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RESUMO

ALVES, Elisa Cristina Soares de Carvalho, M. S., Universidade Federal de Vicosa,
dezembro de 2001. Organogénese in vitro na regeneracéo de clones de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla. Orientador: Aloisio Xavier.

Conselheiros: Wagner Campos Otoni e Rita de Cassia Gongalves Borges.

O presente estudo objetivou avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento
TDZ, BAP e ANA no desempenho da propagacdo in vitro por organogénese de
explantes foliar e caulinar de trés clones hibridos de Eucalyptus grandis X
Eucalyptus urophylla. Os explantes foliar e caulinar obtidos de gemas alongadas in
vitro foram cultivados em meio de cultura especifico e submetidos, em cada fase
distinta, a diferentes concentractes e tipos de reguladores de crescimento. Na fase
de inducéo de calos, foram utilizadas combinagtes dos reguladores de crescimento
TDZ e ANA e de BAP com ANA, sendo esta conduzida em regime de escuridéo,
pelo periodo de 35 dias. Na fase de regeneracdo de gemas, a partir do melhor
tratamento obtido na fase de cagamento, avaliaram-se os reguladores de
crescimento BAP e ANA, sendo conduzida em condic¢Oes de fotoperiodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro, airradiancia de 36 mmol m* s*, pelo periodo de 35
dias. De modo geral, pode-se observar resposta diferenciada dos clones quanto a
intensidade, textura, coloracdo e grau de oxidacdo dos calos, em funcdo dos

tratamentos com os reguladores de crescimento, tanto para explante foliar quanto



caulinar. Para os trés clones em estudo, os melhores resultados de calegamento
foram observados nos tratamentos com a combinacdo dos reguladores de
crescimento TDZ (0,5 mg L™ e ANA (0,1 mg L™, obtendo-se 100% de
calggamento no explante foliar. Houve a formag&o de calo com aspecto nodular na
regido do peciolo dos explantes foliares e de estruturas nodulares compactas,
principamente na extremidade dos explantes caulinares, sendo essas regides
responsaveis pela regeneracdo de gemas adventicias nos explantes foliares para o
clone 1 e explantes caulinares para os clones 1 e 3. A melhor resposta de
regeneracdo foi obtida com 1,0 mg L™ BAP para o clone 1 utilizando-se explante
foliar e para o clone 3, utilizando-se explante caulinar. As andlises histologicas
revelaram a origem adventicia das gemas diferenciadas a partir de explantes foliares
e caulinares. Todavia, recomenda-se cautela quanto a utilizac8o de explante caulinar
na regeneragdo por organogénese in vitro, devido a possibilidade de inclusdo
acidental de gemas axilares durante a confeccado dos explantes, aliado ao menor

rendimento obtido, em comparagdo com explante foliar.



ABSTRACT

ALVES, Elisa Cristina Soares de Carvalho, M.S., Universidade Federa de Vicosa,
December of 2001. In vitro regeneration of Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla clones by organogenesis. Adviser: Aloisio Xavier. Committee

Members: Wagner Campos Otoni and Rita de Cassia Goncalves Borges.

The effects of the growth regulators TDZ, BAP and ANA on the
performance of in vitro propagation by organogenesis was evaluated for three
hybrid clones of Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla with leaf and stem
explants. These leaf and stem explants were obtained by extended buds in vitro,
cultivated in specific culture medium and treated, in each different phase, with
different types and concentrations of growth regulators. Combinations of the growth
regulators TDZ with ANA and BAP with ANA were used in the callus induction
phase under darkness regime, for a period of 35 days. Based on the best treatment
obtained during this phase of callus forming, the growth regulators BAP with ANA
were evaluated for the phase of buds regeneration, under photoperiod conditions
with 16 hours of light and 8 hours of darkness, with an irradiation of 36 nmol m?s?,
for a period of 35 days. In genera, a differentiated response of the clonesin relation
to intensity, texture, color and oxidation degree of the callus could be observed, due
to the growth regulator treatments, for the leaf as well as for the stem explants. For
the three examined clones, the best results in cluster forming were observed for the
treatments with a combination of the growth regulators TDZ (0.5 mg L ™) and ANA
(0.1 mg L™, achieving 100% of callus forming in the leaf explant. Node—formed

calus appeared in the petiole region of the leaf explants, and compact node

Xi



structures, mainly in the extremities of the stem explants. These regions are
responsible for the regeneration of adventitious buds in the leaf explants for clone 1
and in the stem explants for clones 1 and 3. The best regeneration response was
obtained with 1.0 mg L™ BAP for clone 1, using leaf explant, and for clone 3, using
stem explant. Histological analyses reveadled the adventitious origin of the
differentiated buds brought forth by leaf and stem explants. However, precaution is
recommended in relation to the use of stem explants for regeneration by
organogenesis in vitro, due to the possibility of accidental inclusions of axillary
buds during the fabrication of the explants, whose production is lower, compared to
that of the leaf explant.

Xii



1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus inclui a maioria das espécies florestais utilizadas para o
estabel ecimento de plantagdes em areas tropicais e subtropicais do mundo, sendo a
clonagem de individuos superiores alternativa de grande importancia e de aplicacdo
no setor florestal.

Para as espécies de Eucalyptus, a estaquia tem sido o principal método de
propagacdo vegetativa, com vistas a producéo de mudas para o estabelecimento de
plantagOes clonais, resultando em aumento da produtividade e uniformidade dos
plantios. Entretanto, o0 método da estaquia apresenta algumas dificuldades no
sistema de producdo de mudas, como de enraizamento e brotacdo adventicia em
estacas de certos clones, afetando o desenvolvimento da futura arvore, aliado a
limitagdo de producdo comercial (XAVIER et a., 1997). Nesse contexto, a
micropropagacao tem sido considerada como alternativa na propagacéo clonal,
quando ndo é possivel multiplicar vegetativamente uma espécie pelos métodos
convencionais (GEORGE, 1993; TIBOK et a., 1995).

Atualmente, a micropropagacdo de Eucalyptus tem sido utilizada no
rejuvenescimento de clones, visando a formagéo do jardim microclonal, o qual
constitui a base para o método da microestaquia. O desenvolvimento e a aplicacdo
desse método em Eucalyptus tiveram como origem os trabalhos realizados por

ASSIS et a. (1992), caracterizando-se pela utilizacdo de microestacas extraidas a



partir de clones regjuvenescidos in vitro, para serem, posteriormente, enraizadas em
casa de vegetacéao.

Aliada a micropropagacéo, nos ultimos anos, a transformagéo genética em
plantas lenhosas tem despertado atencdo no setor florestal, sendo uma realidade em
algumas situacfes. Trabalhos com Eucalyptus tém sido desenvolvidos nessa linha
(CHEN et a.,1996; SERRANO et a., 1996; MULLINS et a., 1997; HO et 4d.,
1998), contudo o sucesso de programas de transformacéo estavel de genes depende
da capacidade de regeneracéo da espécie em estudo (FERREIRA et a., 1998).

Segundo MULLINS et a. (1997), os procedimentos convencionais de
micropropagacéo em Eucalyptus se déo pela ativacdo de gemas axilares em cultura.
Entretanto, a propagacdo in vitro por organogénese de explantes foliares também
possui a capacidade de regenerar grande nimero de plantas, e com potencial para
ser automatizada.

Protocolos €ficientes de micropropagacdo de Eucalyptus pela via
organogénica, conforme apresentados por SUBBAIAH e MINOCHA (1990),
TIBOK et a. (1995), CHEN et a. (1996), AZMI et a. (1997), MULLINS et al.
(1997), HO et al. (1998) e BANDYOPADHYAY et al. (1999), utilizaram materiais
juvenis como fonte de explantes, como cotilédones e hipocotilos. Contudo, métodos
eficientes para regeneracéo de clones selecionados pela via organogénica, utilizando
como explantes folhas e segmentos caulinares de material rejuvenescido, poderiam
constituir-se em dternativa de multiplicacdo vegetativa, adém de atender a
programas de transformacdo genética. Dessa forma, o objetivo do presente estudo
objetivou avaliar os efeitos dos reguladores de crescimento TDZ, BAP e ANA no
desempenho organogénico in vitro de explantes foliares e caulinares na regeneragéo

de trés clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Propagacao clonal

A propagacdo clonal ou vegetativa consiste na producéo de plantas com o
gendtipo idéntico daguela que Ihe serviu de fonte de propagulo, utilizando-se para
esse fim partes dessa planta, como ramos, gemas, folhas, raizes e outros
(HARTMANN et al., 1997).

Os trabalhos de propagacdo vegetativa com o género Eucalyptus tiveram
inicio nos anos 50, em Marrocos (ASSIS, 1996). No Brasil, os estudos pioneiros
com éxito no enraizamento de estacas de Eucalyptus remontam ao ano de 1975
(IKEMORI, 1975), sendo a primeira plantacéo clonal comercial instalada em 1979.

Hoje, o Brasil ocupa posicdo destacada no cenario tecnologico mundial, em
termos de silvicultura clonal de espécies de Eucalyptus (SILVA, 2001). Assim, a
propagacdo vegetativa € considerada estratégica na melhoria da produtividade e
qualidade das florestas (XAVIER e COMERIO, 1996), a qual combina o uso de
clones selecionados e silviculturaintensiva (CHAPERON, 1987).

De modo geral, a propagagdo vegetativa proporciona maior uniformidade
dos plantios (CHAPERON, 1987; ASSIS, 1996; COM ERIO et al., 1996), adaptacéo
de clones especificos para determinados sitios e maximizagdo da producdo de
madeira em quantidade e qualidade desejaveis para determinados fins (XAVIER e



COMERIO, 1996), além de propiciar reducdo na idade e custos de exploracio e
transporte (FERREIRA, 1992).

Entre os métodos de propagacdo clonal utilizados em grande escala, 0 da
estaquia € o mais difundido (HARTMANN et a., 1997). Uma enorme vantagem da
estaguia como método de propagacdo vegetativa se deve ao fato de grande nimero
de estacas poder ser obtido de uma unica planta (DURAND-CRESWELL et d.,
1982). Entretanto, a estaquia apresenta alguns obstéculos ao processo de producéo
de mudas, como dificuldades de enraizamento e de formagdo de brotagOes
adventicias em estacas de certos clones (XAVIER et a., 1997). Mais recentemente,
0 desenvolvimento dos métodos de microestaquia e da miniestaquia de Eucalyptus
tem permitido avanco consideravel na propagacéo clonal de Eucalyptus. Em clones
com maior dificuldade de enraizar, existe maior eficiéncia de enraizamento em

resposta ao rejuvenescimento in vitro pelo uso da microestaquia (TITON, 2001).

2.2. Micropropagacao

A propagacdo de plantas in vitro constitui-se em uma técnica de propagagao
vegetativa cuja aplicacBo mais direta é a cultura de células e tecidos vegetais
(HARTMANN et a., 1997; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A micropropagacdo € usualmente mais rdpida que outros métodos de
propagacdo vegetativa e importante ferramenta onde ndo € possivel propagar
vegetativamente uma especie pelos métodos convencionais (GEORGE, 1993;
PIERIK, 1997). Entre as aplicacdes, a micropropagacdo tem sido utilizada na
preservacao de germoplasma, producéo de plantas livres de doencas (HARTMANN
et al., 1997), multiplicacéo rapida de plantas em periodos de tempo e espaco fisico
reduzidos (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), rejuvenescimento clona e
producio de mudas de clones selecionados (COMERIO et al., 1996). Em
Eucalyptus, também tem sido utilizada para aumentar a taxa de multiplicagéo na

faseinicial do programa de propagacéo vegetativa, visando encurtar o tempo entre a



selecdo das estacas e 0 uso do clone em plantios comerciais (CHAPERON, 1987),
além de constituir base para 0 emprego de outras técnicas biotecnol 6gicas.

Conforme o0 explante utilizado e sua subseqiente manipulagdo, a
micropropagacao pode ser conduzida de trés maneiras: multiplicacdo por meio da
proliferacdo de gemas axilares ou apicais, multiplicacédo mediante inducao de gemas
adventicias por organogénese e multiplicacéo via embriogénese somatica (THORPE
et a., 1991, BONGA e VON ADERKAS, 1992; LAKSHMI SITA, 1993;
GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A micropropagacao pela proliferacdo de gemas axilares e meristemas apicais
provenientes de plantulas, assim como de material adulto, tem sido utilizada com
sucesso em espécies de Eucalyptus (LAKSHMI SITA, 1993). Esta técnica envolve
o isolamento de 6rgdos meristeméticos pré-formados (gemas axilares ou apicais),
que sd0 estimulados a crescer mediante a manipulacdo de reguladores de
crescimento no meio de cultura, dando origem a novas partes aéreas, que, por sua
vez, repetem 0 mesmo processo. Tufos de partes aéreas sdo formados, os quais sdo
subdivididos em conjuntos menores, dando origem a novos explantes (BONGA e
VON ADERKAS, 1992; PIERIK, 1997; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Um problema relativamente comum nesse metodo de micropropagacéo se
deve a contaminacdo do material por bactérias enddgenas, que ndo sdo eliminadas
durante o processo de desinfestacdo (PIERIK, 1997), representando sérios
problemas no estabelecimento das culturas. No controle desse tipo de
contaminagdo, a utilizagdo de antibioticos € de consenso, entretanto dificilmente se
eliminam por completo as bactérias (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Embora possam ocorrer contaminagOes por bactérias endogenas, a
proliferacdo de gemas pré-formadas se congtitui em importante método de
micropropagacao. Por reproduzir in vitro um fendbmeno natural, este sistema € mais
facilmente controlado e apresenta fidelidade genética muito alta, em que as gemas
pré-formadas, pelo fato de possuirem determinac&o para o crescimento vegetativo e
estarem satisfeitas as necessidades nutricionais, iréo se desenvolver naturalmente
em plantas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Esse é geralmente mais

simples que outros meétodos de micropropagacdo, sendo a taxa de propagacéo



relativamente rdpida, e as plantas resultantes desse processo apresentam bom
crescimento em razdo, provavelmente, do reguvenescimento promovido por
sucessivos subcultivos do material (PIERIK, 1997).

Quanto a organogénese, esta dase pela inducdo de gemas adventicias
diretamente sobre os explantes ou sobre uma massa de células ndo-organizadas,
denominada calo (THORPE et al., 1991, BONGA e VON ADERKAS, 1992).
Quando as gemas se formam diretamente sobre os explantes, a organogénese é
denominada direta, ocorrendo em tecidos que apresentam potencial morfogénico na
planta in vivo, mas que, em geral, ndo se expressa como cambio vascular, base de
peciolo em dicotiledoneas, base de folhas e escamas em bulbos de
monocotileddneas e segmento de raizes, entre outros. Quando a formagéo da gema e
precedida pela formacdo de calo, a organogénese é denominada indireta, de onde
surgem gemas que crescem e se desenvolvem em novas partes aéreas. AsS
multiplicacdes sucessivas podem dar-se pela subdivisdo do calo e manutencdo de
um sistema adventicio, ou pela alteragdo do processo para proliferacdo axilar
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Em certas espécies, gemas adventicias podem surgir diretamente do tecido do
explante, ndo havendo a formagdo prévia de calos, 0 que proporciona um meétodo
confidvel de micropropagacdo. A inducdo direta de gemas é dependente da natureza
do orgéo de onde se derivou o explante, sendo também altamente dependente do
gendtipo da planta (GEORGE, 1993).

Tanto a micropropagacéo por gemas pré-formadas quanto a organogénese
levam a formacdo de uma planta através da producdo de brotos unipolares, que
devem ser, subseqlientemente, enraizados em outra etapa da producdo da muda.

Embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos usuamente
empregados para designar o processo pelo qual células dipldides ou somaéticas se
desenvolvem por meio de diferentes estadios embriogénicos, dando origem a uma
planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (Williams e Maheswaran, 1986, citados
por GUERRA et al., 1998).

A embriogénese somética leva a formagdo de um embrido através dos passos

que sdo frequentemente similares a formacéo do embrido zigdtico (THORPE et dl.,



1991). O embrido somatico passa pelos estadios de desenvolvimento pro-
embriondrios propriamente ditos. globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(GUERRA et al., 1998). Entretanto, o tamanho final dos cotilédones é usualmente
reduzido, ndo havendo o desenvolvimento de endosperma e da camada protetora da
semente (HARTMANN et al., 1997). Uma particularidade dos embrifes somaticos
€ a presenca de um sistema vascular fechado, sem conex&o vascular com os tecidos
do explanteinicial (GUERRA et a., 1998).

Do ponto de vista do potencia de multiplicagdo, sistemas embriogénicos
podem ser perpetuados via embriogénese repetitiva. Considerando que,
teoricamente, uma cultura iniciada de um unico explante pode produzir um ndmero
ilimitado de embrides, 0 processo torna-se altamente atrativo para producéo massiva
de plantas clonais (GUPTA et a., 1991). Aliado a isso, tem-se a possibilidade de
producdo artificial de sementes pelo encapsulamento dos embrides sométicos
(TERMIGNONI €t a., 1996), com um minimo de manipulacédo e espaco fisico de
laboratorio (BONGA e VON ADERKAS, 1992; GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998).

Entre as limitagOes apresentadas pela técnica de embriogénese somética,
dificultando sua utilizagdo como sistema de micropropagacéo, estdo a necessidade
de obtencdo de um sistema de embriogénese reproduzivel em larga escala
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), a variabilidade genética indesejavel
introduzida pelo processo, a perda da capacidade regenerativa pelos subcultivos
sucessivos (PIERIK, 1997; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998) e a
dificuldade ou impossibilidade de se estabelecer um sistema de inducéo por
embriogénese somatica em algumas especies (PIERIK, 1997).

Grande numero de trabalhos sobre inducdo de embrides sométicos em
plantas ornamentais, espécies de valor agricola e éarvores frutiferas, tem sido
realizado, contudo em especies florestais, embora tenham sido feitas pesquisas
referentes & embriogénese somatica em coniferas; trabalhos com dicotiledéneas
ainda sdo escassos (TERMIGNONI et al., 1996).



2.2.1. Meios de cultura e reguladores de crescimento

Os componentes do meio de cultura de tecidos vegetais sdo divididos em
quatro grandes categorias. macronutrientes, micronutrientes, vitaminas e
aminoacidos. Comp&em, ainda, 0 meio de cultura os reguladores de crescimento,
carboidratos e véarios outros compostos, podendo ser liquidos ou solidos (BONGA e
VON ADERKAS, 1992).

Segundo BONGA e VON ADERKAS (1992), existem meios que S0
originais, como os de White (WHITE, 1943), MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962), B5 (GAMBORG et a., 1968) e WPM (LLOYD e McCOWN, 1981), sendo
muitos outros modificacOes destes.

A lista dos minerais incluidos na maioria dos meios utilizados hoje foi
definida por White, sendo, durante anos, utilizado como meio basico para a cultura
de extensa gama de tecidos de diferentes espécies. Na tentativa de otimizar o
crescimento de calos in vitro, modificacdes posteriores foram feitas, e 0 meio MS
foi desenvolvido a partir de testes de suplementacdo do meio White com extrato de
folhas de fumo. O meio MS, juntamente com o B5, € o mais usado na cultura de
tecidos da grande maioria das espécies (CALDAS et a., 1998), dém do meio
WPM, elaborado principalmente para propagacdo de espécies lenhosas (GEORGE,
1993; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Na escolha do meio de cultura, deve-se levar em conta se este € apropriado a
espécie de planta e ao tipo de cultura em estudo. Quando se pesguisa uma nova
Situacdo, € sensato, no primeiro momento, 0 uso de meios de cultura e métodos
realizados com sucesso em outras pesquisas, sendo as mudancas e os gustes feitos
na tentativa de melhorar o crescimento, a morfogénese ou a taxa de multiplicacéo
(GEORGE, 1993).

Na micropropagacdo de eucalipto, a grande variagdo genotipica em resposta
aos meios de cultura constitui-se em importante fator a ser considerado.
Freguentemente, com a utilizagdo de um meio publicado para uma espécie em
particular, € impossivel obter bons resultados para alguns gendtipos de interesse,

sendo mais adequado, e menos custoso, realizar experimentos visando a melhoria da



“performance” in vitro dos gendtipos recalcitrantes (McCOMB, 1995). Uma vez
gue cada espécie apresenta uma resposta diferenciada in vitro, torna-se necessaria a
adequacdo de meios de cultura conhecidos e que apresentem bons resultados em
uma espécie em particular, como também testar mei os especificos.

Quanto aos reguladores de crescimento, das varias classes conhecidas, as
auxinas e citocininas sdo, sem duvida, as mais importantes na regulacéo do
crescimento e da morfogénese na cultura de tecidos e 6rgdos vegetais. Dentro
dessas duas classes, reguladores sintéticos tém sido descobertos apresentando
atividade biologica que se igualam ou excedem aos reguladores de crescimentos
equivalentes (GEORGE, 1993).

As auxinas estéo envolvidas na divisdo e alongamento celular e na sintese de
parede celular. A principal auxina natural € o AlA, o qual freqlientemente ndo tem
sido utilizado em cultura de tecidos devido a sua instabilidade (BONGA e VON
ADERKAS, 1992). Opcionalmente, as auxinas sintéticas mais comumente usadas
sd0 2,4-D, AIB e ANA (GEORGE, 1993).

Uma das principais fungdes da citocinina na cultura de tecidos € a indugéo de
gemas adventicias, bem como a proliferacéo de gemas axilares através da supressao
da dominéncia apical, também requeridas para formac&o de calos e outros processos
envolvendo a divisdo celular. As citocininas comumente aplicadas séo BAP,
cinetina, TDZ, 2-iP e zeatina, sendo as duas Ultimas citocininas naturais (BONGA e
VON ADERKAS, 1992).

O tipo de citocinina e a sua concentracdo séo os fatores que mais influenciam
0 sucesso da multiplicagdo in vitro, sendo as concentracdes de auxinas
freqlentemente baixas se comparadas com as das citocininas para manter um
bal anco auxina/citocininamenor que 1 (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

O modo de interacdo entre auxinas e citocininas € fregqlentemente
dependente da espécie da planta e do tipo de tecido utilizado na cultura (COENEN e
LOMAX,1997; PIERIK, 1997). A maneira complexa que os reguladores de
crescimento e as células interagem indica que, se o tecido ndo estd em um estéagio
responsivo, este ndo ira responder adequadamente aos reguladores de crescimento

exogenos, ndo importando em quais concentragdes e combinagdes esses reguladores



sdo utilizados. Auséncia na resposta a um regulador de crescimento é
freqUentemente um problema maior quando explantes de plantas adultas s&o
utilizados, em comparagcdo com material juvenil (BONGA e VON ADERKAS,
1992).

2.2.2. Micropropagacao em Eucalyptus

Um dos principais objetivos da propagacéo clonal € multiplicar plantas em
idade suficiente para serem demonstradas as suas caracteristicas superiores
(THORPE et al., 1991). Na maioria das espéecies de Eucalyptus, até que sgja
alcancado 0 estagio em que as arvores possam ser avaliadas para caracteristicas
desgéveis, elas ja se encontram na fase adulta, sendo dificultada a utilizacdo dos
métodos cléssicos de propagacao vegetativa (DE FOSSARD et d., 1977).

As técnicas de cultura de tecidos oferecem a possibilidade de propagacéo de
arvores selecionadas em todas as idades (CRESSWELL e DE FOSSARD, 1974; DE
FOSSARD, 1974), congtituindo alternativa econdbmica e adequada em relacéo aos
métodos classicos de propagacdo vegetativa. Embora muitas espéecies lenhosas
possam ser propagadas a partir de segmentos nodais coletados de arvores adultas,
algumas somente podem ser propagadas de material proveniente de sementes.
Contudo, aimportancia da utilizacdo de explantes de arvores adultas deve-se ao fato
da possibilidade de se propagarem arvores selecionadas de reconhecido valor
genético (MURALIDHARAN e MASCARENHAS, 1987).

Estudos preliminares de micropropagacdo de Eucalyptus foram realizados no
principio da década de 70. Desde entdo, vérias especies e hibridos de Eucalyptus
tém sido propagados in vitro, utilizando segmentos nodais (CRESSWELL e DE
FOSSARD, 1974; DE FOSSARD et a., 1977, BENNETT e McCOMB, 1982;
WATT et al., 1995), cultura de nodulos (WARRAG €t al., 1991; ITO et a., 1996),
embriogénese soméatica (MURALIDHARAN e MASCARENHAS, 1987; WATT et
a., 1991; TERMIGNONI et al., 1996; MAJOR et a., 1997) e organogénese
(KITAHARA e CALDAS, 1975; MURALIDHARAN e MASCARENHAS, 1987;
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SUBBAIAH e MINOCHA, 1990; LAINE e DAVID, 1994; TIBOK et al.,1995;
AZMI et a., 1997; HERVE et al., 2001).

O sucesso na micropropagacao de Eucalyptus pela proliferacédo de gemas
axilares utilizando material adulto de vérias espécies evidencia que a técnica pode
ser usada no reuvenescimento de material adulto (BONGA e VON ADERKAS,
1992; XAVIER et a., 1997), sendo atualmente utilizada no rejuvenescimento de
clones, com vistas a formagdo do jardim microclonal, que constitui a base para o
processo de microestagquia (TITON, 2001).

O desenvolvimento e a aplicagdo da microestaquia em Eucalyptus tiveram
como origem os trabalhos realizados por ASSIS et a. (1992) e se basearam no
aproveitamento méximo da juvenilidade dos propagulos vegetativos. Na
microestaquia sdo utilizados como propagulos microestacas oriundas de clones
rejuvenescidos in vitro, colocados para enraizar em ambiente de casa de vegetacao,
com umidade e temperatura controladas. Segundo TITON (2001), em clones com
maior dificuldade de enraizar existe maior eficiéncia de enraizamento, quando antes

esses clones eram rejuvenescidos in vitro pelo uso da microestaquia.

2.3. Micropropagacao por organogénese

Os eventos organogénicos acontecem mediante a desdiferenciacdo e
rediferenciagdo celular, dependendo da retomada da atividade meristematica em
células maduras diferenciadas ou em um tecido calogénico desorganizado (ZIV
1999). O processo de organogénese in vitro é considerado complexo, com a atuacéo
de multiplos fatores externos e internos envolvendo uma interagdo entre a fonte de
explante, 0 meio de cultura e fatores do ambiente (GEORGE, 1993; PIERIK, 1997;
JOY IV e THORPE, 1999). Depende, também, da acdo de reguladores de
crescimento exogenos, em particular auxinas e citocininas, como também da
habilidade do tecido em responder a essas mudangas hormonais durante o periodo
de cultivo (SUGIYAMA, 1999).
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Duas fases principais estdo envolvidas na rota morfogénicain vitro: afase de
inducdo e afase de expressdo, ou sgja, inducéo das células em adquirir competéncia
organogénica e a expressdo desse potencial no desenvolvimento de 6rgéos (Z1V,
1999). O conceito de competéncia vem da idéia de que todas as células nucleadas
sS40 totipotentes e, portanto, habeis para formar outro individuo dos quais eles eram
originamente derivados (JOY 1V e THORPE, 1999). As células competentes em
cultivo sdo, entdo, canalizadas e determinadas para formacdo de um 6rgédo
especifico sobre a influéncia de determinado balango hormonal (SUGIYAMA,
1999).

Christianson e Warnick (1988), citados por THORPE e KUMAR (1993),
relataram que trés fases fisiologicas estdo envolvidas na organogénese: (1)
aquisicdo da competéncia, por meio da qual a célula torna-se capaz de inducdo na
presenca de um indutor; (2) inducéo ou determinacdo de uma célula ou células em
se diferenciar e produzir o 6rgdo de escolha; e (3) crescimento e expressdo da
diferenciacdo. Para otimizar a organogénese, 0s regquerimentos temporais para cada
uma dessas fases devem ser empiricamente determinados para dada espécie e,
usualmente, para diferentes genétipos dentro da espécie. O motivo pelo qual
algumas células e explantes ndo produzem gemas em cultura pode ser devido a
fatores genéticos e epigenéticos, como também fisiologicos (JOY IV e THORPE,
1999).

Em muitas plantas lenhosas, somente explantes juvenis proporcionam
condigbes de serem estabelecidos em cultivo. Explantes tomados diretamente da
arvore apresentam problemas quanto a contaminacéo e exsudados, provocando seu
escurecimento e morte, 0 que pode ser evitado pelo uso de explantes procedentes de
culturas estéreis (DURAND-CRESSWELL et al., 1982). O estabelecimento de
explantes adultos pode ser melhorado quando a plantamée passa por agum
tratamento de rejuvenescimento (GEORGE, 1993).

A organogénese pode ser utilizada na conservacéo de germoplasma in vitro,
em que estudos sobre espécies florestais tém demonstrado a capacidade de
manutencao do potencial morfogénico apds longos periodos de subcultivo de calos
em Pinus (GLADFELTER e PHILLIPS, 1987; WAGLEY et a., 1987) e Eucalyptus
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(WARRAG et a., 1991; ITO et a.,1996). Pode, ainda, auxiliar programas de
propagacao clona pelo desenvolvimento de protocolos eficientes de regeneracdo
em diversas espécies, como também na obtencdo de transformantes via

transformacéo genética.

2.3.1. Micropropagacao por organogénese em Eucalyptus

Em plantas lenhosas, embora a micropropagacéo seja possivel através de
cultura de apices caulinares e gemas axilares, organogénese e embriogénese
somatica estéo ainda limitadas a um pequeno nimero de espécies (BONGA, 1987).
Existem vérias espécies, incluindo as florestais, que sdo dificeis de se manipular in
vitro, sendo denominadas recal citrantes.

Na micropropagacdo de plantas adultas recalcitrantes, um fator importante €
a escolha do explante, visto que, em muitos casos, apenas poucos tecidos dardo
respostas desgjaveis (BONGA e ADERKAS, 1992), sendo os explantes juvenis
agueles com maior habilidade de regeneracéo.

DE FOSSARD et a. (1977), trabalhando com cultivo in vitro de segmentos
nodais de quatro espécies de Eucalyptus, observaram o desenvolvimento de gemas
adventicias a partir de calos formados em material proveniente de pléantulas. No
entanto, quando os segmentos nodais procediam de plantas adultas, embora também
tenha ocorrido a formagdo de calos na regido nodal, nenhum desenvolvimento de
gemas foi observado.

AZMI et al. (1997), em trabalho visando a organogénese em Eucalyptus
globulus, utilizaram como fonte de explantes cotilédones e hipocdtilos de plantulas
e folhas e entrends de clones micropropagados. Eles observaram que as gemas
formadas surgiam, principalmente, na regido onde ocorreu a excisdo no cotilédone,
com a ressalva de que, no hipocétilo, as gemas surgiam nas partes distal e proximal
e que explantes excisados de folhas ou de segmentos internodais in vitro foram
totalmente incompetentes para regenerar gemas em todas as condigbes

experimentadas.
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WARRAG et a. (1991), em experimentos sobre organogénese em hibridos
de Eucalyptus grandis, utilizaram explantes de inflorescéncias imaturas, partes
florais (filamentos de estames e tecidos do ovario), embrifes zigoticos, hipocdtilos e
apices caulinares, dos quais somente em hipocotilos foi observada a formacéo de
gemas apos a constituicdo de calos nodulares.

O tecido nodular obtido de hipocdtilo no trabalho de WARRAG et a. (1991)
foi mantido em subcultivo por mais de trés anos, sem que perdesse a habilidade para
regenerar. Resultados semel hantes sobre a manutencéo da capacidade organogénica
em calos subcultivados foram citados por ITO et a. (1996), em Eucalyptus
botryoides, nos quais calos nodulares mantiveram a capacidade de regeneracéo por
até quatro anos. Também, HO et a. (1998), em trabalhos com Eucalyptus
camaldulensis, mantiveram a habilidade organogénica dos calos subcultivados por
mais de um ano.

Um fator importante a ser considerado na organogénese € a idade do
explante. TIBOK et a. (1995), trabahando com regeneracdo em Eucalyptus
urophylla, obtiveram melhores resultados utilizando como fonte de explantes
hipocotilos coletados 14 dias apdés a germinagdo. Resultado semelhante foi
observado por BANDYOPADHYAY et a. (1999), que usaram como fonte de
explante cotilédones e hipocotilos de Eucalyptus nitens e Eucalyptus globulus. No
trabalho de AZMI et a. (1997), hipocdtilos e cotilédones de Eucalyptus globulus
responderam melhor com 8 a 15 dias de idade (hipocétilo alongado e cotilédones
completamente expandidos, mas sem folhas).

Em grande parte dos trabalhos realizados objetivando a propagacéo in vitro
de Eucalyptus via organogénese, utilizaram-se materiais juvenis como fonte de
explantes, como hipocétilos (KITAHARA e CALDAS, 1975; TIBOK et al., 1995;
AZMI et a., 1997; HO et al., 1998), cotilédones (AZMI et a., 1997), caule e folhas
de material juvenil proveniente de sementes (SUBBAIAH e MINOCHA, 1990;
CHEN et al., 1996; MULLINS et al., 1997) e embrides zigéticos (SERRANO et a.,
1996). Contudo, a possibilidade e otimizagcdo de protocolos eficientes de

micropropagacao de clones superiores poderia constituir-se em aternativa no
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processo de multiplicagdo vegetativa (MULLINS et al., 1997), como também
atender a programas de transformacao genética.

LAINE e DAVID (1994), utilizando, em trabalhos de organogénese in vitro,
explantes foliares de clones micropropagados de Eucalyptus grandis, constataram
gue existem diferencas no requerimento com relagdo aos reguladores de
crescimento, para organogénese, entre os diferentes clones e que o tamanho do
explante n&o afeta a habilidade destes de produzir gemas. Esses autores verificaram,
também, que as condic¢des de luminosidade constituem importante parametro, cujos
melhores resultados s&o obtidos quando as primeiras quatro semanas de cultivo séo
conduzidas em auséncia de luz. Os efeitos benéficos do escuro durante a iniciagéo
da cultura também foram observados para organogénese em Eucalyptus tereticornis
por SUBBAIAH e MINOCHA (1990), visto que a auséncia de luz retarda o
escurecimento dos explantes, presumivel mente causado por compostos fenolicos.

HERVE et a. (2001), trabalhando com clones de Eucalyptus gunnii e
utilizando folhas e segmentos internodais e nodais como fonte de explante,
observaram, nos explantes foliares, a presenca de protuberéncias com células
densamente coesas, que apareciam e se desenvolviam iniciamente na parte
proximal do peciolo da folha. Essas protuberancias eram freguentemente rodeadas
por células de calos com coloragdo esbranquicada a amarelada, em que a iniciacéo
de gemas ocorria a partir da superficie dessas protuberancias, apds serem
transferidas para meio de regeneracdo. NoOsS segmentos internodais, as
protuberancias densas se desenvolviam nas extremidades destes, no local dos cortes,
para a obtencdo do explante. Eles observaram em seus experimentos, em todas as
condigbes de cultura testadas, que as folhas eram totalmente incompetentes para
formar gemas quando a parte proximal ao peciolo era removida. A andlise
histologica dos calos provenientes de folhas, coletadas em diferentes estagios,
evidenciou que a parte proximal da folha consistia de um sistema vascular rodeado
por parénquima limitado em ambos os lados pela epiderme, e, apos duas semanas de
cultura no meio de regeneracéo, protuberancias eram produzidas na parte proximal,
estando essas conectadas com os vasos da folha. Numerosas divisdes foram

observadas nas células dos vasos e proximos a elementos traqueais, indicando,
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fortemente, que as protuberancias originaram de células do cambio do sistema
vascular da parte proximal ao peciolo da folha sem, contudo, excluir que algumas
células podem ter se originado do parénquima.

Nos trabalhos realizados por AZMI et al. (1997), a habilidade de regeneracéo
de gemas em hipocotilos e cotilédones foi relacionada a presenca de glandulas
secretoras de 0leo em um estagio de germinacdo, quando a secrecéo desse Oleo
ainda n&o havia ocorrido. Essa habilidade de regenerar parece ser o resultado da
combinagéo de estégios adequados e passageiros de diferenciacdo, em que sdo
conduzidas as células competentes e a composicdo do meio de cultura, permitindo a
formacéo de calos e a rediferenciacdo de novas glandulas secretoras de 6leo na
periferia do calo. Concluiu-se que essas céulas ndo estavam totalmente
determinadas durante a excisdo, mas ainda eram capazes de desviar sua rota de
desenvolvimento e se desdiferenciarem em condic¢des adequadas de cultura.

Embora a micropropagacdo de Eucalyptus possa ser usada para uma rapida
propagacdo clonal, provavelmente o maior ganho surja através de técnicas de
engenharia genética envolvendo a insercéo de genes para caracteristicas especificas
(TIBOK et al., 1995). Trabalhos relacionados a transformagdo genética em
Eucalyptus séo relativamente recentes, como CHEN et al. (1996), SERRANO et al.
(1996), MULLINS et al. (1997) e HO et a. (1998), contudo o sucesso de programas
de transformacéo estavel de genes depende da capacidade de regeneracéo da espécie
em estudo (FERREIRA et a., 1998). A estratégia de plantas transgénicas mostra-se
vantgj0sa, uma vez que um gene responsavel por determinada caracteristica, quando
identificado, pode ser isolado, clonado, sequienciado e utilizado por meio de
transformacéo genética (BRASILEIRO e CARNEIRO, 1999).

Diante da escassez de informacOes referentes a organogénese in vitro em
tecidos adultos de Eucalyptus, faz-se necessaria a adequacdo de protocolos de
regeneracéo utilizando explantes coletados de clones selecionados, em que a
utilizacdo de material rejuvenescido in vitro possibilitaria melhor “performance’ na

capaci dade organogénica dos explantes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material experimental

Foram utilizados trés clones hibridos de Eucalyptus grandis provenientes das
empresas V&M Florestal LTDA. (clone 1 = hibrido de Eucalyptus urophylla x
Eucalyptus grandis) e Celulose Nipo-Brasileira SA. - CENIBRA (clones2 e 3 =
hibrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla).

Esses clones foram inicialmente propagados vegetativamente por estaquia,
introduzidos em laboratério de cultura de tecidos pela técnica de micropropagacao
via gemas axilares, 0s quais passaram por sucessivos subcultivos na fase de
multiplicacdo, visando ao seu rejuvenescimento. Os clones 1, 2 e 3 encontravam-se
em banco clonal no 25, 19 e 22° subcultivos, respectivamente, quando foi iniciado o
presente estudo.

O meio de cultura utilizado para multiplicagdo do material foi composto
pelos sais basicos de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), vitaminas de White
(WHITE, 1943), acrescidos de mio inositol (100 mg L™), PVP (800 mg L™),
sacarose (3%), &gar granulado MERCK (0,5%), 0,3 mg L™ de BAP e 0,01 mg L™
de ANA, com pH gjustado para5,8.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos 11 do
Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade
Federal de Vigosa, em Vigosa, MG.
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3.2. Metodologia

O presente trabalho de propagacéo por organogénese in vitro foi composto de
duas etapas, sendo a primeira referente a producéo de gemas alongadas in vitro para
obtencdo dos explantes foliar e caulinar e, a segunda, para obtencdo dos calos e

regeneracao das gemas adventicias, conforme descrito nos topicos subsequientes.

3.2.1. Obtencéao dos explantes

Para obtencdo dos explantes foliar e caulinar, foi utilizada a técnica de
micropropagacao através da proliferacdo de gemas axilares, conforme descrito no
item 3.1, modificando-se apenas a concentracéo dos reguladores de crescimento
para 0,1 mg L™ de ANA e 0,05 mg L™ de BAP, visando promover o alongamento
das brotacdes em banco clonal. A partir das brotages alongadas, obtiveram-se os
explantes foliares da parte superior destas (até o 3° nd), sendo deixada uma parte do
peciolo, enquanto os explantes caulinares foram obtidos dos segmentos internodais
extraidos das brotagdes, tomando-se o cuidado para que esses segmentos internodais

nao contivessem gemas axilares (Figura 1).

3.2.2. Micropropagacao por organogénese

No presente trabalho, a micropropagacdo por organogénese foi composta
pelas fases de inducéo de calo e da regeneracdo das gemas. Foram utilizados
explantes foliar e caulinar em meio de cultura especifico e submetido a diferentes

concentracdes e tipos de reguladores de crescimento descritos nos proximos itens.
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Figura 1 — Explantes foliar e caulinar de clones hibridos de Eucalyptus grandis x E.
urophylla utilizados na organogénese in vitro do presente estudo.

3.2.2.1. Meios de cultura e reguladores de crescimento

Para os explantes foliares, foi utilizado o meio de cultura LD com base no
trabalho de LAINE e DAVID (1994) e para os explantes caulinares, 0 meio de
culturaMS (MURASHIGE e SKOOG, 1962).

a) Explante foliar: 0 meio de cultura utilizado na fase de inducéo de calo foi
composto pelos sais LD: [KNO; (750 mg L™), NH,H,PO, (250 mg L™,
MgS0,.7H,O (250 mg L™ e CaCl,.2H,0 (106 mg L™)], micronutrientes e
FeEDTA na metade da concentragdo de MS, mio inositol (100 mg L™), sacarose
(2%), vitaminas compostas por [4cido nicotinico (10 mg L ™), tiaminaHCI (10
mg L), pantotenato de célcio (1 mg L™), piridoxinaHCI (1 mg L™) e biotina
(0,01 mg L], MES (600 mg L™), caseina hidrolisada (250 mg L™), PVP (800
mg L™) e Phytagel (0,25%), com pH ajustado para 5,7. Na fase de regeneracéo
de gemas, utilizou-se 0 mesmo meio de cultura, aterando o ferro e

micronutrientes para suas concentragdes totais, de acordo com o meio MS.
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b) Explante caulinar: para os explantes caulinares nas fases de inducéo de calo e
regeneracdo de gemas, foi utilizado o meio MS acrescido de mio inositol (100
mg L™, PVP (800 mg L™), sacarose (2%) égar granulado MERCK (0,5%), com
pH gustado para 5,6.

Para minimizagdo das contaminagdes por bactérias, acrescentaram-se aos
meios de cultura 300 mg L™ do antibiético Timentim, apds autoclavagem.

Quanto a avaliagdo dos tipos e concentragdes de reguladores de crescimento
na organogénese dos trés clones de Eucalyptus, foram utilizados, na fase de inducéo
de calos, combinagbes de TDZ e ANA e de BAP com ANA (Quadro 1). Nafase de
regeneracéo de gemas, foram utilizadas combinagtes de BAP e ANA (Quadro 2).

Quadro 1 - Reguladores de crescimento utilizados na fase de inducéo de calos em
explantes foliar e caulinar de clones de Eucalyptus grandis X
Eucalyptus urophylla na micropropagagao por organogénese

Tratamentos Reguladores de crescimento

TDZ + ANA (mg L™

05+0,5

05+0,1
0,05+ 0,01

1,0+ 0,1

A W N P

BAP+ANA (mgL™)

0,1+0,1
05+0,5
1,0+ 3,0
1,0+1,0

o N o O
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Quadro 2 - Reguladores de crescimento utilizados na fase de regeneracéo de gemas
a partir de calos induzidos em explantes foliar e caulinar de clones de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla na micropropagacéo por
organogénese

Tratamentos Reguladores de Crescimento
BAP+ANA (mgL™)

0,2+0,2
0,3+0,0
05+0,2
1,0+ 0,0
1,0+ 3,0
30+0,0
0,1+ 0,05

N o 0o~ WN P

3.2.2.2. Conducéo e avaliagOes experimentais

Os explantes foliar e caulinar foram colocados nos meios de inducdo de
calos, conforme descrito em 3.2.2.1, em placas de Petri descartaveis estéreis (60 x
15 mm). Cada placa foi composta por 12 mL de meio de cultura e cinco explantes,
sendo 10 placas por tratamento de reguladores de crescimento, conforme
apresentado no Quadro 1.

Na fase de inducdo de calos, as placas foram mantidas em regime de

escuriddo a temperatura de 27 + 2 °C pelo periodo de cinco semanas, sendo, ao final
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desse periodo, realizada uma avaliacdo quanto a intensidade de calgamento,
aspecto geral do calo (textura e coloracdo) e oxidacdo do explante. O critério
adotado na avaliagéo da intensidade de calegjamento foi: 1= pouco calejamento, 2=
calgiamento medio e 3= calg amento intenso.

Quanto atextura, a qual diz respeito a coesdo entre as células que formam o
calo, no presente estudo ela foi avaliada em friavel (células frouxamente ligadas),
compacta (células firmemente ligadas) e texturas intermedidrias entre estas,
classificadas como semifridvel e semicompacta. A textura semicompacta é
caracterizada como aguela intermedidria entre a compacta e a semifridvel e a
semifriavel € aintermediaria entre a semicompactae afriavel.

Em relagcdo as coloragbes avaliadas na fase de indugdo de calos, elas foram
classificadas como branco, branco com bege, bege-claro e bege-escuro. O bege-
escuro refere-se a cal os de coloragdo mais escura, mas que néo estao oxidados.

Em observacBes quanto a regido do calgjamento, nos explantes foliares,
identificou-se tal fato como tendo ocorrido somente no peciolo, no peciolo e limbo
e no peciolo e limbo abaxial. No explante caulinar, foi verificado se o calejamento
ocorreu em todo o explante ou somente nas extremidades dele. Foi verificada
também a presenca de oxidagéo.

Com base na avaliacdo realizada, na fase de indugdo de calo foi selecionado
o melhor tratamento para cada clone e cada tipo de explante, o qual foi repetido
para obtencao de cal os suficientes para a fase seguinte.

Na regeneracdo de gemas, novos calos foram obtidos através dos explantes
foliar e caulinar de cada clone proveniente do melhor tratamento da fase anterior.
Eles foram cultivados em novo meio de cultura (conforme descrito em 3.2.2.1) em
placas de Petri descartaveis estéreis (60 x 15 mm), contendo 12 mL de meio de
cultura com cinco calos por placa, sendo 10 placas por tratamento de reguladores de
crescimento (conforme descrito em 3.2.2.2 e no Quadro 2), e mantidos a
temperatura de 27 + 2 °C, sob fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro e
densidade luminosa de 36 mmol m? s, sendo utilizada l&mpada luz do dia branca

fluorescente de 20 W por 35 dias.
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A avaliacdo da capacidade organogénica do material para cada tratamento
com calos provenientes de explantes foliar e caulinar foi tomada em porcentagem
de calos apresentando gemas regeneradas e nimero de brotagdes por calo, como
também mudancgas ocorridas no aspecto desses calos apés a transferéncia para a
condic¢ao de luminosidade.

As gemas regeneradas foram transferidas para meio de aongamento
composto pelos sais basicos MS, vitaminas White, acrescidos de mio inositol (100
mg L™, PVP (800 mg L™), sacarose (3%), &gar granulado MERCK (0,5%), 0,05
mg L™ deBAPe0,1 mgL™deANA, com pH gjustado para5,8.

Para 0 enraizamento das brotacOes, foi utilizado 0 meio composto pelos sais
bésicos MS, vitaminas de White, acrescidos de mio inositol (100 mg L™), PVP (800
mg L™), sacarose (3%), &gar granulado MERCK (0,5%) e 1,0 mg L™ de AIB, com
pH gjustado para5,8.

3.2.4. Analise histolégica

Para confirmacdo de que as gemas regeneradas tratavam de gemas
adventicias e ndo gemas pré-formadas, foi realizada a andlise histolégica de uma
fragdo do material regenerado.

Para a realizacdo da andlise histologica foram selecionados aleatoriamente
explantes foliar e caulinar que apresentaram regeneracdo, 0s quais foram
submetidos aos procedimentos necessarios a confecgao dos cortes histol 0gicos.

Amostras dos tecidos in vitro foram coletadas e fixadas em FAA 50%, pelo
periodo de 24 horas. As amostras foram lavadas em &cool etilico 70% e
desidratadas em série alcodlica (acool butilico) e embebidas em parafina, segundo
JOHANSEN (1940). Secdes de 10 mm de espessura foram coradas em combinagéo

fuccina basica e azul-de-astra e montadas em ba samo-do-canada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Fase de inducao de calos em explante foliar

4.1.1. Intensidade de calejamento

Os resultados obtidos na fase de induc&o de calos com relacéo a intensidade
de calgamento em explante foliar dos trés clones de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla encontram-se na Figura 2.

Observou-se que os clones responderam, de forma diferenciada, aos
tratamentos com reguladores de crescimento, em que o clone 1 foi 0 que apresentou
os melhores resultados para calgamento, seguido pelos clones2 e 3. Osclones1 e 2
exibiram 100% de calgjamento em cinco dos oito tratamentos avaliados, enquanto
no clone 3 a taxa maxima de calgjamento observada foi de 66% no tratamento T.
Apenas no clone 1 foi observado calgjamento na classe de intensidade 3, em trés
dos quatro tratamentos, utilizando-se os reguladores de crescimento TDZ e ANA.

Para o clone 1, os resultados utilizando tratamentos com TDZ e ANA, com
excecdo do Ts;, que apresentava as menores concentragdes de TDZ, foram

superiores aos tratamentos com BAP e ANA. Esses resultados corroboram os de
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100
80
60
40
20

INTENSIDADE DE
CALOS (%)
INTENSIDADE DE
CALOS (%)

T1 T2 T3 T4 Ts5 T6 T7 T8
TRATAMENTOS TRATAMENTOS
CLONE 2
TDZ + ANA BAP + ANA
w ww 100
la) 100 [a)
g g: % g s ©
< o < gy 60
oo =]
D 2 40 B 2 40
Z < Z <
w O 2 w O 2
E F
Z 0 Z 0
T1 T2 T3 T4 5 T6 T7 T8
TRATAMENTOS TRATAMENTOS
CLONE 3
TDZ + ANA BAP + ANA

100 100

80 4 80 -
60 - 60 -
40 -| 40 4

20 4 20

INTENSIDADE DE
CALOS (%)
INTENSIDADE DE
CALOS (%)

0+ 0
Tl T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
TRATAMENTOS TRATAMENTOS
l Pouco calejamento [@ Calejamento médio Il Pouco calejamento [@ Calejamento médio
[J Calejamento intenso [] Total [ Calejamento intenso [] Total

Figura 2 — Intensidade de calogénese a partir de explante foliar em funcéo dos
tratamentos com reguladores de crescimento (TDZ, BAP e ANA),
avaliada em trés clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.
Barras verticaisindicam os desvios das médias.
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VIEITEZ e SAN-JOSE (1996), que, utilizando como fonte de explante folhas de
clones micropropagados de Fagus sylvatica, observaram gque a formacéo de calos
nos clones estudados ocorria com maior intensidade nos meios de cultura utilizando
TDZ em relagdo aos utilizando BAP. A melhor “performance” do TDZ em relagcéo
a outros reguladores de crescimento na proliferacdo de tecido calogénico também é
citada por MURTHY et al. (1998), segundo os quais 0 TDZ se mostrou eficiente em
induzir a formacéo de calos em grande nimero de distintas espécies, sendo, em
alguns casos, a taxa de proliferacdo celular maior que as obtidas com outros
reguladores de crescimento.

Nos quatro tratamentos utilizando TDZ, foi observado que a maior
porcentagem de calggamento se deu na regido do peciolo e limbo (Figura 3-A),
enquanto nos quatro tratamentos utilizando BAP foi observada a tendéncia de
calggamento na maior parte dos explantes somente na regido do peciolo (Figura 3-
B).

Figura 3 — Explante foliar com calegjamento no limbo e peciolo (A) e apenas no
peciolo (B) do clone 1, apds 35 dias de cultivo na auséncia de luz.

Na&o foi observado oxidacdo dos explantes em nenhum tratamento com TDZ,
entretanto, nos tratamentos utilizando BAP, em 52% dos explantes no Ts ocorreu
oxidacdo durante a permanéncia no escuro e no T,, embora tenha ocorrido 100% de
calgamento, 48,9% dos explantes apresentaram sinais de oxidagdo em pequenas
porcdes do calo. Essa tendéncia foi também observada por VIEITEZ e SAN- JOSE
(1996), em gue o escurecimento dos explantes foliares de Fagus sylvatica era mais
intenso nos meios de cultura utilizando BAP, em comparagdo com os utilizando
TDZ.
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Em relacéo ao clone 2, este apresentou intensidade de calejamento na classe
1 em todos os tratamentos envolvendo as duas citocininas, contudo calos na classe
de intensidade 2 somente foram observados nos tratamentos com TDZ e ANA
(tratamentos T, T, e T,). A excegdo do tratamento Ts, amaior parte dos tratamentos
apresentou as maiores porcentagens de calejamento na regido do peciolo e limbo.
Nos tratamentos com BAP, o calejamento no limbo se deu somente na parte abaxial,
Ou sgja, em contato com o0 meio de cultura (tratamentos Ts, Tg €Tg).

No T, parao clone 2, foi observado calejamento no peciolo e limbo em 74%
dos explantes, sendo, em 70% destes, a parte do limbo calgjada a que estava em
contato com 0 meio de cultura Essa tendéncia de maior concentragdo de
calgamento na face abaxial do limbo também foi observada nos tratamentos
utilizando TDZ, ocorrendo no T, (70%) e T, (36%).

Foi observada a presenca de oxidagdo em somente 8% dos calos no
tratamento T3. Contudo, havia escurecimento do meio de cultura em todos os
tratamentos, sendo o T, 0 que menos apresentou liberagdo de compostos fendlicos,
ficando, portanto, 0 meio de cultura com aspecto mais transparente.

Quanto ao clone 3, embora seu melhor resultado tenha sido obtido no
tratamento T, com TDZ e ANA, néo houve, de forma geral, desempenho superior
dos tratamentos utilizando TDZ, em comparagdo com os tratamentos com BAP,
como ocorreu nosclones 1 e 2.

Dos trés clones estudados, o clone 3 apresentou as maiores porcentagens de
oxidagdo na fase de inducdo de calos. Os tratamentos exibiram as maiores
porcentagens de calejamento na regido do peciolo e limbo, exceto T, (com TDZ e
ANA), em que 100% do calejamento se deu no peciolo. Calejamento no peciolo e
limbo abaxial foi somente observado nos tratamentos Tg (82,1%) e Tg (100%).

Nos trés clones em estudo, os melhores resultados foram observados nos
tratamentos com os reguladores de crescimento TDZ e ANA (tratamentos T,, T4 €
T4, paraos clones 1, 2 e 3, respectivamente). Dentre os tratamentos com TDZ, o Tj,
que apresentava as menores concentragdes dessa citocinina, promoveu resultados
inferiores nos clones 1 e 2 quando avaliada a capacidade de formar calos nas classes

de intensidade 2 e 3, fato que ndo foi observado no clone 3. A vantagem da
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utilizacdo dos reguladores de crescimento TDZ e ANA foi citada por LU (1993),
cujos estudos indicaram que o TDZ apresenta maior eficiéncia na presenca de ANA.
Contudo, esse autor citou que longas exposicdes a0 TDZ ndo sdo recomendadas,
por poderem causar hiper-hidricidade, crescimento anormal de gemas e dificuldade
no enraizamento.

Diante desses resultados em relacéo a intensidade de calgjamento, o clone 1
foi o que melhor respondeu quando cultivado com a combinagdo de 0,5 mg L™ de
TDZ e 0,1 mg L™ de ANA (T,), indicando amaior eficiénciado TDZ para obtencdo

de calos visando a organogénese desse clone em explante foliar.

4.1.2. Textura dos calos

Os resultados obtidos na fase de inducdo de calos com relagdo a textura
observada em explante foliar para os trés clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla encontram-se na Figura 4.

No clone 1, os calos formados em explante foliar nos oito tratamentos com
reguladores de crescimento foram classificados como compactos e semicompactos,
em gue as maiores concentragtes de TDZ (tratamentos T4, T, e T,) proporcionaram
calos compactos. A maioria dos calos compactos formados nos tratamentos com
TDZ apresentava coloracéo branca e branca mesclada com bege, enquanto os calos
semicompactos exibiam a coloragéo branca mesclada com bege e bege-claro. No
tratamento T3, que proporcionou somente calos semicompactos, houve 100% de
coloracado bege-clara.

Nos tratamentos com BAP, foi observada a coloragdo bege-clara no Tg e
branca mesclada com bege nos tratamentos T; e T8. No tratamento Ts, todos o0s
cal os apresentaram a col oragéo bege-escura.

No clone 2, todos os calos formados em explante foliar nos oito tratamentos
com reguladores de crescimento foram classificados como compactos, ndo sendo

observada a formagdo de nenhuma das outras trés classes de textura. Calos
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Figura 4 - Textura observada em calos obtidos a partir de explante foliar, em funcéo
dos tratamentos com reguladores de crescimento (TDZ, BAP e ANA),
avaliada em trés clones de Eucalyptus grandis x Eucayptus urophylla.
Barras verticais indicam os desvios das médias.
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formados nos tratamentos com TDZ apresentavam a coloragdo branca mesclada
com bege e bege-escuro, em proporgdes semelhantes nos tratamentos T, T, e Ty, €
somente calos bege-escuros no tratamento Tz. Em calos formados nos tratamentos
com BAP, observou-se a predominancia da coloragdo bege-escuraem Ts, TgeTg €
dabege-claraem T-.

No clone 3, foi observada nos tratamentos T4, T3 e T, utilizando TDZ, a
formacdo de calo com aspecto polvilhado e solto na superficie do explante,
classificados como semicompactos e semifridvels, em que todos os calos nesses
tratamentos apresentavam, predominantemente, a coloragdo branca. Nos
tratamentos com BAP, este apresentou somente calos compactos de coloragéo bege-
escura. Essa variedade de caracteristicas observadas referentes a intensidade de
formacdo e diferentes coloracOes e texturas dos calos foi citada em trabahos
realizados por WARRAG et al. (1991) e HERVE et al. (2001), como resultado da
influéncia de diferentes concentragfes de reguladores de crescimento.

A partir dos resultados obtidos na fase de inducéo de calos para explante
foliar, o melhor tratamento foi selecionado, principalmente, pela capacidade do
explante em responder, em termos de intensidade de calgjamento, a determinado
tratamento hormonal. Dessa forma, foram selecionados, para serem repetidos e
utilizados na fase de regenerac&o de gemas, os tratamentos T, (0,5 mg L™ de TDZ e
0,1 mg L™ de ANA) paraoclone 1, T, (1,0 mg L™* de TDZ + 0,1 mg L™ de ANA)
paraoclone2eT; (05mgL™* deTDZ + 0,5mg L™ de ANA) parao clone 3.

4.2. Fase de inducéo de calos em explante caulinar
4.2.1. Intensidade de calejamento
Os resultados obtidos na fase de induc&o de calos com relacéo a intensidade

de cagamento em explante caulinar para os trés clones de Eucalyptus grandis x

Eucalyptus urophylla encontram-se na Figura 5.
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Figura 5 — Intensidade de calogénese a partir de explante caulinar, em funcéo dos
tratamentos com reguladores de crescimento (TDZ, BAP e ANA),
avaliada em trés clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla.
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Observou-se que os clones responderam, de forma diferente, aos tratamentos
com reguladores de crescimento, em que o clone 1 foi 0 que apresentou os melhores
resultados de calgamento, seguido pelos clones 2 e 3. A classe de intensidade de
calggamento 3 foi observada no clone 1, em quatro dos oito tratamentos; e no clone
2, em um dos oito tratamentos, todos utilizando TDZ.

Nos trés clones, os melhores resultados foram observados nos tratamentos
com os reguladores de crescimento TDZ e ANA, sendo o tratamento T, para o clone
leTzparaosclones2e3.

No clone 1, os tratamentos utilizando TDZ foram superiores aos tratamentos
com BAP, visto apresentar as maiores porcentagens de calgjamento nas classes de
intensidade 2 e 3. O calgjamento em todo o explante ocorreu em 100% dos calos
formados nos tratamentos T, T, e T4 e em 98% dos calos formados em T3 (Figura
6-A). Nos tratamentos utilizando BAP, embora o calejamento se desse na maioria
dos casos em todo o explante, o calgamento somente nas extremidades foi
observado em maiores proporcdes em Ts, com 44%, e em menores proporgdes em
T, com 16% (Figura 6-B).

Figura 6 — Explante caulinar com calejamento em toda a superficie (A) e apenas nas
extremidades (B) do clone 1, ap0s 35 dias de cultivo na auséncia de luz.

Quanto ao clone 2, os tratamentos utilizando TDZ e ANA também foram
superiores aos com BAP e ANA. Os tratamentos com TDZ proporcionaram
calggamento em todo o explante em 100% dos calos formados nos tratamentos T,
T, e T, e em 98% dos calos formados em T;. Nos tratamentos utilizando BAP, o
calejamento somente nas extremidades foi observado em maiores proporgoes em Ts,
com 68%. A oxidagdo foi observada nos calos na maioria dos tratamentos, com

excegao do T,, com maiores intensidades nos tratamentos utilizando BAP.
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Os resultados obtidos nos tratamentos com TDZ e ANA para o clone 3 se
mostraram ligeiramente superiores aos de BAP e ANA, ndo sendo observada
diferenca acentuada entre os tratamentos com as duas citocininas, como ocorreu
com os clones 1 e 2. Nos tratamentos com TDZ, foi observado o calgamento ao
longo do explante em 100% daqueles que calgaram, enquanto nos tratamentos com
BAP o cagamento ocorreu somente nas extremidades também em 100% dos
explantes que calgjaram nos tratamentos Ts e Tg €, em menores proporgdes, Nos
tratamentos T, (6%) e Tg (22%). A oxidacdo ocorreu nos explantes em todos os
tratamentos, com maiores intensidades nos tratamentos com BAP.

De forma geral, com base nesses resultados, o clone 1 apresentou 0s
mel hores resultados com a combinacdo de 0,5 mg L™ de TDZ e 0,1 mg L™ de ANA

(T»), concordando com os resultados obtidos para o explante foliar.

4.2.2. Textura dos calos

Os resultados obtidos na fase de inducdo de calos com relacdo a textura
observada em explante caulinar nos trés clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla encontram-se na Figura 7.

Em relagdo ao clone 1, os tratamentos com BAP e ANA proporcionaram a
maioria dos calos compactos (Ts e Tg) e semicompactos (T, e Tg), enquanto 0s
tratamentos com TDZ e ANA resultaram em calos semifridvel's, em sua maioria. Foi
observada nos tratamentos Ts, T; e Tg com BAP uma correlagcdo entre os calos
compactos formados e a presenca de estruturas compactas nodulares formadas na
superficie destes, principalmente nas extremidades do explante. Quanto a coloracéo,

houve predominancia do bege-claro em todos os tratamentos.
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Figura 7 — Textura observada em calos obtidos a partir de explante caulinar, em
funcdo dos tratamentos com reguladores de crescimento (TDZ, BAP e
ANA), avaliada em trés clones de Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla. Barras verticais indicam os desvios das médias.
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Quanto ao clone 2, foi observada a formagdo de calos compactos e
semicompactos, em que os tratamentos com BAP e ANA, com excegéo do Ts,
apresentaram a maior parte dos calos semicompactos. Os tratamentos com TDZ e
ANA, com excegao do T3, apresentaram a maior parte dos calos compactos. Houve
a predominancia das coloracbes branca mesclada com bege e bege-claro nos
tratamentos com TDZ e branca mesclada com bege nos tratamentos com BAP.

No clone 3, foram formados calos compactos e semicompactos, em que 0s
tratamentos com TDZ e ANA, com excecdo do T, proporcionaram calos mais
compactos. Nos tratamentos com BAP e ANA, as maiores concentractes de BAP
nos tratamentos T, e Tg proporcionaram calos mais semicompactos. Foi observada
nos tratamentos Ts, T € Tg uma correlagéo entre os calos compactos formados e a
presenca de estruturas compactas nodulares formadas na superficie desses calos,
principalmente nas extremidades do explante. Nos tratamentos com TDZ, houve a
predominancia das coloracfes branca mesclada com bege e bege-claro, e nos
tratamentos com BAP predominou a coloragéo bege-escura. Pode ser observado que
a concentracao e o tipo de reguladores de crescimento utilizados influenciaram a
coloracéo e textura dos calos nos trés clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla
em estudo, concordando com os resultados obtidos por WARRAG et al. (1991) e
HERVE et a. (2001).

A partir dos resultados obtidos na fase de inducéo de calos para explante
caulinar, o melhor tratamento foi selecionado, principamente, pela capacidade do
explante em responder, em termos de intensidade de calogénese, a determinado
tratamento hormonal. Assim, foram selecionados, para serem repetidos e utilizados
na fase de regeneracso de gemas, os tratamentos T, (0,5mg L™ de TDZ e 0,1 mg L
! de ANA) parao clone 1 eo T5 (0,05 mg L™ de TDZ + 0,01 mg L™ de ANA) para

osclones2 e 3.
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4.3. Regeneracao de gemas
4.3.1. Explante foliar

O percentual de calos apresentando regeneracéo de gemas adventicias por
organogénese in vitro e o numero médio de gemas formadas por calo regenerado em
explante foliar nos clones 1 e 3 encontram-se nas Figuras 8 e 9, respectivamente.
Ressalta-se que o clone 2 ndo apresentou regeneracao de gemas.

Conforme observado nas Figuras 8 e 9, os clones 1 e 3 apresentaram
capacidade organogénica a partir de calos formados de explante foliar, indicando o
potencial morfogénico desses materiais genéticos.

Observaram-se, nos trés clones em estudo, mudancas quanto a coloracéo e
textura dos calos durante a fase de regeneracdo em condi¢cdes de luminosidade
(Figura 10-A). Houve maior compactagdo na superficie dos calos e aumento
significativo da estrutura nodular formada na regido do peciolo (Figura 10-B).

No clone 1, somente no tratamento Ts ndo foi observado regeneracéo de
gemas, sendo o melhor resultado alcancado com a concentracgo de 1,0 mg L™ de
BAP (T,). Nesse clone, todas as gemas regeneradas nos tratamentos com BAP ou
BAP e ANA se originaram na regido do peciolo formado pelo calo de aspecto
nodular, sempre associadas a presenca de antocianina.

BANDYOPADHYAY et a. (1999), trabalhando com Eucalyptus nitens e E.
globulus, observaram, em calos formados a partir de cotilédones, que, apds os
tecidos serem transferidos para 0 meio de regeneragdo, eles se tornaram
gradualmente mais compactos e nodulares, com formacdo das gemas adventicias

Nessas areas.
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Figura 8 - Percentual dos calos formados a partir de explantes foliares que
regeneraram gemas, em funcdo dos tratamentos com reguladores de
crescimento (BAP e ANA) avaliado nos clones 1 e 3. Barras verticais
indicam os desvios das médias.
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Figura9 — NUmero médio de gemas por calo formado a partir de explante foliar, em
funcdo dos tratamentos com reguladores de crescimento (BAP e ANA),
avaliado nos clones 1 e 3. Barras verticais indicam os desvios das

meédias.
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Figura 10 - (A) organogénse de explante foliar nas fases inicia (1), de calejamento
no escuro (2), na presenca de luz (3) e de regeneracdo de gemas
adventicias (4) do clone 1 apés 35 dias. (B) Detalhe da estrutura
nodular desenvolvida na regido do peciolo nas condicbes de
regeneracdo das gemas adventicias. (C) Detalhe da regeneracdo do
explante foliar desenvolvida naregido do peciolo.

HERVE et al. (2001) também observaram a correlaco entre protuberancias
densamente coesas e a regeneracdo por organogénese em explante foliar de
Eucalyptus gunnii. Segundo esses autores, esses nddulos se formavam na parte
proximal ao peciolo e, ap0s serem excisados e transferidos para meio de
regeneracdo, desenvolviam-se em gemas. Constataram, também, que os tecidos
eram incapazes de regenerar gemas quando a parte proximal ao peciolo da folha era
removida

A relacdo entre a presenca de antocianina e a de organogénese foi relatada
em trabalhos como o de MURALIDHARAN e MASCARENHAS (1987), que em
explante foliar de E. camaldulensis verificaram que os calos formados
desenvolviam antocianina e, ap0s quatro semanas de cultivo, gemas iniciais se
desenvolviam nessas éreas de pigmentacdo. SUBBAIAH e MINOCHA (1990), em
trabalho com folhas e caule de E. tereticornis, observaram que os calos sempre se

tornavam avermelhados antes do aparecimento dos primérdios de gemas. Também,
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CUENCA et al. (2000), na micropropagacdo por organogénese de Fagus sylvatica e
Fagus orientalis, relataram que nos calos formados os locais de diferenciacéo de
gemas eram aguel es que apresentavam antocianina.

Em relacéo ao clone 2, foi observada a presenca de quantidades pequenas de
antocianina na superficie de alguns calos, entretanto ndo houve regeneracéo de
gemas nesses locais. Em todos os tratamentos com reguladores de crescimento na
fase de regenerac@o de gemas, foi verificado crescente aumento no escurecimento
do meio de cultura com o tempo, provavelmente pela liberagdo de compostos
fendlicos.

O clone 3 apresentou, na regido do calo formado por tecido nodular, gemas
em estagio inicial de desenvolvimento, com aressalva de que, na maioria dos casos,
estas estavam associadas a presenca de antocianina. Contudo, essas gemas ndo se
desenvolveram quando subcultivadas em novo melo de regeneragdo ou
alongamento.

A presenca de antocianina foi também observada em aguns casos na
superficie do explante, asssm como no calo nodular desenvolvido na regido do
peciolo, ndo estando, porém, associada a nenhuma estrutura. Uma percentagem dos
calos, quando cultivados em meio de regeneracdo, tendeu a se oxidar apds curto
periodo em condi¢des de luminosidade (31% em T4, 14% em T,, 36% em T3, 11%
em T4, 21% em Ts, 13% em T € 18% em T-).

Diante desses resultados, com relacéo a capacidade organogénica a partir de
explante foliar dos clones em estudo, os clones 1 e 3 responderam quando
cultivados em meio de regeneracéo, sendo no clone 1 o melhor resultado obtido
com 1,0 mg L™ de BAP, em que 8% dos calos formados a partir de explantes
foliares regeneraram gemas, com numero medio destas formadas por calo igua a
4,2. No clone 3, o melhor resultado foi obtido com 0,5mg L™ deBAPe 0,2 mg L™
de ANA, com nimero médio de gemas formadas por calo igual a 1. Em relagéo ao
percentual de calos com regeneracao de gemas, os valores obtidos foram inferiores
aos resultados alcangados em trabalhos utilizando como fonte de explante material
juvenil, como os de SUBBAIAH e MINOCHA (1990), TIBOK et a. (1995), AZMI
et a. (1997) e BANDYOPADHYAY et a. (1999). Em relacéo a trabalhos em que
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explantes foliares foram obtidos de clones de Eucalyptus, os resultados do presente
estudo mostram-se inferiores aos alcancados por LAINE e DAVID (1994), que
obtiveram 38,5% de calos regenerando gemas, porém proximos dos de HERVE et
al. (2001), que obtiveram 8,8% de calos regenerando gemas com o nimero médio
de gemas formadas por calo igual a 4.

Os regenerantes obtidos foram transferidos para meio de cultura, na busca do
desenvolvimento das gemas adventicias para posterior enraizamento. Entretanto,
dada a baixa taxa de regeneracdo, poucas gemas foram subcultivadas em meio
especifico, sendo a quantidade de gemas alongadas insuficiente para avaliar o

potencial de enraizamento dos clones analisados.

4.3.2. Explante caulinar

O percentual de calos apresentando regeneracdo de gemas adventicias por
organogénese e 0 numero de gemas formadas por calo regenerado em explante
caulinar nos clones 1 e 3 encontram-se nas Figuras 11 e 12, respectivamente.
Ressalta-se que o clone 2 ndo apresentou regeneracdo de gemas.

Somente os clones 1 e 3 apresentaram alguma resposta de regeneracéo de
gemas nos tratamentos com reguladores de crescimento. No clone 1, foi obtido
resposta em somente 1% dos calos no tratamento T,, enquanto no clone 3 o melhor
resultado foi conseguido no tratamento T4, com 5% dos calos formados a partir de
explantes caulinares regenerando gemas

Foram observadas, nos trés clones, mudancas quanto a coloracéo e textura
dos calos, apos estes serem transferidos para 0 meio de regeneracdo e cultivados a
luz. Os calos passaram a apresentar maior compactacdo e, de forma geral, coloracao

verde, cujatonalidade variou de acordo com o clone.
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Dos trés clones em estudo, o clone 1 foi 0 que apresentou calos verdes com maior
intensidade. Em alguns casos, foi observada a formagdo de estruturas nodulares
compactas na superficie do calo, onde as gemas formadas no explante caulinar no
tratamento T, se desenvolveram a partir de regides nodulares desse calo. Os calos
gue ndo apresentaram formacgao de gemas foram subcultivados em novo meio de
regeneracao, contudo, com o tempo, eles se oxidaram e morreram. Em relacdo ao
clone 2, em todos os tratamentos com reguladores de crescimento na fase de
regeneracéo de gemas foi observado crescente aumento no escurecimento do meio
de cultura com o tempo, provavelmente pela liberagdo de compostos fendlicos. Dos
calos que ndo se oxidaram durante o periodo até a avaliagdo, peguena parcela
apresentou a coloragdo esbranquicada, sendo a maioria de coloragéo esverdeada.
Parte dos calos ndo oxidados desenvolveu estruturas nodulares compactas em sua
superficie.

O clone 3, embora tenha sido o que melhor respondeu a organogénese em
explante caulinar, teve percentual ato de calos oxidados ou em fase de oxidagéo
guando foi realizada a avaliacéo (75% em T, 80% em T,, 81% em T3, 67% em Ty,
83% em Ts, 83% em T¢ € 80% em T-). As gemas produzidas, pouco desenvolvidas,
formaram-se a partir de pequenas partes de tecidos nodulares compactos nos calos e
apresentavam aspecto hiper-hidrico, estando em alguns casos associadas a
antocianina (Figura 13). A relacdo entre a textura compacta e a capacidade de
regeneracdo de gemas foi também observada por HERVE et a. (2001), que
verificaram que calos formados a partir de segmentos internodais de clones de
Eucalyptus gunnii  apresentavam, nas extremidades dos explantes, o
desenvolvimento de protuberancias densas que culminavam na regeneragéo de
gemas.

De acordo com os resultados, embora a taxa de oxidacdo no clone 3 tenha se
mostrado alta, este apresentou a melhor “performance” na avaliacéo da capacidade
organogénica a partir de calos formados em explantes caulinares quando cultivados
em meio de regeneracdo com 1,0 mg L™ de BAP. Vale salientar que os resultados

obtidos em relacdo ao percentual de regeneracdo foram inferiores aos de
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Figura 13 - (A) Organogénese em explante caulinar nas fases inicia (1), de
calgiamento obtido apds 35 dias no escuro (2) e de regeneracéo de
gemas adventicias do clone 3 obtida 35 dias apos sua transferéncia
para luz (3). (B) Detalhe das gemas adventicias desenvolvidas em
explante caulinar, do clone 3.

SUBBAIAH e MINOCHA (1990), TIBOK et a. (1995), AZMI et a. (1997),
BANDYOPADHYAY et a. (1999) e LAINE e DAVID (1994), sendo proximos
dos resultados acancdos por HERVE et al. (2001), que, utilizando segmentos
internodais de clones de Eucalyptus gunnii, obtiveram 9,9% de calos regenerando
gemas com o0 numero medio destas formadas por calo igual a 3,4.

Os regenerantes obtidos foram transferidos para meio de alongamento, onde
as gemas formadas, por serem pouco desenvolvidas e apresentarem hiper-
hidricidade, ndo exibiram resposta no meio de alongamento.

Deve-se ressaltar que, na confecgdo dos explantes caulinares, principalmente
quando estes ndo sdo realizados com o auxilio de lupa, existe a possibilidade de
gemas axilares presentes ao longo das brotagbes permanecerem nos segmentos
internodais utilizados como explantes, vindo, com isso, a mascarar os resultados
obtidos. Portanto, explantes foliares se apresentam como fonte mais segura de

explante.
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4.4. Analise histolégica

As analises histol 0gicas realizadas nos explantes foliar e caulinar revelaram a
origem adventicia das gemas formadas.

Apb6s 35 dias do inicio de cultivo para explante foliar em meio de
regeneracéo, houve a diferenciacdo das gemas e primordios foliares a partir da
regido proximal das folhas. Em toda a lamina foliar houve a tendéncia de formacéo
de maior ou menor indice de calggamento, de modo especial a partir de células do
mesofilo junto a epiderme abaxial, permanecendo em aguns pontos intacta a
epiderme adaxial. Nas regibes associadas aos feixes vasculares houve intensa
atividade de divisdo celular culminando na formagdo, em maior ou menor grau, de
calos. A medida que se aproximava da regido proximal das folhas houve tendéncia
de formacdo de protuberancias de aspecto nodular que culminaram, em aguns
casos, na formacdo de gemas adventicias (Figura 14-A). Em ambos os clones,
observou-se na extremidade distal dos explantes a diferenciacdo de gemas e
primérdios foliares, seguindo o padrdo tipico de organogénese e apresentando a
continuidade vascular com o tecido original (Figura 14-B). Pode-se observar, ainda,
a presenca de cavidades secretoras de 6leo tipicas da espécie (Figura 14-C).

Conforme observado nos regenerantes (Figura 10-A), as folhas em corte
transversal apresentaram estrutura tipica do género, sendo anfiestomaticas e
apresentando mesofilo diferenciado, contendo este, cavidades secretoras (Figura 14-
D).

Nos explantes caulinares, foi observada intensa divisdo celular a partir da
superficie de corte destes. Conforme descrito para os explantes foliares, as gemas
diferenciadas apresentaram conex&o vascular com o tecido original (Figura 14-E)
confirmando, assim, a origem adventicia delas. Em corte transversal, houve intensa
desdiferenciacéo de células a partir de células parenquiméticas associadas ou ndo a
regido vascular, resultando em consideravel expanséo radial dos explantes (Figura
14-F). De maneira semelhante, as células da periferia dos explantes apresentaram
significativa divisdo celular no plano predominantemente periclinal, contribuindo

também para a expansdo radial. Todavia, em algumas regides dos explantes, houve
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tendéncia de ocorrer a rediferenciacéo dessas células e a conseguinte formagdo de
gemas (Figura 14-G).

A realizagéo de andlises histol 6gicas em trabalhos com organogénese in vitro
mostra-se fundamental para a confirmagdo da origem das gemas formadas em
cultivo, excluindo a possibilidade de interpretacdo equivocada dos resultados

advindos da presenca de gemas pré-formadas no explante original.
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Figura 14 - Fotomicrografias de cortes transversais (A, D e F) e longitudinais (B, C,

E e G) de expantes foliar e caulinar. A — Formac&o de protuberancias de
aspecto nodular (PN) e gemas adventicias (GA) na regido proximal do
explante foliar. B — Continuidade dos feixes vasculares (FV) entre a
regido de formacdo do calo com gemas adventicias (GA) e primordios
foliares (PF). C — Presenca de cavidades secretoras de 6leo (CO). D —
Folha de um regenerante apresentando estomatos (E) na epiderme
abaxial (EPB) e cavidades secretoras de Oleo (CO). E — detalhe da
conexao dos feixes vasculares (FV) com gemas diferenciadas. F — Corte
transversal evidenciando a proliferacdo celular e a conseguinte expansao
radia (ER) do explante caulinar. G — Formacdo de gemas adventicias
em explante caulinar (GA) apresentando conex&o dos feixes vasculares
(FV) com o tecido original do explante.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

O presente estudo objetivou avaliar a micropropagacdo por organogénese em
trés clones de hibridos de Eucalyptus grandis x E. uorphylla, utilizando-se como
explantes folhas e segmentos internodais de clones regjuvenescidos in vitro pela
técnica de micropropagacdo via gemas axilares.

O presente trabalho foi congtituido em duas etapas, sendo a primeira
referente a producéo das gemas alongadas in vitro para obtencdo dos explantes
foliar e caulinar e a segunda, as fases de obtencéo de calos e regeneracéo de gemas
adventicias. Os explantes foliar e caulinar foram cultivados em meio de cultura
especifico e submetidos a diferentes concentracbes e tipos de reguladores de
crescimento (TDZ, ANA e BAP).

Na fase de inducéo de calos, foram utilizadas quatro combinagdes dos
reguladores de crescimento TDZ e ANA e quatro de BAP e ANA. Na fase de
regeneracéo de gemas, o melhor tratamento para o calgjamento foi repetido, sendo
os calos obtidos avaliados em sete combinagfes com os reguladores de crescimento
BAP e ANA.

De maneira geral, considerando as condi¢cbes em que o experimento foi

desenvolvido, obtiveram-se 0s seguintes resultados:

® Na fase de inducéo de calos, observou-se resposta diferenciada dos clones

aos tratamentos com os reguladores de crescimento, tanto para explante
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foliar quanto caulinar, em relacdo a quantidade, coloracdo e compactacéo

dos calos.

® Nos trés clones em estudo, na fase de calgamento, os melhores resultados
foram observados com os reguladores de crescimento na combinacdo de
0,5mgL*deTDZ + 0,1 mg L™ de ANA, com 100% de calejamento.

® Somente um clone apresentou capacidade organogénica com a utilizacéo
de explante foliar, em que todas as gemas regeneradas nos tratamentos
com BAP ou BAP e ANA se originaram naregi&o do peciolo formado pelo

calo de aspecto nodular.

® Para explante caulinar, dois clones apresentaram resposta organogénica
guando transferidos para meio de regeneracdo, com gemas formadas a

partir de pequenas partes de tecido nodular compacto nos cal os.

Com base nos resultados, pode-se concluir, com relacdo aos clones de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus uorphylla avaliados, que os reguladores de
crescimento TDZ e ANA proporcionam maiores indices de caleggamento, e a sua
concentragdo variou de acordo com o clone utilizado. Contudo, a intensidade de
cagamento ndo deve ser o0 Unico parametro na escolha de um tratamento
objetivando a organogénese em Eucalyptus, sendo a textura do calo obtido fator de
grande importancia a ser considerado. De forma geral, entre os principais fatores
envolvidos na organogénese, o tipo de explante, as condi¢des ambientais, 0s meios
de cultura e as combinagtes de reguladores de crescimento especificos para cada
clone mostram-se necessarios ha obtengdo de resultados satisfatérios na

organogénese de clones de Eucalyptus.
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