

- O efeito de fontes de carboidratos na inducdo de calos embriogénicos

em cotilédones de E. grandis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Melhoramento genético e clonagem de Eucalyptus

No Brasil, espécies do género Eucalyptus sio melhoradas por varias
empresas florestais privadas, que, via de regra, estdo associadas a industrias de
papel e celulose, de moveis, sidertrgicas, entre outras. Também varias
universidades e instituicdes publicas e privadas colaboram de alguma forma com o
melhoramento do Eucalyptus (Resende, 1999).

Atualmente, a estratégia de melhoramento genético baseia-se no
melhoramento de espécies associado com a exploragdao de hibridos interespecificos
e a clonagem em escala comercial, visando produzir, capturar e multiplicar
combinagdes superiores, no sentido de aumentar a eficiéncia dos programas de
melhoramento (Resende, 1999; Silva et al., 2003).

Das alternativas de grande importincia e de grande impacto dentro dos
programas de melhoramento genético, a hibridacao interespecifica ¢, sem duvida,
uma das estratégias mais seguras para obter as caracteristicas desejaveis,
considerando-se a velocidade de geragdo desses individuos e, especialmente, a
velocidade de integragdo deles no processo produtivo. O cruzamento de espécies
que possuem caracteristicas superiores, diferenciadas entre si, permite produzir
arvores especialmente projetadas para determinada finalidade, com maior
quantidade de atributos desejados. Aliado a isso, a capacidade do género Eucalyptus

de produzir hibridos férteis possibilita o cruzamento de hibridos entre si ou com



outras especies, no sentido de obter composi¢des génicas multiplas e em diferentes
proporgoes (Silva et al., 2003).

A propagacao clonal apresenta a habilidade de capturar o potencial genético
total dos materiais selecionados, ou seja, os componentes da varidncia genética
aditiva e ndo-aditiva, resultando em maiores ganhos dentro de uma mesma geragao
de selecdo (Eldridge et al., 1993). Com a reprodugdo sexuada, somente o potencial
genético aditivo € capturado, e a segregacdo e recombinacao génica verificadas em
espécies alogamas resultam em alto grau de variabilidade, enquanto a reproducao
por vias vegetativas resulta em uniformidade de crescimento, forma, qualidades
tecnologicas, bem como em uma série de outras caracteristicas selecionadas ou nao
(Assis, 1996).

Das técnicas de propagacdo vegetativa de Eucalyptus desenvolvidas em
escala comercial, a estaquia ¢ a mais amplamente utilizada, pelo fato de seus
principios ja serem bem conhecidos, o que permitiu o desenvolvimento da
silvicultura clonal intensiva em diversas partes do mundo (Xavier, 2003).

Devido as dificuldades de enraizamento encontradas na propagacao por
estaquia de algumas espécies e clones de FEucalyptus, principalmente no que
envolve material adulto (Assis, 1997), técnicas da cultura de tecidos, como a
micropropagag¢do, vém sendo utilizadas no rejuvenescimento de clones, restaurando,
dessa maneira, sua competéncia para o enraizamento. O aprimoramento no
enraizamento de estacas tem sido conseguido também com o desenvolvimento da
microestaquia (Assis et al.,, 1992; Xavier e Comeério, 1996) e da miniestaquia
(Xavier e Wendling, 1998; Wendling et al., 2000), que possibilitaram consideraveis
ganhos, principalmente quanto ao aumento dos percentuais e da qualidade de
enraizamento e a reducao do tempo para a formacao da muda (Xavier et al., 2001;
Titon et al., 2002; 2003).

Entretanto, ainda residem dificuldades que tém limitado a propagacao de
forma plena na silvicultura clonal, conduzindo a busca de novas tecnologias, como
a embriogénese somatica. Como técnica de propagacao, a embriogénese somatica, a
principio, apresenta-se como ferramenta indicada na obtencdo de mudas clonais,

visto esta explorar o méximo da juvenilidade e pelo seu potencial de utilizagdao em



larga escala mediante a utilizacido de sementes sintéticas. Além disso, a
embriogénese somatica constitui-se numa técnica basica para outras aplicagdes
biotecnologicas, incluindo transformacdao genética, hibridagdo somatica e
preservacao de germoplasma.

Nas ultimas décadas, a formacdo de embrides somaticos ou estruturas
embriogénicas tem sido reportada para um grande nimero de espécies lenhosas,

incluindo algumas do género Eucalyptus.

2.2. Micropropagacao de Eucalyptus

A micropropagacao compreende o cultivo asséptico de partes das plantas em
condicdes controladas de nutrigdo, umidade, luz e temperatura e constitui a
aplicagdo mais direta da cultura de tecidos vegetais (Hartmann et al., 1997;
Grattapaglia e Machado, 1998). Ela pode ser alcancada por meio de proliferacdao de
gemas axilares, iniciagdo de gemas adventicias (organogénese) ou embriogénese
somatica.

Watt et al. (2003), em sua revisdo sobre micropropagacdo de Eucalyptus,
listaram 65 trabalhos realizados na tultima década, totalizando 20 espécies e 6
hibridos, sendo as espécies E. globulus, E. grandis, E. nitens e o hibrido E. grandis
x E. urophylla os mais pesquisados. A organogénese direta contribuiu com 32
trabalhos; a organogénese indireta com 25; e somente 8 trabalhos enfocaram a
embriogénese somatica. Os explantes mais comumente utilizados foram plantulas e
gemas axilares obtidas de plantas crescendo em campo (61% e 21%,
respectivamente).

Entre as principais vantagens da micropropagacao estdo a rapidez em relagao
a outros métodos de multiplicacdo vegetativa e a possibilidade de sua utilizagdo
quando a propagag¢do por técnicas convencionais for muito dificil ou impossivel de
ser realizada (Chaperon, 1987; Bonga e Von Aderkas, 1992; George, 1993). Em
adicao, técnicas de transformacao genética sao dependentes do cultivo in vitro para

regeneragao e multiplicagdo dos novos genotipos (Watt et al., 1999).



A micropropagacao ¢ uma técnica que pode ser usada tanto no resgate quanto
no rejuvenescimento de arvores adultas (Gongalves, 1982; Hackett, 1987; Bonga ¢
Von Aderkas, 1992; Hackett ¢ Murray, 1993). De modo geral, o rejuvenescimento
ou, pelo menos, o restabelecimento da competéncia para o enraizamento em
Eucalyptus ¢ obtido apds 10 a 12 subcultivos (Assis, 1996). Uma aplicagdo direta
do rejuvenescimento pela micropropagacdo seriada na 4area florestal ¢ a
microestaquia, a qual ¢ baseada no maximo aproveitamento da juvenilidade dos
tecidos vegetais (Assis et al., 1992; Xavier e Comério, 1996).

Quanto ao processo de producdo de mudas, a microestaquia apresentou
resultados superiores aos da miniestaquia, como o melhor desempenho e velocidade
de enraizamento e a qualidade do sistema radicular de clones de Eucalyptus (Xavier
et al.,, 2001; Titon et al., 2002). Em termos praticos, a microestaquia aumentou a
eficiéncia de enraizamento, acelerando o processo de producdo de mudas em
viveiro, reduzindo o tempo de enraizamento em casa de vegetacgao,
disponibilizando, assim, as estruturas de enraizamento mais rapidamente e, ao
mesmo tempo, formando mudas com maior vigor vegetativo (Titon et al., 2002).

Avaliagdes em campo realizadas com plantas de Eucalyptus
micropropagadas por meio de proliferagdo de gemas axilares indicaram que estas
exibiram taxas de crescimento e uniformidade compardveis ou superiores aquelas
obtidas de sementes ou produzidas pela estaquia (Rockwood e Warrag, 1994; Watt
et al., 1995). De acordo com Oliveira (2003), as técnicas de micropropagagao e
microestaquia apresentaram melhor desempenho silvicultural em fase inicial de
crescimento, em relacdo a miniestaquia e estaquia, em avaliacdes realizadas até os

24 meses de idade em teste clonal.

2.3. Embriogénese somatica

A embriogénese somatica pode ser descrita como o processo pelo qual
c¢lulas haploides ou somaticas desenvolvem estruturas semelhantes a embrides
zigéticos, por meio de uma seqiiéncia ordenada de estddios embriogénicos

caracteristicos, sem ocorréncia de fusdo dos gametas (Guerra et al., 1999; Jiménez,



2001). Durante o seu desenvolvimento, embrides somaticos passam por estadios
similares aqueles observados na embriogénese zigdtica, caracterizando-se como
estrutura bipolar sem nenhuma conexao vascular com o tecido materno (Howell,
1998; Vicient e Martinez, 1998).

A embriogénese somadtica pode ser natural ou in vitro. No primeiro caso,
células dos tecidos embriondrios podem ser direcionadas para esta rota de
desenvolvimento, como acontece com o sistema da embriogenia adventicia ou
nucelar em Citrus spp., onde os embrides apomiticos originam-se por gemagao a
partir de células do nucelo. Esses embrides apomiticos sdo geneticamente idénticos
a planta-mae, tendo como conseqiiéncia desse fendmeno a perpetuacdo de
populagdes clonais por meio de semente (Guerra et al., 1999).

Na embriogénese somatica in vitro ou induzida, células de diferentes estadios
de diferenciacdo podem ser induzidas por estimulos ambientais ou quimicos e, se
reprogramadas, adquirirem novas competéncias morfogenéticas (Guerra et al.,
1999). O método mais usual para indugdo da competéncia embriogénica consiste na
exposicao de explantes a altas concentragdes de auxinas durante periodos varidveis
de tempo e, entdo, transferéncia de células para meio livre de auxinas (Vicient e
Martinez, 1998).

Formas direta ou indireta podem ocorrer no processo de embriogénese
somatica. Na forma direta, os embrides somaticos formam-se diretamente sobre a
superficie dos explantes. J& na embriogénese indireta, calos embriogénicos sao
induzidos e na sua superficie sao formados os embrides somaticos (George, 1993).
A embriogénese somadtica indireta ¢ o método mais comum de regeneracdo de
embrides somaticos para usos praticos e tem sido descrita em centenas de espécies
(Bajaj, 1995).

Material genético, tipos de explante, condi¢des de cultura como a luz
(intensidade, qualidade e fotoperiodo), concentracdo do meio basal (sacarose, nivel
de nitrogénio e composicao), elementos minerais, agentes gelificantes, reguladores
de crescimento ¢ pH do meio de cultura sdo importantes fatores que afetam o

processo de embriogénese somatica.



O fator genético ¢ de extrema relevancia, uma vez que diferentes genodtipos
podem apresentar requerimentos diferentes de cultura para a indugdo de estruturas
embriogénicas (Tautorus et al., 1991; Komamine et al., 1992). Além do material
genético, ¢ importante definir o tipo de explante a ser utilizado e a época de coleta,
uma vez que varios tecidos da mesma planta ou tecidos em diferentes estadios de
desenvolvimento podem resultar em diferentes respostas quanto a indugao de tecido
embriogénico (Vendrame, 1994).

Os tecidos utilizados como fonte de explantes para obtencdo de embrides
somaticos t€m sido variados: discos foliares, segmentos internodais, hipocotilos,
cotilédones e tecidos florais. De forma geral, os tecidos derivados de embrides
imaturos t€m apresentado melhores respostas a indu¢ao de embriogénese.

Esforgos para induzir embriogénese somatica tém sido descritos para muitas
espécies de interesse econdmico. As metodologias utilizadas envolvem mudangas
no meio de cultura, estabelecimento de diferentes tipos ou concentragdes de
reguladores de crescimento e/ou controle de outras condi¢des de cultura, como a
densidade de células, nutrientes ou iluminagdo. A caracteristica notavel da
embriogénese somadtica ¢ que simples manipulagdes podem desencadear séries de

eventos que levam a formacao do embrido (Howell, 1998).

2.4. Embriogénese somatica em Eucalyptus

A regeneracdo de plantas por embriogénese somatica ja foi relatada para
mais de 50 espécies lenhosas, sendo aproximadamente 20 familias de angiospermas
e mais de uma duzia de espécies de coniferas (Haines, 1994). Contudo, tratando-se
de espécies florestais, maiores avancos foram alcancados em coniferas,
particularmente Abies, Picea e Pinus (Watt et al., 1999).

Muralidharan e Mascarenhas (1995), em sua revisdo, citam os primeiros
trabalhos de embriogénese somatica realizados com FEucalyptus: Lakshmi Sita
(1981) descreveu a formacao de estruturas semelhantes a embrides em cultura de
suspensao celular de E. citriodora e E. grandis derivados de explantes caulinares de

arvores maduras. No entanto, ndo foi relatado o posterior desenvolvimento de



embrides ou plantas. Ouyang et al. (1981), cultivando explantes de plantulas de um
cultivar de Eucalyptus denominado “Leichow n° 17, obtiveram inicialmente uma
massa celular embriogénica, da qual foram obtidos embrides somaticos
diferenciados que, posteriormente, originaram plantas. Boulay (1987) também
induziu embriogénese somatica em calos derivados de hipocétilos e entrends de E.
gunnii.

Muralidharan e Mascarenhas (1987) desenvolveram um sistema de inducao
direta de embriogénese somatica e regeneracdo de plantas a partir de sementes
maduras de E. citriodora. Posteriormente, este sistema fo1 otimizado, resultando em
alta freqiiéncia de embriogénese somdtica secundaria sem o envolvimento da fase
de calo, e a cultura embriogénica foi mantida durante longo periodo (Muralidharan
et al., 1989; Muralidharan ¢ Mascarenhas, 1995).

Nos ultimos anos, a embriogénese somatica foi também relatada para E.
grandis (Watt et al., 1991; Major et al., 1997), E. dunnii (Termignoni et al., 1996),
E. nitens (Ruaud et al., 1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Bandyopadhyay e
Hamill, 2000), E. urophylla (Tibok et al., 1995; Arruda et al., 2000) e E. globulus
(Nugent et al., 1997, 2001; Bandyopadhyay et al., 1999; Pinto et al., 2002). No
entanto, um dos principais entraves da propagagdo clonal via embriogénese
somatica ¢ a baixa taxa de conversdo de embrides somdticos em plantas. Em E.
grandis, um baixo numero de plantas regeneradas foi obtido a partir de folhas de
plantas jovens (Watt et al., 1991). Em E. dunnii, Termignoni et al. (1996)
produziram embrides a partir de plantulas com trés dias de germinag¢do, mas o
desenvolvimento de cotilédones foi bastante reduzido. Mais recentemente, no
Brasil, Termignoni et al. (1998) obtiveram alta freqiiéncia de plantas regeneradas a
partir de explantes de arvores maduras, porém detalhes do protocolo desenvolvido
ndo foram fornecidos (Patente N2 PI 9801485-4 INPI). Pinto et al. (2002) também
observaram a conversao de embrides somaticos em plantas em E. globulus. Em
outras espécies de Eucalyptus, somente estruturas semelhantes a embrides ou

embrides somaticos em estadios iniciais foram produzidos.



2.4.1. Iniciacao das culturas embriogénicas

2.4.1.1. Obtencao dos explantes

Para sua viabilidade comercial, a propagacdo clonal via embriogénese
somatica deve produzir grande nimero de plantas, ter um custo efetivo e utilizar
explantes de arvores de alto valor genético. Um dos maiores problemas encontrados
pelos pesquisadores do género Eucalyptus é que, assim como para a maioria das
espécies florestais, respostas favoraveis sao obtidas somente em material juvenil de
origem seminal ou tecidos embriogénicos (Tibok et al., 1995; Major et al., 1997,
Ruaud et al., 1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Arruda et al., 2001; Nugent et al.,
2001; Pinto et al., 2002), os quais nao foram ainda testados em campo. Esses
explantes, para a micropropagacdo, podem ser uteis em programas cujo ganho
genético ¢ marginal, mas sdo inadequados para a propagacao clonal (Watt et al.,
1999).

Em E. citriodora, alta produgdao de embrides somaticos foi obtida de
sementes armazenadas a 4 °C durante dois anos, as quais tiveram seus tegumentos
removidos e ficaram embebidas durante 48 horas antes da inoculagdo (Muralidharan
e Mascarenhas, 1987, 1995). Termignoni et al. (1996) testaram o potencial dos
explantes obtidos de plantulas de E. dunnii recém-germinadas in vitro de varias
idades e obtiveram melhores resultados em plantulas com trés dias de germinacao.
Posteriormente, a metodologia foi ajustada para explantes obtidos de clones
selecionados (Patente N° PI 9801485-4 INPI).

Trabalhando com E. grandis, Watt et al. (1991) utilizaram explantes foliares
de plantas germinadas e multiplicadas in vitro (“seedling leaves”). Blakeway et al.
(1993) investigaram um protocolo para material adulto de clones selecionados e
hibridos de E. grandis, utilizando trés tipos de explantes: folhas de plantas adultas
micropropagadas por meio de proliferagdo de gemas axilares; folhas jovens obtidas
de brotagdes epicormicas de clones de um ano de idade mantidos em casa de

vegetacao; e calos produzidos de cultura de suspensao de células embriogénicas.
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2.4.1.2. Desinfestacao

Um dos maiores obstadculos para a micropropagacdo de arvores adultas de
Eucalyptus ¢ a obtengdo de tecidos assépticos, uma vez que plantas crescendo em
campo estdo sujeitas, principalmente, aos microrganismos de solo. O
armazenamento inadequado das sementes também ¢ responsavel pela proliferagao
de fungos. Tais contaminacdes sao sist€émicas, ndo sendo prontamente erradicadas
com procedimentos de desinfestagdo superficial, como a imersdo em solugdo de
hipoclorito de s6dio ou de célcio (George, 1993). Nesses casos, € necessario o
tratamento com antibidticos e fungicidas antes ou durante o primeiro estddio da
cultura (Watt et al., 1999).

Existem diversos trabalhos na literatura que descrevem a utilizagdo de
agentes antibacterianos e antifingicos. Particularmente para E. grandis, a
desinfestagdo foi efetiva utilizando-se fungicida (1 g L™ de “benomyl” - Benlate®)
no meio de germinacdo das sementes, seguido do tratamento com 100 pg mL™ de
penicilina e estreptomicina durante trés dias. Para segmentos nodais e brotagdes
epicormicas, a desinfestagdo consistiu na exposi¢io dos explantes a 1 g L' de
“benomyl” ¢ 0,5 g L de “chlorothalonil” (Bravo®), durante 30 minutos. Em casos
mais severos, 0,36 g L' de “promamocarb hydrochloride” (Previcur®) ou 0,0025 g
L' de “amphotericin B” foram adicionados ao meio sem detrimento das culturas
subseqiientes (Watt et al., 1996).

Segundo McComb e Bennett (1986), a desinfestagdo de sementes de
Eucalyptus depende do seu tamanho e da espessura do tegumento. Termignoni et al.
(1996) desinfestaram sementes de E. dunnii com 0,12% de hipoclorito de sodio
durante 15 minutos. Sementes de E. grandis foram desinfestadas em hipoclorito de
sodio a 1% por 20 minutos (Watt et al., 1991).

Sementes de E. citriodora ficaram embebidas em 4gua durante uma hora
com freqilientes trocas, visando a remogdo dos pigmentos. Posteriormente, foram
tratadas com bicloreto de mercurio a 0,05% durante cinco minutos e enxaguadas
com agua destilada estéril. As sementes desinfestadas foram, entdo, embebidas

novamente em agua destilada por mais 24 horas. Das sementes embebidas, os
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tegumentos foram removidos € o embrido, com os cotilédones intactos, foi utilizado

como explante (Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

2.4.1.3. Inducao da embriogénese somatica

A embriogénese somatica indireta ¢ a forma mais comumente encontrada nos
trabalhos publicados sobre Eucalyptus. A formacao de calos ja foi relatada para
mais de 30 espécies do género; no entanto, nem sempre ocorre a formacao de
estruturas embriogénicas nos calos obtidos (Watt et al., 1999).

Diversos tipos de calo ja foram descritos, os quais posteriormente
regeneraram embrides somaticos. Em E. globulus, Nugent et al. (2001) obtiveram
calos soltos, macios (“soft”) e tendendo a acumular fen6is em poucas semanas apos
o inicio do calejamento. Calos embriogénicos de E. dunnii apresentaram coloracao
marrom, com setores nodulares brancos (Termignoni et al., 1996). Em E. gunnii
foram friaveis e brancos (Boulay, 1987, citado por Nugent et al., 2001) e em E.
nitens, de coloracdo creme e nodulares ou acinzentados e macios (Furze, 1988,
citado por Nugent et al., 2001). Blakeway et al. (1993) descreveram calos
embriogénicos de E. grandis de coloragdao creme a branca ou marrom, sendo macios
ou nodulares.

Geralmente a inducao de calos embriogé€nicos em Eucalyptus ¢ alcancada em
meio contendo sais e vitaminas de MS (Murashige ¢ Skoog, 1962) e concentragdes
de 1-5 mg L' de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) ou 0,5-5 mg L' de ANA
(acido naftalenoacético), no escuro. Em E. dunnii, tratamentos com ANA ou
ANA/2,4-D nas propor¢des de 1:1 e 3:1 resultaram na formacdo de setores
embriogénicos em calos produzidos em explantes juvenis (Termignoni et al., 1996).

Para E. grandis, o ANA nao foi eficiente na formagao de calos em diversos
tipos de explantes juvenis, porém, os explantes formaram calos apos 1-3 semanas
de cultivo em meio contendo 1-3 mg L' de 2.4-D, sendo, nesse estadio,
identificadas células embriogénicas e ndo-embriogénicas (Watt et al., 1991, 1999).

A formagdo de embrides globulares, cordiformes e torpedos, apos 3—6

semanas de cultura, foi atribuida a utilizacdo de auxina no meio, ¢ tais estruturas

12



foram observadas em E. grandis (Watt et al.,, 1991, 1999), E. citriodora
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995) e E. dunnii (Termignoni et al., 1996, 1998).
Em E. grandis, a produ¢ao média de embrides globulares e cordiformes por grama
de massa fresca de calo foi de 40-50 em explantes de plantulas obtidas in vitro, 50-
65 em folhas de brotagdes epicormicas e 350-450 em calos derivados de cultura de
suspensao (Watt et al., 1999). Termignoni et al. (1996) ndo detalharam a produgao
de embrides em explantes juvenis de E. dunnii. No entanto, posteriormente,
obtiveram a producao de 96-100% de embrides somaticos derivados de explantes de
arvores maduras (Patente N” 9801485-4 INPI). Em E. citriodora, a producdo foi de
200£50 embrides por grama de massa fresca de calo (Muralidharan et al., 1989).
Regeneracgdo direta de embrides somaticos de Eucalyptus nao tem sido obtida
com freqiiéncia, sendo relatada at¢é o momento somente para E. citriodora
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995) e E. globulus (Nugent et al., 2001; Pinto et al.,
2002). Em E. citriodora, a embriogénese somatica direta foi observada em meio B5
(Gamborg et al., 1968) suplementado com 3 mg L™ de ANA e em MS contendo 5
mg L de ANA. Os embrides desenvolveram-se em agrupamentos de dois ou trés
diretamente na superficie dos cotilédones, sem a formacdo de calos. Em sua
maioria, eles apresentaram coloragdo vermelho-escura, embora embrides de
coloragdo branca translucida também tenham sido observados. A melhor resposta na
producdo de culturas embriogénicas foi 3,3% (1 entre 30 explantes), em ambos os
meios, porém estes experimentos nao apresentaram repetibilidade (Muralidharan e
Mascarenhas, 1995). Em E. globulus, a embriogénese direta ocorreu ocasionalmente

na superficie do hipocétilo de um embrido zigdtico (Pinto et al., 2002).

2.4.1.4. Embriogénese repetitiva ou secundaria

Uma caracteristica de grande interesse € que, em concentragoes adequadas de
auxina, um embrido somatico pode dar origem a outros embrides somaticos, num
processo denominado embriogénese repetitiva, recorrente ou secundaria (George,
1993; Guerra et al., 1999). Esses ciclos de embriogénese repetitiva podem ser

interrompidos pela remo¢ao ou redugdo da auxina no meio de cultura, permitindo o
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desenvolvimento de embrides maduros. E a habilidade de embriogénese repetitiva
para perpetuar o estado embriogénico indefinidamente e produzir um grande
nimero de embrides que faz da embriogénese somatica uma ferramenta poderosa,
capaz de ser explorada para diversos fins, como a propagacdo em massa € a
produgdo de plantas transgénicas (Durzan, 1988; Parrot et al., 1991).

A embriogénese somatica secundaria e a formacdo de calos embriogénicos
aparentam manifestar-se pelo mesmo fendmeno, em que células escapam do
controle integrado requerido para a manutencdo do comportamento embriogénico
coordenado. A natureza do estimulo responsavel pelo controle ¢ ainda indefinida,
apesar de a comunicagdo intercelular através de plasmodesmas aparentemente
desempenhar um papel importante. A diferenca entre os dois tipos de cultura ¢,
provavelmente, somente o grau de organizacdo das células embriogénicas
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995). O termo massa embriogénica tem sido usado
para distinguir culturas que proliferam através de embriogénese secunddria
(Muralidharan e Mascarenhas, 1987; Muralidharan et al., 1989).

A inducdo de embriogénese repetitiva e a manutencdo do potencial
embriogénico em plantas lenhosas sao dependentes da espécie, do gendtipo e do
tipo de explante (Watt et al., 1999) e resultados satisfatorios ja foram obtidos para
diversas espécies. Em Hevea brasiliensis, linhagens embriogénicas foram
estabelecidas e mantidas durante varios anos a partir de embriogénese somatica
recorrente (Cailloux et al., 1996; Linossier et al., 1997). Embriogénese repetitiva de
Ocotea catharinensis foi estabelecida com sucesso utilizando embrides somaticos
maduros dessecados (Catarina et al., 2004; Moser et al., 2004). Cerca de 5% dos
embrides somaticos produzidos em Olea europea apresentaram embriogénese
secundaria (Shibli et al., 2001). O subcultivo de embrides somaticos primarios,
obtidos de sementes imaturas, em meio MS destituido de reguladores de
crescimento deu origem a agrupamentos de embrides somaticos secundarios e calos
embriogénicos em Myrtus communis (Parra e Amo-Marco, 1998).

Muralidharan e Mascarenhas (1995) observaram que embrides somaticos de
E. citriodora induzidos em meio B5 acrescido de 3 mg L' de ANA apresentaram

embriogénese secundaria. No entanto, a proliferagdo de embrides secundarios nao
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mostrou desenvolvimento sincronizado. Esse processo foi mantido durante longos
periodos e as culturas foram regularmente subcultivadas em meio contendo ANA.
Embrides secundarios desenvolveram-se somente na regido terminal da radicula de
embrides primarios. Em E. nitens, Ruaud et al. (1997) observaram embriogénese
secundaria em meio liquido contendo 0,5 uM BAP (6-benzilaminopurina) e 0,5 uM
ANA. Calos produzidos em explantes foliares de E. grandis cultivados em meio
solido com ou sem 2,4-D ndo induziram embriogénese secundaria. No entanto,
crescimento continuo e producdo de embrides foram observados em calos

produzidos em suspensdo celular (Watt et al., 1999).

2.4.2. Manutenc¢ao, multiplicacio e cultura massal

Para manutencdo e multiplicagdo em massa de embrides somaticos, ¢
necessario determinar as condi¢des adequadas para o estabelecimento de ciclos
repetitivos de divisdo celular e o controle restrito dos processos de diferenciacao, de
maneira que as culturas sejam constituidas por células pré-embriondrias ou
embrides em estadios iniciais de desenvolvimento. Um dos principais pontos de
controle nesta etapa da embriogénese somatica ¢ a redugdo nos niveis de auxinas ¢ a
utilizacdo de concentragdes médias de citocininas. Outras altera¢des no meio de
cultura também sao efetuadas, como a fonte e as concentragdes de carboidratos, sais
minerais, vitaminas e outros (Guerra et al., 1999).

Quando as culturas sdao subcultivadas em intervalos regulares, a
embriogénese repetitiva pode ser mantida por longos periodos, sem nenhuma perda
do potencial de regeneracdo. Culturas embriogénicas de E. citriodora tém sido
mantidas por mais de nove anos, sem nenhuma perda do potencial de regeneracao
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

Linhagens embriogénicas de E. nitens foram estabelecidas a partir de
embriogénese secundaria € mantiveram a proliferacdo apds seis meses de cultura.
Andlises histologicas mostraram que os embrides foram originados de células

perivasculares sem a fase de calo, sugerindo que a embriogénese somatica apresenta
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alto potencial para propagagdo vegetativa em larga escala e engenharia genética

(Ruaud et al., 1997).

2.4.2.1. Efeito do meio de cultura

Muralidharan e Mascarenhas (1995) avaliaram o efeito dos meios de cultura
MS, B5, White (White, 1954) e WPM (Lloyd e McCown, 1981) na manuten¢do de
culturas embriogénicas de E. citriodora. O crescimento da massa embriogénica foi
maior em meio MS, enquanto o nimero total de embrides formados e maduros foi
maior em meio B5. Com a utilizacdo do meio de White ndo foi observada
embriogénese repetitiva (Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

O efeito do meio basal no crescimento ¢ na manutencdo de culturas
embrogénicas tem sido investigado para diversas espécies lenhosas. A producao de
embrides somaticos em clones de Theobroma cacao variou em funcdo dos meios
basais utilizados (Tan e Furket, 2003). Em Ocotea catharinensis, Moser et al.
(2004) observaram acréscimo significativo na massa fresca das culturas
embriogénicas utilizando meia-forca dos meios MS e AR (Anderson, 1978),
enquanto meia-forca de B5 (Gamborg e Eveleigh, 1968) e de White reduziu o
crescimento. Esses resultados podem ser devido ao fato de os meios MS e AR terem
composicao mineral e razoes amonio/nitrato maiores que BS e White.

Fisichella et al. (2000) testaram o efeito de diferentes combinagdes de
macronutrientes na embriogénese somatica de clones de marmeleiro (Cydonia
oblonga). A produgdo de calos e as propriedades embriogénicas variaram em
funcao dos clones e dos meios utilizados. Em geral, dos oito diferentes meios de
cultura utilizados, o MS foi o0 mais favoravel a forma¢ao de embrides somaticos, o
que, novamente, pode estar associado ao maior contetido de nitrogénio, bem como a

propor¢ao balanceada entre nitrato e amonio.
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2.4.2.2. Efeito dos reguladores de crescimento

Auxinas sdo requeridas para a proliferacdo da massa pro-embriogénica, mas
sao inibitoérias no desenvolvimento dos embrides somaticos, € o grau de
diferenciacdo dos embrides em presenca de auxinas varia em diferentes espécies
(von Arnold et al., 2002).

As auxinas 2,4-D, dicamba (4cido 3,6-dicloroanisico), 2,4,5-T (4cido 2,4,5-
triclorofenoxiacético) e picloram (4cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) foram
inibitorias na manutengdo das culturas embriogénicas de E. citriodora, ocorrendo
somente a formagdo de calos de coloragdo marrom-clara, os quais ndo formaram
embrides somaticos quando transferidos para meio destituido de regulador de
crescimento. Na presenca de AIA (4cido 3-indolacético), AIB (acido indolbutirico),
IPA (4cido indolpropionico) e CPA (&cido 2,4,5-clorofenoxiacético), a
embriogé€nese repetitiva foi mantida, semelhante ao meio contendo ANA, sendo
este mais efetivo na concentragio de 5 mg L', apresentando maior massa
embriogénica e numero total de embrides. Concentracoes menores de ANA (0,5 e
1,0 mg L") conduziram a maturacio dos embrides. Quando o GA; (acido
giberélico) foi adicionado ao meio de manutencdo da massa embriogénica em E.
citriodora, calos embriogénicos macios, fridveis e translicidos com porgdes de
coloracdo vermelha desenvolveram-se em duas semanas. A natureza embriogénica
se tornou evidente quando as culturas foram examinadas ao microscopio
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

Linhagens embriogénicas de Vitis x labruscana foram mantidas por mais de
dois anos, com freqiientes subcultivos em meio de manutengdo suplementado com
2,4-D, sem perda da competéncia embriogénica (Motoike et al., 2001). Perl et al.
(1995) estudaram o efeito da combinacdo de vdarias auxinas na manutengdao de
linhas embriogénicas de Vitis vinifera e obtiveram resultados superiores em
combinagdes que continham [ASP (&cido indol-3-aspartico) em relagdo ao AIA. Um
efeito sinergistico da combinagdo de NOA (acido 2-naftoxiacético) e IASP também

fo1 observado.
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2.4.2.3. Armazenamento e criopreservacio

Culturas embriogénicas de algumas espécies e gendtipos podem ser mantidas
por prolongados periodos de subcultivo em meio contendo reguladores de
crescimento e, ainda, reter seu potencial embriogénico total, ou seja, a capacidade
de produzir embrides somaticos maduros que podem ser convertidos em plantas. No
entanto, em muitas espécies, com o prolongamento da cultura a ocorréncia de
variacao somaclonal aumenta e o potencial embriogénico decresce (von Arnold et
al., 2002). Em E. citriodora, a auséncia de calos, os quais estdo propensos a
variabilidade, torna a massa embriogénica um sistema ideal para manutengdo por
longos periodos (Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

Muralidharan e Mascarenhas (1995) avaliaram o efeito da temperatura de
incubacdo no crescimento € na manutengdo da cultura embriogénica de E.
citriodora. Apesar de o melhor crescimento da massa embriogénica de E. citriodora
ter sido registrado a 27 °C, culturas mantidas a 10 °C mantiveram sua viabilidade
por mais de nove meses de armazenamento. Devido a habilidade da massa
embriogénica em reter sua viabilidade por longos periodos, ela pode ser comparada
as culturas mantidas sob condigdes minimas de crescimento, como a
criopreservagdo. Embora a criopreservacdo de embrides somaticos seja possivel
para muitas espécies, a preservacao durante longos periodos a baixas temperaturas
possui, obviamente, vantagens em termos de custo sobre a criopreservacao, a qual

envolve o uso de equipamentos que exigem nitrogénio liquido para o congelamento.

2.4.2.4. Cultura liquida e sistemas de imersiao temporaria

As culturas embriogénicas podem ser mantidas em meio semi-s6lido, porém
para a propaga¢do em larga escala normalmente ¢ preferivel o estabelecimento de
suspensoes celulares (Guerra et al., 1999). A taxa de proliferagdo ¢ maior e as
culturas tornam-se mais sincronizadas, pois as células ou agregados celulares
desenvolvem-se como estruturas separadas ou podem ser separados facilmente (von

Arnold et al., 2002).
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Em E. citriodora, cultura liquida viavel foi estabelecida e mantida somente
com adi¢ao de mio-inositol a suspensdo celular. Quando mio-inositol foi adicionado
ao meio, melhor sincronia de desenvolvimento também foi observada, podendo isso
ser atribuido a seu papel osmético, sendo a concentragao 6tima encontrada de 1.000
mg L. O desenvolvimento dos embrides em meio liquido e na presenca de auxinas
continuou até atingir o estadio de torpedo, € o subcultivo para meio destituido de
auxinas foi necessario para o completo desenvolvimento e germinagdo dos embrides
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

Em E. grandis, embrides globulares e cordiformes foram produzidos em
suspensao celular, porém ndo ocorreram maturacdo € germinagdo em meio
destituido de reguladores de crescimento (Watt et al., 1999).

A producdo e a qualidade dos embrides somaticos tém sido melhoradas em
diversas espécies lenhosas com a utilizagdo de sistemas de imersdo temporaria, em
comparagdo com sistemas convencionais de cultura em meio semi-sélido ou
suspensoes celulares em frascos Erlenmeyer (Cabasson et al., 1997; Etienne e
Berthouly, 2002). Em diferentes genétipos de café (Coffea arabica) testados, o
crescimento das culturas embriogénicas foi maior em sistema de imersdo temporaria
do que em meio liquido em frascos Erlenmeyer sob agitacao (Berthouly et al., 1995,
citados por Etienne e Berthouly, 2002). Em Citrus deliciosa, Cabasson et al. (1997)
promoveram o desenvolvimento de embrides somaticos em sistema de imersao
temporaria RITA®, e 66% dos embrides produzidos foram cotiledonares e
morfologicamente similares a embrides nucelares. Em outros sistemas testados, os
embrides foram hiperidricos ou ndo ultrapassaram o estddio globular. Em se
tratando da seringueira (Hevea brasiliensis), a transferéncia de culturas
embriogénicas para o sistema RITA® melhorou consideravelmente a quantidade e
qualidade dos embrides somaticos produzidos e foi possivel estabelecer uma rotina
de produgao (Etienne et al., 1997, citados por Etienne e Berthouly, 2002).

Apesar de todas as vantagens de utilizagdo de sistemas liquidos, para
germinagdao dos embrides e desenvolvimento completo das plantulas, os embrides
maduros devem ser transferidos para meio semi-s6lido, uma vez que a conversao

das plantas requer uma posicao correta, o que ¢ impossivel alcangar com sistemas
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liquidos sob agitacdo ou de imersdo temporaria, visto que os embrides estdo em

constante mudanca de posi¢ao (Etienne e Berthouly, 2002).

2.4.3. Maturacio e germinacio de embrides somaticos

A embriogénese somatica € um complexo processo no qual a qualidade do
produto final, ou seja, a sobrevivéncia e o crescimento das plantas regeneradas,
depende das condi¢gdes providas nas fases iniciais, quando os embrides sao
formados, amadurecem e germinam. Dessa maneira, para a propagagdo em massa
de plantas por meio de embriogénese somadtica, o conhecimento minucioso dos
fatores criticos que podem contribuir para a performance das plantas ¢
indispensavel. Somente embrides maduros com morfologia normal, que
acumularam quantidade suficiente de substincias de reserva e que adquiriram
tolerancia a desseca¢do no final da maturagdo desenvolverdo plantas normais (von
Arnold et al., 2002).

O aumento da osmolaridade parece estar relacionado com a transicdo do
ciclo de divisdo para o de diferenciagdo, e esse aumento pode ser obtido pela adigao
de PEG (polietilenoglicol), mio-inositol, sorbitol e manitol, de maneira que o meio
de cultura seja ajustado para valores de 200 a 350 mM (Guerra et al., 1999). O
estresse osmotico in vitro induzido com PEG de peso molecular acima de 4.000 € o
que mais se aproxima do estresse hidrico observado em células de embrides e
plantas sujeitas a condigdes de desidratacdo. A razdo para isso ¢ que as grandes
moléculas do PEG ndo sdo capazes de atravessar a parede celular enquanto a dgua ¢
absorvida, conduzindo a uma pressdo de turgor reduzida e ao potencial osmotico
intracelular mais negativo (von Arnold et al., 2002).

O ABA (4cido abscisico), a exemplo de seus efeitos na embriogénese
zigbtica, também exerce efeito nessa fase, sendo geralmente usado para reduzir o
processo de embriogénese secundaria (Guerra et al., 1999) ou para inibir a
germinacao precoce (von Arnold et al., 2002).

Em geral, embrides maduros de E. citriodora germinaram facilmente quando

. . -1 . ,
transferidos para meio B5 com 20 g L™ de sacarose e sem auxina. Até mesmo em
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meio contendo auxina, embrides que ndo mantinham contato com o meio
freqiientemente germinavam, possivelmente devido a reducao dos niveis de auxina.
Apesar de a germinagdo ter ocorrido em culturas mantidas no escuro, as plantulas
apresentaram-se estioladas e o desenvolvimento normal das folhas ocorreu somente
em condi¢des de luz — cerca de 25 pE m™ s (Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

Em E. grandis, a germinagdo dos embrides ¢ a regeneragao de plantas foram
alcangadas em meio contendo sais e vitaminas MS, sacarose (30 g L) acrescido ou
ndo de ANA (0,02 mg L"), BAP (0,1 mg L"), GA; (0,1 mg L") e carvéo ativado (4
g L. A utilizacio de ABA e PEG, sozinhos ou em combinacio, e a dessecacio dos
embrides durante trés horas nao mostraram sucesso. Tratamentos com ABA e PEG
resultaram na proliferacdo de calos, pela indug¢dao de novos ciclos de divisdo celular
e embriogénese secundaria. Neste caso, o sistema apresentou grande potencial para
propagacdo massal e transformacgdo genética (Watt et al., 1999).

Em E. globulus, a conversdao dos embrides somaticos em plantas ocorreu
quando os embrides foram transferidos para meio destituido de reguladores de

crescimento (Pinto et al., 2002).

2.4.4. Aclimatacao

O sucesso na aclimatacgdo e transferéncia para condigdes ex vitro de plantas
de Eucalyptus produzidas via embriogénese somadtica ¢ relatado, at¢é o momento,
somente para E. citriodora. Plantas com aproximadamente 2 cm de parte aérea
foram transplantadas para varios substratos; a mistura de solo e areia (3:1) deu os
melhores resultados, com sobrevivéncia de 86% das plantas. A sobrevivéncia das
plantas em vermiculita foi a mais baixa (42%), mas, quando misturada com solo, a
taxa melhorou consideravelmente (78%). Utilizando somente solo ou somente areia,
as taxas de sobrevivéncia foram de 74% e 66%, respectivamente (Muralidharan e

Mascarenhas, 1995).
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2.4.5. Encapsulamento de embrides somaticos

Semelhantemente as etapas de desenvolvimento de plantas em condicdes de
viveiro, resultados relativos a encapsulamento de embrides somaticos de Eucalyptus
se restringem ao trabalho de Muralidharan e Mascarenhas (1995), em que alginato
de sodio, Gelrite® e agar foram testados visando a formagio de um envoltorio
apropriado aos embrides isolados de E. citriodora. O uso de alginato de sodio
proporcionou os melhores resultados, tanto pela habilidade em formar um
tegumento resistente como pela viabilidade dos embrides. O alginato de sddio a 1%
formou uma camada fina que facilitou a manipulacdo dos embrides e resultou em
30% de germinagdo dos embrides encapsulados em meio estéril, enquanto os outros
tegumentos foram muito sensiveis @ manipulagdo. As taxas de germinagdo dos
embrides encapsulados, armazenados a temperatura ambiente, declinaram em meio
de germinagdo. Apos um dia de armazenamento, 38% de embrides germinaram; e
depois de sete dias de armazenamento, esta taxa caiu para 28%. Nenhum embrido
germinou apds o armazenamento por 10 dias. Embrides armazenados a 4 °C
reduziram a taxa de germinacdo mais rapidamente, e, apos sete dias nao foi

observada germinagao.

2.4.6. Estabilidade genética e avaliacées em campo

Devido a praticidade e ao valor econdmico, um protocolo de embriogénese
somatica repetitiva ¢ desejavel para FEucalyptus, porém a possibilidade de
ocorréncia de variacdo somaclonal aumenta com a duracdo da cultura in vitro,
especialmente em calos e suspensdo celular. Embrides somadticos aparentemente
normais podem apresentar anormalidades genéticas ou bioquimicas ao longo do
ciclo de desenvolvimento da planta; em caso de espécies florestais, estas podem ser
manifestadas muitos anos apds o plantio. Dessa maneira, ¢ imprescindivel o
aperfeicoamento de métodos para identificar tais variagdes. Testes morfoldgicos e

citologicos podem ser usados para identificar variagdes em cromossomos. No

entanto, como algumas alteragdes genéticas ndo podem ser detectadas em nivel
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molecular ou fisioldgico, marcadores moleculares, como RAPD e RFLP, sdo
necessarios para identificar variantes antes do plantio (Watt et al., 1999).

Plantas de E. citriodora propagadas por embriogénese somatica, quando
transferidas para casa de vegetacao, apresentaram folhas tipicas de plantas juvenis.
Quando folhas caracteristicas de plantas adultas comecaram a ser formadas, as
plantas foram transferidas para vasos e retiradas da casa de vegetacdo. Cinqlienta
plantas foram plantadas no campo apoés atingirem altura aproximada de 120 cm.
Somente cinco arvores sobreviveram no campo apds cinco anos do plantio.
Entretanto, a alta mortalidade das arvores pode ser atribuida, em parte, as condigdes
de seca severa que as plantas enfrentaram durante esse periodo. Nenhuma
anormalidade foi observada na morfologia e na taxa de crescimento quando
comparadas com plantas obtidas de sementes (Muralidharan e Mascarenhas, 1995).
Segundo estes autores, estudos futuros, avaliando a variabilidade, devem ser

realizados utilizando RFLP ou técnicas de DNA.

2.4.7. Aplicacdes da embriogénese somatica na clonagem de Eucalyptus

Diversos autores apontam a embriogé€nese somdtica como uma ferramenta
promissora, de grande potencial de aplicacdo em programas de melhoramento e
reflorestamento (Durzan, 1988; Parrot et al., 1991; Watt, 1991; Bajaj, 1995; Vicient
e Martinez, 1998; Guerra et al., 1999).

Embora o Eucalyptus apresente altas taxas de multiplicacdo por gemas
axilares, estudos realizados com outras espécies florestais indicam o potencial de
obtencdo de taxas muito maiores com a embriogénese somatica. Além disso, a
técnica apresenta vantagens adicionais, como redu¢ao do numero de estadios de
cultura, redugdo de trabalho e custo, rapidez e facilidade para a produg¢do em larga
escala em meio liquido utilizando biorreatores (Haines, 1994; Watt et al., 1999).

Embrides somaticos apresentam meristemas radicular e caulinar na mesma
unidade. Isso significa que, enquanto o sistema radicular produzido via rota
organogénica ¢ adventicio, mudas desenvolvidas de embrides somaticos exibem

bem desenvolvido sistema radicular pivotante (Watt, 1991). Outras vantagens sao o
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potencial para regenerar grande niumero de plantas, bem como a possibilidade de
encapsulamento e armazenamento de embrides como sementes sintéticas (Bajaj,
1995).

A embriogénese somadtica ¢ um método importante para propagacao de
plantas-elite in vitro, em larga escala. Também ¢ uma estratégia para os estudos
basicos relacionados com a fisiologia do desenvolvimento do embrido (Guerra et
al., 1999).

Durzan (1988) apresenta a embriogénese somatica como uma técnica capaz
de superar alguns problemas na propagacdo em massa, especialmente em certas
perenes lenhosas de dificil enraizamento, proporcionando uma alternativa ao
enraizamento de estacas e de brotagdes micropropagadas.

Bajaj (1995) aponta a propagagao clonal via embriogénese somatica como
uma técnica para clonagem em massa de baixo custo, desde que superadas
limitagdes, como baixa freqiiéncia de embrides somaticos, fidelidade genética e
crescimento e desenvolvimento normal de mudas e plantas.

Além do mais, a embriogénese somatica tem outras aplicacdes praticas,
incluindo melhoramento da produ¢do (através de selecao de células, transformagao
genética, hibridacdo somatica e produgdo de plantas poliploides), preservagao de
germoplasma, eliminagdo de virus, producao de metabolitos in vitro e iniciagdo de
micorrizas in vitro (Vicient e Martinez, 1998).

Na busca de novas tecnologias para o constante aprimoramento da clonagem
de Eucalyptus, a embriogénese somadtica tem despertado interesse especial por parte
de pesquisadores e empresas florestais brasileiras que possuem avangados
programas de melhoramento e clonagem; nos préoximos anos, acredita-se que a
técnica devera ser amplamente investigada.

Resultados positivos de embriogénese somatica ocorrendo em espécies de
Eucalyptus tém sido obtidos, na maioria dos casos, com o uso de explantes juvenis.
Pesquisas adicionais sdo necessarias no sentido de melhorar a maturacdo ¢ a
sincronizacao do desenvolvimento dos embrides, assim como um sistema eficiente
para a producdo de culturas embriogénicas a partir de arvores adultas em adicao

aquelas desenvolvidas para materiais juvenis.
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Aliada as técnicas de clonagem de Eucalyptus utilizadas atualmente em
escala comercial, a embriogénese somatica apresenta grande potencial para
rejuvenescimento de materiais selecionados de dificil enraizamento, assim como na
regeneracao de plantas transformadas geneticamente. Uma vez obtidas estas plantas,
o material pode ser multiplicado em grande escala pela técnica de microestaquia, ja

bastante difundida nas empresas florestais.
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CAPITULO 1

Efeito do 2,4-D na inducao de calos embriogénicos em cotilédones e
hipocotilos de Eucalyptus grandis

RESUMO - O presente trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do 2,4-D na
indu¢do de calos embriogénicos em cotilédones e hipocotilos de FEucalyptus
grandis. Foram utilizadas concentracdes de 2,4-D variando de 0 a 30 mg L'e
diferentes tempos de exposi¢cdo dos explantes a auxina. Os calos produzidos foram
subcultivados em meio de cultura MS, contendo diferentes combinagdes de
reguladores de crescimento, acrescidos de PVP ou carvao ativado. Os melhores
resultados de calogénese foram observados em cotilédones, nas concentracdes de 5
e 10 mg L' de 2,4-D, sendo 30 dias no escuro o melhor tempo e condicao de
indugdo. Os calos apresentaram coloragdo amarelo-clara a amarelo-escura e textura
semicompacta a semifridvel, porém nao foram observadas estruturas embriogénicas.

Palavras-chave: Embriogénese somatica, cultura de tecidos, propagacdo clonal,
auxinas, micropropagacao.

Effect of 2,4-D on embryogenic callus induction from cotyledons and
hypocotyls of Eucalyptus grandis

ABSTRACT — The objective of the present work was to evaluate the effect of 2,4-D
on embryogenic callus induction from cotyledon and hypocotyl explants of
Eucalyptus grandis. 2,4-D concentrations varying from 0 to 30 mg L™ and different
times of exposure to auxin were used. The produced calli were subcultured in MS
basal medium with different combinations of growth regulators, added of PVP or
activated charcoal. The best callusing results were observed from cotyledons, at 2
different concentrations (5 and 10 mg L), with 30 days in the dark the best time
and induction conditions. Calli showed light-yellow to dark-yellow coloration and
semi-compact to semi-friable texture, however embryogenic structures were not
observed.

Key words: Somatic embryogenesis, tissue culture, clonal propagation, auxins,
micropropagation.
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1. INTRODUCAO

Em Eucalyptus, assim como em outras espécies florestais, hd um esfor¢o
consideravel para o desenvolvimento das técnicas de cultura de tecidos e sua
aplicacao na propagacdo clonal. No entanto, a maioria dos trabalhos realizados com
sucesso até o momento se refere a micropropagacdo através da proliferagdao de
gemas axilares.

A embriogénese somatica apresenta-se como ferramenta promissora no setor
florestal, principalmente na propagacao clonal em larga escala e na transformagao
genética de gendtipos desejaveis.

Nos ultimos anos, a embriogénese somatica tem sido reportada para varias
espécies de Eucalyptus, como E. citriodora (Muralidharan e Mascarenhas, 1987,
1995), E. nitens (Bandyopadhyay et al., 1999; Bandyopadhyay e Hamill, 2000), E.
grandis (Watt et al., 1991, 1999), E. urophylla (Tibok et al., 1995; Arruda et al.,
2000), E. dunnii (Termignoni et al., 1996) e E. globulus (Bandyopadhyay et al.,
1999; Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002). Entretanto, verifica-se que este género
apresenta dificuldades na aplicagdo desta tecnologia, visto que embrides somaticos
normalmente sdo obtidos em baixa freqiiéncia, apresentando também baixa taxa de
conversao em plantas e alto indice de formagdo de embrides anormais.

Entre os principais fatores que tém merecido atencdo na propagacdo por
embriogénese somatica, as auxinas estdo envolvidas na indu¢do e iniciacdo de
embrides somaticos, sendo necessarias para a formag¢do de agregados
embriogénicos a partir de cé€lulas individuais, expressando a totipoténcia das células
competentes (Komamine et al., 1992). Dessa forma, a embriogénese somatica tem
sido freqiientemente iniciada em meio contendo altos niveis de auxinas,
especialmente 2,4-D - 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (George, 1993; Krikoriam,
1995; Guerra et al., 1999).

Em espécies lenhosas, o 2,4-D tem sido muito utilizado em trabalhos de
embriogénese somatica (Astarita e Guerra, 1998; Guerra et al., 2001; Shibli et al.,
2001; Tonon et al., 2001; Shahana e Gupta, 2002; Tan e Furtek, 2003; Moser et al.,

2004). Particularmente, em Eucalyptus grandis, células embriogénicas e nao-
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embriogénicas foram induzidas em meio de cultura contendo 0,25-3 mg L' de 2.4-
D (Watt et al., 1991; Watt et al., 1999). Em E. globulus (Pinto et al., 2002) e em E.
dunnii (Termignoni et al., 1996), a embriogénese somatica foi observada na
presenca de 2,4-D em combinacdo com ANA (&cido naftalenoacético). Para E.
citriodora, o 2,4-D foi inibitério na manutencdo de culturas embriogénicas,
desenvolvendo somente calos de coloragdo escura (Muralidharan e Mascarenhas,
1995).

No presente trabalho, investigou-se a eficiéncia do 2,4-D na inducdo de calos

embriogénicos em cotilédones e hipocoétilos de Eucalyptus grandis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos II
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria - BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigosa - UFV, localizada no municipio de Vigosa, Minas
Gerais.

Como material genético foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis,
procedentes da Area de Producgdio de Sementes, localizada no municipio de Mogi

Guagcu, Sao Paulo, da empresa International Paper do Brasil.

2.2. Obtencao dos explantes

Inicialmente, as sementes foram lavadas seis vezes com agua deionizada e
transferidas para camara de fluxo laminar, onde foram desinfestadas com solugao de
alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de s6dio 5% durante 15 minutos, sendo
entdo enxaguadas seis vezes com agua deionizada e autoclavada.

Na germinacao das sementes foi utilizado o meio de cultura MS (Murashige
e Skoog, 1962), contendo a metade da concentra¢io dos sais e vitaminas, 50 mg L™

de mio-inositol, 1,5% de sacarose e 5 g L™ de agar Merck®, com pH ajustado para
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5,7 £ 0,1 e autoclavado por 15 minutos. Apos a autoclavagem foi adicionado
Timentin® (300 mg L"), previamente filtro-esterilizado.

As sementes desinfestadas foram inoculadas em placas de Petri descartaveis
estéreis (60 x 15 mm) contendo 15 ml de meio de cultura para germinagao, sendo as
placas vedadas com filme de PVC (Goodyear, Brasil). As culturas foram mantidas
em sala de crescimento com temperatura de 27 £+ 2 °C, fotoperiodo de 16 horas luz e
8 horas escuro e irradiancia de 36 pmol m™ s™' (fornecida por tubos fluorescentes,
“Luz do dia”, Osram®, 20 Watts), por um periodo de 7 a 10 dias, até completarem a
germinacao.

Como fonte de explantes foram utilizados segmentos de hipocoétilos medindo
cerca de 0,5 a 1,0 cm de comprimento e cotilédones totalmente expandidos. Os
cotilédones foram separados, retirando-se o meristema apical, ¢ em todos os
experimentos foram dispostos com a face abaxial em contato com o meio de

cultura.

2.3. Inducao de calos

O meio de cultura bésico utilizado em todos os experimentos foi composto
por sais e vitaminas de MS, 100 mg L' de mio-inositol, 3% de sacarose, 2,8 g L
de Phytagel” (Sigma, USA) e o pH ajustado para 5,7 * 0,1, sendo adicionado
Timentin® (300 mg L) apos autoclavagem do meio. Foi utilizado 2,4-D em todos
os tratamentos de inducdo de calos, variando-se a concentragdo e¢ o tempo de
exposi¢cao dos explantes ao regulador em cada experimento. Cada placa de Petri (60
x 15 mm) foi considerada como repeti¢ao, variando-se o nimero de explantes e de
repetigcoes de acordo com os experimentos. Apds a inoculagdo dos explantes, as
placas foram vedadas com filme de PVC (Goodyear, Brasil).
O esquema basico de indugdo de calos, a partir de cotilédones e hipocdtilos de

E. grandis, utilizado nos experimentos deste estudo esta representado na Figura 1.

36



Figura 1 — Esquema da indug¢do de calos embriogénicos em cotilédones e
hipocotilos de E. grandis, utilizando 2,4-D. A) semente desinfestada e
inoculada em meio de germinagdo. B) plantula germinada in vitro. C)
cotilédones em meio de indugdo de calos. D) calos formados apos
quatro semanas.

2.3.1. Experimento 1 — Efeito do carviao ativado e de concentracées de 2,4-D na
inducao de calos embriogénicos

Os explantes foram colocados em placas de Petri com meio de cultura basico,
variando a concentragdo de 2,4-D (0, 1, 2 ¢ 4 mg L™"). Foram utilizadas trés
repeticdes por tratamento e, para cada repeti¢do, cinco explantes de hipocétilo e
cinco de cotilédones. As placas foram mantidas no escuro em sala de crescimento
com temperatura de 27 + 2 °C, por um periodo de 30 dias, quando se avaliaram: o
percentual de explantes calejados, a intensidade de calejamento, a regido de
calejamento, a textura do calo, o aspecto das células, a presenca de necroses e a
emissdo de raizes. O experimento foi repetido com a adicdo de carvao ativado
(1gL™h.

Aos 30 dias, os calos foram subcultivados para os meios M1 [/2 MS,
sacarose (6%), L-glutamina (400 mg L™, 2,4-D (0,05 mg L") + ANA (1,0 mg L™)]
e M2 [MS, sacarose (3%), L-glutamina (400 mg L™), 2,4-D (0,05 mg L") + ANA
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1 . .
(1,0 mg L7)], sendo mantidos no escuro durante uma semana e, a seguir,

transferidos para fotoperiodo de 16 horas de luz, com irradidncia de 36 pmol m™ s

2.3.2. Experimento 2 — Tempo de permanéncia em 2,4-D e tratamentos de
regeneracio

Cotilédones foram mantidos em meio para indu¢do de calos contendo
2 mg L' de 2,4-D durante 7, 14 ¢ 21 dias em condi¢gdes de escuro e, a seguir,
subcultivados para tratamentos com ANA + TDZ [1-fenil-3-(1,2,3-tiadiazol-5-il)
uréia] e ANA + 2,4-D, sendo: T1=1,0mgL" ANA + 0,05 mg L' 2,4-D; T2 =0,1
mg L' ANA+0,5mgL" 2,4-D; T3=1,0mg L' ANA +0,05mgL" TDZ; ¢ T4 =
0,1 mg L' ANA +0,5mg L TDZ.

A definicdo da concentracdo de 2,4-D no meio de inducao e do explante
baseou-se nos melhores resultados do experimento realizado anteriormente, em que
se avaliou a indugdo de calos em cotilédones e hipocétilos em meio contendo 2,4-D,
em concentracdes variando de 0 a 4 mg L™

Apo6s a permanéncia em 2,4-D, foram selecionados os explantes que
apresentavam melhor aspecto e homogeneidade. Para os tratamentos de 14 e 21 dias
foram selecionados os explantes que apresentavam maior intensidade de
calejamento e que ndo apresentavam necrose ou oxidagdo. Ja para o tratamento de 7
dias, em que o calejamento se apresentava muito baixo ou ausente, foram
selecionados aqueles que nao apresentavam necrose ou oxidagdao. Os explantes
foram transferidos para os tratamentos com ANA + TDZ e ANA + 24-D e
mantidos por uma semana em condigdes de escuro e, a seguir, em sala de
crescimento com temperatura de 27 + 2 °C e irradidncia de 90 pmol m* s™'. Foram
utilizadas seis repetigdes por tratamento, com 10 explantes por repeti¢do, sendo

avaliado o desenvolvimento celular aos 20 ¢ 50 dias em condi¢des de luz.

2.3.3. Experimento 3 — Influéncia de concentragdes de 2,4-D na inducio de
calos embriogénicos

Hipocotilos e cotilédones foram retirados das sementes germinadas e

transferidos para placas de Petri com meio de cultura bésico, acrescido de 2,4-D nas
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concentracdes de 5 ¢ 10 mg L. As culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 27 £+ 2 °C, no escuro, por 60 dias. Foram utilizadas 30 placas
com 10 explantes cada, por tratamento, sendo realizada uma avaliacdo aos 30 dias e
outra aos 60 dias, em que se avaliaram: quantidade de explantes calejados,
intensidade de calejamento, regido de calejamento, textura do calo, colora¢ao do

calo e oxidagao.

2.3.4. Experimento 4 - Tratamentos com 2,4-D (10, 20 e 30 mg L7 x Tempo (5,
10 e 15 dias)

Avaliou-se a inducdo de calos em cotilédones e hipocotilos em meio com
2,4-D nas concentragdes de 10, 20 ¢ 30 mg L, combinando-se as concentragoes
com os tempos de permanéncia de 5, 10 e 15 dias. Apds a permanéncia em meio
com 2,4-D durante os tempos testados, foram selecionados os explantes de melhor
aspecto (calejados e/ou ndo-oxidados) e transferidos para meio bdsico sem
reguladores de crescimento (MS0). Apos 30 dias realizou-se avaliagdo quanto a
intensidade de calejamento, aspecto do calo e presenca de rizogénese e oxidacao.
Nas duas etapas, as placas foram mantidas no escuro, em sala de crescimento com
temperatura de 27 £ 2 °C.

Depois de 30 dias em meio MSO no escuro, os calos foram subcultivados
para novo meio MS0, permanecendo por mais uma semana no escuro, e,
posteriormente, colocados em fotoperiodo de 16 horas de luz e irradiancia de

90 pmol m™ s™'. Foram utilizadas cinco repeti¢des com seis explantes por repeti¢io.

2.3.5. Experimento 5 — Subcultivo de calos em meio com carvao ativado e PVP

Os calos foram induzidos em cotilédones e hipocotilos, em meio basico
acrescido de 5 e 10 mg L' de 2,4-D, em condi¢des de escuro. Apds 20 dias em
meio de inducdo, os calos foram subcultivados para meio basico acrescido de
Timentim® (300 mg L) e carvdo ativado (2 g L"), em nove tratamentos com
diferentes combinagdes de reguladores de crescimento (Quadro 1).

Os mesmos tratamentos realizados com carvao ativado foram repetidos

utilizando-se 800 mg L' de PVP (polivinilpirrolidona).
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Foram utilizadas duas repeticdes por tratamento, explante e concentracao
inicial de 2,4-D, sendo para cada repeticdo usados trés a quatro calos. Os calos
foram mantidos durante 60 dias nos meios citados anteriormente € no escuro, sendo

realizadas observagdes periodicas e avaliagdo aos 30 e 60 dias.

Quadro 1 — Tratamentos de subcultivo adicionados com carvao ativado

Tratamento Combinacao
M1 sem regulador e sem carvao ativado
M2 sem regulador e com carvao ativado
M3 1 mg L' ABA* + CA
M4 2,5mg L' Cinetina + 0,5 mg L™ 2,4-D + CA
M5 2,5mg L Cinetina + 0,5 mg L ANA + CA
M6 2,0mg L' 2iP + 0,5 mg L™ ANA + CA
M7 1,0mg L' 2iP+0,1 mgL"' 2,4-D+0,1 mgL" AIB + CA
M8 0,1 mg L' BAP+ 0,01 mg L' ANA +0,1 mgL"' GA3* + CA
M9 1,0mg L' BAP+0,1 mgL'2,4-D+0,l mgL"' AIB + CA

* Reguladores de crescimento adicionados apds autoclavagem (ABA estéril diluido em DMSO e GA; filtro
estéril); ABA = 4cido abscisico;, CA = carvdo ativado; Cinetina = 6-furfurilaminopurina; 2iP = 2-
isopenteniladenina; AIB = 4cido indolbutirico; BAP = 6-benzilaminopurina; GA; = 4cido giberélico.
DMSO = dimetilsulfoxido.

Aos 60 dias, os calos foram transferidos para MS0O e mantidos no escuro por
uma semana. Em seguida, uma parte dos calos foi transferida para o claro, em
fotoperiodo de 16 horas de luz e irradidncia de 90 pmol m™ s'. Para efeito de
avaliacdo posterior, uma placa foi mantida no escuro no mesmo meio de

regeneracgao.

2.4. Conducao e avaliacoes experimentais

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o
inteiramente casualizado, sendo o niimero de repeti¢des € o nimero de explantes

variaveis de acordo com o experimento.
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Foi realizado acompanhamento semanal e mensal do desenvolvimento dos
calos, avaliando-se numero de explantes calejados, intensidade de calejamento,
textura e coloracao do calo, oxidagdo fenolica e rizogénese.

As avaliagOes visuais foram feitas com auxilio de lupa binocular, aumento de
10 vezes, e as avaliagdes de intensidade foram feitas por comparacdo e
discriminadas como baixa, média e alta.

Quanto a textura, os calos foram classificados como friaveis (células
frouxamente ligadas), compactos (c€lulas firmemente ligadas) e de textura
intermediaria entre estas, classificados como semifriaveis e semicompactos. Em
relacdo ao aspecto das células, foram classificadas como translucidas, aquosas ou

globulares.

3. RESULTADOS

3.1 Obtencao dos explantes

Durante a realizacdo dos experimentos foram observados alto indice de
germinacdo das sementes (acima de 80%) e baixo indice de contaminacdo por
microrganismos (5 a 10%), demonstrando que a metodologia de desinfestacao e
germinagdo utilizada foi eficiente na obtengdao dos explantes para a realizacdo dos

experimentos, visando a indu¢do de calos embriogénicos.

3.2. Efeito do carvao ativado e de concentracoes de 2,4-D na induc¢io de calos
embriogénicos

A formacdo de calos iniciou-se apds uma semana de inoculacdo dos
explantes, sendo ao final de 30 dias observado 100% de calejamento para todos os
tratamentos, com exce¢do do tratamento de 1 mg L™ de 2,4-D em hipocétilos e do
controle (0 mg L) para os dois tipos de explante (Figura 2). Explantes
cotiledonares apresentaram calos em toda a regido abaxial e em maior intensidade
quando comparados com os de hipocotilos, que apresentaram calejamento nas

extremidades e, em alguns casos, estendendo-se pela superficie dos explantes. A
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intensidade de calejamento observada foi de baixa a média para todos os

tratamentos.
Calejamento Rizogénese
OHipocdtilo M Cotilédone OHipocdtilo M Cotilédone

o 100 < 100
< 80 < 30
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= 60 & 60
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Figura 2 — Percentual de calejamento e rizogénese em cotilédones e hipocoétilos de
Eucalyptus grandis aos 30 dias, em funcdo das concentragdes de 2,4-D.
As barras indicam o desvio-padrao.

A presenga de calos semifridveis a semicompactos de coloragdo amarelo-
clara a bege (Figura 3A) foi observada em todos os tratamentos, porém calos
formados em hipocotilos mostraram-se mais translicidos e de aspecto aquoso
quando comparados aos formados em cotilédones, que foram de textura mais
consistente, com algumas regides de coloracdo branca e compostos por
agrupamento de células menores, aparentemente mais organizadas.

Quanto a formacdao de raizes, estas ocorreram em maior percentual nos
explantes cotiledonares, sendo também maiores e em maior numero em cada
explante (Figura 2, 3B). Houve tendéncia de redugdo da rizogénese a medida que se
aumentou a concentracao de 2,4-D.

Observou-se necrose dos tecidos originais apenas nos tratamentos sem
regulador de crescimento. No entanto, no tratamento de 4 mg L' de 2,4-D, alguns
explantes apresentaram calos com regides mais escurecidas e, aparentemente, em

degeneragado tanto em cotilédones como em hipocétilos.
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Figura 3 - Calejamento em cotilédones de Eucalyptus grandis. A) calos semifridveis
a semicompactos, apresentando intensidade baixa (b), média (m) e alta
(a). Barra = 5 mm. B) alta freqiliéncia de rizogénese. C) calos compactos
e totalmente oxidados. D) calos compactos. Barras = 2 mm.

No presente estudo ndo foram observadas estruturas embriogénicas visiveis
em nenhuma concentragdo de 2,4-D (0 a 4 mg L") e em nenhum tipo de explante.
Em ensaios preliminares (dados ndo apresentados) foram testadas concentragdes
inferiores a 1,0 mg L' de 2,4-D; no entanto, a calogénese foi insignificante € com
intensa formagao de raizes nos explantes.

No que se refere a utilizagdo de carvdo ativado, ndo houve resposta
morfogénica dos explantes quando este foi adicionado aos tratamentos
anteriormente descritos.

Ao subcultivar os calos para os meios de regeneracdo M1 e M2 e transferi-
los para condigdes de luz (36 umol m™ s™), ocorreu escurecimento total destes

(Figura 3C), ndo havendo crescimento de calo ou diferenciacdo de embrides.
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3.3. Tempo de permanéncia em 2,4-D e tratamentos de regeneracio

Aos 20 dias apoés a transferéncia para a luz, os calos apresentavam-se
semicompactos e escurecidos (oxidados) nos tratamentos de 7, 14 e 21 dias em
2,4-D. O tratamento de 21 dias foi o que apresentou maior calejamento, € o de 7
dias, calejamento muito baixo. Quanto aos tratamentos de regeneragdo, observou-se
que os tratamentos T1 e T2 (ANA + 2,4-D) apresentaram menor proliferacao
celular e maior rizogénese quando comparados aos tratamentos T3 e T4 (ANA +
TDZ).

Aos 50 dias, em todos os tratamentos, os calos tornaram-se mais compactos ¢
oxidados (Figura 3C). Semelhantemente a avaliagdo anterior, nos trés tratamentos
de permanéncia em 2,4-D, os tratamentos de regeneracdo T1 e T2 apresentaram
rizogénese mais intensa, enquanto os tratamentos T3 e T4 exibiram regides de
coloragao verde ou esbranquicada, sem presenca de raizes e com maior proliferacao
de células. Observou-se, também, que a intensidade de calejamento decresceu nos
tratamentos de 14 ¢ 7 dias, em relagdo ao tratamento de 21 dias em 2,4-D.

Em termos gerais, ndo foram obtidas estruturas embriogénicas nos
tratamentos testados. Em relacdo ao tempo de permanéncia em 2,4-D para inducao
de calos, os resultados indicaram que o tempo inferior a 21 dias na concentracao de
2,0 mg L™ de 2,4-D nio é ideal para um bom calejamento em Eucalyptus grandis.

Em funcao dos resultados obtidos, em experimentos posteriores verificou-se
novamente a influéncia do tempo de permanéncia em 2,4-D utilizando-se

concentragdes mais altas deste regulador de crescimento.

3.4. Influéncia de concentracdes de 2,4-D na induc¢io de calos embriogénicos

Concentragdes mais altas de 2,4-D (5 ¢ 10 mg L") aumentaram a intensidade
de calejamento, comparadas as concentragdes de 1 a 4 mg L™, sendo observado
maior percentual total de calejamento na concentracio de 5 mg L' (Figura 4). O
calejamento total aos 30 dias foi maior em hipocdtilos do que em cotilédones;

contudo, explantes cotiledonares apresentaram calejamento distribuido nas trés
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categorias de intensidade, enquanto hipocotilos apresentaram maiores percentuais

de explantes com calejamento baixo.

Hipocotilos Cotilédones
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Figura 4 — Percentual e intensidade de calejamento e oxidagdo (Oxid) em
hipocotilos e cotilédones de FEucalyptus grandis aos 30 dias, nos
tratamentos de 5 ¢ 10 mg L™ de 2,4-D. As barras indicam o desvio-
padrao.

Os calos observados foram de textura semifriavel, com algumas porcoes
apresentando células globulares (Figura 3A). Houve, também, baixa rizogénese em
relagdo as concentragdes menores testadas anteriormente, que, associada a maior
friabilizagdo dos calos, pode ser um indicativo de maior probabilidade de
regeneracao de embrides somaticos nesses tratamentos.

A presenca de explantes oxidados ocorreu somente em cotilédones e em
maior percentual no tratamento de 10 mg L de 2,4-D, podendo ser um sinal de
toxicidade deste regulador na concentragao utilizada.

Aos 60 dias observou-se que o calejamento total na concentragdo de 5 mg L™
de 2,4-D manteve-se o mesmo quando comparado ao calejamento aos 30 dias; ja em
10 mg L' o percentual foi maior para os dois tipos de explantes (Figura 5).
Observou-se, também, aumento nas intensidades de calejamento meédia e alta,
porém as células destes calos demonstraram-se determinadas para multiplicagdo
celular desorganizada, visto o desaparecimento de regides de calos com setores

nodulares, observadas aos 30 dias.
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Figura 5 — Percentual e intensidade de calejamento e oxidagdo (Oxid) em
hipocétilos e cotilédones de Eucalyptus grandis aos 60 dias, nos
tratamentos de 5 ¢ 10 mg L' de 2,4-D. As barras indicam o desvio-
padrdo.

Quanto a oxidagao, em cotilédones constatou-se diminuicdo do percentual
em relacdo a avaliagdo realizada aos 30 dias. Essa reducdo pode estar associada ao
aumento na massa de calos; mesmo estando estes oxidados, os explantes podem
estar reagindo e proliferando e, dessa maneira, cobrindo com células novas a regido
oxidada e visualizada anteriormente. Em hipocotilos, observou-se percentual de
oxidag¢do insignificante.

A textura dos calos observada aos 60 dias foi semicompacta e semifriavel,
nao sendo observados calos fridveis em nenhum tratamento ¢ em nenhum tipo de
explante (Quadro 3). Calos semiftridveis foram encontrados em maior propor¢ao no
tratamento de 5 mg L' de 2,4-D em cotilédones e 10 mg L' em hipocétilos,
sugerindo uma tendéncia de friabilizacdo dos calos formados em hipocoétilos e

compactacao em cotilédones com o aumento da concentragdo de 2,4-D.

Quadro 3 — Textura de calo (%) observada em hipocétilos (Hip) e cotilédones (Cot)
de E. grandis em fungdo das concentra¢des de 2,4-D aos 60 dias

Concentragao de 2,4-D

5 mg L' 10 mg L'
Textura Hip Cot Hip Cot
Semicompacta 76,83 39,06 51,27 68,78
Semifriavel 23,17 60,94 48,73 31,22
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3.5. Tratamentos com 2,4-D (10, 20 e 30 mg L) X Tempo (5, 10 e 15 dias)

De acordo com a Figura 6, observa-se que apenas cinco dias em meio com
10, 20 ou 30 mg L de 2,4-D foram suficientes para induzir a formag¢ao de calos em
cotilédones e hipocotilos. No entanto, a intensidade de calejamento foi baixa para as
trés concentracdes, com excecdo do pequeno percentual de calejamento médio em

hipocétilos na concentra¢io de 30 mg L™ de 2,4-D.
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Figura 6 — Percentual de calejamento em fun¢do do tipo de explante (Hip =
hipocotilo, Cot = cotilédone), concentragdes de 2, 4-D (10, 20 e 30 mg
L") e tempos de permanéncia em meio com 2,4-D (5, 10 e 15 dias),
aos 30 dias em MSO0.
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Aos 10 dias de manutencdo em meio com 2,4-D, verificou-se redugao no
percentual de calejamento total, principalmente em hipocotilos, acompanhada de
aumento na intensidade de calejamento para os dois tipos de explante. Os maiores
percentuais foram de calejamento médio em explantes cotiledonares, sendo nestes
explantes observados, também, maiores percentuais de calejamento alto em relagao
aos explantes de hipocotilos.

No tratamento de 15 dias em 2,4-D observou-se queda bastante acentuada do
calejamento total em hipocdtilos. J& em explantes cotiledonares o percentual foi
mantido, e nas concentracoes de 20 e 30 mg L' de 2,4-D houve aumento no
percentual de calejamento alto em relacao aos tempos de 5 e 10 dias.

Com relagdo a formacdo de raizes e oxidacdo dos explantes, constatou-se
reducdo da rizogénese com o aumento da concentracdo de 2,4-D e redugdo da

oxidagdo com o aumento do tempo de permanéncia em 2,4-D (Quadro 4).

Quadro 4 — Rizogénese e oxidagdao fenolica em hipocétilos e cotilédones de E.
grandis em relacdo aos tratamentos de 5, 10 e 15 dias em meio com

10,20 ¢ 30 mg L™ de 2,4-D

Tempo 2,4-D Resposta do explante Cotilédones Hipocotilos
(mg L)
Rizogénese Média a alta Alta
10 Oxidacdo Alta Alta
5 dias Rizogénese Baixa Baixa
20 Oxidagao Alta Alta
Rizogénese Baixa Baixa
30 Oxidacao Alta Alta
Rizogénese Média Média
10 Oxidagdo Média a alta Média
10 dias Rizogénese Média a baixa Média a baixa
20 Oxidag¢do Média a baixa Baixa
Rizogénese Baixa Baixa
30 Oxidagdo Média a alta Baixa
Rizogénese Meédia Baixa
10 Oxidagao Média a alta Baixa
15 dias Rizogénese Baixa Baixa
20 Oxidagao Média a alta Baixa
Rizogénese Baixa Baixa
30 Oxidag¢do Média a alta Baixa
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Em geral, todos os calos obtidos apresentaram oxida¢do, sendo esta em maior
ou menor intensidade, de acordo com os tratamentos. Foram observados,
isoladamente, alguns calos de bom aspecto (presenca de regides com células mais
claras) nos tratamentos de 20 e 30 mg L' de 2,4-D.

Ap6s o subcultivo dos calos para novo meio MSO e transferéncia para
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 90 pmol m™ s, a oxidagdo dos
explantes tornou-se mais intensa, sendo observado, inclusive, escurecimento total

do meio de cultura.

3.6. Subcultivo de calos em meio com carvao ativado e PVP

De acordo com o Quadro 5, observa-se que, em geral, em todos os
tratamentos houve efeito negativo da utilizagdo do carvao ativado, o qual causou
escurecimento dos calos e estagnacdo da multiplicacdo e do desenvolvimento das
células.

Em todos os tratamentos o calejamento foi baixo, com exce¢do do M1, no
qual a nao-utilizacdo de carvao e de reguladores de crescimento favoreceu o
desenvolvimento dos calos. Apesar de estes terem sido de textura compacta,
observaram-se regioes de células de coloragdo amarelada em cotilédones e
hipocétilos.

No tratamento com ABA (M3), observou-se rizogénese mais intensa e
presenca de regides com células de coloragdo mais clara em hipocotilos e nos
tratamentos M6 (2,0 mg L™ 2iP + 0,5 mg L' ANA) e M7 (1,0 mg L™ 2iP + 0,1 mg
L' 24D+ 0,1 mg L' AIB), também em hipocétilos, foram observadas células
reativas de textura semicompacta e coloracdo mais clara.

Em nenhum dos tratamentos foram constatados calos de textura friavel ou
semifriavel, assim como nao foram visualizadas estruturas semelhantes a embrides
somaticos. Observaram-se, também, calos mais compactados (Figura 3D) nos
tratamentos com Cinetina (M4 ¢ M5) e BAP (M8 ¢ M9).

Os calos subcultivados para os mesmos tratamentos, porém utilizando PVP
(800 mg L") em vez de carvdo ativado, também ndo apresentaram resultados

satisfatorios (dados ndo apresentados).

49



Quadro 5 — Resposta dos explantes subcultivados em meios de cultura com carvao

ativado
Tratamento Meio de Resposta do Cotilédones Hipocétilos
(subcultivo) indugdo explante
24D Calejamento Médio Baixo
T
(SmgL™) Aspecto do calo  Compacto, escuro com Agrupamento de células
regides amareladas claras e organizadas
M Rizogénese Meédia Alta
24D Calejamento Médio a alto Baixo a médio
!
(10 mg L™) Aspecto do calo  Compacto, de coloragdo ~ Compacto, de coloragdo
branca a amarela branca a amarela
Rizogénese Baixa Baixa
24D Calejamento Baixo Baixo
T
(SmgL™) Aspecto do calo  Compacto e escuro Compacto e escuro
11\\44%5’ 11\\/[/[‘;’ Rizogénese Baixa Baixa
g Calejamento Baixo Baixo
e M 2,4-D
-1
(10mg L™) Aspecto do calo  Compacto e escuro Compacto e escuro
Rizogénese Baixa Baixa
24D Calejamento Baixo Baixo
T
(SmgL”)  Aspectodocalo Compacto e escuro Regides mais claras
isoladas
M3 Rizogénese Baixa Alta
54D Calejamento Baixo Baixo
!
(10mg L") Agpecto do calo  Compacto e escuro Regides mais claras
isoladas
Rizogénese Baixa Alta
24D Calejamento Baixo Baixo
T
(SmgL™) Aspecto do calo  Compacto e escuro Regides mais claras
semicompactas
M6, M7 Rizogénese Baixa Baixa
’ 4D Calejamento Baixo Baixo
e
(10 mg L™) Aspecto do calo  Compacto e escuro Regides mais claras,

Rizogénese

Baixa

células reativas
Baixa

4. DISCUSSAO

Células embriogénicas e ndo-embriogénicas foram obtidas por Watt et al.

(1991, 1999) em explantes foliares de E. grandis, em meio contendo 2,4-D (0,25 a
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3,0 mg L™). No presente trabalho, estruturas embriogénicas ndo foram observadas
em nenhuma concentracdo de 2,4-D e em nenhum tipo de explante. Pinto et al.
(2002) também nao obtiveram embrides somaticos em folhas, entrends, cotilédones,
hipocétilos e embrides zigoticos maduros de E. globulus utilizando 2,4-D
isoladamente ou em combinagdo com BAP ou zeatina [N-(4-hidroxi-3metilbut-2-
enil) aminopurina]. Embrides somaticos foram obtidos por esses autores em
cotilédones e embrides zigoticos maduros em meio com 2,4-D associado com ANA
ou somente ANA. Semelhantemente a esses resultados, Termignoni et al. (1996)
obtiveram embrides somaticos de E. dunnii utilizando combinagdes de ANA (0,55-
55 uM) e 2,4-D (0,45-4,5 uM).

A regeneracdo direta de embrides somaticos de Eucalyptus ndo tem sido
reportada com freqiiéncia, sendo relatada até o momento somente para E. citriodora
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995) e E. globulus (Nugent et al., 2001, Pinto et al.,
2002). Nos outros trabalhos, embriogénese somatica ocorreu com prévia formagao
da fase de calo. Diversos tipos de calo sdo citados, os quais posteriormente
regeneraram embrides somadticos. Nugent et al. (2001) obtiveram calos soltos,
macios ¢ tendendo a acumular fendis em poucas semanas apds o inicio do
calejamento. Calos embriogénicos em outras espécies de Eucalyptus sdao descritos
como de coloragdo marrom, com setores nodulares de cor branca (Termignoni et al.,
1996), friaveis e brancos (Boulay, 1987, citado por Nugent et al., 2001), de
coloragao creme e nodulares ou acinzentados ¢ macios (Furze, 1988, citado por
Nugent et al., 2001). Similarmente, Blakeway et al. (1993) descreveram calos com
células embriogénicas de E. grandis de cor creme a branca ou marrom, sendo
macios ou nodulares. Os calos obtidos no presente trabalho assemelharam-se, em
aspecto, textura e coloracao, aos calos anteriormente descritos.

A oxidagdo fendlica tem sido mencionada como um dos problemas mais
sérios para o estabelecimento de culturas organogénicas e embriogénicas em
Eucalyptus e, provavelmente, a principal causa envolvida na baixa freqiiéncia de
indug¢do de embrides somaticos (Pinto et al., 2002). Na tentativa de contornar ou
reduzir a acumulagdo de compostos fenolicos, a manutengdo das culturas durante

um periodo no escuro, geralmente na fase de inducdo, tem sido citada (Watt et al.,
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1991). O cultivo de tecidos de hipocotilos e cotilédones sob condi¢gdes de escuridao
também reduziu a incidéncia de escurecimento dos tecidos em E. nitens e E.
globulus, porém ndo aumentou a capacidade dos tecidos em regenerar brotos,
comparado ao cultivo dos tecidos a luz (Bandyopadhyay et al., 1999). No entanto, a
luz demonstrou ser fator decisivo para resposta embriogénica, com embrides
somaticos ocorrendo em irradiancias variando de 40 a 50 pm m™ s (Termignoni et
al., 1996; Nugent et al., 2001).

No presente caso, foi observado alto indice de calos com rizogénese, fato
comumente descrito em trabalhos de embriogénese somatica em Eucalyptus. A
formacdo abundante de raizes dificultou a visualizagdo de calos embriogénicos em
E. globulus (Pinto et al., 2002). Também em E. globulus, embrides somaticos
regeneraram-se diretamente somente em partes de cotilédones que ndo formaram
raizes adventicias (Nugent et al., 2001).

Nao houve resposta morfogénica dos explantes com a adi¢do de carvao
ativado nos tratamentos de inducao de calos descritos, provavelmente pelo fato de o
carvao ativado indisponibilizar certas quantias de 2,4-D no meio de cultura,
reduzindo sua concentracdo a niveis insuficientes para promover a ativacdo dos
tecidos. A presenca de carvdo ativado foi essencial para a obtengdo de
embriogénese direta em urucum (Bixa orellana), e sua auséncia determinou
embriogénese somadtica indireta (Paiva Neto et al., 2003).

O tipo de regulador de crescimento, a concentracdo e a composi¢do do meio
secundario sdo fatores importantes na organogénese ou embriogénese somatica de
Eucalyptus. Ao transferir calos induzidos em 2,4-D para meio com carvao ativado,
observou-se escurecimento dos calos e estagnagdo da multiplicagdo e
desenvolvimento das células. Nos trabalhos de Watt et al. (1991), o carvao ativado
adicionado ao meio de regeneracao reduziu o tempo de germinacdo dos embrides e
aumentou o numero de calos que regeneraram embrides. Em controvérsia, o carvao
ativado também ndo apresentou efeito positivo em organogénese de E. nitens e E.
globulus (Bandyopadhyay et al., 1999).

E conhecido que certos niveis de auxinas inibem a maturagdo de embrides,

retardando a germinagdo e conversdo de embrides em plantas (Ammirato, 1983,
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citado por Watt et al., 1991). A utilizagdo do carvao ativado tem sido reconhecida
por absorver certas quantias de auxinas e citocininas, bem como 5-hidroximetil
furfural, um inibidor formado pela degradagdo da sacarose durante autoclavagem
(Weatherhead et al., 1978, citados por Watt et al., 1991). De acordo com Johansson
et al. (1982) e Johansson (1983), citados por Paiva Neto (2002), o carvao ativado ¢
capaz de capturar gases e pode inativar o etileno, ou outros gases liberados na
cultura de tecidos.

Exposicdo a concentragdes excessivas ou tratamentos prolongados de
reguladores de crescimento podem resultar em desenvolvimento diferente daquele
desejado. A exposi¢do de células a auxinas além do tempo necessario a indugdo de
embriogénese, por exemplo, pode resultar na producdao de calos ndo-regenerativos
em vez de tecido embriogénico (George, 1993). Caligari e Shohet (1993), citados
por Guerra et al. (1999), sugerem que a manutencdo prolongada das culturas
embriogénicas em meio com 2,4-D causa variagcdes genéticas e epigenéticas que
afetam o potencial embriogénico. Tem-se observado que, em alguns sistemas, os
embrides somaticos tornam-se habituados durante periodos prolongados de
subcultivos em 2,4-D, resultando na perda do potencial de maturacdo (Tautorus et
al., 1991).

Tratamentos de pulsos com a exposi¢ao do material durante um curto periodo
de tempo, a uma concentracdo relativamente alta de determinado regulador de
crescimento, em alguns casos podem ser tao efetivos quanto a exposi¢do continua a
baixas concentracoes. Por meio de tratamentos de pulsos de reguladores de
crescimento durante periodos progressivos, € possivel monitorar o ganho de
competéncia e o inicio da determinagdo nos tecidos. Explantes requerem exposi¢ao
a um regulador de crescimento por um comprimento minimo de tempo para um
dado evento morfogénico ser iniciado (George, 1993).

Tratamentos de pulso de duas semanas em 2,4-D foram suficientes para
proporcionar valores similares de indug¢do e produg¢do de embrides somaticos,
aqueles obtidos com choques de quatro e oito semanas em Acca sellowiana (Guerra
et al., 2001). Em Carica pubescens, as melhores inducao e formagdo de embrides

somaticos ocorreram com choques de seis dias em meio de cultura suplementado
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com 2,4-D e BAP (Jordan e Velozo, 1996). Também em cenoura, 0,05 uM de 2,4-D
foi requerido durante seis dias para induzir células competentes a formar embrides
somaticos. Além desse estadio, a auxina foi inibitéria (Komamine et al., 1990,
citados por George, 1993).

Tratamento de pulsos com reguladores de crescimento sdo efetivos para
algumas situagdes. No entanto, a capacidade de inducdo e expressao da
morfogénese in vitro pode demandar longo tempo e complexos tratamentos para
outros genoétipos, especialmente tratando-se de espécies recalcitrantes ou explantes
com maior grau de maturidade. Para estes casos, em que o tipo/combinacdes de
reguladores de crescimento e o tempo e/ou a duracdo da exposicao a reguladores
ainda ndo estdo estabelecidos, a busca da condicdo certa para induzir morfogénese
in vitro ¢ baseada em experiéncia de tentativa e erro, analisando-se o efeito de
diferentes condi¢des de cultura e meio e modificando-se especialmente o tipo € os
niveis dos reguladores de crescimento de plantas, bem como o tempo de exposicao
das culturas a determinadas condigoes.

Em todos os trabalhos de embriogénese somatica em Eucalyptus citados
anteriormente, a freqiiéncia de regeneragdo de embrides somaticos tem sido baixa e
a conversao de embrides em plantulas nem sempre ¢ alcangada, assim como se
discute a falta de sincronizacdo do desenvolvimento e o alto indice de embrides
somaticos anormais. Outro aspecto observado ¢ a ndo-repetibilidade dos resultados;
dessa maneira, a obtencdo de um protocolo eficiente e reproduzivel de

embriogénese somatica em espeécies de Eucalyptus representa um grande desafio.

5. CONCLUSOES

Os melhores resultados de calogénese foram observados em cotilédones, nos
tratamentos com 5 ¢ 10 mg L' de 2,4-D, sendo 30 dias no escuro o melhor tempo ¢
condicao de induc¢dao. Em geral, foram observados calos de coloragao amarelo-clara
a amarelo-escura, de textura semicompacta a semifridvel, porém nao foram

observadas estruturas embriogénicas.
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A presenca de rizogénese foi alta em todos os experimentos, sendo menor a
medida que se aumentava a concentracao de 2,4-D.

Os tratamentos de subcultivo ndo apresentaram resultado satisfatério na
regeneragdo de embrides somaticos, sendo observadas oxidacdo e compactacao
muito altas nos calos induzidos. Melhores resultados foram constatados quando os
calos foram transferidos para meio livre de reguladores de crescimento.

Nao houve reducao da oxidacao fendlica utilizando-se PVP e carvao ativado;

e o carvao ativado foi inibitorio na fase de inducao de calos.
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CAPITULO II

Embriogénese somatica em Eucalyptus grandis: efeito dos reguladores de
crescimento dicamba e picloram

RESUMO - Este trabalho objetivou avaliar o efeito das auxinas dicamba e picloram
na inducdo de embriogé€nese somatica em embrides zigdticos maduros, cotilédones
e hipocotilos de Eucalyptus grandis. Os calos foram induzidos em meio de cultura
MS contendo dicamba (0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L'l) ou picloram (0,5; 1,5; 5,0 ¢ 10,0
mg L™). Nos tratamentos com 0,5 mg L™ de dicamba ou 5,0 e 10,0 mg L™ de
picloram, em explantes cotiledonares, foram observadas estruturas semelhantes a
embrides somaticos em diferentes estddios de desenvolvimento. A andlise
histologica confirmou tratar-se de estruturas independentes, sugerindo a presenca de
um sistema vascular fechado.

Palavras-chave: Micropropagacao, cultura de tecidos, propagacao clonal, auxinas.

Somatic embryogenesis in Eucalyptus grandis: effect of the growth
regulators dicamba and picloram

ABSTRACT — The objective of this work was to evaluate the effect of the auxins
dicamba and picloram on the induction of somatic embryogenesis for mature
zygotic embryos, cotyledons and hypocotyls of FEucalyptus grandis. Callus
induction occurred in MS culture medium with dicamba (0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 mg
L") or picloram (0.5; 1.5; 5.0 and 10.0 mg L™). Treatments with dicamba (0.5 mg
L") or picloram (5.0 and 10.0 mg L") for cotyledon explants, gave structures
similar to somatic embryos at different development stages. The histological
analysis confirmed the presence of independent structures, suggesting the existence
of a independent vascular system.

Key words: Micropropagation, tissue culture, clonal propagation, auxins.
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1. INTRODUCAO

Na busca de novas tecnologias para o constante aprimoramento da clonagem
de Eucalyptus, a embriogénese somatica tem despertado interesse especial por parte
de instituicdes de pesquisa e empresas florestais brasileiras que possuem avangados
programas de melhoramento e clonagem.

A embriogénese somatica ¢ uma técnica de cultura de tecidos que consiste na
formacdo de embrides sem a ocorréncia da fertilizacdo, ou seja, através de estimulos
especiais, células somaticas sdo induzidas a formar embrides e posteriormente
convertidas em plantas, passando por estadios semelhantes aos observados na
embriogénese zigotica (Guerra et al., 1999).

De especial interesse para a area florestal estd o uso de embrides somaticos
na propagacao em massa de Eucalyptus, especialmente para aquelas espécies ou
clones de dificil enraizamento, proporcionando uma alternativa ao enraizamento de
estacas e de brotagdes micropropagadas (Bajaj, 1995). Além disso, a embriogénese
somatica constitui-se numa técnica basica para outras aplicacdes biotecnologicas,
incluindo transformacdo genética, hibridacdo somadtica e preservacdo de
germoplasma (Vicient e Martinez, 1998).

Nas ultimas décadas, a formacdo de embrides somaticos ou estruturas
embriogénicas tem sido reportada para E. grandis (Watt et al., 1991; Major et al.,
1997), E. dunnii (Termignoni et al., 1996), E. nitens (Ruaud et al., 1997,
Bandyopadhyay et al., 1999; Bandyopadhyay e Hamill, 2000), E. urophylla (Tibok
et al., 1995; Arruda et al., 2000) e E. globulus (Nugent et al., 2001; Bandyopadhyay
et al., 1999; Pinto et al., 2002). No entanto, a maioria dos trabalhos relata a
inexisténcia de um protocolo eficiente de regeneragdo de FEucalyptus por
embriogénese somadtica, uma vez que ainda existem problemas bdsicos a serem
solucionados, como o numero reduzido de embrides obtidos e¢ a baixa taxa de
conversao dos embrides em plantas.

As auxinas dicamba (&cido 3,6-dicloroanisico) e picloram (4cido 4-amino-
3,5,6-tricloropicolinico), como indutoras de embriogénese somadtica, t€ém sido

investigadas com freqiiéncia em espécies agrondmicas. A formacdo direta de
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embrides somaticos em Paspalum scrobiculatum ocorreu com a utilizagdo de altos
niveis de picloram, isoladamente ou em combinagdo com cinetina (Kaur e Kothari,
2004). Picloram também foi efetivo na obtencdo de embriogénese somatica
repetitiva em Arachis hypogaea (Little et al., 2000). Dicamba promoveu a formacao
de embrides somaticos em trigo (George, 1993), Musa (Lee et al., 1997) e Arachis
hypogaea (Little et al., 2000).

Geralmente, calos embriogénicos sdo induzidos em FEucalyptus em meio
contendo 1-5 mg L™ de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) ou 0,5-5 mg L™ de
ANA (4cido naftalenoacético). Investigacdes sobre o efeito de dicamba e picloram
na embriogénese somadtica se restringem aos trabalhos com E. globulus (Nugent et
al., 2001; Pinto et al., 2002) e E. urophylla (Arruda et al., 2000).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito das auxinas dicamba e picloram
na inducdo de embriogénese somatica em embrides zigdticos maduros, cotilédones

e hipocétilos de Eucalyptus grandis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos 11
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria - BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigosa - UFV, localizada no municipio de Vigosa, Minas
Gerais.

Foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis procedentes da Area de
Produgdo de Sementes, localizada no municipio de Mogi Guacu, Sao Paulo, da

empresa International Paper do Brasil.

2.2. Obtencao dos explantes

As sementes foram inicialmente lavadas seis vezes com agua deionizada e, a

seguir, manipuladas em camara de fluxo laminar, onde foram desinfestadas com
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solucao de alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de so6dio 5% durante 15
minutos, sendo entdo enxaguadas por seis vezes com dagua deionizada e
autoclavada.

A seguir, as sementes desinfestadas foram inoculadas em placas de Petri
descartaveis estéreis (60 x 15 mm) contendo 15 ml de meio de cultura para
germinacdo. Foi utilizado o meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962)
contendo a metade da concentracao dos sais e vitaminas, 50 mg L' de mio-inositol,
1,5% de sacarose, 2,8 g L de Phytagel® (Sigma, USA), sendo o pH do meio
ajustado para 5,7 £ 0,1 e autoclavado por 15 minutos. As placas foram vedadas com
filme de PVC (Goodyear, Brasil) e as culturas mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 27 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas na luz e 8 horas no escuro e
irradiancia de 36 pmol m™ s™ (fornecida por tubos fluorescentes, “Luz do dia”,
Osram®, 20 Watts), por um periodo de 7 a 10 dias, até completarem a germinagio.

Como fonte de explantes foram utilizados os embrides zigoticos maduros
(sementes desinfestadas inteiras), e das sementes germinadas in vitro foram obtidos
os cotilédones totalmente expandidos (com aproximadamente 10 dias), os quais
foram separados, retirando-se o meristema apical e segmentos de hipocotilos

medindo cerca de 0,5 a 1,0 cm de comprimento.

2.3. Inducao de calos

Embrides zigoticos maduros, cotilédones e hipocotilos de E. grandis foram
inoculados em placas de Petri descartaveis estéreis (60 x 15 mm), contendo 15 ml
de meio para indug¢do de calos. O meio de indugdo foi composto por sais e
vitaminas de MS (Murashige e Skoog, 1962) mio-inositol (100 mg L), sacarose
(3%), Phytagel® 28 g L'l) e com dicamba (0,25; 0,5; 1,0; e 2,0 mg L'l) ou
picloram (0,5; 1,5; 5,0; e 10,0 mg L'l). Neste experimento nao se incluiu o controle
(0 mg L™, visto que em experimentos realizados anteriormente (ver Capitulo 1) nio
ocorreu calejamento dos explantes na auséncia de reguladores de crescimento no

meio de inducao.
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O pH do meio foi ajustado para 5,7 £ 0,1 e o meio autoclavado por 15
minutos. As placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas no escuro, em sala
de crescimento com temperatura de 27 = 2 °C, por um periodo de 30 dias, quando
se avaliaram: o numero de explantes calejados; a intensidade de calejamento; a
oxidacdo; a rizogénese; o aspecto dos calos relacionados a textura e coloracao; e a
presenga de estruturas embriogénicas.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial (quatro concentragdes de regulador de crescimento e trés tipos de
explante), com cinco repetigdes, sendo cada repetigdo composta por 15 explantes.

Apos a avaliagdo aos 30 dias, os calos originados em cotilédones e
hipocotilos foram divididos em dois lotes, sendo um deles mantido no mesmo meio
de inducdo e o outro transferido para meio MS destituido de regulador de
crescimento (MSO0), o qual permaneceu no escuro por mais uma semana. Os dois
lotes de calos foram entdo deixados em fotoperiodo de 16 horas de luz e intensidade
luminosa de 90 pmol m™ s'. Para efeito de avaliacdo posterior, alguns calos foram
também mantidos no escuro no mesmo meio de inducdo e em MSO0. Tanto os calos
que foram mantidos no claro como no escuro foram subcultivados novamente aos
30 dias para meio MS0O e mantidos nas mesmas condic¢des de fotoperiodo ou escuro

por mais 30 dias, quando foram realizadas novas observagoes.

2.4. Subcultivo dos calos

Calos induzidos em 0,5 ¢ 1,0 mg L' de dicamba em cotilédones e
hipocétilos, apos 30 dias, foram transferidos para meio contendo sais e vitaminas de
MS, mio-inositol (100 mg L") e Phytagel® (2,8 g L"), com os seguintes
tratamentos: D1 = manutencdo no mesmo meio de inducdo (dicamba - 0,5 e 1,0 mg
L'l); D2 = MSO + 3% sacarose; D3 = 2 MS + 6% sacarose + 400 mg L' L-
Glutamina; D4 = 2 MS + 6% sacarose + 0,1 mg L' dicamba; D5 = %4 MS + 6%
sacarose + 0,1 mg L ABA; e D6 =2 MS + 6% sacarose + 0,1 mg L' dicamba +
0,1 mg L' ABA.
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Foi1 utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial
(dois tratamentos de indugdo, seis tratamentos de subcultivo e dois tipos de
explante), com trés repeticdes e cinco explantes por repeticao.

As culturas foram mantidas no escuro, em sala de crescimento com
temperatura de 27 + 2 °C; aos 60 dias foram avaliadas a coloragdo e a textura dos

calos, a rizogénese ¢ a presenga de estruturas embriogénicas.

2.5. Analise histologica

Estruturas semelhantes a embrides somaticos, obtidas no tratamento com 0,5
mg L' de dicamba, foram isoladas e fixadas em FAAs;, durante 24 horas no
dessecador, sob vacuo e estocadas em etanol 70%. As amostras foram desidratadas
em série etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica), preparado conforme
instrucdo do fabricante. Os blocos foram cortados longitudinalmente (5 um de
espessura) em microtomo rotativo de avango automatico (RM 2155 — Leica), com a
utilizag¢ao de navalhas de aco descartaveis.

Os cortes das amostras incluidas em metacrilato foram corados com Azul de
Toluidina em pH acido, para detectar radicais anionicos € metacromasia (O’ Brien e
McCully, 1981), e as laminas montadas em resina sintética (Permount *).

As observacdes € a documentacao fotografica foram realizadas no
Laboratério de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV,
utilizando um fotomicroscopio de luz Olympus (AX70), equipado com um sistema

U-Photo (Image Proplus).

3. RESULTADOS

3.1. Inducio de calos

Explantes originados de embrides zigdticos maduros iniciaram o processo de
germinagdao em um periodo de trés a cinco dias apds a inoculagdo, em meio com

regulador de crescimento. Em todas as concentracdes de dicamba houve intensa
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proliferacdo de gemas apicais e rizogénese. Os calos formados foram de coloracao
amarelo-clara a branca e de textura semifriavel; apesar do bom aspecto, o
calejamento foi muito baixo e sua observagdo foi dificultada pela presenca de
gemas e raizes. J4 os calos formados em meio com picloram foram de coloracao
amarelo-escura, de textura semifridvel a semicompacta nas concentracdes de 0,5 e
1,0 mg L™ e mucilaginosos nas concentra¢des de 5,0 ¢ 10,0 mg L. A rizogénese
foi menos intensa em comparacdo aos tratamentos com dicamba. Para os dois
reguladores de crescimento ndo foram observadas estruturas embriogénicas.

Em cotilédones e hipocotilos a formagdao de calos iniciou a partir de uma
semana apos a inoculagdo. O calejamento total em dicamba aos 30 dias foi préximo
a 100%, em todos os tratamentos e nos dois tipos de explantes (Figura 1).

Em cotilédones, a intensidade de calejamento aumentou progressivamente
com o aumento da concentracio de dicamba. A exce¢do da concentracdo de 0,25
mg L, em todos os tratamentos os maiores percentuais de calejamento (acima de
50%) foram observados na classe de intensidade média. J4 em hipocdtilos, em todas

as concentracodes, acima de 80% dos explantes apresentaram intensidade baixa de

calejamento.
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Figura 1 — Percentual e intensidade de calejamento em funcao das concentragdes de
dicamba em cotilédones e hipocotilos de Eucalyptus grandis, aos 30 dias
de permanéncia no escuro. As barras indicam o desvio-padrio em
relacdo ao calejamento total de cada concentracdo de dicamba.
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O calejamento ocorreu na regido abaxial de cotilédones e nas extremidades e
superficie dos hipocdtilos. Nos dois tipos de explante, os calos formados
apresentaram bom aspecto, sendo de colora¢do amarelo-clara ou branca e de textura
semicompacta, tendendo a friabilizacdo. Na concentracio de 0,5 mg L' de dicamba
observou-se a formacgdo de calo com regides contendo agrupamentos celulares,
assemelhando-se a embrides em estadio globular a cordiforme (Figura 3A). Nos
tratamentos de 1,0 ¢ 2,0 mg L' em hipocétilos, foram observados calos
mucilaginosos, sem organiza¢do € com algumas regides escurecidas, de coloragdao
cinza-escura. Esse escurecimento também ocorreu em cotilédones no tratamento de
2,0 mg L. Rizogénese de intensidade baixa a média foi observada em todos os
tratamentos, sendo reduzida com o aumento da concentracdo de dicamba. A
oxidagdo fendlica foi praticamente nula.

Aos 30 dias em meio de inducdo, em um explante no tratamento com
0,5 mg L' de dicamba foram observadas estruturas que se destacavam por
apresentarem formato semelhante a embrides em estadio cordiforme a torpedo, de
coloragao amarelo-clara a creme (Figura 3B e C), diferenciando-se das demais
regides do calo. O calo que apresentou tais estruturas foi transferido para meio MSO
€ permaneceu neste meio € no escuro por mais 30 dias. Posteriormente, cinco
estruturas foram facilmente isoladas para estudo anatomico.

Nos tratamentos com picloram aos 30 dias, o calejamento total em
cotilédones foi proximo a 100% em todos os tratamentos, com exce¢cdo do
tratamento de 0,5 mg L (Figura 2). Em todas as concentracdes o calejamento foi
de intensidade baixa e média. No inicio do calejamento os calos apresentaram-se de
coloracdo amarelo-escura e textura semifriavel, no entanto, posteriormente, foram
se tornando acinzentados. Sobre as regides acinzentadas dos calos formados em
cotilédones nas concentragdes de 5,0 ¢ 10,0 mg L' foram observadas regides de
calos de coloracdo cinza-clara ou branco-leitosa, com aspecto semelhante a

embrides somaticos em estadio globular (Figura 3D).

65



Cotilédones Hipocotilos

B Barca 8 Madia O4lta B Baxa #1Madia Odlta

& 100 & 100
= e [ =
i)
£ @ é _ £ &0
F 40 E 40
| w20
a4 % . . . 4 7 . . .
0,5 1,5 5.0 10,0 0,5 1.5 5.0 10,0
Picloram (mg L") Piclozam (mz L)

Figura 2 — Percentual e intensidade de calejamento em funcao das concentragdes de
picloram em cotilédones e hipocotilos de Eucalyptus grandis, aos 30 dias
de permanéncia no escuro. As barras indicam o desvio-padrio em
relagdo ao calejamento total de cada concentragdo de picloram.

Em hipocétilos, o percentual de calejamento foi reduzindo com o aumento
das concentragdes de picloram, e a intensidade de calejamento foi baixa em todos os
tratamentos. Em todas as concentragdes foram observados calos sem consisténcia,
de textura mucilaginosa e coloragdo cinza-escura.

Calos formados em cotilédones nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mg L' de
picloram, quando subcultivados em meio MSO e mantidos no claro, apresentaram
estruturas semelhantes a embrides somaticos em estadio de torpedo e cotiledonar
(Figura 3E e F). Essas estruturas foram formadas sobre regides escurecidas de dois
calos (sendo um em cada tratamento) e isoladas facilmente quando manipuladas
com o auxilio de uma pinca. No entanto, estas estruturas nao se desenvolveram apods
serem isoladas. Também pelo fato de serem em niimero reduzido, nao foi possivel a
realizacao de analise histologica para confirmacgao dos padrdes celulares obtidos.

Com excecao das estruturas semelhantes a embrides que foram isoladas, os
calos obtidos nos tratamentos com dicamba e picloram que foram mantidos por
mais de 30 dias em meio com regulador de crescimento ou em MSO0, tanto em
condicdes de escuro como em fotoperiodo, tornaram-se mais compactos e oxidados
com o passar dos dias. Nenhuma estrutura embriogénica foi observada

posteriormente.
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Figura 3 — Formacdo de estruturas semelhantes a embrides somadticos em
Eucalyptus grandis. Estruturas formadas em 0,5 mg L™ de dicamba
(A-C) e em 5,0 ¢ 10,0 mg L' de picloram (D-F). Barras = 1 mm.

3.2. Subcultivo dos calos

Os calos induzidos em 0,5 ¢ 1,0 mg L de dicamba que foram transferidos
para os tratamentos de subcultivo, apdos 60 dias, apresentaram-se bastante
compactos e escurecidos e com intensa formagdo de raizes. Em geral, os calos
formados em cotilédones mostraram-se mais compactos e oxidados do que em
hipocotilos. Nao foi constatada variagdo de resposta em relagdo aos tratamentos

utilizados. Também ndo foram observadas estruturas embriogénicas.

3.3. Analise histologica

O estudo anatomico realizado com as estruturas observadas nos tratamentos
com dicamba mostrou tratar-se de estruturas independentes, sugerindo a presenca de

um sistema vascular fechado (Figura 4A e B). Foram observadas trés regides
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distintas, sendo a mais externa semelhante a uma protoderme, formada por células
achatadas (Pd), uma regido central com células alongadas semelhantes as de
procambio (Pc) e uma regido intermedidria formada por células parenquimaticas
(Par). No entanto, nessas estruturas ndo foi visualizada claramente a presenga dos
meristemas apicais. Em algumas regides, verificou-se a ocorréncia de degeneragao
celular, sendo observado descolamento das células parenquimaticas e destacamento
da protoderme, o que pode ser devido principalmente a inadequacdo do meio de
cultura, principalmente em relagdo aos reguladores de crescimento. Nessa regido em
degeneracgdo, através da reacdo metacromdtica do Azul de Toluidina, notou-se a

presenca de compostos fendlicos (Fe), os quais adquirem coloragao verde-azulada.

Figura 4 — Seccao longitudinal de estruturas semelhantes a embrides somaticos de
Eucalyptus grandis corados com Azul de Toluidina. A) estruturas
independentes com sistema vascular fechado. Barra= 450 pm. B) detalhe
do embrido sugerindo a presenca de protoderme (Pd), procambio (Pc),
células parenquimaticas (Par) e de uma regido em degeneracdo com a
presenca de compostos fendlicos (Fe). Barra = 150 pm.

4. DISCUSSAO

Em Eucalyptus, assim como na maioria das espécies florestais, observa-se
certa dificuldade na obtencdo de protocolos efetivos de embriogénese somatica a
partir de material adulto, utilizando-se explantes oriundos de arvores selecionadas.

Em razdo disso, na maioria dos trabalhos em que a embriogénese somadtica foi
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alcancada, utilizou-se material juvenil, de origem seminal ou tecidos embriogénicos
(Tibok et al., 1995; Major et al., 1997; Ruaud et al., 1997; Bandyopadhyay et al.,
1999; Arruda et al., 2000; Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002).

A embriogénese somatica a partir de embrides zigéticos maduros de E.
citriodora foi obtida apés a remogdo dos tegumentos e utilizando 3—5 mg L de
ANA (Muralidharan e Mascarenhas, 1987; 1995). Em E. dunnii, Termignoni et al.
(1996) constataram formacado de setores embriogénicos em plantulas com trés dias
de germina¢do em meio contendo ANA ou ANA/2,4-D nas proporgdes de 1:1 e 3:1.
Pinto et al. (2002) observaram embriogénese somadtica em E. globulus em calos
derivados de embrides zigdticos maduros inteiros na presenga de 3-15 mg L de
ANA isoladamente ou na combinacio de 1 mg L™ de ANA com 1 mg L™ de 2.4-D.

No presente trabalho, embriogénese somatica ou calos embriogénicos nao
foram alcancados utilizando-se embrides zigdticos maduros como fonte de
explantes e na presenca de dicamba ou picloram no meio de indugdo. No entanto,
quando cotilédones obtidos de plantulas com 10 dias de germinacdo foram
utilizados, estruturas semelhantes a embrides somaticos foram obtidas em meio de
indugdo contendo 0,5 mg L' de dicamba ou 5,0 e 10,0 mg L™ de picloram. Em
segmentos de hipocotilos, dicamba e picloram induziram somente a formacdo de
calos.

Embriogénese somatica em Eucalyptus tem sido alcancada, geralmente, com
a utilizacdo de tratamentos com ANA e 2,4-D, isoladamente ou em combinagao
(Muralidharan e Mascarenhas, 1995; Termignoni et al., 1996; Pinto et al., 2002).
Particularmente para E. grandis, embrides somaticos foram obtidos somente na
presenca de 2,4-D (Watt et al., 1991, 1999).

As auxinas dicamba e picloram, como indutoras de embriogénese somatica,
tém sido investigadas com freqiiéncia em espécies agrondmicas (George, 1993;
Dineshkumar et al., 1995; Lee et al., 1997; Charriere e Hahne, 1998; Castillo et al.,
2000; Little, 2000; Suzuki et al., 2002; Akutsu e Sato, 2002; Kaur e Kothari, 2004).

O picloram ¢, algumas vezes, usado para induzir e/ou manter calos ou cultura
de suspensdao em plantas de folhas largas, ou para induzir a formagdo de calos

embriogénicos, onde pode ser mais efetivo que 2,4-D. A concentracdo requerida
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(em torno de 0,01-1,0 mg L) é, geralmente, menor que a necessaria para outras
auxinas (George, 1993). Calos embriogénicos foram induzidos em lirio
(Agapanthus praecox) e mantidos, através de subcultivos mensais, em meio MS
contendo 1,0 mg L' de picloram. Numerosos embrides somaticos foram
produzidos, os quais originaram plantas apds a transferéncia para meio livre de
regulador de crescimento (Suzuki et al., 2002). O dicamba ¢ freqiientemente efetivo
na indu¢do e formacao de calos embriogénicos em monocotiledoneas. O uso de 2
mg L permitiu a formagio de calos em trigo, os quais, posteriormente, produziram
maior quantidade de embrides em conjunto com 0,5-1,0 mg L™ de cinetina (6-
furfurilaminopurina) do que aqueles induzidos a uma concentragao 6tima de 0,8 mg
L' de 2,4-D (Carman et al., 1988, citados por George, 1993). Provavelmente isso
ocorreu porque o dicamba ¢ metabolizado rapidamente em trigo, possivelmente
mais rapido que o 2,4-D (George, 1993).

Referindo-se as espécies florestais, trabalhos que abordam a utilizacao dessas
auxinas sao escassos; contudo, tratando-se de Eucalyptus, sua utilizagdo tem sido
relatada. Nugent et al. (2001) obtiveram embrides somaticos em estadio cotiledonar
a partir de calos embriogénicos formados em fragmentos de cotilédones e
hipocétilos de embrides zigoticos maduros de E. globulus em tratamentos com 12,0
mg L' de picloram. Arruda et al. (2000) relataram a formagdo de embrides
somaticos em estadio globular em meio de indugédo de calos contendo 5,0 mg L™ de
picloram. Pinto et al. (2002) utilizaram 0,5 mg L de dicamba sozinho ou associado
com 1,0 mg L' de zeatina [N-(4-hidroxi-3metilbut-2-enil) aminopurina] na indugdo
de calos em E. globulus, porém nao obtiveram sucesso na formagdao de embrides
somaticos com estes tratamentos.

As estruturas semelhantes a embrides somaticos obtidas neste trabalho nao
mostraram claramente o desenvolvimento de meristemas apicais, assim como
também esses resultados ndao foram reproduziveis com freqiiéncia definida.
Segundo Nugent et al. (2001), embrides somaticos de E. globulus induzidos em
picloram e AIB (acido indolbutirico) mostraram polaridade; todavia, os cotilédones

e os apices caulinar e radicular foram pouco desenvolvidos, e os resultados obtidos
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ndo apresentaram repetibilidade, fato comumente relatado para o género
Eucalyptus.

Formagao de embrides somaticos anormais, baixa freqiiéncia de regeneracao,
falta de sincronizagdo no desenvolvimento, nao-conversdo desses embrides em
plantas e ndo-repetibilidade dos resultados sdo grandes entraves que tém limitado a
obten¢do de um protocolo eficiente de embriogénese somdtica para Eucalyptus
grandis e outras espécies do género. Estratégias de pesquisa tém sido desenvolvidas
para a superacao desses obstidculos, assim como para a producdo de culturas
embriogénicas de arvores adultas, em adi¢do aquelas desenvolvidas para materiais
juvenis.

Com a otimizacgao dos protocolos € a confirmagao da uniformidade genética,
esta técnica terd grande impacto em programas de melhoramento e clonagem, uma
vez que apresenta potencial tanto para preservacao de genotipos-elite quanto para
rejuvenescimento de material selecionado de dificil enraizamento, assim como na

regeneracao de plantas transformadas geneticamente.

5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que as auxinas dicamba e picloram sdo
promissoras no desenvolvimento de um protocolo de embriogénese somatica para
Eucalyptus grandis.

Os melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo de 0,5 mg L' de
dicamba ou 5,0 e 10,0 mg L™ de picloram, utilizando-se explantes cotiledonares de

plantulas germinadas in vitro com 10 dias de idade.
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CAPITULO 111

Efeito dos meios de cultura MS, WPM e JADS na inducao de calos
embriogénicos em explantes de Eucalyptus grandis e E. urophylla x E. grandis

RESUMO - No presente trabalho investigou-se o efeito dos meios de cultura MS,
WPM e JADS na indugdo de calos embriogénicos em cotilédones de Eucalyptus
grandis e em folhas e entrends de um clone hibrido de E. urophylla x E. grandis.
Calos foram induzidos em meio contendo dicamba (0,5 ¢ 1,0 mg L™) ou 2,4-D (5 ¢
10 mg L") em combinagio com cada um dos meios nutritivos (MS, WPM e JADS).
Em cotilédones de E. grandis ndo foram constatadas diferencas expressivas em
termos de aspecto dos calos em func¢dao dos meios utilizados. No entanto, o meio
MS apresentou maior massa fresca de calos e menores indices de oxidacdo, assim
como mostrou menor regeneracdo de raizes. Diferenca marcante foi observada em
calos obtidos em folhas do clone hibrido de E. urophylla x E. grandis, onde o meio
WPM foi mais efetivo na formac¢ao de raizes em relacdo aos meios MS e JADS.

Palavras-chave: Embriogénese somadtica, cultura de tecidos, propagagdo clonal,
micropropagagao.

Effect of MS, WPM and JADS culture media on embryogenic callus induction
of Eucalyptus grandis and E. urophylla x E. grandis explants

ABSTRACT — The present work investigated the effect of MS, WPM and JADS
culture media on embryogenic callus induction of Eucalyptus grandis cotyledons
and in leaves and stem internodes of a E. urophylla x E. grandis hybrid clone. Calli
were induced in medium supplemented with dicamba (0.5 and 1.0 mg L) or 2,4-D
(5.0 and 10.0 mg L") in combination with each culture medium (MS, WPM and
JADS). No significant differences for callus aspect in function of the used media
were found for cotyledons of E. grandis. However, the MS medium gave larger
callus fresh weight and lower oxidation indexes, as well as lower root regeneration.
Marked difference was observed in calli obtained from leaves of the E. urophylla x
E. grandis hybrid clone, in which WPM medium was more effective for root
formation compared to MS and JADS media.

Key words: Somatic embryogenesis, tissue culture, clonal propagation,
micropropagation.
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1. INTRODUCAO

A embriogénese somadtica tem sido apontada como tecnologia promissora na
area florestal, especialmente na clonagem de FEucalyptus, visto que apresenta
potencial para ser usada na propagacao em massa de gendtipos selecionados e como
técnica basica para auxiliar programas de transformagdo genética e hibridacao
somatica. Aliado a isso, mostra-se como alternativa para multiplicacdo vegetativa
de clones que apresentam dificuldades de ser propagados por meio de outras
técnicas difundidas nas empresas florestais, como a estaquia, microestaquia e
miniestaquia.

Diversos trabalhos de embriogénese somadtica em FEucalyptus sao
encontrados na literatura. No entanto, percebe-se que ainda existe uma caréncia de
metodologia eficiente e reproduzivel, uma vez que na maioria dos casos se relata a
baixa taxa de obtencdo de embrides normais hdbeis a serem convertidos em plantas.

Reguladores de crescimento, principalmente as auxinas, sao 0s aspectos mais
investigados na indu¢do de embriogénese somatica. Contudo, a composicao dos sais
do meio também tem mostrado afetar a formacao e posterior desenvolvimento de
embrides somaticos em espécies lenhosas, como em Cydonia oblonga (Fisichella et
al., 2000), Larix leptolepis (Kim et al., 1999), Ocotea catharinensis (Moser et al.,
2004) e Theobroma cacao (Tan e Furtek, 2003).

Em Eucalyptus, a maioria dos trabalhos utiliza o0 meio MS (Murashige e
Skoog, 1962) como fornecedor de macro e micronutrientes as culturas
embriogénicas (Watt et al., 1991; Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002; Tibok et
al., 1995; Bandyopadhyay e Hamill, 2000); com menor freqiiéncia, os meios B5
(Gamborg et al., 1968), White (White, 1954) ¢ WPM (Lloyd ¢ McCown, 1981)
também sdo citados (Termignoni et al., 1996; Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

O meio JADS foi definido por Correia (1995) e tem sido usado
comercialmente na micropropagacdo de gemas axilares de clones de Eucalyptus
(Xavier e Comeério, 1997). Contudo, seu efeito na indu¢do de embriogénese

somatica ainda ¢ pouco divulgado cientificamente.
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No presente trabalho, investigou-se o efeito dos meios de cultura MS, WPM
e JADS na inducao de calos embriogénicos em cotilédones de Eucalyptus grandis e

em folhas e entrends de um clone hibrido de E. urophylla x E. grandis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis, procedentes da Area de
Produgdo de Sementes, localizada na regido de Mogi Guagu — SP, da empresa
International Paper do Brasil, ¢ um clone hibrido de FEucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis proveniente da empresa V & M Florestal LTDA.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos 11
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria - BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigosa - UFV, localizada no municipio de Vigosa, Minas

Gerais.

2.2. Obtencao dos explantes

Inicialmente, as sementes foram lavadas seis vezes com agua deionizada e,
sob condicdes assépticas, desinfestadas com solugdo de alcool 70% por 30 segundos
e hipoclorito de s6dio 5% durante 15 minutos, sendo entdo enxaguadas seis vezes
com agua deionizada e autoclavada.

Para germinacao das sementes foram utilizados os meios MS, WPM e JADS,
contendo a metade da concentracio dos sais e vitaminas, acrescidos de 50 mg L™ de
mio-inositol, 1,5% de sacarose e 2,8 g L' de Phytagel® (Sigma, USA). O pH foi
ajustado para 5,7 £ 0,1, sendo os meios autoclavados por 15 minutos.

As sementes desinfestadas foram inoculadas em placas de Petri descartaveis
estéreis (60 x 15 mm) contendo 15 ml de meio de cultura para germinac¢do. Foram
inoculadas 25 sementes por placa, e estas foram vedadas com filme de PVC

(Goodyear, Brasil). As culturas foram mantidas em sala de crescimento com
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temperatura de 27 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro e
irradiancia de 36 pmol m™ s (fornecida por tubos fluorescentes, “Luz do dia”,
Osram®, 20 Watts), por um periodo de 10 dias, até completarem a germinagao.
Como fonte de explantes juvenis foram utilizados os cotilédones totalmente
expandidos, os quais foram separados, retirando-se o meristema apical.

O clone utilizado encontrava-se estabelecido in vitro, em sistema de
micropropagagdo por meio de proliferacdo de gemas axilares, com
aproximadamente 30 subcultivos j& realizados. Para multiplicacdo das gemas, o
clone foi entdo submetido a mais dois subcultivos nos meios MS, WPM e JADS,
sendo cada qual constituido por sais minerais e vitaminas na concentragdo total, 100
mg L de mio-inositol, 800 mg L de PVP (polivinilpirrolidona), 30 g L™ de
sacarose, 5 g L7 de 4gar granulado Merck®, 0,5 mg L' de BAP (6-
benzilaminopurina) e¢ 0,01 mg L' de ANA (acido naftalenoacético), com o pH
ajustado para 5,7 £ 0,1.

No alongamento das gemas utilizou-se a mesma composicdo dos meios
anteriormente descritos, sendo a modificagdo feita apenas com relagdo a
concentra¢io dos reguladores de crescimento para 0,1 mg L™ de BAP ¢ 0,5 mg L™
de ANA. As condigdes de temperatura e fotoperiodo dentro da sala de crescimento
para a multiplicacdo e o alongamento de gemas foram as mesmas descritas para
germinacao das sementes.

Das gemas alongadas in vitro, com aproximadamente 30 dias de cultivo,
foram retirados segmentos internodais, medindo aproximadamente 0,5 cm, e folhas

sem o peciolo, os quais constituiram as fontes de explantes de material adulto.

2.3. Inducao de calos

2.3.1. Explante juvenil

Para inducao de calos em cotilédones foram utilizados os meios MS, WPM ¢
JADS, sendo os sais ¢ as vitaminas de cada um deles utilizados na concentracao
total, acrescidos de mio-inositol (100 mg L™), sacarose (3%) e Phytagel® (2,8 g L™).

Cada um dos meios foi combinado com os reguladores de crescimento dicamba -
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acido 3,6-dicloroanisico (0,5 e 1,0 mg L'l) e 2,4-D - acido 2,4-diclorofenoxiacético
(5,0 ¢ 10,0 mg L™). Os cotilédones foram inoculados com a superficie abaxial em
contato com o meio, em placas de Petri descartaveis estéreis (60 x 15 mm) contendo
15 ml de meio para indugdo de calos.

O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1, sendo os meios autoclavados durante 15
minutos. As placas foram vedadas com filme de PVC e mantidas no escuro, em sala
de crescimento com temperatura de 27 £+ 2 °C, por um periodo de 30 dias, quando
se avaliaram: o percentual de explantes calejados; a intensidade de calejamento; a
oxidacdo; a massa fresca de calos; a rizogénese; o aspecto dos calos em relagdo a
coloragdo e textura; e a presenga de estruturas embriogénicas.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial (trés meios de cultura e quatro concentragdes de regulador de
crescimento), com 12 repeti¢des, sendo cada repeti¢ao (placa de Petri) composta por
10 explantes.

ApoOs a avaliagdo aos 30 dias, os calos originados em cotilédones foram
transferidos novamente para os trés meios de cultura, acrescidos de 0,005 mg L' de
ANA, 0,05 mg L' de BAP ¢ 0,1 mg L' de GA; (4cido giberélico), e mantidos em
condigdes de fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro por mais 30 dias,

quando foram novamente avaliados em relagdo ao aspecto.

2.3.2. Explante adulto

A metodologia de indugdo de calos em entren6s e folhas do clone hibrido de
E. urophylla x E. grandis foi semelhante a utilizada em cotilédones; no entanto,
somente a concentracdo de 0,5 mg L de dicamba para os trés meios de cultura foi
testada.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial (trés meios de cultura e dois tipos de explantes), com 10
repeti¢coes, sendo cada repetigdo composta por cinco explantes.

Aos 30 dias de permanéncia no escuro, foram avaliados o percentual de
explantes calejados; a intensidade de calejamento; a oxidagdo; a rizogénese; o

aspecto dos calos em relagdo a coloracdo e textura; e a presenga de estruturas
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embriogénicas. A massa fresca de calos foi avaliada aos 60 dias de permanéncia dos
explantes no escuro, quando também foram realizadas novas observacdes em

relagdo ao aspecto dos calos.

3. RESULTADOS

3.1. Explante juvenil

Com relacdo ao calejamento total, em todas as combinac¢des dos meios de
cultura com reguladores de crescimento verificou-se calejamento superior a 97%,
com excecao observada no meio MS, onde o calejamento total foi de 92,5 ¢ 93,3%,

respectivamente, para as concentragdes de 5,0 e 10,0 mg L™ de 2,4-D (Figura 1).

Dicamba (0,5 mg L) Dicamba (1,0 mg L)
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Figura 1 — Percentual e intensidade de calejamento em cotilédones de E. grandis
nas combina¢des dos meios MS, WPM e JADS com dicamba e 2,4-D,
aos 30 dias de permanéncia no escuro. As barras indicam o desvio-
padrao em relagdo ao calejamento total.
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Em geral, maiores indices de calejamento foram observados na intensidade
média, com percentual inferior a 40%, obtido somente para o meio JADS em
combinacao com 1,0 mg L' de dicamba. Para esta combinagio, maior percentual de
calejamento foi obtido na intensidade baixa (62,7%). Os percentuais para
intensidade alta de calejamento foram inferiores a 10%, exceto para WPM
associado com 5,0 mg L de 2,4-D e JADS no tratamento de 10,0 mg L' de 2,4-D.

Os maiores percentuais de oxidacao foram verificados para o meio JADS, em
todas as combinacdes com reguladores de crescimento, sendo estes superiores nas
concentragdes maiores de dicamba e 2,4-D (Figura 2). Para os meios MS e WPM
também se observou essa tendéncia de maior percentual de oxidacdo com o
aumento das concentracdes de dicamba e 2,4-D, sendo essa diferenca gradual no
caso de MS e muito expressiva em WPM. Ainda comparando MS com WPM,
percebe-se que o primeiro apresentou maiores percentuais de oxidacdo nas menores
concentragdes dos reguladores de crescimento, sendo superado por WPM nas

maiores concentragdes.
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Figura 2 — Percentual de oxidagdo em cotilédones de E. grandis para os meios MS,
WPM e JADS associados com dicamba e 2,4-D, aos 30 dias de
permanéncia no escuro. As barras indicam o desvio-padrao.

Quanto a massa fresca de calo por explante (Figura 3), maiores médias foram
obtidas quando se utilizou o meio MS, exceto na concentragao de 5,0 mg L' de 2,4-

D, onde o meio WPM foi superior. O meio JADS apresentou as menores massas de
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calos em todas as concentragdes de reguladores de crescimento, sendo essas
diferencas mais evidentes nas duas concentracoes de dicamba. Percebe-se uma
associagdo negativa entre oxidacdo e massa fresca de calo, mostrando que os
tratamentos que apresentaram as menores massas de calo foram aqueles em que

ocorreram os maiores percentuais de oxidagao (Figuras 2 e 3).
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Figura 3 — Massa fresca de calo em cotilédones de E. grandis nos meios MS, WPM
e JADS combinados com dicamba e 2,4-D, aos 30 dias de permanéncia
no escuro. As barras indicam o desvio-padrao.

De acordo com o Quadro 1, observa-se que, em geral, a rizogénese foi mais
intensa nas concentragdes menores de dicamba ¢ 2,4-D, sendo reduzida com o
aumento da concentracdo dos reguladores. O meio MS apresentou somente
intensidade baixa ou muito baixa de rizogénese, enquanto WPM apresentou
intensidade média nos tratamentos com 0,5 mg L™ de dicambae 5,0 mgL"' de
2,4-D. Intensidade alta s6 foi observada no meio JADS associado com 0,5 mg L' de
dicamba, sendo verificada, nos demais tratamentos para este meio, somente
intensidade baixa de rizogénese.

O calejamento ocorreu na regido abaxial dos cotilédones; quanto ao aspecto,
para os trés meios em geral, aos 30 dias de permanéncia no escuro, os calos
apresentaram coloracdo amarela a bege e textura semicompacta tendendo a

friabiliza¢do, com algumas regides fridveis observadas nos tratamentos com 2,4-D e
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. -1 .
calos mais compactos no tratamento com 1,0 mg L™ de dicamba. Foram observadas
algumas estruturas semelhantes a embrides somaticos em estadio cordiforme e

torpedo no meio WPM combinado com 0,5 mg L™ de dicamba.

Quadro 1 — Rizogénese observada em cotilédones de E. grandis nas combinacdes de
meio de cultura (MS, WPM e JADS) e reguladores de crescimento

Regulador Concentracgao Intensidade de Rizogénese”
(mg L") MS WPM JADS
0,5 ++ +++ 4+
Dicamba 1.0 it . iy
""""""""""""""""""" 5,0 ++ ——t +
2,4-D 10,0 + + -

%
Rizogénese muito baixa (+), baixa (++), média (+++) e alta (++++).

Os calos transferidos para os meios acrescidos de 0,005 mg L' de ANA, 0,05
mg L' de BAP ¢ 0,1 mg L' de GA; e mantidos em condigdes de fotoperiodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro, aos 30 dias, apresentaram-se bastante oxidados e
compactados em relacdo as avaliagdes feitas quando o material permaneceu no
escuro. O meio MS combinado com 1,0 mg L' de dicamba e 10,0 mg L' de2,4-D
apresentou calos menos oxidados de coloragao amarela e tendendo a friabilizacao.
Comportamento semelhante foi observado em meio JADS. Em WPM, o
escurecimento dos calos e do meio de cultura decorrente da oxidagao foi alto, assim
como os calos mostraram-se mais compactados em relagcdo a MS e JADS.

As estruturas semelhantes a embrides somaticos em estadio cordiforme e
torpedo, observadas aos 30 dias de permanéncia no escuro, nao se desenvolveram

posteriormente.

3.2. Explante adulto

No que se refere ao percentual de calejamento em folhas e entrends do clone
hibrido de E. urophylla x E. grandis, as respostas foram diferenciadas para os dois

tipos de explante em relagdo aos meios de cultura (Figura 4). Em folhas, maiores
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percentuais de calejamento total e de intensidade alta de calejamento foram
observados em meio MS, enquanto em entrenos a intensidade alta de calejamento

ocorreu somente nos meios WPM e JADS.

Folhas Entrenos
B Baica B Média OAlta B Baixa @Média OAlta
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Figura 4 — Percentual e intensidade de calejamento em folhas e entrends do clone
hibrido de E. urophylia x E. grandis em func¢ao dos meios MS, WPM e
JADS, aos 30 dias de permanéncia no escuro. As barras indicam o
desvio-padrao em relagdo ao calejamento total.

Quanto a massa fresca de calos, maiores médias foram constatadas em meio
WPM nos explantes foliares e em JADS nos explantes internodais. Em meio MS
foram observadas as menores massas de calos, para os dois tipos de explante, assim

como foram constatados também os maiores indices de oxidagao (Quadro 2).

Quadro 2 — Massa fresca de calo ¢ oxidagao em folhas e entrends do clone hibrido
de E. urophylla x E. grandis em fungao dos meios MS, WPM e JADS

Massa fresca de calo (g) Oxidagao (%)
Meio Folhas Entrends Folhas Entrenos
MS 0,12 +£0,03 0,07 £ 0,01 6,0 £ 9,66 18,0+ 17,51
WPM 0,20 £ 0,06 0,14 £ 0,04 0,0 0,0
JADS 0,13 £0,03 0,21 £ 0,05 0,0 4,0 £ 8,34
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Folhas e entrends apresentaram calos de textura semifridvel e coloracdo
amarela, com algumas regides escurecidas devido a oxidagdo. O calejamento
iniciou-se na base das folhas e extremidades dos entrends, estendendo-se,
posteriormente, por toda a superficie dos explantes. De acordo com a Figura 5,
observa-se que, em termos de aspecto dos calos, ndo ocorreram diferencas
marcantes entre os trés meios de cultura para explantes internodais (e). Ja em folhas
(f), ocorreu diferenca na intensidade de rizogénese, a qual foi baixa para os meios
MS e JADS (A e C) e muito intensa em WPM (B). Calos formados em entrends, em
sua maioria, ndo formaram raizes. Quanto a presenca de estruturas embriogénicas,

estas ndo foram visualizadas nos tratamentos testados neste experimento.

Figura 5 — Aspecto dos calos formados em folhas (f) e entrenos (e) do clone hibrido
de E. urophylla x E. grandis em fun¢ao dos meios MS (A), WPM (B) e
JADS (C), aos 30 dias de permanéncia no escuro. Barras = 15 mm.

4. DISCUSSAO

Nos trabalhos de embriogénese somatica em Eucalyptus, o meio de cultura
mais comumente utilizado ¢ a formulagdo MS, estabelecida por Murashige e Skoog
(1962). Sua utilizacdo foi relatada para E. grandis (Watt et al., 1991), E. globulus
(Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002), E. urophylla (Tibok et al., 1995) e E. nitens
(Bandyopadhyay e Hamill, 2000). Termignoni et al. (1996) obtiveram embrides
somaticos de E. dunnii utilizando os meios B5 (Gamborg et al., 1968) ¢ MS

modificado, sendo a concentracdo dos sais reduzida a metade ¢ a de calcio, a 1/6.
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Muralidharan e Mascarenhas (1995) avaliaram o efeito dos meios de cultura
MS, B5, White ¢ WPM na manutenc¢ao de culturas embriogénicas de E. citriodora.
O crescimento da massa embriogénica foi maior em meio MS, enquanto o nimero
total de embrides formados e maduros foi maior em meio B5. O meio de White ndo
apresentou embriogénese repetitiva.

O efeito do meio basal no crescimento € na manutengdo de culturas
embrogénicas tem sido investigado para diversas espécies lenhosas. Em Ocotea
catharinensis, Moser et al. (2004) observaram acréscimo significativo na massa
fresca das culturas embriogénicas utilizando meia-forga dos meios MS e AR
(Anderson, 1978), enquanto meia-for¢a de B5 e White reduziu o crescimento. Esses
resultados podem ser devido ao fato de os meios MS e AR terem composicao
mineral e taxas amdnio/nitrato maiores que BS ¢ White.

Fisichella et al. (2000) testaram o efeito de diferentes combinagdes de
macronutrientes na embriogénese somadtica de clones de marmeleiro (Cydonia
oblonga). A produgdo de calos e as propriedades embriogénicas variaram em
funcdo dos clones e dos meios utilizados. Em geral, dos oito diferentes meios de
cultura utilizados, o0 MS foi o mais favoravel a formac¢ao de embrides somaticos, o
que novamente pode estar associado ao maior conteiido de nitrogénio, bem como a
propor¢ao balanceada entre nitrato e amonio.

Em Larix leptolepis, o meio LP (Quoirin e Lepoivre, 1977) inicialmente foi
ligeiramente superior na formagdo de tecidos embriogénicos em relagdo aos meios
LM (Litvay, 1985) e MS. Contudo, com o tempo, LM tornou-se mais efetivo nesta
espécie, pois em LP e MS ndo houve proliferagdao dos tecidos embriogénicos (Kim
et al., 1999).

No presente trabalho, ndo ocorreram diferencas marcantes com relagao ao
aspecto dos calos formados em cotilédones de E. grandis em fungdo dos meios
utilizados. No entanto, o meio MS apresentou maior massa fresca de calos e menor
oxidagdo fenolica em comparacao com WPM e JADS. Ja no caso do clone hibrido
de E. urophylla x E. grandis uma situacdo inversa foi observada: as menores massas

de calo e os maiores indices de oxidacao foram observados em MS.
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Resposta diferenciada para os trés meios foi observada em termos de
regeneragao de raizes em calos. Em cotilédones de E. grandis, os meios WPM e
JADS apresentaram rizogé€nese mais intensa em relagdo ao meio MS. No caso do
clone, calos obtidos a partir de folhas, quando o WPM foi utilizado, formaram
raizes com intensidade muito superior a dos calos obtidos nos outros meios de
cultura. Resposta semelhante foi obtida por Fisichella et al. (2000) em clones de
marmeleiro (Cydonia oblonga), onde o WPM apresentou maior regeneragdo de
raizes em comparacdo com os diversos meios de cultura testados, sendo
possivelmente, devido ao fato de este meio apresentar niveis mais baixos de
nitrogénio em sua composi¢ao, favorecendo a regeneracao de raizes.

As diferengas de respostas observadas em calos obtidos em explantes adultos
em relacdo aos obtidos em explantes juvenis podem tanto estar associadas a efeitos
da idade dos explantes como a especificidade do genotipo, no caso do clone. A
influéncia do gendtipo em combinacdo com diferentes meios de cultura foi
constatada por Fisichella et al. (2000), em cujo trabalho a regeneragdo de embrides
somaticos e raizes em Cydonia oblonga variou, dependendo da combinacdo dos
clones com os meios utilizados. A interacdo entre clones e meios basais na
formacdo de embrides somaticos em Theobroma cacao também foi observada por
Tan e Furtek (2003). Novos estudos devem ser realizados utilizando diferentes
clones de Eucalyptus em combinacdo com os meios de cultura, visando a obtencao
de resultados mais concisos com relacdo a interagdo de gendtipos com diferentes

concentragdes ou combinacdes de nutrientes.

5. CONCLUSOES

Em cotilédones de E. grandis, o meio de cultura MS apresentou maior massa
fresca de calos e menores indices de oxidagdo e regeneragdo de raizes em relagao

aos meios WPM e JADS.
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Em folhas de E. urophylla x E. grandis, o meio WPM foi mais efetivo na
formacgdo de raizes do que os meios MS e JADS. Neste caso, observou-se menor
massa de calos ¢ maior oxidag¢dao com a utilizagdo do meio MS.

Em nenhum dos tratamentos e explantes foram obtidas estruturas

embriogénicas.
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CAPITULO IV

Efeito de fontes de carboidratos na induc¢iao de calos embriogénicos em
cotilédones de Eucalyptus grandis

RESUMO - Este trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes fontes de
carboidratos na induc¢do de calos embriogénicos em cotilédones de FEucalyptus
grandis. Os calos foram induzidos em meio de cultura MS contendo 0,5 mg L™ de
dicamba, sendo testadas diferentes concentracdes de sacarose (0 a 12%),
combinagdes de glicose e sacarose com maltose ou frutose e diferentes
concentragdes de glicerol (0 a 6%). As combinag¢des de glicose e sacarose com
maltose ou frutose, em algumas situagdes, apresentaram maiores indices de
calejamento e massa fresca de calos em relagdo as concentragdes de sacarose. Calos
semifriaveis de coloracdo amarelo-clara foram observados nas concentracdes de 1,5
e 3% de sacarose, enquanto em concentragdes mais altas houve tendéncia de maior
compactacao e oxidacao dos calos obtidos. O glicerol promoveu aumento na massa
fresca de calos nas concentragdes de 0,5 e 1%, sendo, a partir dessa concentragao,
observado decréscimo dos valores.

Palavras-chave: Embriogénese somadtica, cultura de tecidos, propagagdo clonal,
micropropagagao.

Effect of carbohydrate sources on embryogenic callus induction from
cotyledon explants of Eucalyptus grandis

ABSTRACT — The objective of this work was to evaluate the effect of different
carbohydrate sources on embryogenic callus induction from cotyledon explants of
Eucalyptus grandis. Calli were induced in MS culture medium supplemented with
dicamba (0.5 mg L), with different sucrose concentrations (0 to 12%),
combinations of glucose and sucrose with maltose or fructose and different glycerol
concentrations (0 to 6%). The combinations of glucose and sucrose with maltose or
fructose, in some situations, gave higher callusing indexes and callus fresh weight
compared to the sucrose concentrations. Semi-frible, light-yellow calli were
observed with sucrose (1.5 and 3%), whereas with higher concentrations there was a
tendency for greater compactation and oxidation. Glycerol promoted increase in
callus fresh weight at the concentrations of 0.5 and 1%, but higher concentrations
lowered these values.

Key words: Somatic embryogenesis, tissue culture, clonal propagation,
micropropagation.
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1. INTRODUCAO

Embriogénese somadtica tem sido reportada para inimeras espécies florestais,
incluindo algumas do género FEucalyptus. A técnica apresenta potencial para
propagacdo em massa de genotipos-elite e de regeneracao e multiplicagdo de plantas
transgénicas, assim como pode ser utilizada no rejuvenescimento de clones de
dificil propagacao, restaurando sua competéncia para o enraizamento.

A indugdo e a regeneracdo de embrides somdticos sao muito sensiveis as
condigdes de cultura, como a composicdo do meio, as condi¢des fisicas do
ambiente, o genotipo e a fonte de explantes, entre outras.

Normalmente, para o cultivo de qualquer célula, tecido ou oOrgdos, ¢
necessario incorporar uma fonte de carbono ao meio de cultura (George, 1993), ¢
carboidratos especificos podem promover diferentes efeitos na morfogénese in vitro
(Fuentes et al., 2000).

Diversas fontes de carbono tém sido testadas na formacdo de embrides
somaticos em diferentes espécies, e estudos revelam que, geralmente, a sacarose ¢ a
melhor fonte de carbono para embriogénese (George, 1993; Bellettre et al., 1999),
embora outros monossacarideos, como a glicose e a frutose, e dissacarideos, como a
maltose, também possam ser utilizados (Guerra et al., 1999).

A concentracdo de sacarose influencia os processos de iniciacdo €
diferenciacdo dos embrides somaticos, uma vez que o seu metabolismo em plantas ¢
regulado por um grupo de genes (sacarose sintase e sacarose invertase) cujas
respostas sao moduladas de acordo com a variacdo de sua concentracdo (Guerra et
al., 1999).

A utilizagdo do glicerol tem sido bastante restrita em cultura de tecidos,
porém, em algumas situagdes, ele se mostrou apropriado para a formacao de
embrides somaticos. O glicerol mostrou ser eficiente fonte de carbono na promocao
de embriogénese somdtica em algumas espécies ou variedades do género Citrus
(Ben-Hayyim e Neumann; 1983; Antunes, 1996) e, em combinagdo com sacarose,
reduziu o tempo requerido para a indu¢ao de embrides somdticos em Cichorium

(Bellettre et al., 1999).
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Em Eucalyptus, a sacarose tem sido o carboidrato mais usado em trabalhos
de embriogénese somatica, sendo as concentragoes de 2% (Tibok et al., 1995;
Termignoni et al., 1996) e 3% (Watt et al., 1991; Bandyopadhyay e Hamill, 2000;
Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002) as mais utilizadas. No entanto, a literatura ¢
carente de trabalhos que comparam diversas concentragdes de sacarose, ou que
tratam da utilizagcdo de outras fontes de carboidratos influenciando a embriogénese
somatica em Eucalyptus.

Assim, este trabalho objetivou avaliar o efeito de diferentes fontes de
carboidratos na indug¢do de calos embriogénicos em cotilédones de Eucalyptus

grandis.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos II
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria - BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigosa - UFV, localizada no municipio de Vigosa, Minas
Gerais.

Como material genético foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis
procedentes da Area de Producdo de Sementes, localizada no municipio de Mogi

Guagu, Sao Paulo, da empresa International Paper do Brasil.

2.2. Obtencao dos explantes

As sementes foram inicialmente lavadas seis vezes com dgua deionizada e
manipuladas em camara de fluxo laminar, onde foram desinfestadas com solucao de
alcool 70% por 30 segundos e hipoclorito de sodio 5% durante 15 minutos, sendo
entdo enxaguadas seis vezes com agua deionizada e autoclavada.

A seguir, as sementes desinfestadas foram inoculadas em placas de Petri

descartaveis estéreis (60 x 15 mm) contendo 15 ml de meio de cultura para
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germinacdo. Foi utilizado o meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962)
contendo a metade da concentragao dos sais e vitaminas, 50 mg L' de mio-inositol,
1,5% de sacarose, 2,8 g L de Phytagel® (Sigma, USA), sendo o pH ajustado para
5,7 £ 0,1 e o meio autoclavado por 15 minutos. As placas foram vedadas com filme
de PVC (Goodyear, Brasil) e as culturas mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 27 = 2 °C, fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro e
irradiancia de 36 pmol m? s’ (fornecida por tubos fluorescentes, “Luz do dia”,
Osram®, 20 Watts), por um periodo de 7 a 10 dias, até completarem a germinacio.
Como fonte de explantes foram utilizados os cotilédones totalmente
expandidos, obtidos das sementes germinadas in vitro, os quais foram separados,

retirando-se o meristema apical.

2.3. Induc¢ao de calos

O meio de cultura basico utilizado nos experimentos foi composto por sais €
vitaminas de MS, 100 mg L™ de mio-inositol, 0,5 mg L™ de dicamba (acido 3,6-
dicloroanisico) e 2,8 g L de Phytagel®. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 ¢ os meios
autoclavados por 15 minutos. Foram utilizados 15 ml de meio por placa de Petri
descartavel estéril (60 x 15 mm), e estas foram vedadas com filme de PVC antes de

serem incubadas em sala de cultura.

2.3.1. Experimento 1

Neste experimento foram testadas as concentragdes de 0; 1,5; 3,0; 6,0; 9,0; e
12% de sacarose e mais dois tratamentos, que consistiram de combinacdes de fontes
de carboidratos, sendo: 1% glicose + 1% maltose + 1% sacarose (GMS) e 1%
glicose + 1% frutose + 1% sacarose (GFS). Para todos os tratamentos foram
testadas duas orientacdes dos cotilédones sobre o meio de cultura (superficie abaxial
e adaxial) e duas condigdes de cultura, sendo uma delas a manutengao das culturas
em condi¢des de escuro e outra em condi¢des de fotoperiodo de 16 horas de luz

(irradiancia de 36 pmol m™~ s™) e 8 horas de escuro.
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Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial (oito tratamentos relacionados a fonte ou concentragdo de
carboidratos, duas orientacdes do explante e duas condigdes de incubagao), sendo
utilizadas trés a cinco repeti¢des para cada tratamento, € a repeticdo composta por
cinco explantes. Em cada placa de Petri foram colocados 10 explantes, sendo cinco
para cada orientagdo do explante. As culturas foram entdo mantidas em sala de

crescimento com temperatura de 27 + 2 °C.

2.3.2. Experimento 2

Foram avaliadas as concentracoes de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; e 6% de glicerol,
sendo todos os tratamentos acrescidos ou ndo de 3% de sacarose. Foram testadas
novamente as duas orientagdes dos cotilédones sobre o meio de cultura (abaxial e
adaxial).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial (seis concentracdes de glicerol, duas concentragdes de sacarose e
duas orientagdes do explante), com 10 repeti¢des por tratamento, sendo a repeti¢ao
constituida por cinco explantes. Em cada placa de Petri foram colocados 10
explantes, sendo cinco para cada orientagao do explante. As placas foram mantidas

no escuro, em sala de crescimento com temperatura de 27 = 2 °C.

2.3.3. Avaliacoes

Para os dois experimentos, aos 30 dias foram avaliados: o percentual de
explantes calejados; a intensidade de calejamento; a oxidagdo; a rizogénese; o
aspecto dos calos em relagdo a coloracdo e textura; e a presenga de estruturas
embriogénicas. Aos 60 dias avaliou-se a massa fresca de calos, considerando-se
todos os explantes calejados da placa; posteriormente, foi calculado o peso médio

de calo por explante. Nesta avaliacdo a orientacdo do explante nao foi considerada.
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3. RESULTADOS

3.1. Experimento 1

As respostas foram variadas em termos de percentuais de calejamento em
relagcdo as combinagdes de tratamentos utilizadas (Figura 1). No entanto, em todas
as combinagdes das condi¢gdes de incubagdao com a orientagcdo do explante, quando o

meio ndo continha sacarose (tratamento 0), ndo ocorreu calejamento.
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Figura 1 — Percentual e intensidade de calejamento em cotilédones de E. grandis em
fungdo das concentragdes de sacarose (0; 1,5; 3; 6; 9; ¢ 12%) e das
combinagdes de carboidratos (GMS e GFS), considerando-se as duas
orientagdes do explante (abaxial e adaxial) e as duas condigdes de
incubacdo (escuro e claro). As barras indicam o desvio-padrdo em
relagdo ao calejamento total.
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Maiores percentuais de calejamento total foram observados quando os calos
permaneceram no escuro € com a superficie abaxial em contato com o meio de
cultura. Nesta combinacdo (escuro/abaxial) os percentuais de calejamento total
foram superiores a 93,3%, sendo os menores observados nas concentragoes de 3 e
12% de sacarose. Considerando a intensidade de calejamento, os maiores indices
foram obtidos na intensidade baixa de calejamento, exceto para os tratamentos GFS
e 9% de sacarose, em que os maiores percentuais foram obtidos na intensidade
média de calejamento. Intensidade alta de calejamento foi observada somente nos
tratamentos GMS, GFS, 3 e 12% de sacarose.

Na combinagdo escuro/adaxial, foram obtidos percentuais de calejamento
total acima de 93,3% nos tratamentos GMS ¢ GFS e na concentracao de 1,5% de
sacarose; a partir dessa concentragdo de sacarose, os percentuais de calejamento
total foram inferiores a 80%. Os percentuais de intensidade média de calejamento
foram inferiores a 15%, e intensidade alta foi observada somente no tratamento com
3% de sacarose (6,7%).

Quando os explantes foram mantidos no claro, nas duas orientagdes dos
explantes os percentuais de calejamento total foram inferiores a 80%, com excec¢ao
do tratamento GFS na orientacdo adaxial (95%). Na orientacdo abaxial, a maioria
dos tratamentos apresentou intensidades baixa e média de calejamento, sendo
observada intensidade alta somente para os tratamentos GFS e 3% de sacarose. Ja
na posicao adaxial, somente os tratamentos GMS, 6 e 9% de sacarose apresentaram
intensidade média de calejamento, sendo estes percentuais inferiores a 13%; para
os demais tratamentos, somente intensidade baixa de calejamento foi verificada.

Com relagdo a oxidacdo (Figura 2), percebe-se a influéncia direta da
condi¢do de incubacdo nos percentuais de explantes oxidados. Na condi¢do de
escuro, oxidacdo foi observada somente nos tratamentos GMS ¢ 6, 9 ¢ 12% de
sacarose, sendo os percentuais inferiores a 15% em todos os casos. Em
contrapartida, quando os explantes permaneceram no claro, em todos os tratamentos
ocorreu oxidagdo, sendo os maiores percentuais encontrados em explantes com a
superficie abaxial em contato com o meio e nas concentragdes mais altas de

sacarosc.
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Figura 2 — Percentual de oxidacdo em cotilédones de E. grandis em funcao das
concentragdes de sacarose (0; 1,5; 3; 6; 9; e 12%) e das combinagdes de
carboidratos (GMS e GFS), considerando-se as duas orientagcdes do
explante (abaxial e adaxial) e as duas condicdes de incubagao (escuro e
claro). As barras indicam o desvio-padrao.

Observa-se, conforme a Figura 3, que nao houve influéncia das condigdes de
incubacdo na massa fresca de calos, sendo os maiores pesos obtidos pelos
tratamentos GFS e GMS no escuro, seguidos pelos tratamentos 9 e 12% de sacarose
que permaneceram no claro. Observou-se também, para os explantes que
permaneceram no escuro, um acréscimo na massa de calos com o aumento da
sacarose até 6%, e, a partir dessa concentracao, houve decréscimo nos valores deste

parametro.
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Figura 3 — Massa fresca de calo em cotilédones de E. grandis em fun¢do das
concentragoes de sacarose (0, 1,5; 3; 6; 9; ¢ 12%) e das combinagdes de
carboidratos (GMS e GFS), considerando-se as duas condigdes de
incubacao (escuro e claro). As barras indicam o desvio-padrao.
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Em geral, calos formados em explantes que permaneceram no escuro
apresentaram baixa rizogénese e coloragdo amarela. A textura foi semifridvel nas
concentragdes de 1,5 e 3% de sacarose, tendendo a compactagdo e ao escurecimento
com o aumento da concentragdo de sacarose. Nos tratamentos GMS ¢ GFS, os calos
apresentaram textura semicompacta e coloragdo amarela tendendo a bege. Os
explantes com a superficie adaxial em contato com o meio de cultura tornaram-se
mais compactos do que aqueles orientados com a superficie abaxial. Foram
observadas estruturas semelhantes a embrides em estadios globulares a cordiformes
na concentragdo de 1,5% de sacarose e nos tratamentos GMS e GFS, porém estas
estruturas ndo se desenvolveram posteriormente.

Os explantes que permaneceram no claro apresentaram calos de textura
compacta e coloragcdo variando de branca a amarela, sendo visualizados, também,
calos clorofilados e com presenga de antocianina. A rizogénese foi baixa ou ausente

em todas as combinacdes e ndo foram observadas estruturas embriogénicas.

3.2. Experimento 2

Nos tratamentos com glicerol e 3% de sacarose (Figura 4), o calejamento
total apresentou tendéncia de reducdo dos percentuais nas concentracoes de 4 e 6%,
sendo esse decréscimo mais expressivo nos explantes com a superficie adaxial em
contato com o meio de cultura. Explantes na orientacdo abaxial apresentaram, em
geral, maiores percentuais na intensidade média de calejamento, sendo observada
também intensidade baixa e alta em todas as concentragdes de glicerol, exceto no
tratamento com 6%, o qual apresentou somente calejamento de intensidade baixa e
média. Nos explantes dispostos com a superficie adaxial em contato com o meio, 0s
maiores indices foram observados na intensidade baixa de calejamento, sendo estes
superiores a 60% em todas as concentragdes de glicerol.

Nos tratamentos destituidos de sacarose, ndo ocorreu calejamento em

nenhuma das concentragdes de glicerol testadas.
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Figura 4 — Percentual e intensidade de calejamento em cotilédones de E. grandis em
funcao dos tratamentos com glicerol (0; 0,5; 1; 2; 4; e 6%) acrescidos de
3% de sacarose e das orientacdes do explante (abaxial e adaxial). As
barras indicam o desvio-padrdo em relagdo ao calejamento total.

Nao houve tendéncia definida dos percentuais de oxidagdo em relagdo as
concentragdes de glicerol; no entanto, em relacao a orientacdo do explante no meio
de cultura, aqueles com a superficie abaxial em contato com o meio mostraram

maiores indices de oxidagdo do que aqueles com a superficie adaxial (Figura 5).
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Figura 5 — Percentual de oxidagdo em cotilédones de E. grandis em fungdo dos
tratamentos com glicerol (0; 0,5; 1; 2; 4; e 6%) acrescidos de 3% de
sacarose ¢ das orientagdes do explante (abaxial e adaxial). As barras
indicam o desvio-padrao.

O glicerol influenciou diretamente a massa fresca de calos, sendo os
maiores pesos obtidos nas concentracoes de 0,5 e 1%. A partir dessa concentracao,

entretanto, seu efeito foi negativo, e os pesos obtidos nas concentragdes de 2, 4 e
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6% foram inferiores ao obtido pelo tratamento no qual ndo se utilizou glicerol

(Figura 6).
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Figura 6 — Massa fresca de calo em cotilédones de E. grandis em fungao dos
tratamentos com glicerol (0; 0,5; 1; 2; 4; e 6%) acrescidos de 3% de
sacarose. As barras indicam o desvio-padrao.

Quanto ao aspecto, os calos apresentaram textura semifridvel a
semicompacta e coloragdo amarela nas concentracoes de 0 a 2% de glicerol,
ocorrendo escurecimento e tendéncia de degeneracdo dos calos nas concentragdes
mais altas. A rizogénese foi baixa em todos os tratamentos, e em nenhum deles foi

observada a formacao de embrides somaticos.

4. DISCUSSAO

O carboidrato mais comumente utilizado em cultura de células e tecidos de
plantas ¢ a sacarose, que ¢ também a mais usada em trabalhos de embriogénese
somatica em Eucalyptus. A concentracdo de 3% de sacarose foi satisfatoria para os
processos de iniciagdo e diferenciacdo de embrides somaticos em E. grandis (Watt
et al., 1991) E. nitens (Bandyopadhyay e Hamill, 2000) e E. globulus (Nugent et al.,
2001; Pinto et al., 2002). Em E. dunnii (Termignoni et al., 1996) e E. urophylla
(Tibok et al., 1995) utilizaram-se 2% de sacarose, enquanto em E. citriodora

embrides somaticos foram obtidos tanto em 5% (Muralidharan et al., 1989) como
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em 3% (Muralidharan e Mascarenhas, 1995). No entanto, os autores nao
compararam os resultados obtidos com outras concentragdes de sacarose ou outras
fontes de carboidratos.

No presente trabalho, as combinacdes de glicose e sacarose com maltose ou
frutose (GMS e GFS), em algumas situagdes, apresentaram maiores indices de
calejamento e massa fresca de calo em relacdo as concentracdes de sacarose.
Contudo, melhores resultados em termos de textura e coloracdo dos calos foram
observados nos tratamentos com 1,5 ¢ 3% de sacarose; em concentragdes mais altas
de sacarose, houve tendéncia de maior compactagdo e oxidacao dos calos.

Em Coffea canephora, a utilizagdo de maltose, glicose, frutose ou sacarose
produziu diferentes respostas, dependendo do gendtipo. A frutose aumentou
significativamente a produgdo de embrides somaticos em dois genotipos, enquanto a
maltose foi altamente efetiva para um terceiro gendtipo. Em adi¢do, maior sincronia
no desenvolvimento de embrides foi observada quando glicose foi usada em vez de
sacarose (Fuentes et al., 2000).

Embrides somadticos ou gemas foram induzidas in vitro em embrides
zigoticos de Helianthus annuus, dependendo da concentra¢do de sacarose no meio
de cultura. Em meio contendo 3% de sacarose, somente gemas adventicias foram
induzidas, enquanto no meio com 12% de sacarose embrides somaticos foram
formados. Apesar de as duas diferentes respostas ndo terem sido induzidas por
mudangas na concentragdo externa pelo suprimento de reguladores de crescimento,
a inducao de ambos os eventos morfogénicos foi provavelmente dependente da
regulacao hormonal interna, em resposta a composi¢cao do meio (Charriere e Hahne,
1998). A natureza da resposta morfogénica ¢ influenciada pela concentragdao de
agucar e, conseqiientemente, pelo potencial osmotico do meio (Jeannin et al., 1995).
E possivel que a resposta do tecido ao potencial osmético seja mediada por sinais
internos, como os hormonios vegetais, sendo o equilibrio destes possivelmente o
responsavel por uma ou outra resposta morfogenética (Charriere e Hahne, 1998).

A adicdo de componentes ao meio, especialmente macronutrientes e fontes
de carbono, representa consideraveis decréscimos no potencial osmdtico,

influenciando fortemente o crescimento de células, tecidos e 6rgdo e a morfogénese
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in vitro (George, 1993). A contribuicdo osmotica da fonte de carbono tem uma
correlagdo inversa com a concentracdo dessa fonte de carbono, causando
inicialmente um acréscimo, seguido pela reducdo dos valores do parametro
avaliado. Essa redu¢do pode ser causada pela excessiva contribuigdo osmdtica ou
pela toxicidade do carboidrato (Paiva Neto e Otoni , 2003).

Neste trabalho, o glicerol proporcionou acréscimo na massa fresca de calos
nas concentragdes de 0,5 e 1%, sendo, a partir dessa concentragdo, observado
decréscimo dos valores. O glicerol foi eficiente em promover a formacao de
embrides somaticos em calos nucelares de laranjeira ‘Seleta Branca’ (Citrus
sinensis), sendo a concentracao de 4,0% a que proporcionou os melhores resultados,
transformando completamente os calos em embrides somaticos (Antunes, 1996). O
mecanismo de acdo do glicerol na indu¢do de embriogénese somatica em citros nao
¢ bem conhecido. Sabe-se, entretanto, que condicdes de cultivo que causam a
reducdo dos niveis enddgenos de auxina em calos habituados promovem a
embriogénese nesses calos. No entanto, ndo se pode afirmar a ocorréncia de
interacdo do carboidrato com a sintese de auxina (Ben-Hayyim e Neumann, 1983;
Antunes, 1996).

O glicerol modificou o metabolismo dos carboidratos e foi transportado nos
tecidos, fornecendo carbono e energia para formagdo de embrides somaticos em
folhas de Chicorium, reduzindo assim o tempo requerido para iniciacdo do evento
embriogénico (Bellettre et al., 1999).

Explantes que permaneceram no escuro formaram calos de coloragdo mais
clara e textura tendendo a friabiliza¢dao, sendo observada oxida¢do somente nas
concentragdes de 6, 9 e 12% de sacarose. Calos originados de explantes mantidos
no claro foram mais compactos e com altos percentuais de oxidagao, sendo estes
aumentados a medida que se aumentou a concentragdo de sacarose. Segundo Davies
(1972), o aumento de sacarose no meio de cultivo leva ao aumento no acimulo de
polifendis. A oxidacdo fendlica tem sido reportada como um dos problemas mais
sérios para o estabelecimento de culturas organogénicas e embriogénicas em
Eucalyptus e, provavelmente, a principal causa envolvida na baixa freqiiéncia de

indu¢do de embrides somaticos (Pinto et al., 2002). Na tentativa de contornar ou
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reduzir a acumulagdo de fendis, a manutengdo das culturas de Eucalyptus durante
um periodo no escuro, geralmente na fase de inducao, tem sido citada (Watt et al.,
1991; Bandyopadhyay et al., 1999). Em contrapartida, a luz demonstrou ser fator
decisivo na promog¢dao de resposta embriogénica em E. dunnii, com embrides
sométicos ocorrendo em irradiancias variando de 40 a 50 pmol m™ s (Termignoni
et al., 1996; Nugent et al., 2001).

No que se refere a orientacdo dos cotilédones sobre o meio de cultura, foram
observados maiores percentuais de calejamento e de oxidacao na orientacao abaxial.
Calos orientados com a superficie adaxial em contato com o meio, apesar de
apresentarem menores indices de oxidagdo, tornaram-se mais compactos que os
demais. A orientacdo do explante foi importante na inducao de calos em E. globulus
(Bandyopadhyay et al., 1999). Segundo esses autores, calos abundantes, os quais
regeneraram plantas posteriormente, foram observados somente em cotilédones
orientados com a superficie adaxial em contato com o meio. Nessa condigdo, 90%
dos explantes formaram calo, enquanto em cotilédones orientados com a superficie

abaxial em contato com o meio o calejamento foi muito baixo ou ausente.

5. CONCLUSOES

A utilizag¢do de glicose e sacarose em combinacdo com maltose ou frutose,
em algumas situagdes, proporcionou maiores indices de calejamento e massa fresca
de calo em relacao as concentragdes de sacarose.

No que diz respeito a textura e coloracdo dos calos, 1,5 ¢ 3% de sacarose
apresentaram calos semifriaveis de coloracao amarelo-clara; em concentragdes mais
altas, houve tendéncia de maior compacta¢do e oxidagdo dos calos.

O glicerol promoveu aumento na massa fresca de calos nas concentragdes de
0,5 e 1%, sendo, a partir dessa concentragao, observado decréscimo dos valores.

Nao foram observadas estruturas embriogénicas nos tratamentos testados no

presente trabalho.
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4. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos e nas condi¢des em que foram

realizados os experimentos, conclui-se que:

- Utilizando-se 2,4-D, os melhores resultados de calogénese foram observados em
cotilédones, nos tratamentos com 5 ¢ 10 mg L', sendo 30 dias no escuro o melhor
tempo e condicdo de inducdo; no entanto, ndo foram observadas estruturas

embriogénicas.

- As auxinas dicamba e picloram demonstraram-se promissoras no desenvolvimento
de um protocolo de embriogénese somatica para FEucalyptus grandis. Foram
observadas estruturas semelhantes a embrides somaticos em diferentes estadios de
desenvolvimento quando se utilizou 0,5 mg L™ de dicamba ou 5,0 e 10,0 mg L™ de

picloram, utilizando-se explantes cotiledonares.

- Quanto aos meios de cultura, em cotilédones de E. grandis, o meio MS apresentou
maior massa fresca de calos e menores indices de oxidagdo e regeneracao de raizes
em relacdo aos meios WPM e JADS. Em folhas de E. urophylla x E. grandis, o
meio WPM foi mais efetivo na formacao de raizes do que os meios MS e JADS. No
entanto, em nenhum dos tratamentos e explantes utilizados foram obtidas estruturas

embriogénicas.
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- Em relacao a fonte de carboidratos, maltose e frutose em combina¢do com glicose
e sacarose, em algumas situacoes, apresentaram maiores indices de calejamento e
massa fresca de calos em relacdo as concentracoes de sacarose utilizadas. No
entanto, quanto ao aspecto dos calos, melhores resultados foram obtidos quando se
utilizou 1,5 e 3% de sacarose, sendo observados calos de textura semifriavel e de
coloracao amarelo-clara, enquanto em concentragcdes mais altas de sacarose houve
tendéncia de maior compactagdo e oxidacdo. A utilizacao de glicerol promoveu
aumento na massa fresca de calos nas concentragdes de 0,5 e 1%, sendo, a partir
dessa concentragao, observado decréscimo dos valores desse parametro. Também

nesses experimentos nao foram obtidos embrides somaticos.

- Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, € em conformidade com
a literatura existente sobre o tema, percebe-se que as espécies de FEucalyptus
apresentam dificuldades de propagacdo vegetativa por embriogénese somatica.
Entretanto, considerando a importancia da técnica e o potencial de aplicagao desta
na silvicultura clonal, novos estudos sao necessarios, visando a obtencdo de um

protocolo eficiente e reproduzivel de embriogénese somatica em E. grandis.
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