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RESUMO

CARVALHO, Elisa Cristina Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2007. Antioxidantes, reguladores de crescimento e estresse térmico na
embriogénese somatica de Eucalyptus spp. Orientador: Aloisio Xavier. Co-
orientadores: Wagner Campos Otoni e Sérgio Yoshimitsu Motoike.

O presente trabalho teve por objetivos avaliar: a) o efeito de substancias
antioxidantes no controle da oxidacdo em calos obtidos de explantes juvenis de
Eucalyptus grandis e E. urophylla; b) o efeito do TDZ na inducdo de calos
embriogénicos em folhas e entrenos de clones de Eucalyptus grandis x E.
urophylla; c) o efeito do pré-tratamento com temperatura em explantes na inducao
de calos embriogénicos de clones hibridos de Eucalyptus urophylla; e d) o efeito
das substancias TIBA, acido salicilico e acido acetil salicilico na inducdo de calos
embriogénicos em cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus urophylla. Os
parametros avaliados no presente trabalho foram o percentual de calejamento dos
explantes, intensidade de calejamento, oxida¢éo, coloracéo e textura dos calos e
a presenca de estruturas embriogénicas. Nos experimentos com as substancias
antioxidantes, a transferéncia dos calos para novos meios a cada 30 dias e 0s
diferentes antioxidantes testados se mostraram ineficientes em conter a oxidacao
fendlica e subsequente morte dos explantes ap6s um periodo prolongado de
cultivo. Nao foram observadas diferencas significativas quanto ao calejamento e
textura nos diferentes tratamentos, contudo, a adicdo de 10% de agua de coco
proporcionou aumento na intensidade de calejamento dos explantes e maiores
percentagens de calos friaveis. Nos experimentos com TDZ, a combinacdo de

TDZ com dicamba e picloram proporcionou calos de coloracdo amarelada,
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enguanto nas combinacdes com ZEA e ANA, os calos formados foram em sua
maioria de coloracdo esbranquicada. Os melhores resultados de calejamento
foram obtidos nos tratamentos combinando TDZ, ZEA e ANA. N&o foi observada
presenca de raizes em nenhum dos tratamentos, e calos friaveis foram obtidos
somente em um dos clones, entretanto, nenhuma estrutura embriogénica foi
observada. A utilizacdo da substancia inibidora do transporte de auxina TIBA
promoveu aumento na intensidade de calejamento em calos formados com
dicamba, picloran e 2,4-D. Nas concentracdes de 0,75 e 1 mg L' de TIBA,
observou-se uma mudanca na textura de calos semifridveis passando para calos
friaveis, sendo que estes apresentaram ao final de 50 dias uma coloragéo
amarelo brilhante com pouca oxidagao, todavia, ndo foi observada formacéo de
estruturas embriogénicas. A utilizacdo de um pré-tratamento a 4°C em
combinacdo com os reguladores dicamba, picloran, TDZ e TDZ + AIA em dois
clones de Eucalyptus ndo apresentou resultado satisfatério na inducdo da
embriogénese somatica. Contudo, foi observada para um clone a formacgéo de
aglomerados celulares diferenciados em calos fridveis obtidos com 1 mg L*
semelhantes a massas pré-embriogénicas, demonstrando que a citocinina TDZ é
promissora no desenvolvimento de um protocolo de embriogénese somatica para
material adulto de Eucalyptus. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram a
literatura existente no que diz respeito a dificuldade em estabelecer um protocolo
eficiente e com repetibilidade de embriogénese somatica para espécies de
Eucalyptus. Dada a importancia da técnica e suas aplicacbes na silvicultura
clonal, ressalta-se a necessidade de novos estudos que abordem novas
possibilidades para o sucesso na obtencao de um sistema eficiente e reproduzivel

de embriogénese somatica para diferentes espécies do género Eucalyptus.



ABSTRACT

CARVALHO, Elisa Cristina Soares, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2007. Effects of antioxidants, growth regulators and thermal stress on
somatic embryogenesis of Eucalyptus spp. Advisor: Aloisio Xavier. Co-
advisors: Wagner Campos Otoni and Sérgio Yoshimitsu Motoike.

The objective of this work was to evaluate: a) effect of antioxidant
substances on the control of oxidation in calli of juvenile explants from Eucalyptus
grandis and E. urophylla; b) effect of TDZ on the induction of embryogenic calli in
leaves and internodes of Eucalyptus grandis x E. urophylla clones; c) effect of
temperature pre-treatment of explants on the induction of embryogenic calli in
hybrid clones of Eucalyptus urophylla, and d) effect of TIBA, salicylic acid and
acetyl salicylic acid on induction of embryogenic calli in cotyledons and hypocotyls
of Eucalyptus urophylla. The parameters evaluated in the present work included
percentage of callusing explants, callusing intensity, oxidation, color and texture of
calli, and presence of embryogenic structures. In the experiments with the
antioxidant substances, callus subculture onto fresh medium every 30 days and
the different tested antioxidants were shown inefficient in stopping phenolic
oxidation with subsequent explant death after a prolonged culture period.
Significant differences were not found for callusing and texture in the different
treatments, however, the addition of 10% of coconut water increased callusing of
the explants and gave larger percentages of friable calli. In the experiments with
TDZ, the combination of TDZ with dicamba and picloram produced calli of
yellowish color, whereas the combinations with ZEA and NAA produced most calli

of whitish color. The best callusing results were obtained with the treatments



combining TDZ, ZEA and NAA. No root induction was observed in any of the
treatments, and friable calli were produced only in one clone, but without any
embryogenic structure. The use of TIBA, inhibitor of auxin transport, increased
callusing intensity in calli induced by dicamba, picloram and 2,4-D. TIBA at the
concentrations 0.75 and 1 mg L™ changed texture from semifriable calli to friable
calli, which showed at the end of 50 days a brilliant yellow color with little
oxidation, but no embryogenic structures were observed. The pre-treatment at 4°C
in combination with the growth regulators dicamba, picloram, TDZ and TDZ + IAA
of two Eucalyptus clones did not result in satisfactory induction of somatic
embryogenesis. However, with 1 mg L™?, there was formation of cell clusters
differentiated into friable calli similar to pro-embryogenic structures in one clone,
demonstrating that the cytokinin TDZ is promising for the development of a
somatic embryogenesis protocol for adult Eucalyptus explants. The results of this
work corroborate with the existing literature with respect to the difficulty in
establishing an efficient protocol, with repeatability, for somatic embryogenesis in
Eucalyptus species. Nevertheless, the importance of the technique and its
applications in clonal silviculture emphasize the need for further studies that
approach new possibilities in order to develop an efficient and reproducible

somatic embryogenesis system for different species of the genus Eucalyptus.
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1. INTRODUGAO GERAL

As espécies de Eucalyptus se encontram entre as arvores mais plantadas
em todo o mundo, com o Brasil ocupando uma posicdo destacada no cenario
tecnolégico mundial em termos de silvicultura clonal desta espécie. Nos ultimos
anos tem-se verificado constante aumento do interesse pela silvicultura clonal,
visando principalmente a uniformizacdo dos plantios, maior produtividade,
qualidade da madeira e adaptacdo dos clones a area a ser implantada, aliada a
um custo competitivo. Além disso, as técnicas de clonagem tém possibilitado a
implantacdo de projetos de reflorestamento em areas até entdo ndo indicadas,
dada a limitacdo de material genético via seminal para atender a tal propdsito
(Xavier, 2002).

A restauracdo da competéncia para enraizamento de clones de Eucalyptus
tem sido conseguida pelo rejuvenescimento através de técnicas de cultivo in vitro,
como a micropropagacao, a partir de gemas axilares. O desenvolvimento de
técnicas como a microestaquia (Assis et al., 1992; Xavier e Comério, 1996) e a
miniestaquia (Xavier e Wendling, 1998; Wendling et al., 2000) também
possibilitaram consideraveis ganhos, principalmente quanto ao aumento dos
percentuais e da qualidade de enraizamento e reducéo do tempo para a formacao
da muda.

Entretanto, ainda existem dificuldades que tém limitado a propagacao de
forma plena na silvicultura clonal. Entre as alternativas apontadas para a
otimizacdo da clonagem e promissoras no processo de propagacéo vegetativa de
material genético selecionado, situa-se 0 uso de sementes sintéticas, obtidas pela

técnica da embriogénese somatica. Em principio, esta técnica apresenta-se como



a ferramenta mais indicada na obtencdo de mudas clonais, por permitir explorar
ao maximo a juvenilidade, além da capacidade de producdo de um grande
nuimero de embrides geneticamente idénticos, tornando-se poderosa ferramenta,
a ser explorada para diversos objetivos, como a propagacdo em massa.
Resultados promissores indicam a possibilidade do seu uso em programas de
selecdo de células, visando a criopreservacdo de germoplasmas, bem como a
obtencdo de plantas geneticamente transformadas, plantas poliploides ou de
hibridos sométicos.

Trabalhos realizados visando a obtencdo de embriogénese somatica para
espécies do género Eucalyptus tém sido relatados nos dltimos anos (Muralidharan
e Mascarenhas, 1987; Watt et al., 1991; Tibok et al., 1995; Termignoni et al.,
1996; Ruad et al., 1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Arruda et al., 2000; Nugent
et al.,, 2001; Pinto et al., 2002; Titon, 2005; Prakash e Gurumurthi, 2005).
Contudo, a aplicacdo da técnica tem apresentado dificuldades, como obtencéo de
embrides em baixa frequéncia, baixa conversdo em plantas, alto indice de
formacao de embries anormais e alta producéo de compostos fendlicos.

Considerando a importancia e o potencial de aplicacdo da embriogénese
somatica na propagacdo clonal de Eucalyptus e a inexisténcia de uma

metodologia eficiente, o presente trabalho teve por objetivos:

e Avaliar a acdo de diferentes antioxidantes no intuito de conter a producao e
liberacdo de compostos fendlicos durante a formacdo de calos obtidos de
explantes juvenis de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla.

e Avaliar o efeito do TDZ na indugéao de calos embriogénicos em explantes
de folhas e entrends de clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

e Avaliar o efeito do pré-tratamento com temperatura em explantes na
inducdo da embriogénese somética de clones hibridos de Eucalyptus
urophylla.

e Avaliar o efeito do TIBA, acido salicilico e acido acetil salicilico na inducéo
de calos embriogénicos em cotilédones e hipocotilos de Eucalyptus
urophylla.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propagacao clonal de Eucalyptus

O Brasil ocupa hoje uma posicdo destacada no cenério tecnolégico mundial
em termos de silvicultura clonal de espécies de Eucalyptus (Silva, 2001). Os
incentivos fiscais concedidos, a partir de 1967, ao setor de reflorestamento, em
especial com espécies exoéticas de rapido crescimento, tornaram o género
Eucalyptus economicamente importante no Brasil, em virtude de seu rapido
crescimento, sua elevada produtividade e suas varias aplicagbes (Oda et al.,
2007), podendo-se dizer que a origem da silvicultura intensiva clonal esta
diretamente ligada a este programa de incentivos fiscais ao reflorestamento
(Ferreira, 1992).

Segundo Resende (1999), no Brasil, espécies do género Eucalyptus tém
sido melhoradas por varias empresas florestais privadas, que, via de regra, estdo
associadas a industrias de papel e celulose, de moveis, siderurgicas, dentre
outras. Também varias universidades e instituicbes publicas e privadas do pais
colaboram de alguma forma com o melhoramento do Eucalyptus.

Um programa de melhoramento genético deve ter suas estratégias bem
definidas, planejadas em curto e longo prazo, e ser a base para a aplicacao de
técnicas de propagacdo clonal e de selecdo de clones. A selecdo de materiais
genéticos superiores, em programas de melhoramento florestal, tem sido feita
visando as caracteristicas silviculturais de interesse, como volume de madeira

para usos multiplos e resisténcia as doencas (Oda et al., 2007).



No caso dos Eucalyptus spp., a silvicultura intensiva clonal adquire alta
importancia, pois propicia redugao na idade de exploracdo, maior producao de
madeira de melhor qualidade no menor espaco de tempo e por unidade de éarea,
racionalizacéo das atividades operacionais e reducdo nos custos de exploracéo e
transporte (Ferreira, 1992).

Aliada a possibilidade de producdo em massa de arvores-elite
selecionadas e, consequentemente, uniformidade de material utilizado para
plantio operacional e presenca de caracteristicas desejaveis (Watt et al., 1999), o
uso da propagacédo clonal de Eucalyptus mostra vantagens mais importantes,
resultantes da captura total do potencial genético de gendtipos desejaveis (Zobel,
1993). Assim, a propagacao clonal é vantajosa para a multiplicacdo de individuos
superiores com combinacg@es favoraveis de variacdo genética aditiva, possuindo a
vantagem de ser isenta da segregacdo que normalmente ocorre durante a
propagacao sexual (Muralidharan e Mascarenhas, 1995).

Entre as técnicas de propagacdo clonal utilizadas em larga escala, a da
estaquia é a mais difundida e amplamente utilizada, visto seus principios ja serem
bem conhecidos, o que permitiu o desenvolvimento da silvicultura clonal intensiva
em diversas partes do mundo (Xavier, 2003). Contudo, a propagacao vegetativa
de Eucalyptus por estaquia apresenta alguns problemas e ndo ha um método
padrdo universal para sua propagacao, sendo que, em muitas espécies e clones,
as estacas oriundas de plantas adultas ndo enraizam (Assis, 1997; Watt et al.,
1999).

Nos Ultimos anos, o aperfeicoamento da técnica de estaquia, por
intermédio da mini e microestaquia, proporcionou avancos consideraveis no
processo de producdo de mudas clonais de Eucalyptus, principalmente no que
tange a maximizacdo dos indices de enraizamento (Xavier et al., 2001). A
microestaquia caracteriza-se primordialmente pela utilizacdo de plantas
rejuvenescidas in vitro como fontes de propagulos vegetativos, sendo a
implementacéo desta técnica dependente da existéncia de laboratérios de cultura
de tecidos que, além de limitar sua utilizacdo, podem aumentar os custos de
producdo de mudas em fungao dos gastos com o rejuvenescimento dos clones in
vitro (Assis, 1997). A alternativa da miniestaquia, precedendo a microestaquia,
pode ser considerada uma boa estratégia, uma vez que a miniestaquia nao

necessita de estruturas de laboratério de cultura de tecidos, sendo justificada em



algumas situacbes em que a estaquia/miniestaquia apresentam resultados
eficientes, tanto quanto aos da microestaquia. Em outras situagcdes, a
miniestaquia mostra-se como alternativa para certos clones que apresentam
dificuldades no cultivo in vitro (recalcitrancia, necessidades de ajustes de meio de
cultura etc.), inviabilizando sua multiplicacdo vegetativa pela micropropagacao
(Xavier et al., 2001).

Diante do cenario florestal que se apresenta atualmente, toda tecnologia
que facilite ou até mesmo viabilize comercialmente a producdo de mudas de
determinados clones € atrativa (Xavier et al., 2001). Para suprir um mercado cada
vez mais exigente em quantidade e qualidade de produtos derivados de madeira
e em consonancia com o apelo para a preservacao das florestas nativas ao redor
do mundo, as florestas plantadas deverdo produzir quantidades cada vez mais
crescentes de biomassa, em menor tempo e, se possivel, em areas cada vez
mais restritas. Para tanto, a contribuicdo da biotecnologia € a chave para que
melhoristas florestais atinjam esses objetivos (Pasquali e Zanettini, 2007).

A biotecnologia tem apresentado oportunidades na clonagem massal de
genotipos superiores, principalmente no caso de clones de dificil enraizamento
pela técnica de estaquia convencional. Nesta situacdo, a micropropagacao tem
sido considerada uma técnica potencial no rejuvenescimento de clones, tornando-
0S aptos ao processo de producdo de mudas (Xavier et al., 2001).

Ha alguns anos, a micropropagacdo era considerada uma técnica
interessante do ponto de vista tedrico. Mas atualmente € cada vez maior o
namero de laboratorios comerciais que incluem a micropropaga¢do, ndo como
uma revolucdo da éarea florestal, mas como uma ferramenta Util capaz de ajudar a
solucionar problemas diversos (Rodrigues et al., 2005), sendo o potencial desta
técnica em espécies lenhosas descrito em repetidas ocasifes nos ultimos anos,
observando-se também um avanco na micropropagacdo de espécies

recalcitrantes (Sanches-Olate et al., 2005).

2.2. Micropropagacao de Eucalyptus

A micropropagacdo de Eucalyptus pode ser definida como técnica de

propagacdo vegetativa in vitro (Xavier et al., 2007) e compreende o cultivo



asséptico de partes de plantas em condi¢cdes controladas de nutricdo, umidade,
luz e temperatura (Hartmann et al., 2002).

Por esta técnica, plantas completas podem ser obtidas a partir de gemas
pré-existentes que sdo estimuladas a crescer e proliferar, pela morfogénese de
gemas ou organogénese, em que novas gemas sao induzidas a se formar em
tecidos desorganizados denominados calos ou diretamente sobre o explante,
assim como através da formagcdo de embrides somaticos que se assemelham a
embrides zigdticos, sendo este processo denominado embriogénese somatica
(Thorpe et al., 1991; Bonga e Von Aderkas, 1992; George, 1993).

O desenvolvimento in vitro de células e tecidos depende de diferentes
fatores como: genotipo, idade e estadio de desenvolvimento do explante e estado
fisioldgico da planta doadora dos explantes e ambiente externo que incluem
composicao do meio de cultura e condicdes fisicas de cultura. Interacdes entre
todos estes fatores conduzem a inducéo e expressdo de um modo especifico de
diferenciagao celular e desenvolvimento (Gaj, 2004). Como para a maioria das
espécies arbdreas, a micropropagacéo por proliferacdo de gemas axilares tem
sido o método comumente utilizado para a multiplicacdo de Eucalyptus (Watt et
al., 1999; Watt et al., 2003).

Dentre as vantagens do uso e aplicacbes deste sistema de
micropropagacao na area florestal, esta a possibilidade de propagacao de arvores
selecionadas em todas as idades, constituindo-se em alternativa em relacdo aos
métodos classicos de propagacao vegetativa (Xavier et al., 2007). Em Eucalyptus,
também tem sido utilizada para aumentar a taxa de multiplicacdo na fase inicial do
programa de propagacgao vegetativa, visando a encurtar o tempo entre a selecao
das estacas e o0 uso do clone em plantios comerciais (Chaperon, 1987). Em
adicao, técnicas de transformacdo genética sdo dependentes do cultivo in vitro
para obtencdo e multiplicacdo de novos gendtipos (Watt et al., 1999).

A selecdo de gendtipos mais responsivos a cultura in vitro e a
morfogénese, bem como a de explantes com competéncia para a transformacao
constituem os fatores fundamentais para a transformacéo de arbéreas. Contudo,
contrastando com a imensa importancia econdmica de arvores do género
Eucalyptus, a literatura de impacto cientifico relevante e, consequentemente, de

acesso publico, € muito limitada em trabalhos que descrevem a obtencdo de



plantas transgénicas completas para este género. Em um bom numero de
trabalhos, estd descrita a geracdo de calos, tecidos e Orgdos (como raizes)
geneticamente transformados em cultura in vitro, porém, sem a comprovacao de
que plantas completas tenham sido obtidas a partir destes (Pasquali e Zanettini,
2007).

2.3. Embriogénese somatica

Embriogénese somética pode ser descrita como o processo a partir do qual
estruturas bipolares semelhantes a embrides zigéticos se desenvolvem de células
somaticas, seguindo uma seqiéncia de estadios caracteristicos da embriogénese
zigotica, dando origem a uma planta, sem que ocorra fusdo de gametas (Guerra
et al.,, 1999; Jiménez, 2001; Arnold et al., 2002). Os embrides somaticos se
assemelham, morfologicamente, a embribes zigoticos, embora tenham a
caracteristica de ndo formar o suspensor, eles sdo bipolares e possuem 6rgaos
tipicamente embriogénicos, como radicula, hipocétilo e cotilédone, com a
particularidade de ndo apresentar conexdo vascular com o tecido de origem
(Howell, 1998; Arnold et al., 2002).

Embrides somaticos podem se diferenciar diretamente do explante sem a
ocorréncia de uma fase de calo ou indiretamente apds a fase de formacéo de calo
(George, 1993; Arnold et al., 2002). Segundo algumas hipéteses, a embriogénese
somatica direta ocorreria a partir de células embriogenicamente pré-
determinadas, enquanto a embriogénese somatica indireta ocorreria a partir de
células indeterminadas em que os calos nédo diferenciados deveriam ser
primeiramente formados. Contudo, na realidade, o calo formado pode ser

embriogénico ou nédo (Howell, 1998).

Apenas algumas células soméaticas sdo sensiveis aos fatores de inducao
que conduzem a embriogénese somatica. Tais células representam um estado
intermediario entre células somaticas e embriogénicas, sendo denominadas
competentes (Gaj, 2004). A aquisicao de competéncia embriogénica, em grande
parte provém na desdiferenciacdo, um processo por meio do qual, perfis

existentes sdo apagados ou alterados em ordem para permitir as células



estabelecer um novo programa de desenvolvimento (Fehér et al., 2003). Células
competentes exibem sensibilidade a estimulos fisicos e quimicos que engatilham
a rota embriogénica do seu desenvolvimento, enquanto células embriogénicas ja

sao determinadas a embriogénese (Gaj, 2004).

A desdiferenciacdo de células vegetais somaticas esta associada a
ativacdo da divisao celular. Ambos os processos requerem a agao de reguladores
de crescimento vegetais exégenos, mais especificamente auxinas e citocininas
(Fehér et al., 2002). A auxina é o fator mais importante na regulacao da inducéo e
desenvolvimento da embriogénese e apresenta diferentes efeitos nas diferentes
fases da embriogénese somatica (Komamine et al., 1992), sendo considerada o
principal regulador requerido para a ativagao da divisdo celular e na diferenciacao
das células tanto em sistemas in vitro como in vivo (Fehér et al., 2002).

A formacdo de aglomerados de células embriogénicas é dependente de
sinais celulares promovidos pela presenca de auxinas, indicando serem elas um
fator essencial para inducdo da embriogénese. Em outras palavras, as auxinas
Sa0 necessarias para as células competentes expressarem sua totipotencialidade.
Contudo, ela é inibitoria nas fases subsequentes da embriogénese (Komamine et
al., 1992).

Apesar do numero consideravel de pesquisas conduzidas nos ultimos
anos, o conhecimento ainda € vago com respeito aos mecanismos pelos quais 0s
horménios vegetais estdo envolvidos na regulacdo da embriogénese somatica.
Existe um padréo bem definido para espécies e gendtipos altamente responsiveis,
nos quais auxinas, como o 2,4-D, desempenham um papel positivo durante a
inducdo, enquanto a retirada deste composto ativa a expressao, permitindo o
desenvolvimento de embribes somaticos. Contudo, este cenario ndo esta tédo
claro para 0os genoétipos mais recalcitrantes, nos quais 0s requerimentos podem
variar grandemente (Jiménez, 2005).

Até recentemente, a embriogénese somética era possivel apenas em
poucas espécies florestais, contudo, estd se tornando uma técnica de
micropropagacdo comum para diversas espécies arboreas, devido ao enorme
aumento de conhecimento sobre fatores fisioldgicos e bioquimicos que controlam
sua inducdo e manutencdo, tanto quanto sua subseqiente maturagdo e

desenvolvimento de embribes somaticos (Benelli et al., 2001). Estudos



concernentes a determinacdo de condi¢des in vitro para inducdo de embribes
somaticos e sua conversdo em plantas tém disponibilzado protocolos eficientes
com vistas a embriogénese somatica e a formacdo de plantas em diferentes
espécies (Gaj, 2004), e, se utilizados em conjunto com métodos convencionais,
podem contribuir notadamente para o progresso ha multiplicacdo de genétipos de
valores comerciais, tanto quanto no resgate e conservacdo de genotipos

superiores (Watt et al., 1999).

2.4. Embriogénese somatica em Eucalyptus

Esforgos para induzir embriogénese somatica tém sido descritos para
varias espécies de interesse econdmico. As metodologias utilizadas envolvem
mudancas no meio de cultura, estabelecimento de diferentes tipos ou
concentracoes de reguladores de crescimento e/ou controle de outras condi¢gbes
de cultura, tais como densidade de células, nutrientes ou iluminacdo (Howell,
1998). A embriogénese somatica ja foi relatada em mais de 300 espécies (Bajaj,
1995), com trabalhos publicados para algumas espécies do género Eucalyptus
como: E. citriodora (Muralidharan e Mascarenhas, 1987; Muralidharan et al.,
1989), E. grandis (Watt et al., 1991; Major et al., 1997; Titon, 2005), E. globulus
(Nugent et al., 1997; Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002), E. dunnii (Termignoni
et al., 1996), E. urophylla (Tibok et al., 1995; Arruda et al., 2000), E. nitens
(Bandyopadhyay, et al., 1999; Ruad et al., 1997), E. globulus (Bandyopadhyay, et
al., 1999) e E. tereticornis (Prakash e Gurumurthi, 2005).

Embrides zigéticos maduros com cotilédones e eixo embrionario intactos
foram utilizados como fonte de explante em Eucalyptus citriodora em meio de
cultura contendo 3 mg L™ de ANA e 50 g L™ de sacarose, em que os embrides
somaticos formados se desenvolveram em plantas normais, quando subcultivados
para meio sem regulador de crescimento (Muralidharan e Mascarenhas, 1987).
Pinto et al. (2002) conseguiram embriogénese somatica em Eucalyptus globulus
apenas na presenca de ANA, tanto sozinha, como em combinagéo com 2,4-D, de
onde calos embriogénicos emergiram principalmente a partir de cotilédones de
embrides zigoticos inteiros na presenca de ANA. A germinacdo de embribes

zZigoticos inteiros foi observada em todos os meios testados. Duas semanas apos



a inoculacéo, o processo de germinacao parou e a producéo de calos foi iniciada
principalmente nos cotilédones. Os calos embriogénicos eram compactos,
castanhos esbranquicados e compostos principalmente de pequenas células
isodiamétricas. As melhores taxas embriogénicas foram obtidas na presenca de 3
a 5 mg L de ANA, em que aproximadamente 30% dos calos formados nestes
meios produziram embrifes somaticos. A conversdo de embrides somaticos em
plantas (21%) foi obtida quando estes eram transferidos para meio de cultura
isento de reguladores de crescimento.

No trabalho de Pinto et al. (2002), plantas com dois meses de idade,
oriundas de sementes, falharam em produzir embrides somaéticos.
Ocasionalmente, a embriogénese somética direta ocorreu na superficie superior
de hipocétilos obtidos de plantulas com trés dias de idade e, de forma indireta, em
cotilédones com a mesma idade. De forma semelhante, Termignoni et al. (1996)
obtiveram sucesso na inducdo de embriogénese somatica em Eucalyptus dunni,
utilizando sementes maduras germinadas ou tecidos derivados de plantulas. Os
autores observaram que plantulas com 3 dias de idade foram eficientes na
inducdo da embriogénese somatica.

Explantes de hipocétilo de plantulas com idade de 14 dias de Eucalyptus
urophylla em meio de cultura com TDZ mais ANA induziram tanto a
organogénese, como a producdo de estruturas semelhantes a embrides no
estadio cordiforme (Tibok et al., 1995). Calos com resposta morfogenética em
Eucalyptus nitens e E. globulus foram obtidos de explantes cotiledonares e
hipocatilos, sendo mais observada a formacdo de gemas adventicias em ambos
0os explantes. Ocasionalmente, a embriogénese somética foi observada em E.
nitens surgindo na superficie de calos organogénicos. Estruturas organizadas se
assemelhando a embrides somaticos foram também observadas em E. globulus
(Bandyopadhyay et al., 1999). Titon (2005) observou estruturas semelhantes a
embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento em explantes
cotiledonares de Eucalyptus grandis, no qual a analise histolégica confirmou
tratar-se de estruturas independentes, sugerindo a presenca de um sistema
vascular fechado.

Ruaud et al. (1997) reportaram a ocorréncia de embriogénese somatica
secundaria em Eucalyptus nitens. Embrides somaticos foram obtidos de explantes

provenientes de cotilédones, hipocotilos, folhas e epicotilos, em que o maior
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namero de embrides por calo competente foi obtido em hipocétilo na presenca de
0,1 uM de BAP. Em meio contendo 0,5 uM de BAP e 0,5 uM de ANA, embrides
somaticos globulares comecaram a proliferar, dando origem a novos embrides.
Considerando a importancia da embriogénese somatica e seu potencial de
aplicagdo, percebe-se, no contexto atual, uma caréncia de estudos com relagéo
aos fatores que influenciam seu sucesso para Eucalyptus. Com a solucéo destes
problemas, a embriogénese somatica pode estar disponivel para a propagacao

clonal em massa desta espécie num futuro proximo.

2.5. Fases da Embriogénese Somatica

A embriogénese somatica € um processo que envolve uma sequéncia de
passos, comecando com a formacdo de massas pro-embriogenéticas, seguida
pela formacdo do embrido soméatico, maturacdo e formacdo da planta (Arnold et
al., 2002).

Culturas embriogénicas sao geralmente iniciadas a partir de explantes
embrionarios, juvenis ou maduros, cultivados em meios semi-solidos na presenca
de auxinas com ou sem uma citocinina. Nos modelos diretos, a primeira
expressdo morfogenética € o surgimento de estruturas globulares brancas e
translicidas que correspondem a embries somaticos globulares. Em modelos
indiretos, inicialmente h& a diferenciacdo de calo e o surgimento nele de regides
friaveis, normalmente brancas e transllcidas, convencionalmente designadas de
massas ou complexos celulares pro-embriogenéticos, os quais se dividem para

formar pro-embrides sométicos (Guerra et al., 1999).

No modelo de Komamine et al. (1992), observacdes morfolégicas
detalhadas revelaram quatro fases 0, 1, 2 e 3 no processo inicial de
embriogénese. Na FASE 0, células competentes individuais (ESTADO 0) formam
aglomerados celulares (ESTADO 1) na presenca de auxina. Durante esta fase, os
aglomerados celulares formados das células individuais ganham a habilidade de
se desenvolver em embrides quando a auxina € removida do meio de cultura,
dando origem ao aglomerado celular no ESTADO 1. A subsequente fase (FASE

1) é induzida pela transferéncia de aglomerados celulares no ESTADO 1 para um
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meio isento de auxina. Durante a FASE 1, aglomerados celulares proliferaram
lentamente e aparentemente sem marcada diferenciacdo. Apds a FASE 1, uma
rapida divisdo celular ocorre em certas partes do aglomerado celular, conduzindo
a formacdo de embribes globulares. Esta é designada FASE 2. Na FASE 3,
plantulas se desenvolvem dos embrides globulares via embrides cordiforme e
torpedo.

Na fase de manutencdo e multiplicacdo das culturas embriogénicas,
devem-se determinar as condi¢des adequadas para o estabelecimento de ciclos
repetitivos de divisdo celular e o controle restrito dos processos de diferenciacao,
de tal maneira que as culturas sejam constituidas por células pré-embrionarias ou
embrides somaticos em estadios globulares iniciais de desenvolvimento (Guerra
et al., 1999).

A proxima fase compreende estimular a progressao das fases iniciais para
as fases tardias, mediante desenvolvimento e maturacdo dos embribes
somaticos, interrompendo os ciclos repetitivos de divisdo celular e fornecendo
estimulos fisiologicos, bioquimicos e ambientais para a diferenciacdo celular
(Guerra et al., 1999).

Durante a fase de maturacdo, o embrido sofre varias mudancas
morfolégicas e bioquimicas que sé@o evidenciadas pela deposicdo de material de
reserva, repressao da germinacdo e aquisicdo de tolerdncia a dessecacdao.
Contudo, existem diversos exemplos na literatura em que culturas embriogénicas
somaticas ndo se desenvolvem normalmente, ndo germinam, nem se convertem
em plantas normais. Em outros casos, o desenvolvimento e a maturacdo do
embrido sao interrompidos por germinacdo precoce, conduzindo a ocorréncia de
um pobre desenvolvimento das plantas. Tém sido dedicados grandes esforcos
para evitar estes problemas, especialmente pela adicdo ao meio de cultura de
certos reguladores de crescimento, de modo a permitir que fases posteriores da
embriogénese somética progridam similarmente as da embriogénese zigotica
(Jiménez, 2005).

A incluséo de acido abscisico no meio de cultivo durante as fases finais de
desenvolvimento da embriogénese somatica se assemelha, de certa forma, ao

natural aumento enddgeno de hormonios, observado em diversos embrides
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zigoticos, sendo necesséario para estimular a maturagdo e ao mesmo tempo
prevenir a germinacgao precoce (Jiménez, 2005).

Em alguns sistemas embriogénicos, como no caso da cenoura, a
embriogénese somatica € um processo recorrente, ou seja, novos embrides
somaticos sdo formados de embribes somaticos existentes, sendo esta
proliferacdo denominada embriogénese secunddria, recorrente ou repetitiva.
Usualmente, calos embriogénicos sao mantidos e proliferam em um meio similar

ao usado para sua iniciacédo (George, 1993; Jiménez, 2005).

2.6. Fatores envolvidos na embriogénese somatica

O desenvolvimento de tipos celulares embriogénicos e ndo embriogénicos
pode ser influenciado por diferentes fatores como: gendtipo, idade e estadio de
desenvolvimento do explante, estado fisiolégico da planta doadora dos explantes
e ambientes externos que incluem composi¢cdo do meio de cultura e condigbes
fisicas de cultura. Interacdes entre todos estes fatores conduzem a inducédo e a
expressdo de um modo especifico de diferenciacdo celular e desenvolvimento
(Fehér et al., 2002; Gaj, 2004). E normalmente apdés uma mudanca em uma ou
mais condicfes de cultura que tecidos ou células induzidas alcancam o estadio de
expressdo, no qual as células exibem sua competéncia embriogénica e se

diferenciam em embrides somaticos (Jiménez, 2005).

2.6.1. Efeito dos meios de cultura

A forma como o nitrogénio é adicionado ao meio de cultura é determinante
para 0 éxito da embriogénese somatica, e a adicdo simultdnea de compostos
nitrogenados, na forma reduzida e de nitrato, tem efeito indutor na formagao de
embrides somaticos, ressaltando que o nitrogénio na forma amoniacal é essencial
para o desenvolvimento do pro-embrido (Guerra et al., 1999). Em cultura de
células de cenoura, um certo nivel de aménio intracelular é requerido para que a
embriogénese ocorra, e um suprimento de nitrogénio reduzido é necessario para

induzir altos niveis de embriogénese somatica (Fisichella et al., 2000). Para
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coniferas, a utilizacdo de glutamina, sozinha ou em combinacdo com caseina
hidrolisada, e de formas inorganicas de nitrogénio tem sido, geralmente, o
procedimento usado em diferentes fases da embriogénese somética (Garin et al.,
2000).

A sacarose tem sido a fonte de carboidrato mais usada para a
embriogénese somética, embora outros mono e dissacarideos também possam
ser utilizados. A concentracdo de sacarose influencia os processos de iniciagao e
diferenciacdo dos embrides somaticos, uma vez que seu metabolismo nas plantas
€ regulado por um grupo de genes (sacarose sintase e sacarose invertase) cujas
respostas sdo moduladas de acordo com a variacdo de sua concentracao.
Normalmente a concentragdo de 3% (p/v) de sacarose € satisfatéria para os
processos de iniciacdo e diferenciacdo (Guerra et al., 1999). O aumento da
embriogénese somatica em meios de cultura contendo sacarose pode resultar de
um aumento na concentracdo de nutriente ou de um aumento no potencial
osmotico do meio de cultura (Biahoua e Bonneau, 1999).

Arruda et al. (2000) relataram que um aumento nas concentracdes de
calcio proporcionou alto conteudo de proteina total e aclicar com aumento na
atividade de peroxidases especificas, assim como mudancas nas caracteristicas
histol6gicas de explantes de Eucalyptus urophylla. Estes autores determinaram,
com base nos resultados, que o calcio € um importante agente na inducédo da
morfogénese em Eucalyptus urophylla, especialmente da embriogénese somatica.
O efeito desse elemento sobre os conteudos de proteina total, aclcares e
atividade de peroxidases especificas conduz a mudancas que poderiam ser
responsaveis pelas alteragbes observadas nas caracteristicas histologicas dos
explantes, ao longo do cultivo que levou a morfogénese. Foi relatado que o célcio
na concentracdo de 6,62 mM estimulou a formacdo de embriogénese somatica
direta e embrides somaticos globulares na superficie do explante. Contudo, a
formacao de plantas a partir destes embrides ndo foi observada.

Segundo Perrin et al. (2001), em videira, a embriogénese somatica tem
sido alcancada em alguns gendétipos, mas a manutencdo da cultura de calos
embriogénicos friaveis ainda permanece restrita a poucos acessos. Acredita-se
que a resposta de determinados acessos de videira recalcitrantes para o cultivo in

vitro seja um reflexo dos nutrientes essenciais no meio de cultura, em que as
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respostas observadas sejam devidas a um suprimento inadequado dos
componentes do meio de cultura. Esses autores verificaram que o contetudo de
amonio desempenha um papel chave na viabilidade celular e transicdo de calos
menos embriogénicos para mais embriogénicos, como também na formacéo de
plantas. E que, ademais, a obtencédo de calos embriogénicos € fator limitante na
eficiéncia da embriogénese com vistas a obtencdo de plantas, podendo tal fator
ser superado pela melhoria do meio de cultura.

2.6.2. Tipos de explantes utilizados

O sucesso no cultivo do material vegetal in vitro é marcadamente
influenciado pela idade do tecido ou 6rgdo que serd utilizado como explante
inicial. Assim, o0s requerimentos para calogénese frequentemente diferem de
acordo com a idade do explante (George, 1993). H4 que considerar, ainda, que o
tipo de material inicial, juvenil ou adulto, assim como a posi¢cdo original do
explante na planta refletem os niveis hormonais enddgenos das células do tecido
utilizado, podendo ter importante influéncia sobre cada processo como o da
divisdo celular e formacdo de 6rgdos e embrides (Pierik, 1997). Os niveis de
substancias reguladoras de crescimento enddgenas sdo considerados como um
dos fatores cruciais influenciando o potencial embriogénico dos explantes. Parece
que explantes e culturas responsivas a embriogénese somatica sofrem um
acumulo nas taxas de auxinas enddgenas (AlA) em lugar de uma exibicdo estavel
(Gaj, 2004). Existem plantas recalcitrantes, nas quais, apenas explantes
especificos, usualmente juvenis, sdo responsivos (Jiménez, 2005).

Ressalta-se que calos originados de tecidos juvenis e/ou herbaceos,
geralmente proporcionam maiores respostas morfogénicas do que aqueles
originados de materiais provenientes de plantas adultas e/ou lenhosas (Pierik,
1997). Na maioria dos casos, a embriogénese € iniciada em embrides imaturos ou
maduros, como também em explantes provenientes de plantulas. O numero de
espécies em gque a embriogénese tem sido alcancada em explantes de arvores
maduras ainda € limitado (Bonga e Von Aderkas, 1992). A utilizagdo de tecidos
juvenis como embrides zigoticos e Ovulos é ainda a estratégia mais viavel para
alcancar a embriogénese somatica em angiospermas lenhosas e arvores

frutiferas (Muralidharan e Mascarenhas, 1987). Explantes juvenis parecem ter

15



mais alta capacidade morfogénica em espécies lenhosas (Termignoni et al.,
1996).

Nos trabalhos revisados para embriogénese somatica em Eucalyptus,
percebe-se, quase na sua totalidade, a utilizacdo de materiais juvenis como fonte
de explantes. Lakshmi Sita (1981), citado por Muralidharan e Mascarenhas
(1995), descreve a formagéao de estruturas semelhantes a embrides em cultura de
suspenséao celular de E. citriodora e E. grandis obtidas de explantes caulinares de
arvores maduras, porém, sem o posterior desenvolvimento de embrides ou
plantas. Em trabalhos mais recentes, embrides somaticos ou estruturas
semelhantes a embriées foram formados em explantes juvenis como embrides
zigéticos maduros (Muralidharan e Mascarenhas, 1987; Pinto et al., 2002),
sementes maduras germinadas (Termignoni et al., 1996), cotilédones (Ruad et al.,
1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002; Titon,
2005), hipocdtilos (Tibok et al., 1995; Ruad et al., 1997; Bandyopadhyay et al.,
1999; Arruda et al., 2000; Nugent et al., 2001; Pinto et al., 2002) e folhas obtidas
de plantulas (Watt et al., 1991; Ruad et al., 1997).

2.6.3. Efeito dos reguladores de crescimento

Com relacdo a importancia alcancada pela embriogénese somatica e dos
muitos estudos que tém sido conduzidos neste processo de desenvolvimento,
existem ainda muitos aspectos que nao foram totalmente compreendidos. Entre
0S quais, o envolvimento dos hormdnios vegetais e o0s reguladores de
crescimento em determinar a conversdo de tecidos somaticos em tecidos
embriogénicos e em permitir a progressao e maturacdo de embrides somaticos,
estdo longe de ser completamente elucidados (Jiménez, 2005).

Entre diferentes estimulos externos que induzem a rota da embriogenia
somatica, os reguladores de crescimento vegetais, como auxinas e citocininas
utilizados nos meios de cultura, tém sido mais freqientemente considerados
como os fatores de regulacdo do ciclo celular e os gatilhos para as divisbes
celulares. Diferentes dados documentam uma ligagéo entre o suprimento exégeno
de reguladores de crescimento e a ativacao de divisdes celulares e subseqiiente

diferenciacéo celular. A composicéo e a concentracao relativa dos reguladores de
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crescimento determinam tanto a habilidade do explante cultivado em responder,

quanto o modo de reacdo morfogenética (Gaj, 2004).

Apenas em alguns poucos sistemas de clonagem de plantas pela via
embriogénica somatica, os reguladores de crescimento ndo tém sido requeridos
para a inducdo do processo. Segundo Gaj (2004), meios de cultura sem
fitorreguladores tém sido empregados em menos de 7% dos protocolos, e em
mais de 80% dos protocolos responsivos a embriogénese somatica a presenca de
auxinas em separado ou em combinagdo com citocininas € fundamental, sendo
fatores chaves na determinacéo da resposta embriogénica, provavelmente devido
a sua grande participacdo na regulacéo do ciclo celular e divisdo celular. Contudo,
acido abscisico, etileno, giberelinas e outros fitorreguladores possuem um papel
regulatério que ndo pode ser ignorado nos sistemas de cultura. Além disso, uma
nova geracao de reguladores de crescimento como o tidiazuron, uma citocinina
que pertence ao grupo das fenil-uréias, estd emergindo como uma alternativa
promissora para aumentar a frequéncia de formagédo direta de embribes
somaticos até mesmo em tecidos explantes bem diferenciados (Jiménez, 2005).
Em alguns sistemas, citocininas ao invés de auxinas tém sido efetivas na inducao
da embriogénese somatica, mas estes sistemas sdo mais raros e descritos em

menos de 14% dos trabalhos mais recentes (Gaj, 2004).

Embora a presenca de uma auxina seja requerida para a formacao de
aglomerados celulares embriogénicos, sua presenca, contudo, € inibitéria nas
fases subseqientes da embriogénese, ou seja, a auxina € requerida para a
inducdo da embriogénese (processo desde células competentes a aglomerados
celulares embriogénicos), mas é inibitéria para seu desenvolvimento (processo
desde os aglomerados celulares embriogénicos a formacdo das plantas)
(Komamine et al., 1992).

Ao lado de uma grande variacdo de tipos indutores, a embriogénese
somatica ndo pode ser definida como uma resposta especifica a um ou mais
reguladores de crescimento exdgenos aplicados. Muitas das observacgdes indicam
um papel critico do estresse como um estimulo embriogénico. Niveis endégenos
de fitorreguladores, contudo, podem ser considerados como um dos maiores
fatores em determinar a especificidade de resposta celular destes estimulos

gerais de estresse (Fehér et al., 2003). Em poucos trabalhos, nos quais os
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conteudos enddégenos dos fitorreguladores foram acompanhados durante a
inducéo da embriogénese somética, um aumento transitorio dos niveis enddégenos

de AIA parece ser uma caracteristica comum (Jiménez, 2005).

A despeito do requerimento absoluto de auxinas exdgenas no cultivo in
vitro, as células vegetais em cultura produzem quantidades substanciais de
auxina enddgena AlA, em que altas concentragfes endogenas de AlA tém sido
mostradas em diferentes espécies e explantes, estando associadas a um
aumento na resposta embriogénica. Tem sido hipotetizado que a competéncia
embriogénica em cenoura esta intimamente associada a um aumento nos niveis
endogenos de AIA devido a presenca de 2,4-D. Esta auxina sintética
provavelmente age nas células ndo diretamente como uma super auxina, mas por
perturbar o metabolismo enddgeno das auxinas (Fehér et al., 2002).

Uma vez que o estimulo para o posterior desenvolvimento dos embrides
somaticos é dado (como retirada ou reducéo de auxinas), 0s niveis endégenos de
AIA devem ser reduzidos para permitir o estabelecimento de um gradiente polar
de auxinas. O crescimento continuo em meio contendo 2,4-D ndo permite uma
reducdo nos niveis de auxinas endogenas, resultando na inibicdo do

desenvolvimento do embrido (Jiménez, 2005).

2.7. Aplicagao da embriogénese somatica na area florestal

A producdo de mudas de Eucalyptus a partir de embrides somaticos seria
amplamente mais vantajosa, quando comparada com outras técnicas de
propagacao vegetativa, tal como a estaquia e a propagacao in vitro pela via
organogénica, uma vez que os embribes podem ser produzidos em grande
ndamero utilizando espagos reduzidos em laboratorio. Posteriormente, esses
embrides seriam induzidos a germinar como se fossem sementes e seriam
plantados em viveiro por semeadura. Outra vantagem reside no fato de os
embrides somaticos possuirem a mesma morfologia dos embribes zigdticos e,
deste modo, o sistema radicular ndo ser adventicio (Ratnieks e Assis, 1993). Para
espécies florestais, acrescenta-se que a producdo de sementes sintéticas em

laboratorio pode ocorrer em fluxo continuo ao longo do ano, ndo dependendo de
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perdas por condi¢cdes climaticas desfavoraveis, atague de pragas e doencas, ou
danos de baixa produc¢do, aspectos estes comumente associados a producdo de
sementes nessas espécies (Guerra et al., 1999).

Aliada a técnica de clonagem de Eucalyptus, utilizada atualmente em
escala comercial, a embriogénese somética apresenta grande potencial para
rejuvenescimento de materiais selecionados de dificil enraizamento, assim como
na regeneracéo de plantas transformadas geneticamente. Uma vez obtidas essas
plantas, o material pode ser multiplicado em grande escala pela técnica de

microestaquia, ja difundida nas empresas florestais (Xavier et al., 2007)

Contudo, deve-se ressaltar que o éxito na inducdo de embriées somaticos
e subseqglente recuperacdo de plantas viaveis ndo é rotina ou eficiente para a
maioria das espécies. A habilidade para o entendimento dos mecanismos
envolvidos na inducdo e expressdo da embriogénese somatica em diferentes
espécies aumentara o numero de gendtipos capazes de responder a propagacao
massal in vitro por este processo (Jiménez, 2001).

Em adicéo a dificuldade de iniciagdo da embriogénese somatica em alguns
genaotipos, em um grande namero de espécies lenhosas, existem problemas na
maturacdo e conversdo (germinacdo) de embribes somaticos e no
desenvolvimento de plantas completas (Ahuja, 1993). Outro problema intrinseco
esta associado a passagem pela fase de calo, que pode levar a ocorréncia de
alteracbes cromossOmicas, possibilitando a perda da fidelidade genética
(Ratnieks e Assis, 1993). Com a solucdo desses problemas, a embriogénese
somatica pode estar disponivel para a propagacdo clonal em massa de espécies

lenhosas num futuro préximo.
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CAPITULO |

Substéncias antioxidantes no controle da oxidagdao em calos obtidos a partir
de cotilédones e hipocoétilos na micropropagacgao via embriogénese

somatica de Eucalyptus grandis e E. urophylla

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da adicdo de
substancias antioxidantes no controle da oxidacdo fendlica, intensidade de
calogénese e textura em calos de cotilédones e hipocotilos na micropropagacao
de Eucalyptus grandis e E. urophylla. Foram avaliadas diferentes concentracdes
de L-cisteina (0, 50, 100, 150 e 200 mg L™), sulfato de adenina (0, 20, 40 e 80 mg
L), &cido citrico (0, 100, 200 e 300 mg L™, acido ascérbico (0, 100, 200 e 300
mg L), Polivinilpirrolidona (0; 0,8; 1,2 e 1,6 g L™), o efeito da adicdo de 10% de
agua de coco em meio de cultura utilizando PVP (0,8 g L™), &cido citrico (100 mg
L) e &cido ascorbico (100 mg L™), assim como a imersdo de explantes em
solucdo composta por 50 mg L™ de &cido ascérbico mais 75 mg L™ de &cido
citrico por 1 minuto. O regulador de crescimento utillizado em todos os
experimentos foi dicamba na concentragdo de 0,5 mg L™. Os calos foram
subcultivados a cada 30 dias e avaliado seu grau de oxidacdo. A oxidacéo
fendlica e o escurecimento dos calos foram intensos principalmente apdés o
primeiro més de cultivo. A adicdo de antioxidantes e o subcultivo dos calos a cada
30 dias se mostraram ineficientes no controle da oxidacdo fendlica para
Eucalyptus grandis e E. urophylla. A adicdo de 10% (v/v) de agua de coco
promoveu um aumento na intensidade de calejamento dos explantes, contudo,
nao apresentou efeito antioxidante, e a transferéncia dos calos para meio sem
regulador de crescimento proporcionou um maior escurecimento dos explantes e

do meio de cultura.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo comercial da cultura de tecidos em espécies de interesse
florestal tem aumentado continuamente, podendo ser citados exemplos
satisfatérios para espécies como sequodia, eucalipto, pinus etc. e tem sido
demonstrado que a micropropagacdo pode ser uma estratégia util junto as
técnicas convencionais de propagacao vegetativa (Rodriguez et al., 2005).

Entre as alternativas apontadas para a otimizacdo da clonagem e
promissoras no processo de propagacdo vegetativa de material genético
selecionado estd o0 uso de sementes sintéticas, obtidas pela técnica de
embriogénese somética. A embriogénese somatica € uma técnica da cultura de
tecidos que consiste na formacdo de embrides sem a ocorréncia da fertilizacéo,
ou seja, através de estimulos especiais, células somaticas séo induzidas a formar
embrides e posterior conversdo em plantas, passando por estadios semelhantes
aos observados na embriogénese zigotica (Guerra et al., 1999). Uma vez obtidos,
os embrides somaticos podem ser encapsulados em alginato para obtencéo de
sementes sintéticas, permitindo assim o armazenamento em baixas temperaturas

e posterior cultivo de maneira semelhante & verdadeira (Guerra et al., 2001).

Além do uso para sementes sintéticas, a embriogénese somatica pode ser
usada para obtencado de plantas geneticamente transformadas, plantas poliploides
ou de hibridos soméaticos, como também em programas de selec¢do de células e
na criopreservacdo de germoplasma (Vicient e Martinez, 1998). Também como
técnica de propagacdo, a embriogénese soméatica, em principio, apresenta-se
como ferramenta indicada para obtencdo de mudas clonais por explorar ao
maximo a juvenilidade, tendo sido reportada, na ultima década, a formacao de
embrides somaticos ou estruturas embriogénicas para um grande numero de
espécies, incluindo algumas espécies do género Eucalyptus (Muralidharan e
Mascarenhas, 1987; Watt et al., 1991; TiboK et al., 1995; Termignoni et al., 1996;
Bandyopadhyay et al., 1999; Arruda et al., 2000; Nugent et al., 2001; Pinto et al.,
2002; Titon, 2005; Prakash e Gurumurthi, 2005).

Em adicdo as caracteristicas que determinam o sucesso do cultivo in vitro,

como 0 gendtipo utilizado, ambiente fisico, meio de cultura e reguladores de
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crescimento, o desenvolvimento e a morfogénese s&do governados por
propriedades intrinsecas aos tecidos utilizados como explantes (George, 1993).
Algumas plantas cultivadas in vitro liberam no meio de cultura substancias
denominadas compostos fenodlicos, os quais, em alguns casos, podem se
apresentar em diferentes coloracdes e ser toxicos aos explantes (Paiva et al.,
2000), sendo a concentracdo destes compostos freqientemente afetada por
diversos fatores internos e externos (Lorenzo et al., 2001).

A producdo excessiva de polifendis, possivelmente pela ativacdo de
reacoes de defesa, € um problema freqientemente encontrado durante o0s
estadios iniciais da cultura, resultando no escurecimento e eventual morte dos
tecidos. Os polifendis sdo comumente considerados substancias inibidoras que
devem ser evitadas ou eliminadas do ambiente de cultivo in vitro. Varios métodos
de prevencao ao surgimento dos fenois tém sido propostos, sendo o método mais
amplamente utilizado o da transferéncia dos explantes para um novo meio.
Contudo, o aumento do numero de subcultivos resulta, em alguns casos, no
acumulo de mutacdo das células, podendo causar perdas na habilidade de as

células afetadas sofrerem embriogénese (Pan e Van Staden, 1998).

Na propagacéo in vitro de Eucalyptus, a producao de substancias fendlicas
pelo explante em cultivo pode dificultar e até mesmo impedir 0s processos
morfogénicos conduzindo o tecido a morte. Pinto et al. (2002) atribuiram ao
acumulo de compostos fenolicos uma das causas envolvidas na baixa frequéncia

de inducdo de embriogénese somatica em Eucalyptus globulus.

O termo substancia fendlica engloba grande variedade de compostos,
todos eles apresentando um grupo hidroxila ligado a um anel aromético. Eles
estdo quase universalmente presentes nas plantas e sdo conhecidos por
acumular-se em todas as partes do vegetal (Raven et al., 2001). O escurecimento
dos explantes e sua subseqliente morte, geralmente atribuido a substancias
fendlicas, sdo um dos principais problemas na iniciacdo de culturas in vitro de
espécies lenhosas. Interacbes fendlicas expressas pelo escurecimento do
explante podem conduzir o tecido & morte. Radicais livres de oxigénio podem ser
gerados durante a excisdo do material e resultar em aumento da atividade de
enzimas polifenoloxidases e peroxidases, que agem para superar os efeitos dos

radicais oxidativos (Antony et al., 2004). Estas enzimas estdo associadas a
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mecanismos de injlria e a respostas a estresses ambientais como ferimentos.
Essas respostas ao estresse envolvem a liberacdo de polifenois do vacuolo como
também a sintese de fendis no citoplasma, com a morte celular estando
correlacionada com elevados niveis de peroxidases (Tang et al., 2004).

Os agentes antioxidantes podem eficientemente melhorar a propagacéo de
plantas pela redugéo no escurecimento dos tecidos e melhorar o crescimento das
estruturas propagativas. Estes antioxidantes doam hidrogénio e podem também
reagir com compostos que sdo derivados de injarias mecéanicas e estresses
ambientais para formar compostos complexos estaveis (Tang et al., 2004). Na
tentativa de reduzir ou eliminar a acdo dos polifenéis produzidos durante o cultivo
in vitro, diferentes substancias denominadas antioxidantes tém sido adicionadas
ao meio de cultura.

No presente trabalho, avaliou-se a eficiéncia das substancias antioxidantes
L-cisteina, sulfato de adenina, acido citrico, acido ascoérbico, PVP e agua de coco
com o intuito de conter a producdo e liberacdo de substancias fendlicas durante o
cultivo de calos embriogénicos de Eucalyptus grandis e E. urophylla.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria - BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vigcosa- UFV, localizado no municipio de Vi¢osa, Minas
Gerais.

Como material genético, foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis
e Eucalyptus urophylla oriundas da area de producdo de sementes da empresa

International Paper do Brasil, localizada no municipio de Mogi Guagu, S&o Paulo.

2.2. Obtencao dos explantes

As sementes utilizadas no presente trabalho foram inicialmente lavadas em

agua corrente por cerca de um minuto e em seguida levadas a camara de fluxo
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laminar e desinfetadas com solucdo de alcool 70% (v/v) por 30 segundos e
hipoclorito de sédio 5% (v/v) durante 15 minutos, sendo posteriormente
enxaguadas seis vezes com agua desionizada e autoclavada.

No processo de germinacdo das sementes, foi utilizado o meio de cultura
MS (Murashige e Skoog, 1962), contendo metade da concentracdo dos sais e
vitaminas, 50 mg L™ de mio-inositol, 1,5% (v/v) de sacarose e 6 g L™ de agar
Merck®, tendo sido o pH ajustado para 5,7 + 0,1 e autoclavado por 15 minutos.

As sementes foram transferidas para placas de Petri descartaveis estéreis
(60 x 15 mm) contendo 15 ml de meio de cultura e vedadas com filme de PVC.
Estas sementes foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27 +
2° C, fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro, com irradiancia de 36 umol m°
2 s fornecidas por lampadas “luz do dia” branca fluorescentes e com poténcia de
20 Watts, por um periodo 10 dias, quando se dava a completa germinacdo das
sementes.

Foram utilizados como fonte de explantes, segmentos de hipocétilos com
cerca de 1,0 cm de comprimento e cotilédones totalmente expandidos, sendo

estes dispostos com a face abaxial em contato com o meio de cultura.
2.3. Inducgao de calos

Na inducdo de calos em todos os experimentos, foi utilizado o meio de
cultura composto pelos sais MS e vitaminas White (White, 1943), acrescido de
100 mg L™ de mio inositol, 3% de sacarose, 2,9 g L™ de Phytagel® (Sigma), 0,5
mg L™ de dicamba e pH ajustado para 5,7 + 1.

As culturas foram mantidas no escuro em sala de crescimento com
temperatura de 27 + 2° C. Os calos formados nos diferentes tratamentos foram
subcultivados para novo meio de cultura aos 30 dias, quando foram avaliados o
grau de oxidacao dos explantes, a textura do calo, a intensidade de calejamento e
a emissao de raizes. Uma nova avaliacdo do nivel de oxidacdo foi feita aos 60
dias.

Para o presente estudo foram utilizadas placas de Petri descartaveis
contendo 15 ml de meio de cultura com 10 explantes por placa, e, dependendo do
experimento, foram utilizadas 5 e 10 placas por tratamento. O delineamento

experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.
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2.3.1. Experimento 1— Controle da oxidagcao em calos de Eucalyptus grandis
e E. urophylla pela adicao de diferentes concentragoes de L-cisteina, sulfato

de adenina, acido citrico, acido ascérbico e PVP (polivinilpirrolidona).

Os explantes foram colocados em placas de Petri contendo meio de cultura
basico variando a concentracédo de L-cisteina (0; 50; 100; 150 e 200 mg L) e
sulfato de adenina (0, 20, 40 e 80 mg L™) para Eucalyptus grandis; e de &cido
citrico (0; 100; 200 e 300 mg L™), acido ascérbico (0; 100; 200 e 300 mg L™) e
PVP (0; 0,8; 1,2 e 1,6 g L™ para Eucalyptus grandis e E. urophylla. Foram
utiizadas 5 placas por tratamento, respectivamente, com 10 explantes de
hipocétilo e 10 de cotilédones em cada placa.

2.3.2. Experimento 2— Controle da oxidagao em calos de Eucalyptus grandis

pela imersao de explantes cotiledonares em solugao antioxidante.

Cotilédones obtidos de sementes de Eucalyptus grandis germinadas in vitro
foram excisados e imersos em solucdo antioxidante filtro-estéril composta por 50
mg L de &cido ascérbico mais 75 mg L™ de &cido citrico por 1 minuto e, em
seguida, inoculados em meio de cultura basico e mantidos no escuro em sala de
crescimento, a temperatura de 27 + 2°C por 20 dias. Apds este periodo, os calos
formados foram novamente submersos na referida solucdo antioxidante e
transferidos para os seguintes tratamentos: 3 g L™ de carvdo ativado, 50 mg L™
de &cido ascérbico + 75 mg L™ de &cido citrico, 10 pM de STS (tilsulfato de prata),
100 mg L™ de &cido citrico, 100 mg L™ de Acido ascérbico e sem antioxidante,
permanecendo nas mesmas condi¢cdes de incubacao. Apds 30 dias de cultivo foi
realizada uma avaliagcdo dos niveis de oxidacdo fenodlica. Foram utilizadas 5

placas por tratamento com 10 explantes de cotilédones em cada placa.

2.3.3. Experimento 3— Agua de coco (10% v/v) em meio de cultura contendo
PVP, acido citrico e acido ascérbico no controle da oxidagao de calos de
Eucalyptus urophylla.

Avaliou-se o efeito da adicdo de 10% (v/v) de &gua de coco em calos
oriundos de cotilédones e hipocotilos de E. urophylla, obtidos em meio de cultura
basico contendo os seguintes antioxidantes: 100 mg L™ de &cido ascérbico, 100
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mg L de acido citrico e 0,8 g L de PVP. Foram utilizadas 10 placas por
tratamento com seus respectivos 10 explantes de hipocétilo e 10 de cotilédones
em cada placa. Aos 30 dias foram realizadas avaliacdes quanto a intensidade de
calejamento, textura dos calos, presenca de raizes e niveis de oxidacéo fendlica.
Os calos foram em seguida transferidos para meio JADS (Correia et al., 1995)
com regulador (0,5 mg L™* de dicamba) e sem regulador; e realizada nova
avaliacao aos 60 dias. Nesta etapa, foram utilizadas 5 placas por tratamento com
10 explantes de hipocdtilo e 10 de cotilédones em cada placa.

2.4, Conducgao e avaliagées experimentais

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o
inteiramente casualizado, utilizando-se 5 repeti¢coes por tratamento e 10 explantes
por repeticdo, exceto para o0 experimento com agua de coco, em que foram
utilizadas 10 repeticdes na primeira etapa e 5 repeticdes na segunda.

O desenvolvimento dos calos foi acompanhado periodicamente e avaliados
a intensidade de calejamento, textura dos calos e niveis de oxidacao fendlica.

Para as avaliagbes visuais, foi utilizada uma lupa binocular com aumento
de 10 vezes, enquanto as avaliacdes de intensidade de calejamento foram feitas
por comparacédo, sendo discriminadas como baixa, média e alta.

Para avaliacdo da textura, os calos foram classificados como friaveis
(células frouxamente ligadas), compactos (células firmemente ligadas) e texturas
intermediarias, classificadas como semifriaveis e semicompactas.

Com relacéo aos niveis de oxidacao: baixo se refere ao calo com coloracao
amarelo-escura tendendo a um marrom claro; nivel médio ao calo com maior
parte da area escurecida ou apresentando uma coloracdo marrom mais escura; e

alto ao calo totalmente escurecido.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Independentemente do experimento realizado com diferentes substancias
antioxidantes, observou-se alto indice de calejamento nos explantes obtidos em

meio basico, utilizando-se 0,5 mg L™ de dicamba. Os calos formados, tanto nos

explantes cotiledonares, como nos de hipocétilos, apresentavam coloracdo
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amarelo-clara, e os calos compactos obtidos de hipocétilos tendiam a apresentar
aspecto aquoso e, embora calejassem pouco, expandiam-se chegando a atingir
duas vezes seu comprimento original. Esta caracteristica pode ser observada nos
diferentes experimentos com antioxidantes. O inicio do calejamento se dava na
face abaxial dos explantes em contato com o meio de cultura e, ao final de 20

dias, estavam totalmente calejados.

3.1. Controle da oxidagao em calos de Eucalyptus grandis pela adigao de L-

cisteina.

Os explantes cultivados em meio com diferentes concentragbes de L-
cisteina apresentaram 100% de calejamento em todos os tratamentos, exceto
para o tratamento testemunha (0 mg L™ de L-cisteina) em hipocétilo, que foi de
98%. A intensidade de calejamento observada foi de baixa a alta para os
tratamentos de 0; 100; 150 e 200 mg L™, sendo observados 2% de intensidade
alta no tratamento de 50 mg L™, tanto para hipocétilo, como para cotilédone
(Figura 1).

Calos friaveis puderam ser observados com maior intensidade no
tratamento sem antioxidante em cotilédones, predominando a textura semifriavel
para este tipo de explante, tendo havido no hipocétilo predominancia de calos
compactos e semicompactos (Figura 2).

Embora a oxidagéo tenha sido observada em todos os tratamentos aos 30
dias de cultivo, ela ocorreu em sua maioria nos niveis baixo e médio, com maior
porcentagem de calos com baixa oxidacdo para os dois tipos de explantes
utilizados, mas néo apresentando diferenca significativa entre os tratamentos pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade. Problemas decorridos do acumulo de
compostos fendlicos para Eucalyptus também foram citados por Nugent et al.
(2001), na obtencdo de embribes somaticos em Eucalyptus globulus, em que
calos que formaram embrides somaticos tendiam a acumular compostos fendlicos

com poucas semanas de iniciacao.
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Figura 1- Intensidade de calejamento em cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus
grandis aos 30 dias de cultivo em diferentes concentragdes de L-
cisteina. As barras indicam o desvio das médias.
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Cotilédone Hipocétilo

Figura 2- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocétilos de
Eucalyptus grandis aos 30 dias de cultivo em diferentes concentragdes
de L-cisteina, sendo F (friavel), SF (semifriavel), C (compacto) e SC
(semicompacto). As barras indicam o desvio das médias.

No presente trabalho, pdde-se observar uma porcentagem maior de calos
no nivel baixo de oxidacdo nos tratamentos de 50 mg L™ para cotilédones e 150
mg L™ para hipocétilos (Figura 3).

Apos 60 dias de cultivo, todos os explantes apresentaram 100% de
oxidacdo. Para os calos obtidos de cotilédones, a concentracdo de 200 mg L™
proporcionou a menor porcentagem de calos no nivel alto e a maior porcentagem
de calos no nivel baixo, quando comparado com os demais tratamentos, porém,
sem diferenca significativa. Para o hipocatilo, as concentracdes de 50 e 150 mg L

! foram mais efetivas no controle da oxidac&o, com menor porcentagem de calos
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com nivel alto, quando comparado com a testemunha (sem antioxidante), porém,
n&o diferindo de 100 e 200 mg L™ pelo teste Tukey a de 5% de probabilidade.

mBAIXO @MEDIO OJALTO mTOTAL EBAIXO gMEDIO OALTO mTOTAL

Oxidacéo (%)
Oxidacéo (%)

100 mg/L 0 mg/L 50 mg/L 100 mg/L 150 mg/L 200 mg/L
Cotilédone Hipocétilo

Figura 3- Nivel de oxidacdo dos calos obtidos em explantes de cotilédones e
hipocétilos de Eucalyptus grandis aos 30 e 60 dias (30d e 60d) de
cultivo nos diferentes tratamentos de L-cisteina. As barras indicam o
desvio das médias.

Lorenzo et al. (2001), na formacdo de gemas adventicias em cana de
acucar, demonstraram que, embora a L-cisteina tenha promovido reducédo de
compostos fendlicos no meio de cultura, ela reduziu a formagdo de gemas. No
presente estudo, a adicdo de L-cisteina ao meio de cultivo ndo promoveu
mudancas na resposta morfogénica observada, quando comparado com o
tratamento sem a referida substancia, ndo tendo evitado, contudo, a liberagdo e o

acumulo de compostos fendlicos.

3.2. Controle da oxidagao em calos de Eucalyptus grandis pela adicao de

diferentes concentragoes de sulfato de adenina.

A intensidade de calejamento observada nos diferentes tratamentos foi em
sua maioria baixa para os dois tipos de explantes utilizados, ndo tendo sido
observado calejamento na intensidade alta (Figura 4).

Calos friaveis foram observados nos tratamentos de 0 e 20 mg L™ de
sulfato de adenina para cotilédones e 40 mg L™ para hipocétilo, contudo, em
pequena porcentagem. A textura predominante dos calos obtidos de cotilédones
foi o semifriavel, sendo que para calos obtidos de hipocétilos predominaram o0s
calos compactos e semicompactos (Figura 5).
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Segundo Dhar e Upreti (1999), aliado a caracteristicas antioxidantes, o
sulfato de adenina pode estimular o crescimento celular e melhorar a
morfogénese por proporcionar uma fonte de nitrogénio disponivel para a célula,
podendo geralmente ser disponibilizado mais rapidamente que 0s nitrogénios
organicos. Contudo, no presente trabalho, a adicdo desta substancia nao

influenciou na resposta morfogénica de calos obtidos de cotilédones e hipocétilos

de E. grandis.
\l BAIXO O MEDIO @ ALTO B BAIXO O MEDIO @ ALTO

100 100
g 80 S 80

o o
E 60 7 E 60 -

(] (]
& 201 5 40+

@ @
8 20 8 20
0 04

0mglL 20mg/L  40mgL  80mglL 0mg/L 20mg/L  40mg/lL  80mg/L

Cotilédone Hipocétilo

Figura 4- Intensidade de calejamento em cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus
grandis aos 30 dias de cultivo em diferentes concentragbes de sulfato
de adenina. As barras indicam o desvio das médias.

Foram observados os trés niveis de oxidagdo para calos oriundos de
explante cotiledonar aos 30 dias de cultivo. Embora as médias obtidas nos
diferentes tratamentos para este tipo de explante ndo diferissem estatisticamente,
o controle sem antioxidante apresentou o melhor resultado seguido da
concentracdo de 40 mg L™ de sulfato de adenina aos 30 dias de cultivo. Aos 60
dias de cultivo, a porcentagem de calos com alta taxa de oxidacdo se mostrou
elevada, sendo os melhores resultados de 20 e 40 mg L™ (Figura 6).

Para os calos obtidos de hipocoétilos, ndo foi observado nivel alto de
oxidagcdo aos 30 dias de cultivo, sendo que a concentracdo de 80 mg L™
apresentou o pior resultado nesta data, diferindo estatisticamente dos demais
tratamentos a 5% de probabilidade pelo teste Tukey. Aos 60 dias de cultivo, os
melhores resultados foram obtidos para o controle, com as menores médias de
calos no nivel alto de oxidacdo, que se apresentou superior aos tratamentos de

20 e 40 mg L™, sendo que o tratamento de 80 mg L™ apresentou o pior resultado.
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Figura 5- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocétilos de
Eucalyptus grandis aos 30 dias de cultivo em diferentes concentragbes
de sulfato de adenina, sendo F (friavel), SF (semifriavel), C (compacto)
e SC (semicompacto). As barras indicam o desvio das médias.
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Figura 6- Nivel de oxidacdo dos calos obtidos em explantes de cotilédones e
hipocétilos de Eucalyptus grandis aos 30 e 60 dias (30d e 60d) de
cultivo nos diferentes tratamentos de sulfato de adenina. As barras
indicam o desvio das médias.

O escurecimento de explantes nodais de lianas (Bauhinia vahlii) pela
producdo de compostos fendlicos no estabelecimento de culturas in vitro desta
espécie foi 0 maior obstaculo enfrentado por Dhar e Upreti (1999), tendo a adicédo
de 100 mg L™ de sulfato de adenina ao meio de cultivo proporcionado um
aumento no indice de sobrevivéncia dos explantes.

No presente trabalho, a adicdo de diferentes concentracdes de sulfato de
adenina ndo proporcionou uma diminuicdo nos niveis de oxidacdo, tendo sido os
melhores resultados obtidos aqueles observados nos tratamentos sem sulfato de

adenina.
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3.3. Controle da oxidagcdao em calos de Eucalyptus grandis e E. urophylla

pela adigao de diferentes concentragdes de acido citrico.

O calejamento experimentado pelos explantes de hipocotilos e cotilédones
obtidos nos diferentes tratamentos com acido citrico foi em sua maioria de baixa

intensidade para Eucalyptus urophylla e E. grandis (Figura 7).

Eucalyptus grandis
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Figura 7- Intensidade de calejamento em cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus
grandis e E. urophylla aos 30 dias de -cultivo em diferentes
concentracdes de acido citrico. As barras indicam o desvio das médias.

Tanto para Eucalyptus urophylla, como E. grandis, a testemunha sem acido
citrico foi a que apresentou maior porcentagem de calos compactos em explantes
cotiledonares, quando comparada com os demais tratamentos, tendo sido,

contudo, superior as texturas semifriavel e semicompacta somente para E.

urophylla. Calos obtidos de hipocétilos de E. urophylla também apresentaram

porcentagens maiores de calos compactos, quando comparados com E. grandis

(Figura 8).

Para explantes cotiledonares de Eucalyptus urophylla, p6de-se observar,
aos 30 dias de cultivo, alta taxa de calos apresentando nivel médio de oxidacao,

sendo nesta data o melhor tratamento para controle da oxidacao, obtido na
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concentracdo de 300 mg L™ de Acido citrico para as duas espécies de Eucalyptus.
No entanto, aos 60 dias de cultivo, calos de E. urophylla apresentaram 100% de
alto nivel de oxidagdo, exceto para o controle sem antioxidante. Calos de E.
grandis aos 60 dias de cultivo apresentaram melhor resultado de controle da
oxidagdo com a concentracdo de 300 mg L™ de &cido citrico, embora ndo tenha

apresentado diferenca estatistica com os demais tratamentos (Figura 9).
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Figura 8- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocétilos de
Eucalyptus grandis e E. urophylla em diferentes concentracfes de
acido citrico aos 30 dias de cultivo, sendo F (friavel), SF (semifriavel), C
(compacto) e SC (semicompacto). As barras indicam o desvio das
médias.

As trés concentracfes de acido citrico utilizadas mostraram ser mais
efetivas no controle da oxidacdo para calos de hipocétilos de E. urophylla, quando
comparadas a testemunha sem antioxidante, com maiores percentagens de calos
na classe de nivel baixo de oxidacdo aos 30 dias de cultivo. Aos 60 dias, embora
ndo tenha havido diferenca significativa entre os tratamentos, as menores
porcentagens de calos com oxidagcdo na classe alta foram encontradas na
testemunha. Para calos de hipocétilo de E. grandis, a concentracéo de 100 mg L™

apresentou a maior porcentagem de calos com baixo nivel de oxidacdo aos 30
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dias de cultivo, porém, ndo diferindo significativamente dos demais tratamentos.
Todavia, aos 60 dias de cultivo, a concentracéo de 300 mg L™ foi mais efetiva no
controle da oxidagao.

A utilizacdo de A&cido citrico na concentracdo de 100 mg L* na
micropropagacdo de Gymnema sylvestre promoveu o controle da oxidacao
fendlica, além de proporcionar um aumento na producdo de gemas normais e

saudaveis, assim como sua melhor diferenciacdo (Komalavalli e Rao, 2000).
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Figura 9- Nivel de oxidacdo dos calos obtidos em explantes de cotilédones e
hipocaétilos de Eucalyptus grandis e E. urophylla aos 30 e 60 dias (30d
e 60d) de cultivo nos diferentes tratamentos de acido citrico. As barras
indicam o desvio das médias.

Segundo Antony et al. (2004), o acido citrico € um antioxidante que pode
ser inicialmente benéfico na reducédo da oxidacdo fendlica, mas sua presenca em
altos niveis pode interferir no sistema de transporte de elétrons, perturbando o
metabolismo de energia durante o crescimento.

No presente estudo, aos 30 dias de cultivo, a utilizacdo de acido citrico na
concentracéo de 300 mg L™ apresentou bons resultados no controle da oxidacao
de calos cotiledonares nas duas espécies estudadas, permanecendo eficiente aos

60 dias de cultivo somente para E. grandis. Para calos oriundos de hipocétilo em
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E. urophylla, as trés concentracfes utilizadas mostraram ser mais efetivas no
controle da oxidacdo aos 30 dias de cultivo, quando comparadas com a

testemunha.

3.4. Controle da oxidagcao em calos de Eucalyptus grandis e E. urophylla

pela adigcao de diferentes concentragoes de acido ascoérbico.

Assim como nos experimentos anteriores, a intensidade de calejamento foi
baixa na maioria dos tratamentos para ambos 0s explantes e espécies, com
excecdo dos tratamentos de 100 e 200 mg L™ para explante cotiledonar em E.
grandis que tiveram, respectivamente, as porcentagens de 58 e 61% de calos
com intensidade média de calejamento.

Para os explantes cotiledonares, péde-se observar uma predominancia de
calos semifridveis, com baixa porcentagem de calos compactos, exceto para o
tratamento de 300 mg L™* em E. urophylla, sendo que para hipocétilos predominou
a textura compacta (Figura 10).

Com relacao aos niveis de oxidacao, aos 30 dias de cultivo para explantes
cotiledonares predominou o nivel médio em E. urophylla, em que o melhor
resultado obtido foi com 100 mg L™*, com as porcentagens de 46 e 54% de
intensidades baixa e média, respectivamente. Para E. grandis, o tratamento
testemunha, sem antioxidante, proporcionou o0 melhor resultado aos 30 dias de
cultivo, porém, sem diferenca significativa com relacdo aos demais tratamentos
(Figura 11). Aos 60 dias de cultivo, embora ndo tenha havido diferenca estatistica
entre os tratamentos para E. grandis, a testemunha proporcionou o melhor
resultado com a maior porcentagem de calos no nivel baixo, quando comparada
esta mesma variavel para os demais tratamentos. Em E. urophylla, contudo, a
concentracédo de 300 mg L™ foi mais eficaz em conter a oxidac&do, apresentando
as menores percentagens de calos no nivel alto, sendo estatisticamente superior

a testemunha.
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Figura 10- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocotilos de
Eucalyptus grandis e E. urophylla aos 30 dias de cultivo, nos diferentes
tratamentos com &cido ascorbico, sendo F (fridvel), SF (semifriavel), C
(compacto) e SC (semicompacto). As barras indicam o desvio das
médias.

Para calos obtidos de hipocétilos, aos 30 dias de cultivo para E. urophylla,
nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos, com o controle
apresentando as maiores porcentagens de calos com nivel baixo de oxidagdo. Em
calos de E. grandis, os tratamentos testemunha e 100 mg L™ apresentaram as
maiores porcentagens de calos no nivel baixo de oxidacéo, tendo o tratamento de
100 mg L™ sido o mais eficaz para o controle de oxidacdo aos 30 dias de cultivo.

Os niveis de oxidagcdo observados aos 60 dias de cultivo mostraram ser 0s
tratamentos de 0 e 100 mg L™ mais eficazes no controle da oxidac&o, com a
testemunha sem antioxidante apresentando as menores taxas de calos no nivel
alto de oxidacédo para as duas espécies de Eucalyptus estudadas.

O cultivo in vitro de espécies de Acacia manifesta um escurecimento do
meio de cultura e um prejuizo a micropropagacdo. Os compostos
polivinilpirrolidona (PVP), &cido ascérbico, acido citrico e carvdo ativado séo
comumente utilizados como antioxidantes e adsorventes na prevencdo do

escurecimento em Acacia auriculiformis, A catechu e A. sinuata. Dos compostos
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citados acima, o acido ascorbico na concentracdo de 567,7 uM tem sido o mais
eficaz, sustentando a proliferacio de gemas axilares e prevenindo o
escurecimento do meio de cultura, ao contrario dos &cido citrico e PVP, menos

eficientes no controle da oxidagdo em A. sinuata (Vengadesan et al., 2002).
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Figura 11- Nivel de oxidacdo dos calos obtidos em explantes de cotilédones e
hipocétilos de Eucalyptus grandis e E. urophylla aos 30 e 60 dias (30d
e 60d) de cultivo nos diferentes tratamentos com acido ascoérbico. As
barras indicam o desvio das médias.

Em explante cotiledonar de E. urophylla, o &cido ascérbico na
concentracdo de 300 mg L™ mostrou-se eficaz em conter a oxidagéo fendlica aos
60 dias de cultivo. Melo et al. (2001) observaram que o acido ascorbico foi a
substancia mais eficiente no controle da oxidacdo e proporcionou as maiores
porcentagens de germinagdo em embrides zigéticos de guarirobeira. No presente
estudo, aos 60 dias de cultivo para explante obtido de hipocétilo nas duas
espécies estudadas, as menores taxas de oxidacdo foram observadas em calos
cultivados em meio sem adicdo de acido ascorbico, ndo tendo a referida

substancia influenciado de forma positiva no controle da oxidagéo fendlica.
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3.5. Controle da oxidagcdao em calos de Eucalyptus grandis e E. urophylla

pela adicao de diferentes concentragées de Polivinilpirrolidone (PVP).

As diferentes concentracdes de PVP utilizadas no presente estudo para os
tipos de explantes e espécies de Eucalyptus analisados néo influenciaram a
calogénese, com as maiores porcentagens no nivel baixo de calejamento (Figura
12).
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Figura 12- Porcentual de calejamento em cotilédones e hipocotilos de Eucalyptus
grandis e E. urophylla aos 30 dias de cultivo, nos diferentes
tratamentos com PVP. As barras indicam o desvio das medis.

Em calos cotiledonares de E. grandis, as texturas predominantes foram a
friavel e a semifriavel, enquanto em calos cotiledonares de E. urophylla, as
texturas predominantes foram a semifridvel e a semicompacta. Em calos oriundos
de hipocotilo, observou-se uma porcentagem maior de calos compactos em
relacdo aos calos cotiledonares (Figura 13).

Os niveis de oxidacao dos calos formados em explantes cotiledonares e de
hipocotilo das duas espécies de Eucalyptus estudadas aos 30 dias de cultura ndo

diferiram estatisticamente. P6de-se observar, contudo, em calos cotiledonares de
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E. urophylla formados em 0,8 g L* de PVP e em 1,6 g L™ de PVP para E. grandis,
uma porcentagem maior de calos com baixo nivel de oxidacao (Figura 14).
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Figura 13- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocétilos de
Eucalyptus grandis e E. urophylla aos 30 dias de cultivo nos diferentes
tratamentos com PVP, sendo F (friavel), SF (semifriavel), C (compacto)
e SC (semicompacto). As barras indicam o desvio das médias.

Para calos provenientes de hipocétilo, aos 30 dias de cultivo, as maiores
percentagens de calos no nivel baixo de oxidac&do foram alcancadas com 0,8 g L™
de PVP em E. urophylla e 0,0 g L™ para E. grandis, com estes tratamentos
apresentando a menor porcentagem de explantes totais oxidados. Aos 60 dias de
cultivo, para E. urophylla, os tratamentos ndo apresentaram diferenca quanto ao
nivel de oxidacdo, podendo-se observar que na concentracdo de 0,8 mg L™ de
PVP os calos apresentaram as maiores percentagens no nivel baixo e as
menores no nivel alto, quando comparados os diferentes tratamentos. Em E.
grandis, as maiores percentagens de calos com niveis baixo e médio de oxidacao
puderam ser observados nos tratamentos com 1,6 g L™ de PVP e na testemunha

sem antioxidante.
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Segundo Pan e Van Staden (1998), a incorporacdo de compostos como
PVP e carvao ativado ao meio de cultura pode amenizar o problema da oxidacgao,
prevenindo o escurecimento do explante em algumas espécies pela adsorcéo dos
compostos fenodlicos e inativacdo das polifenoloxidases e peroxidases. Na
producdo de gemas axilares de macieira, a utilizacédo de 1 g L™* de PVP no meio
de cultura mostrou ser benéfica ao estabelecimento dos explantes, quando
comparado com o controle sem antioxidante, impedindo a liberagdo dos
compostos fendlicos, melhorando a cor e a textura dos explantes e aumentando

sua porcentagem de sobrevivéncia (Modgil et al., 1999).
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Figura 14- Nivel de oxidag&o dos calos obtidos em explantes de cotilédones e
hipocotilos de Eucalyptus grandis e E. urophylla aos 30 e 60 dias (30d
e 60d) de cultivo nos diferentes tratamentos com PVP. As barras
indicam o desvio das médias.

Bandyopadhyay et al. (1999), em trabalhos de organogénese em
Eucalyptus nitens e Eucalyptus globulus, ndo observaram nenhum efeito positivo
de PVP (0,1 — 1,0% p/v) quando este foi adicionado ao meio de cultura. A adicao
de PVP na micropropagacédo de Gymnema sylvestre no trabalho de Komalavalli e

Rao (2000) reduziu o nimero de gemas formadas por explante, provavelmente
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devido a adsorcdo de componentes essenciais que acompanham a adsorcao de
fatores inibitorios.

No presente estudo, a adicdo de PVP ndo promoveu a reducédo da
oxidacao fendlica, resultado que corrobora aqueles encontrados por Titon (2005),
em que nédo foi observada reducdo da oxidacédo fendlica em calos formados de

explantes juvenis de Eucalyptus grandis com a adicao de PVP.

3.6. Controle da oxidagao em calos de Eucalyptus grandis pela imersao de

explantes cotiledonares em solugao antioxidante.

A porcentagem de oxidag&o de calos cotiledonares de E. grandis variou em
funcdo do tipo de antioxidante utilizado (Figura 15). O melhor resultado de
controle da oxidacéo, aos 50 dias de cultivo, foi alcancado com a concentracao de
10 pM de STS. Com excecao do tratamento com carvdo em que ndo foram
observados calos com nivel baixo de oxidacdo, nos demais tratamentos né&o
houve diferenca significativa neste nivel de oxidacdo. O tratamento com carvao
proporcionou os piores resultados com 100% dos explantes exibindo alto nivel de
oxidacdo aos 50 dias de cultivo, com o tratamento com STS proporcionando as
menores taxas de oxidacao aos 50 dias de cultivo.

A pratica de imersdo dos explantes em solucdo antioxidante, como forma
de minimizar a oxidacao fendlica, foi utilizada por Dhar e Upreti (1999), em que,
apos os cortes, 0s explantes nodais de Bauhinia vahlii foram imersos em solucao
filtro estéril de 50 mg L™ de &cido ascérbico + 75 mg L™ de 4cido citrico antes da
inoculacdo no meio de cultura. Da mesma forma, o controle da alta oxidagéo em
explantes adultos de Cleistanthus collinus e, consequentemente, sua
sobrevivéncia, foi satisfatorio imergindo os explantes em uma solucdo estéril de
PVP 40 (3,75 uM) e acido citrico (520,5 uM) por 10 minutos antes da inoculacéo e
pela adicdo desses compostos ao meio de cultivo (Quraishi e Mishra, 1998).

No presente estudo, a imersdo dos explantes em solugéo filtro-estéril
composta por 50 mg L™ de acido ascérbico mais 75 mg L™ de é&cido citrico e
posterior inoculagcdo em meio de cultivo com diferentes substancias antioxidantes
nao foram eficientes no controle da oxidacao fendlica para explante cotiledonar de
Eucalyptus grandis, em que o experimento utilizando carvao ativado proporcionou

0S piores resultados quando comparado com o0s demais tratamentos.
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Bandyopadhyay et al. (1999) ndo observaram nenhum efeito positivo na adicdo de
carvao ativado quando 1% (p/v) dessa substancia foi adicionada ao meio de
cultivo para producdo de gemas adventicias em Eucalyptus nitens e Eucalyptus
globulus. A utilizacdo do carvdao ativado também n&o minimizou a oxidacao
fendlica em calos formados de explante juvenil de Eucalyptus grandis, sendo

também inibitério na fase de inducg&o de calos (Titon, 2005).

‘- BAIXO @ MEDIO 0 ALTO @ TOTAL ‘

100 - — — — — — —

80 -

60 -

40 1

Oxidacao (%)

20 -

Carvéo ASC+CIT STS cr ASC S/ANT

Figura 15- Nivel de oxidag&o dos calos obtidos em explantes de cotilédones de
Eucalyptus grandis aos 50 dias de cultivo nos diferentes tratamentos
com os antioxidantes S/ANT (sem antioxidante), STS (10 uM de
tilsulfato de prata), CIT (100 mg L™ de &cido citrico), ASC+CIT (50 mg
L™ &cido ascérbico + 75 mg L™ acido citrico), ASC (100 mg L™ &cido
ascorbico) e carvdo (3 g L™ de carvdo ativado). As barras indicam o
desvio das médias.

3.7. Adigao de agua de coco (10% v/v) em meio de cultura contendo PVP (0,8
g L™), acido citrico (100 mg L™) e acido ascérbico (100 mg L") para controle

da oxidagao de calos de Eucalyptus urophylla.

A adicdo de agua de coco ao meio de cultura aumentou a intensidade de
calejamento, tanto para explantes cotiledonares, como para hipocotiledonares de
E. urophylla, sendo que a maior porcentagem de calos na intensidade alta de
calejamento foi obtida no tratamento de PVP adicionado de agua de coco para 0s

dois tipos de explantes (Figura 16).
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Figura 16- Intensidade de calejamento em explantes de cotilédones e hipocotilos
de Eucalyptus urophylla nos tratamentos de 0,8 g L™* de PVP, 100 mg
L™ de &cido ascérbico (AA) e 100mg L™ de &acido citrico (AC) com (cc)
e sem (sc) adicdo de 10% (v/v) de &gua de coco. As barras indicam o
desvio das médias.

A textura dos calos formados pelos dois tipos de explantes também foi
influenciada pela adicdo de agua de coco ao meio de cultura, com maiores
porcentagens de calos na classe friavel, quando comparado com os diferentes
tratamentos com e sem agua de coco. Nos tratamentos sem agua de coco, as
texturas predominantes foram a semifriavel e a semicompacta, sendo poucos 0s
calos na textura compacta nos diferentes tratamentos (Figura 17). A adicdo de
agua de coco (5 — 10%) em trabalho de organogénese para Eucalyptus nitens e
E. globulus provou ser benéfica para a formacgédo de calos de boa aparéncia em
ambas as espécies de Eucalyptus estudadas (Bandyopadhyay et al., 1999).

Com relacdo aos niveis de oxidacdo, na avaliacédo feita aos 30 dias de
cultivo para calo cotiledonar, ndo foi encontrada diferenca significativa nos niveis
médio e alto de oxidacao para os diferentes tratamentos. No nivel baixo, péde ser
observado, para os tratamentos com PVP e acido citrico, que calos em meio de
cultura sem agua de coco apresentaram taxas estatisticamente maiores nesta
categoria, o mesmo ocorrendo com acido ascérbico, porém, de forma nao
significativa. Contudo, a adicdo de agua de coco influenciou positivamente os
niveis totais de oxidagdo, em que as menores porcentagens totais de oxidacao

foram obtidas nos meios com agua de coco.
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Figura 17- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocétilos de
Eucalyptus urophylla, nos tratamentos de 0,8g L™ de PVP, 100mg L™
de acido ascérbico (AA) e 100mg L™ de acido citrico (AC) com (cc) e
sem (sc) adicdo de 10% (v/v) de agua de coco, sendo F (friavel), SF
(semifriavel), C (compacto) e SC (semicompacto). As barras indicam o
desvio das médias.

Em calos provenientes de hipocotilos ndo foi observada diferenca
significativa nos niveis baixo, médio e alto de oxidacdo para os diferentes
tratamentos, mas os tratamentos sem agua de coco proporcionaram uma taxa
melhor de calos com baixo nivel de oxidacdo (Figura 18). Para porcentagens
totais de oxidacdo, ndo houve diferenca significativa para acido citrico e PVP, mas
para o acido ascorbico, a adicdo de agua de coco ao meio de cultura
proporcionou uma meédia significativamente menor de oxidacao nos calos, quando

comparado ao tratamento sem 4gua de coco.
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Figura 18- Nivel de oxidacdo dos calos obtidos em explantes de cotilédones e
hipocotilos de Eucalyptus urophylla aos 30 dias de cultivo nos
tratamentos de 0,8g L™ de PVP, 100mg L™ de &cido ascérbico (AA) e
100mg L™* de Acido citrico (AC) com (cc) e sem (sc) adicdo de 10%
(v/v) de &gua de coco. As barras indicam o desvio das médias.
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Aos 60 dias de cultivo, quando foi analisado o efeito da interacdo entre
agua de coco e adicdo ou ndo de reguladores de crescimento para hipocétilo, ndo
foi encontrada diferenca significativa para as varidveis estudadas. Embora a
adicdo de agua de coco e de reguladores de crescimento ndo tenha interferido
nos niveis de oxidacdo, com a maior porcentagem dos calos com taxas altas de
oxidacdo os meios sem regulador de crescimento apresentaram neste periodo um
grande escurecimento do meio de cultura, fato néo foi observado nos meios com
regulador de crescimento (Figura 19). Pinto et al. (2002) observaram, em trabalho
com producdo de embrides somaticos de Eucalyptus globulus, que calos
embriogénicos com estruturas globulares transferidos para meio de cultura sem
reguladores de crescimento se tornavam intensamente amarronzados devido a
producdo de compostos fendlicos, contudo, era possivel detectar aglomerados

embriogénicos de coloracdo amarela em diferentes estadios de diferenciacéo.
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Figura 19- Nivel de oxidacdo dos calos obtidos em explantes de hipocétilos de
Eucalyptus urophylla aos 60 dias de cultivo nos tratamentos de 0,8 g
L™ de PVP, 100 mg L™ de &cido ascérbico (AA) e 100 mg L™ de 4cido
citrico (AC) com (cc) e sem (sc) adicdo de 10% (v/v) de dgua de coco
e com (cr) e sem (sr) adicao de 0,5 mg L? de dicamba. As barras
indicam o desvio das médias.
Os niveis de oxidacdo aos 60 dias de cultivo para explantes cotiledonares
se mostraram altos nos diferentes tratamentos com e sem agua de coco e
regulador de crescimento. Nos tratamentos em que o antioxidante foi adicionado

juntamente com regulador e agua de coco, pode ser observado que 100% dos
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calos nos tratamentos de acido ascorbico e acido citrico e 96% dos calos com
PVP estavam com nivel alto de oxidacdo, ndo tendo a adicdo de agua de coco
proporcionado uma diminuicdo nos niveis altos de oxidacdo. O melhor resultado
alcancado foi proporcionado pelo acido ascérbico sem agua de coco e com
regulador de crescimento. Assim como ocorreu com 0s calos provenientes do
hipocdtilo, meios de cultura isentos de regulador de crescimento apresentaram

um alto escurecimento no meio de cultura (Figura 20).
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Figura 20- Nivel de oxidacdo dos calos obtidos em explantes de cotilédoned de
Eucalyptus urophylla aos 60 dias de cultivo nos tratamentos de 0,8 g
L™ de PVP, 100 mg L™ de &cido ascérbico (AA) e 100 mg L™ de &cido
citrico (AC) com (cc) e sem (sc) adicdo de 10% (v/v) de dgua de coco
e com (cr) e sem (sr) adicdo de 0,5 mg L de dicamba. As barras
indicam o desvio das médias.

4- CONCLUSOES

Os diferentes antioxidantes ndo foram eficientes em conter a oxidacao
fendlica de calos formados a partir de cotilédones e hipocoétilos de Eucalyptus
grandis e E. urophylla, e o subcultivo dos calos para novo meio de cultura a cada
30 dias ndo conteve a progressao da oxidacao fendlica.

A adicdo de 10% de agua de coco afetou a textura e a intensidade de
calejamento dos calos obtidos de cotilédones e hipocétilos de E. urophylla.
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A transferéncia dos calos para meio sem regulador de crescimento
acarretou um alto escurecimento dos explantes e do meio de cultura.
N&o foi observada nenhuma resposta morfogenética em nenhum dos

experimentos realizados.
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CAPITULOII

TDZ na indugéao de calos embriogénicos em folhas e segmentos internodais

de dois clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla

RESUMO: O presente trabalho objetivou avaliar o efeito do TDZ na inducdo de
embriogénese somética em explantes internodais e foliares de dois clones de
Eucalyptus grandis x E. urophylla. Os calos foram induzidos em meio de cultura
MS contendo diferentes combinacbes de TDZ com zeatina, ANA, dicamba e
picloran. Os resultados de calejamento obtidos foram diferentes entre os clones,
sendo os melhores tratamentos com TDZ, ZEA e ANA. N&o foi observada
presenca de raizes em nenhum experimento, assim como também n&o foi

observada presenca de estruturas embriogénicas.

1. INTRODUGAO

A micropropagacdo de espécies lenhosas vem sendo estudada ha varias
décadas e tem como objetivo basico o estabelecimento de uma metodologia de
multiplicacé@o clonal de individuos superiores.

Como aplicacdo em programas silviculturais, a utlizacdo da
micropropagacao permite o aprimoramento dessa técnica para a producdo de
genotipos selecionados com as vantagens da obtencdo de material uniforme,
assim como mediante a engenharia genética se incorporam caracteristicas
desejaveis (Sanches et al., 2005). Nesse contexto, a micropropagacao por
embriogénese somatica de Eucalyptus apresenta-se como ferramenta promissora
no setor florestal, principalmente na propagacao clonal em larga escala e na
transformacao genética de genotipos desejaveis.

Entre diferentes estimulos externos que induzem a uma rota embriogénica,
os reguladores de crescimento vegetais como auxinas e citocininas utilizados nos
meios de cultura tém sido mais freqientemente considerados fatores de

regulacao do ciclo celular e gatilhos para as divisdes celulares. Diferentes dados
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documentam uma ligacdo entre o suprimento de reguladores de crescimento e a

ativacao de divisbes celulares e subsequente diferenciacéo celular (Gaj, 2004).

Embora as auxinas, conhecidas por mediar a transicdo de células
somaticas para células embriogénicas, sejam os agentes geralmente utilizados
para induzir a embriogénese, o efeito de outros reguladores de plantas neste
fenbmeno ndo deve ser negligenciado (Jiménez, 2001). Os estudos de Visser et
al. (1992) com hipocoétilo de geranio mostraram, pela primeira vez, que o TDZ
pode ser utilizado para os propésitos de embriogénese somética, e que a alta
eficiéncia com que o TDZ induziu a embriogénese neste estudo poderia ser uma
reflexdo da habilidade dos tecidos em adquirir niveis enddgenos o6timos em
cultura.

Uma possibilidade para explicar os efeitos fisiolégicos do TDZ é a inducdo
como respostas ao estresse, em que sob a influéncia do TDZ, um nivel
relativamente alto de acumulo de minerais e outros metabdlitos ocorre nos
tecidos, e estes eventos predisporiam o explante ao estresse. Para superar este
estresse fisioldgico, o tecido modificaria seu processo metabdlico, resultando na
producdo e no acumulo de diversas substancias, culminando na formacéo de
regenerantes (Murthy et al.,, 1998). O mecanismo de inducdo da embriogénese
somatica pelo TDZ n&o € conhecido, mas é interessante notar que a
embriogénese somatica pode ser induzida em meio de cultura contendo apenas
esta citocinina. Esta € uma indicacao de que o TDZ possa ter uma atividade de
auxina ou estar envolvido em seu metabolismo (Lu, 1993). Existe também a
probabilidade de modulagdo pelo TDZ em biorregular auxinas enddgenas ou
compostos auxinicos com um sinergismo com citocininas, podendo constituir o
sinal indutivo para a expressédo embriogénica (Visser et al., 1992).

A utilizacdo do TDZ tem se mostrado eficiente na iniciacdo da
embriogénese somatica em diversas culturas, principalmente em espécies
lenhosas. Xie e Hong (2001) conseguiram embriogénese somatica em Acacia
mangium, utilizando meio contendo 2,0 mg L™ de TDZ mais 0,25 mg L™ de AIA.
Calos embriogénicos produziram embrides em estadio globular e cordiforme,
sendo que estes Ultimos, quando subcultivados em novo meio de cultura
proporcionaram embriogénese secundaria. A capacidade de embriogénese

somatica repetitiva foi mantida por seis meses, com subcultivos mensais.
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Uma alta frequéncia de embrides somaticos de Santalum album e
Santalum spicatum foi induzida diretamente de véarios explantes, utilizando meio
de cultivo com TDZ (1 a 2 uM) ou indiretamente em meio contendo TDZ mais 2,4-
D. No presente estudo, o TDZ sozinho ou em combina¢cdo com 2,4-D induziu a
embriogénese somatica a uma frequéncia variando de 50 a 100% e com grande
reprodutibilidade (Rugkhla e Jones, 1998).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito do TDZ em combinagdo com
os reguladores de crescimento ZEA, ANA, picloran e dicamba na indugéo da
embriogénese soméatica em tecidos foliar e caulinar de clones de Eucalyptus

propagados in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados dois clones hibridos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis provenientes da empresa V&M Florestal LTDA. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria — BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigcosa — UFV,
localizada no municipio de Vigosa, Minas Gerais.

2.2. Obtencao dos explantes

Os clones utilizados no presente estudo encontravam-se estabelecidos in
vitro, em sistema de micropropagacdo por meio de proliferacdo de gemas
axilares. O meio de cultura era constituido pelos sais minerais e vitaminas JADS
(Correia et al., 1995), 100 mg L * de mio-inisitol, 800 mg L* de PVP
(polivinilpirrolidona), 30 g L™ de sacarose, 6,5 g L™ de agar granulado Merck ©, 0,5
mg L' de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,01 mg L' de ANA (4cido o-
naftalenoacético), com pH ajustado para 5,7 £ 0,1.

Para o alongamento das gemas, utilizou-se a mesma composi¢cdo do meio
de cultura acima descrito, modificando-se a concentracdo dos reguladores de

crescimento para 0,1 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de ANA. As culturas foram
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mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27+ 2 °C e fotoperiodo de

251 fornecida por

16 horas luz e 8 horas escuro, com irradiancia de 36 pmol m -
lampadas fluorescentes luz do dia, de 20 Watts.

Com aproximadamente 30 dias de cultivo, foram extraidos das gemas
alongadas segmentos internodais com aproximadamente 0,3 cm e folhas sem
peciolo, sendo as folhas inoculadas com a face abaxial em contato com o meio de

cultura.

2.3. Indugao de calos

Para inducéo de calos em folhas e entrends foi utilizado o meio de cultura
MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescido de mio-inositol (100 mg L™), sacarose
(30 g L") e Phytagel® (2,9 g L™Y). Foram montados trés experimentos com
diferentes concentracfes de reguladores de crescimento. Apds a confeccdo dos
explantes, eles foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 27+
2 °C no escuro por um periodo de 30 dias. Apds este periodo, os explantes foram
transferidos para o mesmo meio de cultura, porém, variando o tipo e
concentracdo de regulador, e sendo mantidos nas mesmas condi¢des de cultivo.
Foram utilizadas placas de Petri descartaveis (60 x 15 mm). Para cada
experimento e tipo de explante utilizaram-se 5 placas com 10 explantes por placa.

2.3.1. Experimento 1

Neste experimento para inducdo de calos nos explantes foliar e caulinar,
foram utilizadas quatro combinacdes dos reguladores TDZ, ZEA e ANA: T1=1 mg
1TTDZ+1mgL*ZEA+1mgL*ANA; T2=1mgL* TDZ + 1 mg L™* ZEA + 0,5 mg
LT ANA; T3=1mg L* TDZ + 0,5 mg L* ZEA + 0,5 mg L* ANA; e T4= 1 mg L*
TDZ + 0,5 mg L™ ZEA + 1 mg L'™* ANA. Apés 30 dias de cultivo, os calos foram

transferidos para o meio de cultura com 0,01 mg L™ de ANA.

2.3.2. Experimento 2

No segundo experimento, foram utilizadas quatro combina¢cdes dos
reguladores TDZ e ZEA na inducéo de calos: T1= 1 mg L™ TDZ + 0,5 mg L™ ZEA;
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T2=1mgL*TDZ + 1 mg L* ZEA; T3= 0,5 mg L TDZ + 0,5 mg L™ ZEA; e T4=
0,5 mg L* TDZ + 1 mg L* ZEA. Apés 30 dias de cultivo, os calos foram
transferidos para meio com 0,01 mg L™ de ANA.

2.3.3. Experimento 3

No terceiro experimento, foram utilizadas as auxinas dicamba e picloran em
combinagdo com TDZ na inducdo de calos: T1= 1 mg L™ TDZ + 0,5 mg L*
dicamba; T2= 1 mg L™ TDZ + 1 mg L™ dicamba; T3= 1 mg L* TDZ + 1 mg L™
picloran e T4= 1 mg L™ TDZ + 5 mg L™ picloran. Apés 30 dias de cultivo, os calos
foram transferidos para meio com 0,01 mg L™ de dicamba para os tratamentos 1 e
2, e 0,05 mg L™ de picloran para os tratamentos 3 e 4.

2.4. Conducao e avaliagdes experimentais

O delineamento experimental utilizado em todos os experimentos foi o
inteiramente casualizado. Apos 30 dias de cultivo, os calos obtidos dos diferentes
experimentos foram avaliados quanto aos niveis de oxidagcéo, aspectos gerais do
calo, presenca de raizes, textura e presenca de estruturas embriogénicas. Os
calos obtidos foram subcultivados para novo meio de cultura, variando a
concentracdo e o tipo de regulador, conforme cada experimento e mantidos no
escuro, em sala de crescimento com temperatura de de 27+ 2 °C. Aos 60 dias, foi
realizada uma nova avaliacdo em relacdo ao aspecto dos calos e a presenca de

estruturas embriogénicas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Combinacao dos reguladores de crescimento TDZ, Zeatina (ZEA) e ANA na
inducao de calos embriogénicos de clones de Eucalyptus grandis x

E.urophylla
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Para um clone, os maiores indices de calejamento foram observados na
intensidade média em folhas e na intensidade baixa para entrends; para o outro
clone, predominou a intensidade baixa em todos os tratamentos. Apenas um
pequeno numero de explantes foliares experimentou intensidade alta de
calejamento, assim mesmo observado somente no clone 1 (Figura 1). No explante
foliar, o calejamento se deu em todo o limbo, tendo iniciado na parte abaxial em
contato com o meio de cultura. No explante caulinar, o calejamento também se

deu em todo o explante, tendo iniciado principalmente nas suas extremidades.
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Figura 1- Porcentual de calejamento em folhas (A) e entrends (B) de dois clones
(C1 e C2) de Eucalyptus grandis x E. urophylla em meio de cultura MS
nos tratamentos T1=1 mg L™ TDZ + 1 mg L ZEA + 1 mg L ANA; T2=
1mgL*TDZ+1mgL*ZEA+0,5mgL* ANA; T3=1mg L* TDZ + 0,5
mgL!'ZEA+0,5mgL*ANA; e T4=1mgL* TDZ+0,5mg L* ZEA + 1
mg L™ ANA. As barras indicam o desvio das médias.

Nos calos obtidos de explantes foliares, independentemente do tratamento,

a textura predominante foi a semicompacta para os dois clones em estudo, com

uma porcentagem menor de calos semifridveis. Nos calos internodais, calos

friaveis foram observados somente no clone 1 (Figura 2), predominando, contudo,

a textura semifriavel. No clone 2, predominou a textura semicompacta. Os calos

formados no explante foliar apresentavam coloracdo esbranquicada, enquanto

naqueles formados em entrends, a coloracdo variou de branco a amarelo.

Segundo Murthy et al. (1998), existem poucas informacfes disponiveis

concernentes aos tipos de calos induzidos por TDZ, contudo, em baixas

concentracbes, o TDZ geralmente tende a promover a formacdo de calos mais

compactos quando comparado com outras citocininas.
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Figura 2- Textura observada em folhas (A) e entrenés (B) de dois clones (C1 e C2)
de Eucalyptus grandis x E. urophylla, em meio de cultura MS nos
tratamentos T1=1 mg L* TDZ + 1 mg L* ZEA + 1 mg L ANA; T2= 1 mg
L*TDZ+1mgL*ZEA+0,5mgL*ANA; T3=1mgL* TDZ + 0,5 mg L*
ZEA+05mgL*ANA; e T4=1mgL*TDZ+05mgL* ZEA+ 1 mg L™
ANA, sendo F (friavel), SF (semifriavel), C (compacto) e SC
(semicompacto). As barras indicam o desvio das médias.

No trabalho de Hosokawa et al. (1996) para cultura de Gentiana, diferentes
citocininas como TDZ, BAP e zeatina foram testadas. Os autores demonstraram,
para esta espécie, uma maior eficiéncia do TDZ comparado com o0s demais
reguladores de crescimento, e que a presenca de uma auxina foi essencial para a
morfogénese, e nenhuma planta foi obtida em meio de cultura contendo somente
citocinina. Contudo, Murch et al. (2000) relataram que a adicdo de AIA (acido
indolacético) ao meio de cultura contendo TDZ, para cultura de Hypericum
perforatum, reduziu significativamente a resposta de regeneragédo. A formacéo de
embrides somaticos em Leucopogon verticillatus obteve maior éxito utilizando a
combinacdo de 10 uM de TDZ mais 5 uM de AIA, porém, embrides foram
formados sem a presenca de uma auxina, mas ndo sem uma citocinina (Anthony
et al., 2004). No presente estudo, a combinagé&o das citocininas TDZ e ZEA com a
auxina ANA ndo promoveu nenhuma resposta morfogénica, ndo tendo sido
observada formacdo de embribes somaticos ou raizes em nenhum dos
tratamentos utilizados.

O clone 1 apresentou as menores porcentagens de oxidagao aos 30 dias
de cultivo, em folha, enquanto no clone 2 os indices foram em sua grande maioria
altos (Figura 3). Os calos obtidos de entrends no clone 1 apresentaram somente
calos no nivel baixo de oxidacdo, com o melhor resultado no tratamento 1 com

6% de oxidacdo somente. Para o clone 2, os indices foram médios e altos.
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Figura 3- Nivel de oxidacdo em folhas (A) e entrends (B) de dois clones (C1 e C2)
de Eucalyptus grandis x E. urophylla em meio de cultura MS nos
tratamentos T1=1mg L* TDZ+ 1 mg L ZEA + 1 mg L* ANA; T2= 1 mg
L*TDZ+1mgL*ZEA+0,5mg L ANA; T3=1mg L* TDZ + 0,5 mg L™
ZEA+05mgL*ANA; e T4=1mgL*TDZ+05mgL*ZEA+1mgL*
ANA. As barras indicam o desvio das médias.

Combinacao dos reguladores de crescimento TDZ e Zeatina (ZEA) na
inducao de calos embriogénicos de clones de Eucalyptus grandis x
E.urophylla

Foi observado que o clone 2 apresentou pior resultado em termos de
calejamento, tanto para explante foliar, quanto internodal (Figura 4). Em explantes
foliares houve predominancia de calejamento nas extremidades cortadas do
explante e na face abaxial, e calejamento praticamente ndo ocorreu na face
adaxial desse explante. No clone 1, p6de ser observada para explante foliar uma
expansao do limbo, com maior intensidade de calejamento na face abaxial e
extremidades, contudo, em uma intensidade maior que no clone 2. Calejamento
na intensidade alta foi observado em pequenas porcentagens somente no clone
1. Os calos formados em explante foliar apresentavam coloracdo esbranquicada,
enquanto naqueles formados nos entrends, a coloracdo variou de branco a

amarelo.
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Figura 4- Porcentual de calejamento em folhas (A) e entrends (B) de dois clones
(C1 e C2) de Eucalyptus grandis x E. urophylla em meio de cultura MS
nos tratamentos T1=1mg L™ TDZ + 0,5 mg L ZEA; T2= 1 mg L TDZ +
1mgL*ZEA; T3=0,5mg L* TDZ + 0,5 mg L* ZEA; e T4= 0,5 mg L™
TDZ + 1 mg L™ ZEA. As barras indicam o desvio das médias.

Com relacéo a textura dos calos, em explante foliar predominou a textura
semicompacta, e somente os tratamento T1, T2 e T4 do clone 2 apresentaram
respectivamente 4, 2 e 24% de calos com textura semifriavel. Em explantes
internodais, para o clone 1, houve predominancia de calos semifriaveis, com
pequenas porcentagens de calos friaveis e semicompactos. Para o clone 2,
predominou a textura semicompacta, seguida pela compacta nos tratamentos T1
e T2 e semifriavel nos tratamentos T3 eT4 (Figura 5).

O TDZ é mais usualmente utilizado para regeneracdo de gemas
adventicias (Lu, 1993), contudo, no trabalho de Visser et al. (1992), foi
demonstrada alta eficiéncia do TDZ na estimulacdo de embriogénese somatica
em cultura de hipocatilo de geranio. A combinacdo do TDZ com outras citocininas
na producdo de embrides somaticos em explantes foliares e internodais de
Paulownia elongate foi utilizada por Ipekci e Gozukirmizi (2004), em que calos
friaveis se diferenciaram em aglomerados embriogénicos brancos que
subseqguientemente desenvolveram embries nos estadios globular, cordiforme e
torpedo, obtidos em meio com 0,1 mg L™ de TDZ mais 1 mg L™ de cinetina.

A combinacdo do TDZ com diferentes concentracbes de zeatina
proporcionou calos fridveis em pequenas porcentagens somente no clone 1 para
explante foliar, contudo, ndo foram observadas estruturas embriogénicas nem
formacao de raizes em nenhum dos explantes e tratamentos utilizados.

O nivel de oxidac&do em calos obtidos de explante foliar foi predominante no

nivel médio para os dois clones, com 10% de calos no nivel baixo no tratamento 2
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do clone 1. Em entren6s houve também uma predominancia de calos no nivel
médio de oxidacdo para os dois clones, com calos no nivel alto em todos os

tratamentos para o clone 1 (Figura 5).

BF mSF gC OgSscC OJBAIXO mMEDIO gALTO

Textura (%)
Oxidagao (%)

Figura 5- Textura e oxidacdo observados em entrends de dois clones (C1 e C2)
de Eucalyptus grandis x E. urophylla em meio de cultura MS nos
tratamentos T1=1mg L* TDZ + 0,5 mg L* ZEA; T2=1mg L* TDZ + 1
mg L™ ZEA; T3=0,5mg L* TDZ + 0,5 mg L™ ZEA; e T4=0,5mg L™
TDZ + 1 mg L™ ZEA, sendo F (fridvel), SF (semifriavel), C (compacto) e
SC (semicompacto). As barras indicam o desvio das médias.

Efeito do TDZ em combinagado com picloran e dicamba na indugao de calos

embriogénicos de clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla.

A intensidade de calejamento em explante foliar e caulinar em todos os
tratamentos para o clone 2 foi baixa. Para o clone 1 predominou a intensidade
baixa, com as porcentagens de 12, 28, 14 e 32% na intensidade média em
explante foliar nos tratamentos T1, T2, T3 e T4, respectivamente, e as
porcentagens de 12, 8, 22 e 4% na intensidade média em explante internodal nos
tratamentos T1, T2, T3 e T4, respectivamente.

Independentemente do tratamento, a textura em calos foliares para o clone
2 foi semifriavel, sendo que para o mesmo explante no clone 1, os tratamentos
com dicamba (T1l e T2) apresentaram, respectivamente, 18 e 22% de calos
compactos, e o restante semifriavel. Para calos internodais, no clone 2, também
predominou a textura semifriavel, com as porcentagens 24, 4 e 8% de calos
compactos nos tratamentos T1, T2 e T3, respectivamente. Calos fridveis somente
foram observados em calos internodais do clone 1 (Figura 6).
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Figura 6- Textura observada em entrends do clone 1 em meio de cultura MS nos
tratamentos T1= 1 mg L* TDZ + 0,5 mg L*dicamba; T2= 1 mg L™* TDZ
+1 mg L™ dicamba; T3= 1 mg L* TDZ + 1 mg L™ picloran; e T4= 1 mg
L* TDZ + 5 mg L™ picloran, sendo F (friavel), SF (semifriavel), C
(compacto) e SC (semicompacto). As barras indicam o desvio das
meédias.

Na morfogénese de Xanthosoma sagittifolium, o TDZ promoveu um efeito
na proliferacdo de calos apenas em altas concentracbes de dicamba, mas
retardou a formacdo de calos no explante inteiro e sua proliferacdo por seis
semanas quando comparado com meio de cultura contento somente dicamba. A
combinagcdo de TDZ com dicamba proporcionou calos mais compactos quando
comparado a calos formados em meio com apenas dicamba, que se
apresentavam mais fridveis (Nyochembeng e Garton, 1998). No presente estudo,
a textura predominante nos diferentes tratamentos foi a semifriavel, com menores
porcentagens de calos compactos e semifridveis, com calos formados em
explantes foliares e internodais apresentando coloracdo de amarelo claro a
amarelo escuro.

Com relacao aos niveis de oxidacdo, em explante foliar, foram de 100% no
nivel médio em todos os tratamentos para os dois clones. Em explante caulinar,
100% de nivel baixo foi verificado em todos os tratamentos para o clone 1, sendo
predominante no clone 2, com 19, 12, 2 e 21% de calos na intensidade média
para os tratamentos T1, T2, T3 e T4, respectivamente.

A utilizacdo do TDZ associado a uma auxina para fins de embriogénese

somatica foi experimentada por Rugkhla e Jones (1998) em Santalum album e
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Santalum spicatum, com uma alta frequéncia de embrides somaticos induzidos
diretamente de varios explantes utilizando meio MS com TDZ (1 a 2 uM) ou
indiretamente em meio contendo TDZ mais 2,4-D, em que o TDZ sozinho ou em
combinagdo com 2,4-D pbdde espontaneamente induzir a embriogénese numa
freqUéncia variando de 50 a 100% e com grande reprodutibilidade.

No presente estudo, a combinacdo do TDZ com as auxinas dicamba e
picloran ndo logrou éxito na producdo de embribes somaticos em explantes
adultos de Eucalyptus, néo tendo sido visualizadas estruturas embriogénicas nos
tratamentos testados neste experimento. Da mesma forma que nos experimentos
anteriores, ndo houve formacdo de raizes em nenhum tratamento e explante

utilizado.

4. CONCLUSOES

Calos foliares obtidos nos tratamentos com TDZ + ZEA e ANA e TDZ +
ZEA apresentaram coloracdo esbranquicada em sua maioria, e calos formados
nos tratamentos com TDZ + dicamba ou picloram apresentaram coloracao
amarelo claro a amarelo escuro.

Os melhores resultados de calejamento foram obtidos para o clone 1 nos
tratamentos com TDZ, ZEA e ANA.

Calos friaveis foram obtidos somente no clone 1 para explante foliar nos
tratamentos com TDZ + ZEA e internodais nos tratamentos com TDZ + ZEA +
ANA e combinac¢des de TDZ com dicamba e picloram.

No presente estudo, nas dosagens e combinacdes utilizadas com TDZ, nao
foi observada presenca de raizes em nenhum dos experimentos, assim como

também nao foi observada presenca de estruturas embriogénicas.
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CAPIiTULO 1l

Pré-tratamento com temperatura em explantes de clones hibridos de

Eucalyptus urophylla na indugao da embriogénese somatica.

RESUMO: Este trabalho objetivou avaliar o efeito de 4 tipos de reguladores de
crescimento em 4 tratamentos de estresse proporcionados as plantas doadoras
de explantes na inducao de embriogénese soméatica em dois clones hibridos de
Eucalyptus. Os calos foram induzidos em 5 mg L™ de dicamba, 5 mg L* de
picloran, 1 mg L* de TDZ e 2 mg L* TDZ + 0,5 mg L' de AIA. As plantas
doadoras de explante foram submetidas a 4 pré-tratamentos na temperatura de
4°C (0 dias, 1 dia, 2 dias e 4 dias). O pré-tratamento com frio como estimulo por
estresse néo influenciou na obtencéo de resposta morfogenética. A utilizacdo de 1
mg L de TDZ proporcionou maiores indices de calos friaveis em explante
internodal, e no tratamento sem exposi¢cdo ao frio foi observada formacéo de

aglomerados celulares assemelhando-se a massas pro-embriogénicas.

1. INTRODUGAO

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 sométicas sdo induzidas a formar embrides e
posterior conversdo em plantas, passando por estadios semelhantes aos
observados na embriogénese zigdtica (Guerra et al., 1999). Na ultima década, foi
dispensado um interesse especial aos estudos de inducdo de embriogénese
somatica em espécies consideradas anteriormente recalcitrantes (Rodrigues et
al., 2005), sendo que a formacdo de embrides somaticos ou estruturas
embriogénicas tem sido reportada para algumas espécies de Eucalyptus.
Contudo, observa-se na maioria dos trabalhos a inexisténcia de um protocolo
eficiente de propagacéo in vitro com base nesta técnica.

Nos trabalhos sobre embriogénese somatica em Eucalyptus, tem

predominado a utilizacdo de materiais juvenis como fonte de explantes, tais como,
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embrides zigéticos maduros (Muralidharan e Mascarenhas, 1987; Pinto et al.,
2002; Prakash e Gurumurthi, 2005), sementes maduras germinadas (Termignoni
et al., 1996), cotilédones (Ruad et al., 1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Nugent
et al., 2001; Pinto et al., 2002; Titon, 2005), hipocatilos (Tibok et al., 1995; Ruad et
al., 1997; Bandyopadhyay et al., 1999; Arruda et al., 2000; Nugent et al., 2001,
Pinto et al., 2002) e folhas provenientes de plantulas (Watt et al., 1991; Ruad et
al., 1997).

A utilizacdo de explantes tomados de arvores adultas torna-se necessaria
quando o objetivo é propagar arvores selecionadas de reconhecido valor
genético. Isso porque a propagacao de genotipos elites s6 € possivel a partir da
selecdo de fendtipos de interesse, selecdo possivel somente na fase adulta.
Contudo, a iniciacdo de cultivos a partir de explantes procedentes de individuos
adultos implica a necessidade de utilizar tecidos em crescimento ativo que
apresentam altos conteudos de compostos fendlicos, além de, em algumas
espécies, serem necessarios longos periodos de cultivo para obter as respostas
desejadas. Devido a isso, € de se supor que a maior parte das espécies lenhosas,
sobretudo durante a fase adulta, seja considerada recalcitrante com relacdo a
embriogénese somética (Rodrigues et al., 2005).

Ao lado de uma grande variacdo de tipos indutores, a embriogénese
somatica ndo pode ser definida como uma resposta especifica a um ou mais
reguladores de crescimento aplicados. Muitas das observacgdes indicam um papel
critico do estresse como um estimulo embriogénico (Fehér et al., 2003). Células
somaticas podem adquirir competéncia embriogénica como resultado de
diferentes estimulos externos tanto quimicos como fisicos, geralmente chamados
de fatores de estresse, como pressdao osmatica, metais pesados, pH, baixa ou
alta temperatura e altos niveis de auxina. Contudo, os mecanismos moleculares
do efeito estimulatorio dos tratamentos de estresse na diferenciacdo celular e
morfogénese permanecem obscuros (Gaj, 2004).

Niveis toleraveis de estresse aumentam o metabolismo e induzem as
células a um mecanismo de adaptacdo que inclui reprogramacdo da expressao
génica, tanto quanto mudancas na sua fisiologia e metabolismo. Este estado
celular passageiro induzido pelas condicbes de estresse pode ser caracterizado

por uma extensiva reorganizacdo celular que permitiria uma mudanca no
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desenvolvimento, quando sinais apropriados sdo percebidos. O estresse nao
apenas promove a desdiferenciagdo, mas também pode ser usado para induzir a

formacao do embrido (Fehér et al., 2003).

O regulador de crescimento TDZ apresenta efeito morfogénico similar
aguele produzido pelo estresse, como mudancas morfogénicas que sao
precedidas pelo acumulo de varios minerais, incluindo sédio, cobre e zinco (Visser
et al.,, 1992; Von Aderkas e Bonga, 2000), além de exibir alto nivel de atividade
em concentragbes relativamente baixas, quando comparado com outras
citocininas (Murthy et al., 1998). Com relacdo as auxinas, uma situacdo de
estresse pode ser desencadeada quando altos niveis desses reguladores sao
utilizados para induzir a embriogénese somatica em algumas espécies (Jiménez,
2001; Gaj, 2004).

E bem aceito que sistemas eficientes de embriogénese somatica requerem
reguladores de crescimento como auxinas e citocininas para iniciacdo da grande
maioria das culturas embriogénicas (Gaj, 2004), contudo, o desenvolvimento de
tipos celulares embriogénicos pode ser influenciado por diferentes tratamentos de
estresse (Feher et al.,, 2002). Os mecanismos, pelos quais o estresse afeta a
embriogénese somatica, ndo estdo bem elucidados, com a maioria dos estudos
neste sentido sendo conduzidos com plantas herbaceas em detrimento das
espécies lenhosas (Von Aderkas e Bonga, 2000).

Em culturas de suspenséo celular, tem sido sugerido que o tratamento com
frio possa estimular a formacdo de massas pro-embriogénicas, resultando em
aumento na embriogénese somatica, contudo, o papel do pré-tratamento com frio
em regular o aumento na embriogénese somatica é desconhecido (Luo et al.,
2003). Gemas florais em Linum usitatissimum armazenadas em refrigerador por 7
dias a 8 °C promoveram um aumento na morfogénese em anteras (Obert et al.,
2004). Periodos de armazenamento de 7 a 14 dias, a temperatura de 4 °C em
espigas de trigo, demonstraram ser eficientes na inducdo de embriogénese
somatica em cultura de micrésporos, sinalizando que este tipo de estresse pode
ser aplicado no aumento da eficiéncia da embriogénese soméatica desta espécie
(Indrianto et al., 1999).

A producdo de culturas embriogénicas obtidas de arvores adultas para

Eucalyptus trara grande impacto em programas de melhoramento e clonagem,
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uma vez que apresenta potencial na preservacdo de gendétipos-elite,
rejuvenescimento de material selecionado de dificil enraizamento e na
transformacao genética.

No presente trabalho investigou-se o efeito do armazenamento de plantas
doadoras de explante em temperatura de 4 °C pelo periodo de até 4 dias e
posterior inducdo de calos embriogénicos em explantes de folhas e segmentos
internodais tomados de dois clones hibridos de Eucalyptus urophylla

micropropagados.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Foram utilizados dois clones no presente estudo, sendo um hibrido de
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis (Clone 1) e um hibrido de E. urophylla
(clone 2) provenientes da empresa V&M Florestal LTDA. Os experimentos foram
conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il 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

Os clones utilizados no presente estudo encontravam-se estabelecidos in
vitro, micropropagados por meio de proliferacdo de gemas axilares, em meio de
multiplicacdo composto pelos sais minerais e vitaminas JADS (Correia et al.,
1995) e contendo 100 mg L * de mio-inisito, 800 mg L* de PVP
(polivinilpirrolidona), 30 g L™ de sacarose, 6,5 g L™ de 4gar granulado Merck ©, 0,5
mg L' de BAP (6-benzilaminopurina) e 0,01 mg L de ANA (Acido
naftalenoacético), com pH ajustado para 5,7 £ 0,1.

Para o alongamento das gemas, utilizou-se a mesma composi¢do do meio
acima descrito, modificando-se apenas a concentracdo dos reguladores de

crescimento para 0,1 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de ANA. As culturas foram
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mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27+ 2 °C e fotoperiodo de

251 fornecida por

16 horas luz e 8 horas escuro, com irradiancia de 36 pmol m -
lampadas fluorescentes luz do dia, de 20 Watts.

Com aproximadamente 30 dias de cultivo para a obtencédo dos explantes,
as gemas alongadas foram armazenadas em geladeira a 4 °C por um periodo de
até quatro dias, dependendo do tratamento, quando foram retirados segmentos
internodais com aproximadamente 0,3 cm e folhas sem peciolo, sendo as folhas

inoculadas com a face abaxial em contato com o meio de cultura.

2.3. Inducgao de calos

Para inducéo de calos em folhas e entrends, foi utilizado o meio de cultura
contendo os sais minerais de MS (Murashige e Skoog, 1962), vitaminas de White
(White, 1943) e ainda mio-inisitol (100 mg L™), sacarose (30 g L) e Phytagel® (2,9
g L"), e pH ajustado para 5,7. Foram utilizados 4 tratamentos com regulador de
crescimento (0,5 mg L™ de dicamba, 5 mg L™ de picloran, 1 mg L™ de TDZ e 2 mg
L™ TDZ + 0,5 mg L™ de AIA) e 4 periodos de tempo em temperatura de 4 °C (0
dias, 1 dia, 2 dias e 4 dias). As plantas doadoras de explante foram colocadas na
geladeira nos periodos de tempo acima citados e em seguida foram preparados
0s explantes e inoculados nos diferentes tratamentos com regulador de
crescimento e mantidos em sala de crescimento com temperatura de 27 + 2 °C no
escuro por um periodo de 30 dias, quando se avaliaram o porcentual de explantes
calejados, a intensidade de calejamento, oxidacdo, textura e a presenca de
estruturas embriogénicas.

O delineamento estatistico foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial (4 periodos de tempo em temperatura de 4 °C e 4 tipos de regulador de
crescimento), e os explantes foram colocados em placas de Petri descartaveis
estéreis (60 x 15 mm) com 15 ml de meio de cultura em cada placa, sendo 5
placas por tratamento com 10 explantes em cada placa.

ApOs a avaliacdo, os calos originados dos segmentos internodais e folhas
foram transferidos para novo meio de cultura sem regulador de crescimento

(MSO0), permanecendo no escuro por mais uma semana e em seguida transferidos
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para a condicdo de fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro por mais 30 dias,

quando foram novamente avaliados em relacdo ao aspecto.

2.4. Analise histologica

Calo fridvel com agrupamentos celulares diferenciando-se do restante do
calo obtido no tratamento com 1 mg L™ de TDZ para explante caulinar foi fixado
em FAAsp, durante 24 horas no dessecador, sob vacuo e estocado em etanol
70%. O calo foi em seguida desidratado em série etilica e incluido em metacrilato
(Historesin, Leica), preparado conforme instru¢cdo do fabricante. O bloco foi
cortado longitudinalmente (5um de espessura) em micrétomo rotativo de avanco
automatico (RM 2155- Leica), com a utilizacdo de navalhas de aco descartaveis.

Os cortes das amostras incluidas em metacrilato foram corados com azul
de toluidina em pH &cido, para detectar radicais anidnicos e metacromasia (O’
Brien e McCully, 1981), e as laminas montadas em resina sintética (Permount®).

As observacdes e a documentacao fotografica foram feitas 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 E DISCUSSAO

Com relacdo a porcentagem de calejamento em explante foliar do clone 1,
nos tratamentos com dicamba e picloran, esta percentagem foi, em sua maioria,
baixa para todos os tratamentos com frio (Figura 1). Melhores indices de
calejamento foram observados no tratamento com apenas TDZ em explantes
obtidos de plantas que foram mantidas por 1 dia na temperatura de 4 °C, com
88% dos calos com intensidade média de calejamento e 11% dos calos com
intensidade alta. Para este tratamento, o tempo de 4 dias na geladeira afetou a
intensidade de calejamento, tendo sido observado um aumento de calos na
intensidade baixa. Para o tratamento com TDZ + ZEA, com o aumento do tempo
em temperatura de 4 °C houve uma diminuicdo no calejamento dos explantes.

Para o clone 2 predominou a intensidade baixa de calejamento em todos o0s
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tratamentos, com o0s melhores resultados observados nos tratamentos com TDZ
+ ZEA em 1 dia de temperatura baixa e com apenas TDZ em 4 dias na

temperatura de 4°C.
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Figura 1- Porcentual de calejamento em folhas de dois clones hibridos de
Eucalyptus urophylla em meio de cultura MS, nos pré-tratamentos a
4°C (0= testemunha; 1= 1 dia; 2= 2 dias e 3= 4 dias) e reguladores de
crescimento (0,5 mg L™ de dicamba; 5 mg L™ de picloran; 1 mg L™ de
TDZ e 2 mg L™ de TDZ +0,5 mg L™ de AIA). As barras indicam o
desvio das médias.

Em explante caulinar, nos tratamentos com dicamba e picloran para os dois
clones e diferentes pré-tratamentos com frio, observou-se, em sua maioria,

intensidade baixa de calejamento (Figura 2). Para o tratamento com TDZ no clone
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1, os pré-tratamentos com frio de 1 e 2 dias apresentaram calos na intensidade
alta de calejamento e, respectivamente, 30 e 49% de calos na intensidade média,
mostrando melhor resposta no calejamento, quando comparado com o tratamento
de TDZ + AlA. Para o clone 2, nos tratamentos com TDZ e TDZ + AlA, observou-
se calejamento nas trés intensidades, com excecdo do pré-tratamento com frio de

1 dia em TDZ + AIA, em que predominou o calejamento na intensidade baixa.
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Figura 2- Porcentual de calejamento em entrends de dois clones hibridos de
Eucalyptus urophylla em meio de cultura MS, nos pré-tratamentos a
4°C (0= testemunha; 1= 1 dia; 2= 2 dias e 3= 4 dias) e reguladores de
crescimento (0,5 mg L™ de dicamba; 5 mg L™ de picloran; 1 mg L™ de
TDZ e 2 mg L de TDZ +0,5 mg L™ de AIA). As barras indicam o
desvio das médias.
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Com relacédo a textura dos calos nos diferentes tratamentos, verificou-se
para o clone 1, tanto para explantes foliares quanto para internodais, que os calos
formados nos tratamentos com dicamba e picloran apresentaram, em sua maioria,
calos compactos e semicompactos, e, nos tratamentos com dicamba para os dois
tipos de explantes, observou-se aumento na formacéo de calos compactos com 2

e 3 dias de pré-tratamento a 4 °C (Figura 3).

W Fridvel mSemifriavel [(JCompacto g Semicompacto

100 4 T T = T
80 -
3
< 60
g
>
X 40 - _
(0]
'_ — -
20
0 7
TO [T1|T2|T3|TO Tl‘TZ‘TS TO|T1|T2|T3|TO|T1|T2|T3
dicamba picloran TDZ TDZ + AIA
Folha (clone 1)
W Friavel g Semifriavel [JCompacto ggSemicompacto
100 +
80 -
S 60 |
i
]
X 40
(O]
'_
20 -
0

TO |T1|T2 T3 TO‘Tl‘TZ‘T?: TO |[T1|T2|T3|TO|T1 |T2|T3

dicamba picloran TDZ TDZ + AIA

Entrend (Clone 1)

Figura 3- Textura observada em calos obtidos de folhas e entrends do clone 1
hibrido de Eucalyptus urophylla x E. grandis em meio MS nos pré-
tratamentos a 4 °C (0= testemunha; 1= 1 dia; 2= 2 dias e 3= 4 dias) e
reguladores de crescimento (0,5 mg L* de dicamba; 5 mg L™ de
picloran; 1 mg L™ de TDZ e 2 mg L™ de TDZ +0,5 mg L™ de AIA). As
barras indicam os desvios das médias.
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Nos tratamentos com picloran, a maior porcentagem de calos
semicompactos foi observada no pré-tratamento de 2 dias a 4 °C para os dois
tipos de explantes, predominando nos demais tratamentos calos compactos. Para
os tratamentos com TDZ e TDZ + AIA, em explante foliar predominou a textura
semifriavel; no explante internodal, observou-se a formacdo de calos friaveis e
semifriaveis para estes reguladores, sendo que a maior porcentagem de calos
friaveis foi observada com pré-tratamento de 1 dia a 4°C, para TDZ.

Para o clone 2, a textura para os tratamentos com dicamba e picloran nos
dois explantes foi a compacta nos diferentes pré-tratamentos a 4 °C. Nos
tratamentos com TDZ e TDZ + AIA, para folha, a textura observada em sua
totalidade foi a semifriavel, e, para entrends, observou-se a formacdo de calos
friaveis e semifriaveis, com a maior porcentagem de calos fridveis (48,4%) no
tratamento com TDZ sem pré-tratamento com frio (Figura 4).

Com relacdo a oxidacdo fendlica, para explante foliar do clone 1, nos
tratamentos com picloran e dicamba, observou-se predominéncia de calos com
nivel médio de oxidacdo nos diferentes pré-tratamentos com frio. Contudo, no
tratamento de 4 dias a 4 °C para dicamba, 58% dos calos apresentavam niveis
baixos de oxidacdo. Nao foi observada oxidacdo fendlica nos tratamentos com
TDZ, exceto para 1 dia a 4 °C com 22% de calos oxidados somente no nivel
baixo. Nos tratamentos com TDZ + AIA, o tratamento sem exposi¢cao ao frio ndo
apresentou oxidacdo fendlica, e nos demais somente nivel baixo de oxidacao.
Para explante internodal no clone 1, predominou nivel médio de oxidacao, salvo
para os tratamentos com TDZ + AlA, nos quais foram observados somente calos
com nivel baixo de oxidacao (Figura 5).

No clone 2, para calos obtidos de folhas, 100% de nivel alto de oxidacao foi
observado em todos os tratamentos com picloran e dicamba sem pré-exposicao
ao frio. Nos demais tratamentos com dicamba, predominaram niveis médios de
oxidagdo. Para calos formados em meio com TDZ, predominaram niveis baixos
de oxidacado, enquanto para calos em TDZ + AIA, apenas no tratamento com 4
dias a 4 °C os calos estavam 100% na classe baixa de oxidacdo. Nos demais
tratamentos com frio para este regulador, predominou o nivel médio. Em calos
obtidos de segmentos internodais, foram observadas altas porcentagens de calos

com nivel alto de oxidacdo nos diferentes tratamentos com frio para dicamba,
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picloran e TDZ, predominando o nivel médio de oxidacdo nos 4 tratamentos com
frio para TDZ + AIA (Figura 6).
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Figura 4- Textura observada em calos obtidos de folhas e entrends do clone 2

hibrido de Eucalyptus urophylla em meio MS nos pré-tratamentos a 4°C
(0= testemunha; 1= 1 dia; 2= 2 dias; e 3= 4 dias) e reguladores de
crescimento (0,5 mg L™ de dicamba; 5 mg L™ de picloran; 1 mg L™ de
TDZ; e 2 mg L™ de TDZ +0,5 mg L™ de AIA). As barras indicam os
desvios das médias.
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Figura 5- Oxidacdo observada em calos obtidos de folhas e entrends do clone 1
hibrido de Eucalyptus urophylla x E. grandis em meio MS nos pré-
tratamentos a 4°C (0= testemunha; 1= 1 dia; 2= 2 dias; e 3= 4 dias) e
reguladores de crescimento (0,5 mg L' de dicamba; 5 mg L™ de
picloran; 1 mg L™ de TDZ; e 2 mg L™ de TDZ +0,5 mg L™ de AIA). As
barras indicam os desvios das médias.

Somente o clone 1 apresentou rizogénese nos tratamentos com dicamba,
em que para explantes foliares observou-se a formacdo de raizes nas
intensidades baixa e média (Figura 7). Nos explantes internodais houve a
formacdo de raizes em nivel baixo de intensidade em meio com dicamba em 2%

dos calos com a exposicdo de 1 dia a temperatura de 4 °C e 2% com a exposicao
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de 2 dias a temperatura de 4 °C. N&o foi observada formacdo de raizes em

nenhum tratamento para o clone 2.
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Figura 6- Oxidacdo observada em calos obtidos de folhas e entrends do clone 2

hibrido de Eucalyptus urophylla em meio MS nos pré-tratamentos a 4°C

4 dias) e reguladores de
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testemunha; 1
crescimento (0,5 mg L™ de dicamba; 5 mg L™ de picloran; 1 mg L™ de

TDZ; e 2 mg L™* de TDZ +0,5 mg L™ de AIA). As barras indicam os

desvios das médias.
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Figura 7- Formacédo de raizes em calos formados de explante foliar para o clone
de Eucalyptus urophylla x E. grandis em meio MS com 0,5 mg L™ de
dicamba nos pré-tratamentos a 4°C (TO= testemunha; T1= 1 dia; T2= 2
dias; e T3= 4 dias). As barras indicam os desvios das médias.

Dois calos friaveis obtidos a partir de explantes internodais de um dos
clones e cultivados na presenca de 1 mg L™ TDZ sem pré-tratamento a 4 °C
apresentaram aglomerados celulares diferenciados do restante do calo. Através
de analise histolégica de um dos calos, foi possivel observar regides celularizadas
assemelhando-se a massas pro-embriogénicas que se distinguiam do restante do
calo por apresentar células menores com citoplasma denso e nucleo proeminente,
indicando divisdo celular ativa (Figura 8).

Figueroa et al. (2002) demonstraram que o primeiro estddio embriogénico
alcancado dentro da primeira semana de cultura em um meio de indugdo
embriogénico para Coffea arabica foi caracterizado por células com proeminentes
nacleos e nucléolos, um citoplasma denso e parede celular mais densa que o
normal. Estas células eram relativamente isodiamétricas e pequenas em relacao
as células vizinhas. Os autores sugerem que o0s embribes tenham sido
desenvolvidos de células individuais de aglomeragcbes previamente formadas,
ficando claro para cafeeiro que os centros meristematicos que conduziram a

estadios globulares foram originados de células individuais na regidao do mesofilo.
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Figura 8- Calo friavel e seccéo longitudinal corada com azul de toluidina obtida de
entrend de clone hibrido de Eucalyptus grandis x E. urophylla. A)
aspecto geral de calo friavel (Barra= 20 um); B) regides diferenciadas
na superficie do calo (Barra= 80 um); C) Regifes celularizadas (Ce)
apresentando células menores com citoplasma denso e nucleo
proeminente indicando intensa divisao celular, diferenciando-se de
regides com células maiores e grandes vacuolos (Va) (Barra= 450 um);
D) detalhe de regides celularizadas (Barra= 250 um); e E) Presenca de
compostos fendlicos (Fe) circundando regido celularizada (Barra= 50

pm).

No presente trabalho foram obtidas em calos de entrends regides
celularizadas que se diferenciavam do restante do calo por apresentar células
pequenas com citoplasma denso e ndcleos proeminentes, sugerindo tratar-se de
regides pré-embriogénicas.

Para Foeniculum vulgare, calos esbranquigados formados na superficie de
calos primérios, ap6s 12 meses de cultura, apresentavam aglomeracdes de
células muito compactas ou massas pro-embriogénicas que depois de
transferidos para meio isento de regulador davam origem a estruturas pro-
embriogénicas que, posteriormente, formavam embrides sométicos maduros. Os
autores afirmam que o processo que conduziu a embriogénese somatica parece
consistir de uma formacdo progressiva de numerosos grupos celulares
meristematicos que tornaram zonas embriogénicas iniciais habeis para se

desenvolver em embriées somaticos (Anzidei et al., 2000).
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Um dos calos apresentando nestas regifes diferenciadas foi transferido
para meio MS sem reguladores de crescimento (MSO0) e, apds o periodo de uma
semana no escuro, transferido para condicdo luminosa. No entanto, ndo houve
desenvolvimento dessas regides em estruturas pro-embriogénicas, provavelmente
devido a intensa producdo de compostos fendlicos apos a transferéncia para a
luz. Os calos dos demais tratamentos apOs ser transferidos para meio MSO
também apresentaram intensa producdo de compostos fendlicos, ndo sendo
observadas estruturas embriogénicas.

Baixas temperaturas como fator de estresse na inducédo de embriogénese
somatica foram utilizadas por Luo et al. (2003) em suspensao celular de
Astragalus adsusgens obtida de calos embriogénicos, tendo esta planta
apresentado um aumento na capacidade de formar embrides somaticos apos
tratamento a 8 °C por 2 a 3 semanas. A iniciacdo de embriogénese somatica em
Asparagus officinalis, tendo como fonte de explantes micrésporos, melhorou
quando as gemas florais foram submetidas a um pré-tratamento a 4 °C por um
periodo de 7 a 9 dias (Peng e Wolyn, 1999). Espigas de trigo armazenadas por
até 2 semanas em temperatura de 4 °C melhoraram a inducdo de calos
embriogénicos e a freqiéncia de sua conversdo em embrides imaturos de
determinados genaétipos (Maés et al., 1996).

No presente trabalho, a utilizagdo de um pré-tratamento com frio das
plantas doadoras de explantes ndo proporcionou variacdo de resposta quanto ao
efeito deste nivel de estresse na obtencdo de embrides somaticos. Embora tenha
havido diferencas quanto a intensidade de calejamento, textura e oxidacdo nos
diferentes tratamentos com reguladores utilizados, a pré-exposi¢cdo das plantas
doadoras de explante a temperatura de 4 °C ndo exerceu influéncia de forma
significativa nestas respostas.

O TDZ tem se mostrado eficiente na iniciacdo de embriogénese somatica
em espécies lenhosas, como em Acacia mangium (Xie e Hong, 2001). Os
resultados obtidos demonstraram ser essa citocinina um importante regulador de
crescimento para fins de embriogénese somatica para explantes adultos de
Eucalyptus, e na concentracao utilizada no presente estudo promoveu a formagao

de regides celularizadas semelhantes a regifes pré-embriogénicas.
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4. CONCLUSOES

A utilizacdo de estresse proporcionado pelo pré-tratamento a 4 °C das
plantas doadoras de explantes ndo apresentou resultado satisfatério na inducao
da embriogénese somatica em explantes foliares e internodais obtidos dos dois
clones de hibridos de Eucalyptus urophylla.

Para um dos clones, foi observada formacéo de aglomerados celulares em
calos friaveis, cultivados em meios de cultura contendo 1 mg L' de TDZ,
assemelhando-se a massas pré-embriogénicas, demonstrando ser esta citocinina
promissora no desenvolvimento de um protocolo de embriogénese somatica para

material adulto de Eucalyptus.
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CAPIiTULO IV

TIBA, acido salicilico e acido acetil salicilico na indugao de calos

embriogénicos em cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus urophylla

RESUMO: Este trabalho objetivou avaliar o efeito da utilizacdo da anti-auxina
TIBA (2,3,5-acido triodobenzdico) e dos acidos salicilico e acetil salicilico na
inducdo de calos embriogénicos de Eucalyptus urophylla. Quatro concentracdes
de TIBA (0; 0,25; 0,75; e 1 mg L™ foram utilizadas em calos obtidos de
cotilédones e hipocétilos induzidos em meio MS contendo 0,5 mg L™ de dicamba,
5 mg L™ de picloram e 5 mg L™ de 2,4-D. A utilizacdo da anti-auxina proporcionou
aumento na intensidade de calejamento, principalmente em calos fridveis e
semifriaveis. Nas concentracdes de 0,75 e 1 mg L™ , péde ser observado que
calos semifriaveis passaram para a textura friavel e adquiriram uma coloragéo
amarelo brilhante principalmente em calos provenientes de tratamento com
dicamba. A utilizacdo dos &cidos salicilico e acetil salicilico ndo promoveu
nenhuma resposta adicional em calos obtidos de 0,5 mg L™ de dicamba. N&o foi

observada formacao de embrides sométicos ou estruturas embriogénicas.

1. INTRODUGAO

A embriogénese somatica é um importante método para propagacdo de
plantas-elite in vitro, em larga escala (Guerra et al., 1999), sendo apontada como
uma técnica de clonagem em massa de baixo custo, desde que superadas as
limitacGes inerentes a algumas espécies, tais como baixa freqiéncia de embrides
somaticos, fidelidade genética e crescimento normal de plantulas e plantas (Bajaj,
1995). Na propagacao clonal de Eucalyptus, a embriogénese somética tem sido
apontada como uma tecnologia promissora na area florestal, principalmente no
que se refere a multiplicacéo de clones selecionados que apresentem dificuldades
de ser propagados por outras técnicas, aliada a possibilidade de obter plantas
geneticamente modificadas.
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Alguns compostos que em testes em plantas inteiras ou partes de plantas
parecem agir como anti-auxinas ou inibir o movimento de transporte de auxinas
tém sido utilizados em experimentos com cultura de tecidos, mas a compreensao
do modo de acdo destas substancias ndo estd completamente esclarecida.
Compostos como TIBA (2,3,5-acido triodobenzdico) se ligam aos transportadores
de auxina, impedindo seu movimento, agindo diretamente nos sitios de receptores
de auxinas que podem deslocar auxinas como AlA e ANA (Taiz e Zeiger, 2002).

O efeito das substancias inibidoras do transporte polar de auxinas na
embriogénese somatica tem sido confuso, em alguns casos TIBA tem sido mais
efetivo que auxinas em induzir a formacéo de calos e embrides somaticos. Em
contrapartida, a necessidade de auxinas na embriogénese somética tem sido
estabelecida em diversas plantas pelo uso de inibidores do transporte polar de
auxina e de substancias com propriedades anti-auxinicas (Jiménez, 2005).

Tem sido reportado que substancias inibidoras do transporte de auxina,
como TIBA, estimulam o aumento dos niveis de AIA dentro da célula em
suspensodes celulares, particularmente quando o pH do meio esta baixo. O efeito
dessas substancias na embriogénese somatica tem sido confuso. Em alguns
casos, TIBA tem sido mais efetivo que auxinas em induzir a formacéo de calos e
embrides somaticos (George, 1993). A presenca de TIBA como uma substancia
anti-auxinica poderia conduzir as células a encontrar um balanco hormonal que
favorecesse o surgimento de linhas celulares embriogénicas e sua evolugéo
conversiva em plantas inteiras (Moghaddam et al., 2000).

Chen e Chang (2004), trabalhando com Oncidium, alcangaram
embriogénese direta em meio de cultura contendo apenas TIBA (0,5 uM), ap6s 8
semanas de cultura. Esta substancia anti-auxinica também tem sido utilizada na
organogénese, como formacdo de gemas axilares. Singh e Syamal (2000),
micropropagando gemas em roseira, observaram que o tratamento com TIBA
proporcionou um aumento no numero de folhas por gemas e contetdo de clorofila
foliar, assim como um efeito significativo no comprimento médio das gemas e
namero de folhas por explante. Meio de cultura contendo TIBA aumentou a
resposta organogénica, assim como melhorou, a longo prazo, o potencial
organogénico de calos de Morus alba (Bhau e Wakhlu, 2001).

Outros compostos como acido salicilico e acido acetil salicilico também tém

sido utilizados em trabalhos de cultura de tecidos vegetais. O modo de acao do
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acido acetil salicilico e do &cido salicilico ainda ndo é conhecido e existe a
necessidade de identificar sistemas regulados por estas substancias, com maior
énfase na elucidacdo de seus papéis em respostas morfogénicas nas plantas
(Hutchinson e Saxena, 1996).

Estudos tém demonstrado que o &cido salicilico e o acido acetil salicilico
desempenham ampla gama de funcbes nas plantas. Em varias espécies estes
compostos sdo conhecidos por estimular o florescimento, formacdo de gemas e
iniciacdo de raizes adventicias (Leslie e Romani, 1986). O &cido salicilico é uma
importante molécula sinalizadora envolvida em respostas de defesa a patdégenos
e estresses abidticos. Estas substancias tém sido utilizadas em trabalhos com
embriogénese somatica em espécies como milho, aveia, café e geranio. Hao et
al.(2006) observaram um aumento na embriogénese soméatica em aveia em meio
enriguecido com acido salicilico. Em cafeeiro, concentracdes da ordem de
picomolares de &cido salicilico proporcionaram um efeito positivo em culturas de
suspenséao celular, resultando em um incremento de duas vezes no crescimento
celular e embriogénese somatica, como também melhorou a sincronizagdo do
processo embriogénico (Figueroa et al., 2001).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito da substancia anti-auxinica
TIBA, do acido salicilico e do acido acetil salicilico na indugdo de embriogénese
somatica em cotilédones e hipocotilos de Eucalyptus urophylla.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material experimental

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Il
do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria - BIOAGRO, da
Universidade Federal de Vicosa- UFV, localizada no municipio de Vigosa, Minas
Gerais.

Como material genético, foram utilizadas sementes de Eucalyptus urophylla
oriundas da empresa International Paper do Brasil, localizada no municipio de

Mogi Guacu, Séao Paulo.
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2.2. Obtencao dos explantes

As sementes utilizadas no presente trabalho foram inicialmente lavadas em
agua corrente por cerca de um minuto e, em seguida, levadas a camara de fluxo
laminar e desinfetadas com solugcdo de alcool 70% (v/v) por 30 segundos e
hipoclorito de sodio 5% (v/v), durante 15 minutos, sendo posteriormente
enxaguadas seis vezes com agua desionizada e autoclavada.

No processo de germinacdo das sementes, foi utilizado o meio de cultura
MS (Murashige e Skoog, 1962), contendo metade da concentracdo dos sais e
vitaminas, 50 mg L™* de mio-inositol, 1,5% de sacarose e 6 g L™ de agar Merck®, o
pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 e autoclavado por 15 minutos.

As sementes foram transferidas para placas de Petri descartaveis estéreis
(60 x 15 mm) contendo 15 mL de meio de cultura e vedadas com filme de PVC.
Estas placas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 27 + 2
°C, fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro, com irradiancia de 36 pmol m™
s™, sendo utilizada lampada “luz do dia” branca fluorescente de 20 Watts, por um
periodo 10 dias, até a completa germinacdo das sementes.

Foram utilizados como fonte de explantes segmentos de hipocotilos com
cerca de 1,0 cm de comprimento e cotilédones totalmente expandidos, sendo

estes explantes dispostos com a face abaxial em contato com o meio de cultura.

2.3. Inducgao de calos

Na inducdo de calos para os dois experimentos foi utilizado o meio de
cultura composto pelos sais MS (Murashige e Skoog, 1962) e vitaminas White
(White, 1943), acrescidos de 100 mg L™ mio inositol, 3% de sacarose, 2,9 g L™ de
Phytagel® (Sigma), 0,5 mg L™ de dicamba e pH ajustado para 5,7 + 0,1.

No experimento com TIBA (2,3,5-acido triodobenzadico), foram utilizados 3
reguladores de crescimento na inducéo de calos (0,5 mg L™ de dicamba, 5 mg L™
de picloran e 5 mg L™ de 2,4-D). Os explantes obtidos de cotilédones e hipocétilos
foram colocados em placas de Petri descartaveis contendo 15 mL de meio de
cultura e mantidas no escuro em sala de crescimento com temperatura de 27 + 2
°C, por um periodo de 20 dias. Para esta fase do experimento, foi utilizado um
namero suficiente de explantes a fim de que se pudessem ter quantidades
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necessarias de calos para serem subcultivados para os diferentes tratamentos
com TIBA.

No experimento com &cido salicilico e &cido acetil salicilico, foi utilizado o
regulador de crescimento dicamba na concentracdo de 0,5 mg L™. Os explantes
foram colocados em meio de cultura com dicamba e 3 concentracdes de acido
salicilico e acido acetil salicilico (1, 3 e 6 mg L™) e mantidos por 3 dias no escuro
em sala de crescimento com temperatura de 27 + 2 °C. Apos este periodo, os
explantes foram transferidos para novo meio de cultura sem os &cidos salicilico e

acetil salicilico e colocados nas mesmas condi¢fes anteriores.

2.4. Conducao e avaliagdes experimentais

O delineamento estatistico utilizado nos dois experimentos foi o
inteiramente casualizado.

Para o experimento com TIBA, apos 20 dias de cultivo, foi feita uma
avaliacdo de uma fracdo do material com relagdo ao porcentual de calejamento,
intensidade de calejamento, oxidacéo, textura, coloracdo e presenca de estruturas
embriogénicas. Os calos formados nos 3 tratamentos com reguladores foram
transferidos para novo meio de cultura com 4 concentracdes de TIBA (0; 0,25;
0,75; e 1 mg L™, utilizando placas de Petri descartaveis (60 x 15 mm) contendo
15 mL de meio de cultura com 10 explantes por placa e 5 placas por tratamento.
Os calos foram mantidos no escuro em sala de crescimento com temperatura de
27 + 2 °C por mais 30 dias, quando foi realizada nova avaliagcdo quanto ao
aspecto geral dos calos e a presenca de estruturas embriogénicas.

No experimento com os acidos salicilico e acetil salicilico, foram utilizadas
placas de Petri descartaveis (60 x 15 mm) contendo 15 mL de meio de cultura
com 10 explantes por placa e 5 placas por tratamento. Apés 30 dias de cultivo, foi
realizada uma avaliacdo com relacdo ao porcentual e a intensidade de
calejamento, oxidacdo, textura, coloracdo e presenca de estruturas
embriogénicas. Os calos foram entéo transferidos para novo meio com 0,01 mg L™
de dicamba e mantidos no escuro em sala de crescimento com temperatura de 27
+2°C.
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Para as avaliacfes visuais, foi utilizada lupa binocular com aumento de 10
vezes, e as avaliagbes dos niveis foram feitas por comparagdo, sendo
discriminadas como baixa, média e alta. Para avaliacdo da textura, os calos foram
classificados como fridveis (células frouxamente ligadas), compactos (células

firmemente ligadas) e texturas

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. TIBA (2,3,5-acido triodobenzdico)

A intensidade de calejamento nos 3 tratamentos com os reguladores de
crescimento picloran, dicamba e 2,4-D foi, em sua maioria, baixa para 0s
explantes cotiledonares e de hipocétilo. Nao foram observados, aos 20 dias de
cultura, calos com nivel alto de oxidacéo (Figura 1). Em geral a textura dos calos
variou pouco com relacdo as 3 auxinas utilizadas. Para cotilédones predominaram
as texturas compacta e semicompacta nos tratamentos com dicamba e picloran, e
semicompacta e semifridvel para 2,4-D. Em hipocotilos predominou a textura
compacta, contudo, foram observados calos nas 4 categorias de textura (Figura
2).

mBAIXO OMEDIO mALTO mEBAIXO JMEDIO mALTO

100 4 100 -
80 80 -
60 - 60 -

40 - 40

Calejamento (%)
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20 A 20 A

0,5 dic ‘ 5 pic ‘52,4-[) 0,5 dic 5 pic 0,5 dic ‘ 5 pic ‘52,4-D 0,5 dic ‘ 5 pic ‘52,4-D

Cotilédone Hipocétilo

Cotilédone Hipocétilo

Figura 1- Intensidade de calejamento e niveis de oxidac&do dos calos obtidos em
explantes de cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus urophylla aos 20
dias de cultivo em meio MS nos tratamentos com os reguladores de
crescimento dicamba (0,5 mg L™), picloran (5 mg L™) e 2,4-D (5 mg L™).
As barras indicam o desvio das médias
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Figura 2- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocétilos de
Eucalyptus urophylla aos 20 dias de cultura em meio MS nos
tratamentos com os reguladores de crescimento dicamba (0,5 mg L™),
picloran (5 mg L") e 2,4-D (5 mg L™). As barras indicam o desvio das
médias.

Apébs a transferéncia para o meio com diferentes concentracdes de TIBA,
observou-se aumento do calejamento nos dois tipos de explantes se comparado
com o controle, principalmente nos calos friaveis e semifridveis, assim como uma
modificacdo na sua textura. Observou-se que, na concentracéo de 0,75 mg L™ de
TIBA, uma porcentagem de calos semifridveis passou para a textura friavel
(Figura 3), fato também observado com a concentracéo de 1 mg L™, porém, em
menor intensidade. Esta modificacdo na textura e intensidade de calejamento foi
observada para os 3 reguladores de crescimento utilizados, porém, foi mais
intenso nos tratamentos com dicamba.

Os calos de textura friavel e semifriavel nos tratamentos de 0,75 e 1 mg L ™
de TIBA apresentaram, ao final de 50 dias, melhor aspecto quando comparados
aos de textura compacta e semicompacta. Estes calos tenderam a se oxidar
menos ou a nao exibir oxidagdao. E, em geral, especialmente com relacdo aos
calos fridveis, eles se apresentaram em sua maior parte na classe de intensidade
alta de calejamento. No trabalho de Moghaddam et al. (2000), folhas jovens de
beterraba germinadas em meio de cultura contendo 3 mg L™ de TIBA, utilizadas
como fonte de explantes e induzidas a calogénese em meio de cultura com 1 mg

L' de BAP, proporcionaram calos amarelos brilhantes e de bom aspecto,
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contrastando com plantulas obtidas de sementes germinadas em meio sem TIBA,

gue eram marrom- escuras em sua maioria.

Figura 3- Aspecto geral de calo friavel obtido de hipocétilo de Eucalyptus
urophylla induzido em meio com 0,5 mg L™ de dicamba e transferido
para 0,75 mg L™ de TIBA. Barra= 20pm.

Os calos fridveis e semifriaveis, quando subcultivados em novo meio com
TIBA, mantiveram a tendéncia de se multiplicar a uma alta taxa, porém, apés o
segundo subcultivo no meio com TIBA, os calos ndo apresentaram mais
crescimento e tenderam a se oxidar. Observou-se maior oxidacao na parcela dos
calos colocados em condicdo de fotoperiodo de 16 horas luz e 8 horas escuro,
com irradiancia de 36 umol m? s™,

A utilizacdo de TIBA em trabalhos com embriogénese somatica foi
reportada por Kulshreshtha e Coutts (1997) para a cultura de beterraba, em que
um breve tratamento de 2 semanas em meio com 2,4-D e BAP e subsequente
exposicdo dos explantes ao TIBA foi crucial para a indugéo direta de embrides
somaticos. Esses autores demonstraram que ndo somente € necessario remover
auxinas adicionadas ao meio de cultura, como também bloquear a disponibilidade
de auxinas enddgenas para induzir a embriogénese somatica nesta espécie. Em
Eleutherococcus senticosus, contudo, a presenca de TIBA suprimiu a formacgao
de embrides em células embriogénicas, porém, ndo afetou a divisao celular (Choi

et al., 2001) em Picea abies. Ramarosandratana e Van Staden (2004) concluiram
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que a adicdo de TIBA nado afetou de forma significativa as taxas de iniciacdo de

embriogénese somatica, ndo importando a auxina utilizada.

Explantes obtidos de cotilédones e hipocoétilos em Eucalyptus urophylla e
induzidos & calogénese em 0,5 mg L™ de dicamba, 5 mg L™* de 2,4-D e 5 mg L™
de picloran e transferidos para novos meios de cultura com TIBA néo
proporcionaram a formacdo de embrides somaticos. Entretanto, a presenca de
TIBA nas concentracées de 0,75 e 1 mg L™ promoveu um aumento na intensidade

de calejamento e mudanca na textura dos calos.

3.2 Acidos salicilico e acetil salicilico

Os calos formados nos diferentes tratamentos com acido salicilico e acido
acetil salicilico para explantes obtidos de cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus
urophylla foram, em sua maioria, de baixa intensidade, e as diferentes
concentracdes dessas substancias nao influenciaram na formacéo e crescimento
dos calos obtidos (Figura 4). Figueroa et al. (2001), trabalhando com culturas de
suspensdo celular embriogénica em cafeeiro tratadas com 10'? M de &cido
salicilico, observaram um efeito significativo nas taxas de crescimento, quando
comparado com o controle sem essa substancia. A utilizacdo do acido salicilico
proporcionou um efeito dramético, tanto no namero, quanto na qualidade de
embrides somaticos formados, em termos de tamanho e desenvolvimento de
embrides, causando um aumento de duas vezes em ambos 0S processos.

A utilizacdo de acido salicilico e acido acetil salicilico na cultura de tecidos
tem sido reportada em algumas espécies. Hutchinson e Saxena (1996),
trabalhando com hipocotilo de gerénio, observaram que a utilizacdo de 10 uM de
TDZ + 10 pM de &cido acetil salicilico por 3 dias e posterior transferéncia para
meio sem regulador e sem o acido acetil salicilico proporcionou um aumento em
duas vezes o numero de embrides somaticos e sincronizacdo durante o
desenvolvimento do embrido se comparado ao tratamento utilizando somente o
regulador; e que o acido salicilico foi ineficiente em modular resposta

embriogénica similar ao acido acetil salicilico.
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Figura 4- Intensidade de calejamento dos calos obtidos em explantes de
cotilédones e hipocdétilos de Eucalyptus urophylla em meio com 0,5
mg L™ de dicamba expostos aos pré-tratamentos com &cido salicilico
AS (Tl1=1mgL; T2=3mg L™"; T3= 6 mg L ™) e &cido acetil salicilico
AAS (T4= 1 mg L; T5= 3 mg L™; T6= 6 mg L™). As barras indicam o
desvio das médias.

No presente trabalho, o pré-tratamento com acido salicilico e &cido acetil
salicilico ndo afetou de forma significativa a textura dos calos (Figura 5), sendo
produzidos, em sua maioria, calos compactos, ndo sendo observado nenhum calo
com textura friavel. O uso dessas substancias também se mostrou ineficiente na
inducdo da embriogénese somatica ndo sendo observada a formacdo de

estruturas embriogénicas em nenhum tratamento utilizado.
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Figura 5- Textura dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocétilos de
Eucalyptus urophylla em meio com 0,5 mg L™ de dicamba expostos aos
pré-tratamentos com &cido salicilico AS (T1=1mg L; T2=3 mg L™; T3=
6 mg L™) e &cido acetil salicilico AAS (T4=1mgL; T5=3mg L™; T6=6
mg L™). As barras indicam o desvio das médias.

Com relacédo a oxidacdo fendlica, predominou o nivel baixo de oxidacao
para hipocétilo, com excecdo do T4. Calos formados de explante cotiledonar
apresentaram niveis maiores de oxidagdo e uma maior porcentagem de calos no

nivel alto de oxidagcdo (Figura 6). Para este tipo de explante, o tratamento T4
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exibiu as menores porcentagens de calos com nivel baixo e as maiores

porcentagens no nivel alto de oxidacao.

B BAIXO O MEDIO B ALTO | @ BAIXO O MEDIO B ALTO
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Figura 6- Oxidacdo dos calos obtidos em explantes de cotilédones e hipocotilos
de Eucalyptus urophylla em meio com 0,5 mg L™ de dicamba expostos
aos pré-tratamentos com Acido salicilico AS (T1=1mgL; T2=3mg L™
T3= 6 mg L ™) e &cido acetil salicilico AAS (T4=1 mg L; T5= 3 mg L*;
T6=6 mg L™Y). As barras indicam o desvio das médias.

4. CONCLUSOES

As concentracdes de 0,75 e 1 mg L™ de TIBA proporcionaram um aumento
na intensidade de calejamento com mais intensidade em calos friaveis e
semifriaveis.

Especialmente na concentracéo de 0,75 mg L™, houve uma modificacéo na
textura dos calos friaveis e semifriaveis.

Calos friaveis e semifridveis que apresentaram um crescimento mais
intenso também apresentaram menores niveis de oxidacao.

A utilizacdo dos acidos salicilico e acetil salicilico ndo proporcionou

nenhuma mudanca significativa em calos obtidos de 0,5 mg L™ de dicamba.
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4. CONCLUSOES GERAIS

De acordo com os resultados obtidos e nas condigbes em que foram

realizados os experimentos, conclui-se que:

As substancias L-cisteina, sulfato de adenina, acido citrico, acido ascorbico
e PVP, nas concentracfes testadas, ndo foram eficientes para conter a
oxidacao fendlica em calos formados a partir de cotilédones e hipocotilos
de Eucalyptus spp. A adicdo de 10% de agua de coco (v/v) ndo influenciou
de forma significativa a oxidacdo fendlica, porém, afetou a textura e a

intensidade de calejamento em cotilédones e hipocatilos de E. urophylla.

Utilizando-se TDZ em combinacBes com ZEA, ANA, dicamba e picloram,
os melhores resultados de calogénese foram observados nos tratamentos
com TDZ + ZEA + ANA para um dos clones. A utilizacdo de TDZ em
combinagdo com dicamba e picloran proporcionou a formacdo de calos
amarelados e em sua maioria semifriaveis. A maior parte dos calos foliares
obtidos nos tratamentos com TDZ + ZEA e ANA e TDZ + ZEA apresentou
coloracdo esbranquicada. Nao foi observada presenca de raizes em
nenhum experimento, assim como também nao foi observada presenca de

estruturas embriogénicas.

Em relacdo ao efeito do estresse proporcionado as plantas doadoras de
explante com o armazenamento das mesmas por diferentes periodos em

temperatura de 4 °C, este efeito ndo apresentou resultado satisfatério na
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inducdo da embriogénese soméatica em explantes foliares e internodais nos
dois clones de hibridos de Eucalyptus urophylla. Contudo, para um clone
em meio contendo TDZ e sem pré-tratamento com frio, foi observada
formacdo de regides assemelhando-se a massas pro-embriogénicas em

calos obtidos de entrends.

Quanto a utilizacdo de TIBA, as concentracdes de 0,75 e 1 mg L™
proporcionaram aumento na intensidade de calejamento com mais
intensidade em calos friaveis e semifriaveis. A utilizacdo dos &cidos
salicilico e acetil salicilico ndo proporcionou nenhuma mudanca
significativa em calos obtidos de 0,5 mg L™ de dicamba. Em nenhum dos

tratamentos e explantes utilizados foram obtidas estruturas embriogénicas.

Considerando o0s resultados obtidos no presente trabalho e em
conformidade com a literatura existente sobre o tema, nota-se que para
espécies de Eucalyptus existem dificuldades na propagacdo vegetativa
pela técnica de embriogénese somatica. Contudo, as informacfes geradas
neste trabalho mostraram ser muito Uteis para que se somem
conhecimentos a respeito da embriogénese somatica em Eucalyptus, tendo
em vista a importancia da técnica e o potencial de sua aplicacdo na
silvicultura clonal, a fim de que possam ser obtidos protocolos eficientes e

reproduziveis de embriogénese somatica para esta espécie.
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