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REGENERAGCAO DE PLANTAS DE Eucalyptus camaldulensis DEHN.
A PARTIR DAS FOLHAS COTILEDONARES

RESUMO

A regeneragdo € uma resposta morfogenetica de um explante a um estimulo que resulta na
formacéo de uma parte aérea, radicular ou planta. Este trabalho teve como objetivo otimizar
protocolos de regeneracao de plantas ja estabelecidos para o género Eucalyptus. Folhas
cotiledonares de E. camaldulensis foram cultivadas em meio de Murashige e Skoog (1962)
suplementado com combinagdes de acido naftalenoacético (ANA) e 6-benzilaminopurina
(BAP). O tratamento mais eficiente em termos de regeneragao indireta de gemas foi 2,7 uM
de ANA combinado com 4,44 uM de BAP, o qual foi utilizado nos experimentos posteriores.
A manuten¢do dos explantes no escuro durante os trinta primeiros dias elevou a
porcentagem de explantes com calos e reduziu a morte dos explantes, em comparagdo com
os que permaneceram na luz. Modificagdes da composicdo mineral do meio MS foram
comparadas, a redugao de metade dos sais foi tdo eficiente quanto o meio completo. O meio
de cultura com a concentragao de nitratos reduzida a metade apresentou-se adequado para
o alongamento e enraizamento das brotagoes.

Palavras-chaves: espécies florestais, cultura in vitro, organogénese, biotecnologia de
plantas



PLANT REGENERATION OF Eucalyptus camaldulensis DEHN.
FROM COTYLEDONARY LEAVES EXPLANTS

ABSTRACT

Regeneration is a morphogenetic response of an explant to a stimulus that results in the
formation of an aerial part, root or plant. The present work was aimed at optimizing
regeneration process already established for Eucalyptus species. Cotyledonary leaves of E.
camaldulensis were cultured in Murashige and Skoog (1962) medium supplemented with
naphthaleneacetic acid (NAA) and 6-benzylaminopurine (BAP). The most efficient treatment
in terms of bud indirect regeneration (2,7 uM NAA and 4,44 uM BAP) was used for further
experiments. When explants were maintained in dark during the 30 first days, the percentage
of explants forming callus was raised and explant necrosis was reduced in comparison with
light cultured explants. Mineral medium modifications were compared, and half-strength
mineral medium resulted as efficient as full-strength media. For shoot elongation and rooting,
MS medium with half-strength nitrate salts gave good results. Histological studies revealed
the indirect origin of buds.

Key-words: forest species, in vitro culture, organogenesis, plant biotechnology



INTRODUGAO

Pertencente a familia Myrtaceae, o Eucalyptus camaldulensis é originario da
Australia e caracteriza-se por ser uma espécie que apresenta elevado potencial adaptativo
as condig¢des tropicais brasileiras. As 6timas caracteristicas fisico-quimicas da sua madeira
permitem amplas utilizagoes. Embora apresente pouca aceitacdo para a industria de
celulose, destaca-se como boa alternativa para utilizagdo em marcenaria, construcdes e
para fins energéticos, como produgao de lenha e carvao.

Todas as espécies do género Eucalyptus sao perenes e apresentam polinizagao
cruzada, caracterizando frequente hibridizagdo natural interespecifica, resultando em
progénies com caracteristicas muitas vezes indesejaveis. Por este motivo torna-se dificil
manter as caracteristicas das espécies de eucalipto por métodos de propagagao sexual.

Os métodos tradicionais de melhoramento genético na area florestal, embora
eficientes, sdo relativamente lentos, principalmente devido ao tempo necessario para se
completar cada geragado de cruzamentos e a obtencdo de progénies com as caracteristicas
de interesse. A transformacao genética permite a introdugdo de genes em um curto periodo
de tempo e conseqientemente representa uma excelente alternativa para acelerar o
processo de obtencado de gendtipos superiores.

O presente estudo disponibiliza informagdes sobre o processo regenerativo de
plantas de Eucalyptus camaldulensis a partir das folhas cotiledonares. Os resultados aqui
descritos caracterizam a finalizagdo da primeira etapa de um protocolo que permitira futuros
estudos de transformagao genética para a espécie.

Esta caracterizado como objetivo geral desta primeira etapa, que concentrou-se em
obter informacbes sobre a organogénese da espécie, a definicdo de otimizagdes baseadas
em protocolos ja estabelecidos para o género, com o intuito de regenerar gemas adventicias
a partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis. Para que o objetivo proposto
apresentasse resultados significativos, tornou-se necessario a definicdo dos objetivos

especificos propostos e relacionados a seguir:



a) Determinar a técnica de desinfestacdo adequada para a germinagdo in vitro das

sementes de Eucalyptus camaldulensis;

b) Determinar os meios de cultura adequados para as diferentes fases da regeneragdo de

gemas a partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis;

c) Determinar a influéncia das condicées de luminosidade no processo de calogénese e

regeneragao de gemas a partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis;

c) Determinar, por meio de estudos histolégicos a origem das gemas adventicias.



2 REVISAO DE LITERATURA

21 Género Eucalyptus

JOLY (1998) indica que a familia Myrtaceae esta representada por cerca de 100
géneros com aproximadamente 3.000 espécies, sendo a maior familia da ordem Myrtales,
com dois grandes centros de disperséo, nas Américas e na Australia, embora ocorram em
todo o mundo. Segundo este mesmo autor, dentre as espécies cultivadas da familia
Myrtaceae merecem especial destaque as introduzidas da Australia, em geral com folhas
alternas e fruto seco, capsular. O género Eucalyptus, eucalipto ou “calipe”, sinonimia
utilizada pelos caboclos, é representado por muitas espécies nao sé produtoras de madeira,
mas de esséncias importantes, como por exemplo: as medicinais e aromaticas. Além disso,
no mesmo género existem espécies ornamentais com flores vermelhas: Eucalyptus
callistemon e Eucalyptus melaleuca, de belo efeito ornamental.

Segundo as observagdes de ASSIS (1996), o género Eucalyptus apresenta 600
denominagdes, incluindo espécies, hibridos e variedades. Ocorrem em uma gama de
condicbes ambientais que vao desde areas pantanosas, até muito secas, solos de alta
fertilidade ou até mesmo solos arenosos muito pobres. Além disso, os eucaliptos ocupam
ambientes altamente variaveis, tanto em termos de precipitacdo quanto de temperaturas.
Sé&o originarias da Australia, Nova Guiné e Sul das Filipinas, sendo que poucas sdo nativas
das ilhas ao norte (Java, Filipinas, Papua, Timor). Segundo CHEN e EVANS (1990), este
género, foi introduzido para cultivo e aclimatado em varias regiées do mundo desde o século
18. De acordo com os artigos da FAO, na década de 80 o eucalipto foi introduzido para
cultivo em diversos paises e regides das Américas, Europa e india.

O plantio do género em larga escala esta concentrado em poucas espécies. Em
termos de incremento anual e das propriedades desejaveis da madeira, apenas doze tem
sido utilizadas, com mais intensidade, para atender o setor industrial: Eucalyptus grandis, E.
saligna, E. urophylla, E. camaldulensis, E. tereticornis, E. globulus, E. viminalis, E. deglupta,
E. citriodora, E.exsenta, E. paniculata e E. robusta.

O eucalipto é a arvore florestal mais plantada na Austréalia, Asia e América do Sul e



em algumas regides do sul da Europa. A producdo comercial deste género compreende
40% das florestas plantadas em todo o mundo. As principais utilizagoes das 'plantagées
comerciais concentram-se na produgao de polpa e papel, madeira para construgdes, carvao
e lenha. (FAO, 2001).

Com relagao a producgao nacional, o eucalipto é a arvore florestal mais importante do
Brasil, sendo que as plantagées comerciais recobrem mais de 4 mithdes de hectares, e as
espécies mais utilizadas sdo: Eucalyptus grandis (55%), Eucalyptus saligna (17%),
Eucalyptus urophylla (9%), Eucalyptus viminalis (2%), hibridos de E. grandis x E. urophylla
(11%) e outras espécies (6%) (FAO, 2001).

FERREIRA (1979) descreve os eucaliptos como sendo as ptantas de mais rapido
crescimento e as arvores mais altas do mundo, sendo que algumas espécies podem atingir
mais de quatro metros em apenas um ano. Existem espécies cujas arvores registram alturas
superiores a 100 m. Na Australia e ilhas vizinhas, de onde énativo, oeucatipto forma
extensas florestas de altas arvores com poderosos troncos. Os eucaliptos também sao ricos
em oleos volateis amplamente utilizados na industria farmacéutica e perfumaria, com mais
de 40 diferentes tipos registrados.

Todo tipo de vegetacao, incluindo os eucaliptais, desempenha importante papel na
melhoria da qualidade do ar, pela absorgao parcial ou total de gases poluentes (diéxido de
enxofre, didxido de nitrogénio, ozdnio, entre outros), retendo particulas em sua parte aérea
(MOHR, 1987 e MATHER, 1990), e pela liberagdo de oxigénio para a atmosfera durante o
processo fotossintético (SILVA, 1994).

Os eucaliptais sdao grandes agentes na minimizagao do efeito estufa, pois
apresentam-se como depésitos naturais de carbono (SILVA, 1994). A capacidade estimada
de fixagdo de carbono, para espécies arbéreas de rapido crescimento, € da ordem de 2,7 t
de carbono/ha/ano (SALATI, 1993).

Em fase adiantada de crescimento, os eucaliptais contribuem para a minimizagio
dos efeitos erosivos, protegendo a fertilidade do solo (HUNTER JUNIOR, 1990). A
diminuicdo da turbidez e do assoreamento dos mananciais hidricos também destaca-se
como notavel funcao destas espécies florestais (SILVA, 1994).

Por apresentarem rapido crescimento e grande adaptabilidade, os eucaliptais
merecem especial-atencao quanto-a fungdo de recuperagdo de areas degradadas-pela agao
antropica (SIQUEIRA JUNIOR, 1992). Os eucaliptais constituem-se em importante fonte de
energéticos renovaveis (lenha e carvao vegetal), contribuindo para a redugdo da pressao
sobre as areas de vegetagao nativa (SILVA, 1994).

Economica e cientificamente, reconhece-se que os plantios de . eucaliptos



contribuiram muito para o enriquecimento da pesquisa florestal em todo o mundo, gerando
conhecimentos cientificos e tecnologicos e empregos diretos e indiretos ao longo do seu

processo produtivo, tais como: industrializagao, beneficiamento da madeira e subprodutos.

2.2 Eucalyptus camaldulensis DEHN.

2.2.1 Caracteristicas morfolégicas

Conforme descri¢ao de RIZZINI {1971), a arvore de Eucalyptus camaldulensis
apresenta altura compreendendo os valores entre 24 a 36 m e 90 a 210 cm de didmetro nas
localidades onde € espontanea, sendo o mais difundido dos Eucalyptus. O fuste é
relativamente curto, mas grosso, a copa ampla. A casca na base do tronco chega a 5 cm de
espessura, de-cor cinzenta forte, rigida. As folhas sao estreitamente lanceoladas, um tanto
aromaticas quando esmagadas, as flores em umbelas, frutos pedicelados e sementes de

formas variaveis.

2.2.2 Ocorréncia e exigéncias edafoclimaticas

A espécie Eucalyptus camaldulensis DEHN. é representada por arvores frondosas
que crescem as margens dos rios, sendo encontradas ao longo de toda a Australia exceto
na Tasmania. As areas principais de ocorréncia estao situadas entre as latitudes de 15,5 a
38 ° S, e nas altitudes variando de 30 a 600 m. A precipitacdo média anual varia de 250 a
625 mm com chuvas concentradas no inverno e no verao. Nestas regides, a temperatura
média das maximas do més mais quente situa-se entre 29 e 35 °C, enquanto que a
temperatura média das minimas do més mais frio situa-se entre 11 e 20 °C. O periodo seco
varia de 4 a 8 meses ou mais (FERREIRA, 1979).

2.2.3 Importancia econdémica e silvicultural

Na Australia, a madeira é muito utilizada para serraria, dormentes e carvao.
Considera-se o Eucalyptus camaldulensis uma das espécies mais adequadas para zonas
criticas de reflorestamento, onde as deficiéncias hidricas e problemas ligados ao solo sejam

fatores limitantes para outras espécies. Nos estudos efetuados no Estado de Sao Paulo, a



espécie demonstrou ser Gtil para serraria, postes, dormentes, mourdes, ienha e carvao. Para
celulose e papel a espécie nao é muito aceita (FERREIRA, 1979). Para a produgao de
madeira em regides tropicais brasileiras, Eucalyptus camaldulensis tem-se apresentado
como excelente opgcdo, em funcdo de sua versatilidade, adaptabilidade, potencial de
producao e caracteristicas fisico-mecanicas (SOUZA, 1999).

A madeira de Eucalyptus camaldulensis é dura, muito duravel e resistente aos
cupins. Extremamente empregada na Australia para muitos fins, fornecendo os melhores
dormentes; serve para todos os tipos de construgbes pesadas além de ser uma das
melhores madeiras para marcenaria (RIZZINI, 1971). Nos paises onde a espécie foi
introduzida com sucesso, foram constatadas muitas vantagens do cultivo do Eucalyptus
camaldulensis. Entre elas pode-se destacar: alta adaptagdo em regides caracterizadas por
solos pobres e prolongada estagdo seca, tolerancia a inundagdes peridédicas e moderada
resisténcia a geadas (FERREIRA, 1979).

2.3 Regeneracgao in vitro

Em cultura de tecidos, o termo "regeneragao” significa uma resposta morfogenética
de um explante a um estimulo, resultando na formagdo de uma parte aérea, raizes,
embribes ou em uma planta inteira. Neste processo, células diferenciadas sofrem
desdiferenciagdo, assumindo caracteristicas meristematicas e, em seguida, séao
reprogramadas, diferenciando-se em érgaos especializados. A regeneragio pode ocorrer via
organogénese ou embriogénese somatica (TORRES et al., 2000).

A organogénese pode ocorrer de duas formas bastante distintas: indiretamente
quando a formagao de gemas ou raizes passa pela fase de calogénese ou diretamente
quando a neoformagdo ocorre a partir do proprio explante, sem a formagao de calos
(TORRES et al., 2000).

As células vegetais sdo autdbnomas e apresentam potencialidade para regenerar
novas plantas, desde que submetidas a tratamentos adequados, sendo alguns tecidos mais
favoraveis para a regeneragdo de gemas, raizes ou embrides do que outros. Segundo
KERBAUY (1993), "as diferengas celulares seriam estabelecidas e mantidas pelas
influéncias mutuas das células e dos tecidos entre si (ambiente celular interno)".

O processo de regeneracdo de gemas é resultado do efeito de pelo menos trés
grupos de fatores inter-relacionados. Em primeiro lugar estdo as potencialidades que podem

ser expressas durante o desenvolvimento celular. Em segundo lugar, podemos citar as



caracteristicas originadas durante a ontogénese, que inicialmente sédo reguladas pelos
estimulos externos (luz, temperatura, composigao do meio de cultura), estimulos estes que
permitem que as células vegetais possam manifestar competéncia, isto €, tornar-se capazes
de reagirem a sinais especificos e iniciarem o desenvolvimento. E, em ultimo lugar, estao as

expressdes que dependem apenas do ambiente (KERBAUY,1993)..

2.4 A cultura in vitro do Eucalyptus camaldulensis

2.4.1 Desinfestacdo das sementes de Eucalyptus camaldulensis para o cultivo in vitro

GEORGE (1993) enfatiza que, para o estabelecimento de cultura in vitro de
Eucalyptus, a utilizagdo de explantes provenientes de plantulas germinadas in vitro € a
forma mais facil de se conseguir sucesso no estabelecimento da cultura, pois explantes
juvenis de arvores adultas, como por exemplo: apices meristematicos, caulinares e
radiculares, s&o muito dificeis de serem descontaminados e inviabilizam o trabalho.

Sementes de Eucalyptus camaldulensis podem ser desinfestadas por imersao em
solugdo de hipoclorito de célcio 7% por 20 minutos e lavadas 3 vezes com agua estéril
(DIALLO e DUHOUX, 1984). De acordo com experimentos de OSSOR e BOXUS (1992), as
sementes desta espécie podem ser desinfestadas com hipoclorito de calcio 9% e quatro
gotas de Tween® 20. A solugdo com as sementes deve ser mantida sob agitagdo por 20
minutos. Ja para HO et al. (1998), a desinfestagao pode ser realizada por imerséo em etanol
70% (vol/vol) durante 1 minuto, seguida de imersdo em solugao de hipoclorito de sédio 1%
com tratamento ultrasénico por 15 minutos. De acordo com trabalho de ITO et al. (1996),
sementes da mesma espécie podem ser desinfestadas com solugéo de hipoclorito de sédio
com 5% de cloro ativo por um periodo de uma hora, etanol 70% por 2 minutos e finalmente

enxague triplo com agua estéril.

2.4.2 Meios de cultura

GRATTAPAGLIA e MACHADO (1990) ressaltam que diversas formulagdes de meios
basicos tém sido utilizadas no inicio do cultivo e enfatizam que, embora ndo exista uma
formulagdo padrdao, o meio MS e suas modificacdes e diluicdes tém apresentado bons
resultados para diversas espécies de Eucalyptus.

A reducdo de nitrogénio na forma amoniacal no meio MS tem sido recomendada



como medida para combater a vitrificagdo das culturas, considerada um dos problemas na
fase de multiplicacdo de especies arbéreas (QUOIRIN e LEPQOIVRE, 1977; ZIV et al., 1987).
As concentragbes de sacarose, ou de outra fonte de agucar, tém também efeito sobre a

multiplicacao e o crescimento, as concentragdes de 2 a 4% (m/vol) sendo as mais comuns.

2.42.1Meios de cultura para germinagdo in vitro das sementes de Eucalyptus
camaldulensis

A germinagéo em condigdes in vitro de sementes de Eucalyptus camaldulensis pode
ser realizada utilizando 0 meio de cultura MS suplementado com 3% de sacarose, 100 ml de
leite de coco, 200 mg de glutamina e 100 mg de caseina hidrolizada (HO et al., 1997). Para
sementes da mesma espécie, a germinagao pode ser realizada com sucesso utilizando o
meio de cultura B5 (GAMBORG et al., 1968) suplementado com 3% de sacarose e 0,6% de
agar (ITO et al.,1996).

2.4.2.2 Meios de cultura para indugao de calos e gemas em Eucalyptus camaldulensis

De acordo com o trabalho de HO et al. (1997), para a indugdo de calos e
regeneracdo das gemas a partir de folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis, pode-
se utilizar 16,2 uM de ANA e 4,44 uM de BAP.

Em outro trabalho, MULLINS et al. (1996), realizaram com sucesso a regeneracao
de gemas de Eucalyptus camaldulensis usando explantes de folhas cuitivadas in vitro. O
meio de cultura utilizado para a regeneracdo dos brotos foi uma adaptagdo do meio de
cultura de MURALIDHARAN e MASCARENHAS (1987), suplementado com 1,0 g.L" de
caseina, 50 g.L' de sacarose, 0,5 % de phytagar, em pH 59. Os reguladores de
crescimento foram ANA e BAP a 16,2 uM e 0,44 uM respectivamente.

AREZKI| et al. (1999) observaram a iniciagdo e proliferacdo de aglomerados
meristematicos in vifro em explantes de Eucalyptus camaldulensis utilizando o meio MAS
fundamentado no meio MS adicionado de 3% de sacarose, 0,5% de agar, 0,2% de carvao
ativado e 5 uM de AIB.

DIALLO e DUHOUX (1984) obtiveram regeneragdo de plantas de Eucalyptus
camaldulensis a partir das folhas cotiledonares utilizando o meio MS suplementado com 20
g.L " de sacarose, ANA (5,4 uM) associado a BAP (2,22 a 3,11 uM). Para o desenvolvimento
e multiplicagdo das gemas, as concentragdes favoraveis de ANA foram de 0,0054 a 0,54 uM

e de BAP 0,88 a 2,22 uyM e, para o alongamento das mesmas, foi adicionado 1,44 uM de



GA;.

2.4.2.3 Meios de cultura para enraizamento dos brotos (micro-estacas) de Eucalyptus

De acordo com citagbes de TORRES et al. (1998), a rizogénese ocorre entre a
primeira e terceira semana de cultivo e pode ser dividida em trés fases: indugao, iniciagdo e
alongamento das raizes. Enquanto as duas primeiras fases respondem ou dependem de
auxina, o crescimento das raizes € inibido pela presenga deste fitorregulador. A dificuldade
num sistema de micropropagacao esta em determinar uma condigao in vitro na qual todas
essas fases possam ocorrer normalmente e, de preferéncia, sem demandar manipulagao
adicional de uma fase para a outra. As diluigbes das formulagbes basicas dos meios de
cultura tém possibilitado melhor enraizamento mesmo na presenca de auxinas. Altas
concentragdes de sais tendem a inibir as fases do enraizamento, particularmente a de
crescimento de raizes.

Na etapa do enraizamento, as modificagbes na composi¢cdo mineral do meio de
cultura sdo inumeras e variam de acordo com a espécie, sendo as diluigées de 1/2, 1/3 e 1/4
da concentragdo salina do meio MS, as mais freqlientes para esta fase. Diluicoes
excessivas dos macronutrientes podem levar a deficiéncias minerais na parte aérea
enraizada. A concentragdo de sacarose do meio de enraizamento € mantida nos mesmos
niveis do meio de multiplicagao, entre 2 e 3% (m/vol), a disponibilidade de fonte de energia
sendo indispensavel para a rizogénese. Em algumas situagoes, a manutengao de vitaminas
e inositol nos meios de multiplicagao pode proporcionar bons resultados no enraizamento. O
acido ascorbico pode ser utilizado como antioxidante para reduzir o escurecimento das
raizes (TORRES et al., 1998).

Tipos e concentragdes de auxina sdo as variaveis que, em geral, mais influenciam o
enraizamento. A adicao de outros fitorreguladores € desnecessaria ou mesmo prejudicial.
No entanto, ja foram relatados casos onde a adigao de citocinina ou giberelinas foi favoravel
para o enraizamento Pode-se utilizar diversas auxinas isoladamente ou combinadas, em
intervalos de 24 a 96 horas, para a indugao de enraizamento em Eucalyptus. Na tentativa de
otimizar um Unico meio para enraizamento desta espécie, obteve-se o enraizamento na
presenca de 0,1% de carvdo e uma combinag¢do de AIB-AIA nas concentragdes de 15 e 2,3
pM respetivamente (TORRES et al., 1998). Ja HO et al. (1998) utilizaram, para a indugao do
enraizamento, o meio MS modificado, com alta concentracdo de micronutrientes e
concentracao intermediaria de macronutrientes, adicionado de 5 yM de AIB. DIALLO e
DUHOUX (1984) utilizaram, para o enraizamento de brotos de Eucalyptus camaldulensis, o
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ANA nas concentrag¢des de 0,54 a 5,4 uM.

GEORGE (1993) também recomenda baixas concentragdes de macronutrientes (1/4
ou 1/2) do meio MS para a etapa de enraizamento do eucalipto. Segundo este autor,
igualmente podem ser utilizados os meios de cultura WPM (LLOYD e McCOWN, 1981) ou
WHITE (1943). Para otimizar a formagao de raizes, as gemas devem ser pré-incubadas no
escuro por um periodo que pode variar de 3 a 10 dias antes de serem colocadas em contato
com a luz. Apés o periodo de indugdo, as plantulas podem ser repicadas em meio semi-
sélido sem suplementagdo de auxinas, acrescido de 2,5 g.L™" de carvao ativado. Os brotos
que obtiverem bom desenvolvimento de raizes podem finalmente ser transferidos para meio
de cultura liquido suplementado com carvao ativado durante 2 ou 3 semanas antes da

aclimatagao.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizagéo dos experimentos

Os experimentos de cultura de tecidos in vitro foram conduzidos no Laboratorio de
Micropropagacao do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias

Agrarias da Universidade Federal do Parana.

3.2  Condigdes de cultura in vitro

Todas as culturas in vitro foram desenvolvidas em sala de crescimento, sob luz
fluorescente branca fria com densidade de fluxo fotossintético de 40 umol.m?s™,
fotoperiodo de 16 h e temperatura de 27 + 2°C. As lampadas utilizadas foram da marca
OSRAM L de 110W, modelo F96T12/D/HO produzidas nos EUA.

3.3 Obtenc¢éo de plantas de Eucalyptus camaldulensis para utilizag&o nos ensaios in vitro

As sementes de Eucalyptus camaldulensis utilizadas nesta pesquisa foram obtidas do
Instituto de Pesquisas Florestais (IPEF), procedentes de Itabé - SP, talhao: T119, lote iBOA4.

As sementes possuem formas irregulares e diferentes tamanhos (Figura 1 A-B). Por

este motivo, elas necessitaram ser peneiradas para selecionar as maiores a serem

utilizadas no experimento de desinfestagdo.

3.3.1 Experimento de desinfestacdo das sementes

Com o objetivo de assegurar a desinfestacdo das sementes de Eucalyptus
camaldulensis para germinacao in vitro, tratamentos com concentragdes de hipoclorito de
sodio variando de 1% a @ % durante 20 minutos combinados com um pré-tratamento com e

sem etanol 70% durante dois minutos foram comparados. Os tratamentos sao
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representados a seguir:

Tratamento 1: Controle;

Tratamento 2: Pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos;

Tratamento 3: Tratamento com hipoclorito de sédio 3% durante 20 minutos;

Tratamento 4. Pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos seguido de tratamento
com hipoclorito de sédio 3% durante 20 minutos;

Tratamento 5: Tratamento com hipoclorito de sédio 6% durante 20 minutos;

Tratamento 6: Pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos seguido de tratamento
com hipoclorito de sddio 6% durante 20 minutos;

Tratamento 7: Tratamento com hipoclorito de s6dio 9% durante 20 minutos;

Tratamento 8: Pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos seguido de tratamento

com hipoclorito de sédio 9% durante 20 minutos

Apos cada tratamento, as sementes receberam enxagie triplo com agua deionizada
autoclavada. Em seguida as sementes foram semeadas em placas de petri contendo o meio
de cultura sélido com a concentragdo de sais reduzida a metade, vitaminas e compostos
organicos do meio MS, 20 g.L" de sacarose e 7 g.L™" de agar (Vetec®).

As placas de petri foram lacradas com filme plastico e levadas para a camara de
crescimento. Apos 20 dias da data da semeadura procedeu-se as avaliagbes pela
porcentagem de sementes germinadas e porcentagem de contaminagdes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 4 repeticées
por tratamento, 100 sementes por repeticio em esquema fatorial (4x2), utilizando 2 placas

com 50 sementes em cada repetigdo.

3.4 Testes de inducdo de calos e gemas a partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus

camaldulensis

3.4.1 Meio de cultura de base

O meio de cultura de base foi o MS com 30 g.L' de sacarose e 7 g.L™" de agar
(Vetec®), pH ajustado a 5,8 e autoclavado por 20 min. a 120 °C. Cada placa de petri recebeu

40 ml de meio.
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3.4.2 Material vegetal

Em todos os experimentos de regeneragdo descritos nesta pesquisa, foram utilizados
explantes de folhas cotiledonares de 15 dias de idade (Figura 1C). As folhas cotiledonares
foram cortadas na base do peciolo e colocadas com a face adaxial em contato com o meio
de cultura (FiguraiD).

Figura 1 - Obtencao das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis. (A) Sementes
de diferentes cores e tamanhos. Barra = 2 mm. (B) Sementes selecionadas
mediante utilizagdo de peneira. Barra = 2 mm. (C) Plantula germinada in vitro
com 15 dias de idade. Barra = 7 mm. (D) Folhas cotiledonares cortadas na base
do peciolo, (ab) abaxial e (ad) adaxial. Barra = 2 mm.

3.4.3 Efeito da combinagao de ANA e BAP na calogénese e regeneragdo de gemas a
partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis

Foram comparados 9 tratamentos resultantes da combinagao entre as concentragdes
de 0,2,7e 5,4 uM de ANA e 0, 4,44 e 13,32 uM de BAP representados a seguir:

Tratamento 1: Controle sem fitorreguladores.
Tratamento 2: 4,44 uM de BAP

Tratamento 3: 13,32 uM de BAP

Tratamento 4: 2,7 uM de ANA

Tratamento 5: 2,7 uM de ANA + 4,44 uM de BAP
Tratamento 6: 2,7 uM de ANA + 13,32 uM de BAP
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Tratamento 7: 5,4 uM de ANA
Tratamento 8: 54 uM de ANA + 4, 44 uM de BAP
Tratamento 9: 5,4 uM de ANA + 13,32 uM de BAP

Aos trinta dias apds o inicio da cultura, os explantes foram transferidos para os
mesmos meios.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repeti¢cdes
(placas de petri) por tratamento, em esquema fatorial (3x3), cada unidade experimental

contendo 4 explantes.

3.4.4 Efeito da auséncia de luz na indugdo de calos e gemas a partir das folhas

cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis

Foram testadas as duas combinagdes de reguladores de crescimento que resultaram
nas maiores porcentagens de explantes regenerando gemas no experimento anterior,

acrescidos de controle. Os tratamentos sao representados a seguir:

Tratamento 1: Controle sem fitorreguladores (luz)
Tratamento 2: Controle sem fitorreguladores (escuro)
Tratamento 3: 2,7 uM de ANA + 4,44 uM de BAP (luz)
Tratamento 4: 2,7 uM de ANA + 4,44 uM de BAP (escuro)
Tratamento 5: 5,4 uyM de ANA + 4,44 uM de BAP (luz)
Tratamento 6: 5,4 uM de ANA + 4,44 uM de BAP (escuro)

As placas foram incubadas em camara de crescimento, e as unidades experimentais
referentes aos tratamentos no escuro tiveram suas placas envoltas com papel aluminio
durante 30 dias. Aos trinta dias apés o inicio da cultura, os explantes foram transferidos para
0s meios correspondentes a cada tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 5 repeticdes

por tratamento em esquema fatorial (3x2), utilizando 5 placas com 8 explantes em cada.

3.4.5 Efeito das modificagbes do meio de cultura MS na regeneracao de gemas a partir das

folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis.

Os tratamentos comparados foram os seguintes:
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Tratamento 1: MS completo (controle)

Tratamento 2: MS Y2 da concentragao de sais minerais (macro e micronutrientes)
Tratamento 3: MS %2 da concentragio de macronutrientes

Tratamento 4: MS 2 da concentragido de nitratos de potassio e aménio (KNO; e NH,NO5)

Em todos os tratamentos, as concentragdes de vitaminas, compostos organicos,
sacarose e agar (Vetec® do meio de base permaneceram inalteradas. A suplementagio
com fitorreguladores utilizada foi 2,7 uM de ANA e 4,44 uM de BAP. Aos trinta dias apos o
inicio da cultura, os explantes foram transferidos para os meios correspondentes a cada
tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 4
tratamentos, 5 repeticdes por tratamento, utilizando 5 placas com 8 explantes em cada.

3.4.6 Efeito do tempo de permanéncia dos explantes em meio de cultura MS na
regeneracdo de gemas a partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus

camaldulensis.

Em todos os tratamentos, as concentragdes de vitaminas, compostos organicos,
sacarose e agar (Vetec®) do meio de base permaneceram inalteradas. A suplementagio
com fitorreguladores utilizada foi 2,7 yM de ANA e 4,44 uM de BAP.

Os tratamentos comparados foram os seguintes:

Tratamento 1: Transferéncia dos explantes aos 30 dias para meio MS com fitorreguladores
Tratamento 2: Permanéncia dos explantes durante 60 dias no mesmo meio contendo
fitorreguladores

Tratamento 3: Transferéncia dos explantes aos 30 dias para meio sem fitorreguladores

Os explantes permaneceram no escuro durante os trinta primeiros dias e apds este
periodo foram realizadas as transferéncias para os meios correspondentes a cada
tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 3

tratamentos, 5 repeti¢des por tratamento, utilizando 5 placas com 8 explantes em cada.
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3.5 Avaliagao dos experimentos

As placas foram incubadas em camara de crescimento e aos 30 dias, com auxilio de
um microscopio estereoscopico, foram avaliadas as porcentagens de explantes formando
calos e o local de origem dos mesmos. Em seguida, os explantes foram transferidos para os
meios de culturas correspondentes a cada tratamento e mantidos na luz. Aos 60 dias apos a
inoculagéo, foram avaliados a porcentagem de explantes que regeneraram gemas, O

numero de gemas, o local de origem das gemas e a porcentagem de explantes mortos.

35 Andlise estatistica

Os experimentos foram repetidos trés vezes e os valores utilizados para a analise
foram as médias dos valores obtidos nos trés experimentos. Apés a confirmagao da
homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett, realizou-se a analise de variancia para
detectar se haviam diferengas significativas entre as médias dos tratamentos aos niveis de
1% e 5% de probabilidade. O teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia foi utilizado
para a comparag¢ao das médias dos tratamentos.

Para os resultados referentes aos experimentos de desinfestagao e germinagao das
sementes, efeito das combinagdes de ANA e BAP na calogénese e regeneracdo de gemas
a partir das folhas cotiledonares e efeito da auséncia de luminosidade na indugao de calos e
gemas em folhas cotiledonares, foram ajustadas equagées de regressao entre cada variavel
estudada em fung¢do dos tratamentos comparados. O modelo de equagio ajustado foi de

uma parabola :

y = b, + by X + b, X?

onde y = variavel considerada
X = tratamento aplicado

by, b1, bs = coeficientes do modelo

3.7 Testes de alongamento e enraizamento das gemas

Explantes com gemas regeneradas nos meios de cultura contendo 2,7 uM de ANA +
4,44 yM de BAP e 5,4 uM de ANA + 4 44 uM de BAP, foram submetidos aos experimentos

de alongamento e enraizamento aplicados em duas épocas distintas. Os tratamentos
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comparados foram os seguintes:

Teste 1. MS completo sem adi¢&o de carvéo ativado
Teste 2.  MS com a concentragao de nitratos de amoénio e potassio reduzida a metade +

0,2% de carvéo ativado.

Nos 2 casos, as concentragbes de vitaminas, compostos organicos, sacarose e agar
(Vetec®) do meio de base permaneceram inalteradas. Cada tratamento foi composto por 12
frascos com 2 explantes. Cada explante apresentava um numero variado de brotos com
aproximadamente 0,5 cm de altura. Apds trinta e sessenta dias foi observado o
desenvolvimento das brotagdes, o nimero e comprimento das raizes e a presenca de calos

nas folhas.

3.8 Estudo histologico dos explantes em fase regenerativa

O estudo histologico dos explantes em fase regenerativa foi conduzido no
Laboratorio de Botanica Estrutural do Departamento de Botanica, Setor de Ciéncias
Biclogicas da Universidade Federal do Parana.

Para a analise anatdmica as amostras foram processadas segundo as técnicas de
FEDER E O'BRIEN (1968) para inclusdo em glicol metacrilato (GMA) seguido das
recomendacdes do fabricante (JB4 - Poliscience®).

Foram retiradas amostras de folhas cotiledonares cultivadas em meio de cultura sem
fitorreguladores (controle) e amostras de folhas cotiledonares cultivadas em meio de cuttura
com 2,7 uM de ANA + 4 44 uM de BAP apds 60 dias de cultivo em diferentes estagios de
diferenciacao celular.

As amostras foram fixadas em solug¢do F.A.A. (90 ml de etanol P.A. 50% + 5ml de
acido acético + 5 mi de formaldeido), (JOHANSEN, 1940) durante quarenta e oito horas.
Apods a fixagdo, as amostras foram desidratadas em etanol 70%, 90% e 100% por no
minimo duas horas em cada solugdo. Em seguida procedeu-se a parainfiltragdo em solugéo
de etanol 100% + resina liquida na propor¢cao de 1:1 por um periodo de quatro horas sob
vacuo. Apds a parainfiltragéo, as amostras foram transferidas para a solugdo de infiltragéo
denominada de MEIO A que consiste na mistura proporcional de 100 mL de resina liquida
acrescida de 0,9 g de ativador. O MEIO A foi preparado de acordo com as indicagbes do
fabricante misturando-se as duas substancias com o auxilio de um agitador magnético. As

amostras permaneceram imersas nesta solu¢do sob vacuo e temperatura ambiente por 24
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horas.

A solugdo de polimerizagdo denominada de MEIO B (25 ml de MEIO A + 1ml de
endurecedor Handner®) foi vertida em moldes de polietieno onde as amostras foram
dispostas de acordo com a orientacao desejada. As placas de moldes foram levadas em
estufa a 40°C até a polimerizagéo da resina.

Os blocos contendo as amostras foram colados em tacos de madeira com
Superbonder® e mantidos em estufa a 40°C por aproximadamente trés dias.

Para o seccionamento do material vegetal foi utilizado um micrétomo rotativo com
navalha de ago do tipo C. A espessura de corte utilizada foi de 7um. As secgdes foram
distendidas em agua e aderidas as laminas histoldgicas.

Apéds este procedimento as laminas foram secadas em placa aquecedora com
temperatura ajustada a 40°C por aproximadamente 20 minutos.

As laminas histolégicas foram coradas com Azul de Toluidina a 0,05% por 10
minutos (O'BRIEN et al.,, 1965) e lavadas em agua corrente por aproximadamente 5
minutos. Novamente as laminas foram colocadas para secar em placa aquecedora com
temperatura ajustada a 40°C por aproximadamente 20 minutos e montadas em resina
sintética (Entelan ®).

As ilustracdes foram feitas em microscopio Olympus® com camera digital acoplada
da mesma marca. As escalas foram projetadas nas mesmas condigbes opticas.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 Experimento de desinfestacdo das sementes de Eucalyptus camaldulensis

Os resultados da analise de variancia para a porcentagem de sementes germinadas
e porcentagem de contaminacgdes sao apresentados na Tabela 1.

A analise de variancia (Tabela 1) revelou que a interacdo entre os pré-tratamentos
com e sem a utilizacdo de etanol 70% durante 2 minutos e os tratamentos com hipoclorito
de sddio durante 20 minutos foi estatisticamente significativa para as variaveis porcentagem
de sementes germinadas e porcentagem de contaminag¢des, indicando que nao sdo

independentes.

TABELA 1 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de germinagao e de
contaminagéo de sementes de Eucalyptus camaldulensis em fungdo das
concentragdes de hipociorito de sodio e do pré-tratamento com etanol 70%.

QUADRADO MEDIO

FATOR DE VARIACAQ GRAUS DE LIBERDADE % Germinagdes % Contaminagdes
Tratamentos 3 4780,21 ** 418,78 ™
Condigéo 1 1,12"™ 282,03 *
Tratamentos x Condicao 3 1620,04 ™ 5561

Erro Experimental 24 171,12 8,03
Coeficiente de variagao (%) 46,23 54,76
Teste de Bartlett (X*) 1,37™ 1,43 ™

F nao significativo
F significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Com relagédo a variavel porcentagem de sementes germinadas, o teste de
comparagao de médias (Tabela 2) comprovou a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas entre os pré-tratamentos e os tratamentos com hipoclorito de sédio estudados.
Para o controle e o pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos, as médias nao
diferiram estatisticamente entre si embora a maior porcentagem de sementes germinadas
(43%) foi observada utilizando-se o pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos. Para
a concentrac@o de 3% de hipoclorito de s6dio nao houve diferengas estatisticamente
significativas entre as condigbes comparadas. Para a concentragdo 6% de hipoclorito de

sodio, apesar do teste de comparacdo de médias nao ter demonstrado diferencas
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estatisticamente significativas, as sementes que ndo receberam pré-tratamento com etanol
70% apresentaram uma maior porcentagem de sementes germinadas (82,5%). Para a
concentragdo de 9% de hipoclorito de sédio, o teste de comparagdao de médias revelou
diferencas estatisticamente significativas para a porcentagem de sementes germinadas,k
comprovando que as sementes que nao receberam pré-tratamento apresentaram 74,75%
de germinacdo enquanto que as sementes que receberam pré-tratamento apresentaram

uma porcentagem de germinacao de 49,50%.

TABELA 2 - Resultados do teste de Tukey para a comparagao das médias de germinagao
de sementes de Eucalyptus camaldulensis em fungdo das concentragbes de
hipoclorito de sédio e o pré-tratamento com etanol 70%.

Condicéo Concentragdes de hipoclorito de sodio

0 3 6 9
Sem pré-tratamento 500b 75,50 a 82,50 a 74,75 a
Com pré-tratamento 430 b 79,75 a 64,25 ab 4950 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Para a variavel porcentagem de sementes contaminadas, o teste de comparagao de
médias comprovou (Tabela 3) a existéncia de diferengas estatisticamente significativas entre
os pré-tratamentos e os tratamentos com hipoclorito de sédio estudados Para o controle nao
pré-tratado com etanol 70% durante 2 minutos, as médias ndo diferiram estatisticamente
entre si embora a menor porcentagem de sementes contaminadas (11,50%) foi observada
utilizando-se o pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos. Para a concentragao de
3% de hipoclorito de sddio nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre as condicbes comparadas, embora tenha ocorrido uma menor porcentagem de
contaminagdes nas sementes que receberam o pré-tratamento. Para a concentragao de 6%
de hipoclorito de sédio, apesar do teste de comparagdo de médias nao ter revelado
diferencas estatisticamente significativas, as sementes que receberam pré-tratamento com
etanol 70% apresentaram uma menor porcentagem de contaminagdes (3,75%). Para a
concentracdao de 9% de hipoclorito de sédio, o teste de comparagdo de médias revelou
diferengas estatisticamente significativas, comprovando que as sementes que receberam

pré-tratamento apresentaram a menor porcentagem de contaminacgoes (1,25).
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TABELA 3 - Resultados do teste de Tukey para a comparagao das médias de sementes
de Eucalyptus camaldulensis contaminadas em fungao das concentragbes de
hipoclorito de sédio e do pré-tratamento com etanol 70%

Condicao Concentragdes de hipoclorito de sédio

0 3 6 9
Sem pré-tratamento 2475 a 7.75b 6,50 bc 2,75¢c
Com pré-tratamento 11,50 a 1,50 b 3,75b 125b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Foram ajustadas equagdes de regressao lineares para representar a relagéo entre as
concentragoes testadas e a porcentagem de sementes germinadas e contaminadas para as
duas condi¢des de cultivo (Figuras 2, 3, 4 e 5).

Para as sementes que nao receberam o pré—tratamento com etanol 70% durante

dois minutos (Figura 2), a equacao de regressao ajustada foi:

Y = 7,45 + 26,825 X — 2,18056 X? (R* = 87,08%)

onde: Y = porcentagem de sementes germinadas

X = concentragao de hipoclorito de sédio

1
_ 100 r :
8
by 75
S
g 50
E
8 25§ Y =7.45 + 26,825 X — 2,18056 X2
0 R2= 87,08%
0 3 6 9
Concentragoes de HCIO (%)

Figura 2 — Equacgao de regressao ajustada para o efeito das concentragbes de hipoclorito
de soédio (HCIO) sem o pré-tratamento com etanol 70% na germinagao das
sementes de Eucalyptus camaldulensis

Para a variavel porcentagem de contaminagdes (Figura 3) a equagao ajustada foi:
Y = 23,8375 - 5,55417 X + 0,368056 X? (R = 85,18%)

Onde: Y = porcentagem de sementes contaminadas

X = concentragao de hipoclorito de sédio
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Y = 23,8375 - 5,55417 X +0,368056 X?
R?=85,18%

Contaminagio (%)
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¢

0 3 6 9
Concentracdes de HCIO (%)
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Figura 3 — Equacgéao de regressédo ajustada para o efeito das concentragdes de hipoclorito
de sodio (HCIO) sem o pré-tratamento com etanol 70% na contaminagao das
sementes de Eucalyptus camaldulensis

Para as sementes que receberam o pré—tratamento com etanol 70% durante dois

minutos (Figura 4), a equagao de regressao ajustada foi:

Y = 45,65 + 13,0083 X - 1,43056 X? (R? = 40,14%)

onde: Y = porcentagem de sementes germinadas

X = concentragao de hipoclorito de sédio

Concentragoes de HCIO (%)

100 ‘

8 1
by 75 )
i i
g 90 |
E -
E; 25 Y =45,65 + 13,0083 X - 1,43056 X2 |
R2=40.14% ,

. ' ‘ ‘

0 3 6 9 |

]

Figura 4 — Equacgdo de regressao ajustada para o efeito das concentragdes de hipoclorito
de sodio (HCIO) com o pré-tratamento com etanol 70% na germinagado das
sementes de Eucalyptus camaldulensis

Para a variavel porcentagem de contaminacgdes (Figura 5) a equagao ajustada foi:

Y = 10,65 — 2,825 X + 0,2083 X? (R? = 62,84%)

onde: Y = porcentagem de sementes contaminadas

X = concentragao de hipoclorito de sédio
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Figura 5 — Equacao de regressao ajustada para o efeito das concentragdes de hipoclorito
de sodio (HCIO) com o pré-tratamento com etanol 70% na contaminagao das
sementes de Eucalyptus camaldulensis

Como resultado deste experimento, ficou comprovada estatisticamente a eficiéncia
do pré-tratamento com etanol 70% durante dois minutos e do tratamento com hipoclorito de
sédio 6%. Com base na observagao dos resultados obtidos, a técnica mais adequada para a
desinfestacao de sementes de Eucalyptus camaldulensis para germinagao in vitro deve

respeitar as seguintes etapas:

a) Selegdao das sementes mediante a utilizagcdo de peneira com malha capaz de reter
somente as sementes maiores. Apds a selegdo das sementes, todas as etapas
seguintes devem ser realizadas em ambiente estéril (capela de fluxo laminar);

b) Pré-tratamento com etanol 70% durante 2 minutos;

c) Tratamento com hipoclorito de sodio 6% + 5 gotas de TWEEN® 20 por 100mL, agitando
a solugao contendo as sementes durante 20 minutos;

d) Enxague triplo com agua deionizada autoclavada.

4.2 Experimentos de inducdo de calos e gemas a partir das folhas cotiledonares de

Eucalyptus camaldulensis

4.2.1 Efeito de combinagdes de ANA e BAP na calogénese e regeneracao de gemas a partir

das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis

Os resultados da analise de variancia para a porcentagem de explantes com calos,
porcentagem de explantes regenerando gemas, numero de gemas por explante e

porcentagem de explantes mortos sao apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de explantes
formando calos, porcentagem de explantes regenerando gemas, nimero de
gemas por explante e porcentagem de explantes mortos em Eucalyptus

camaldulensis
QUADRADO MEDIO
; GRAUS
FATOR DE VARIAGAO UB IFD(E)A Explantes  Explantes com  Gemaspor  Explantes
E DE  com calos gemas (%) explante (N°) mortos (%)
(%)

ANA 2 5354, 47 466,20 ** 54,86 " 41469 ™
BAP 2 3037,07 406106 ** 392,03* 117069 ™
ANA X BAP 4 3253,03* 99,06™ 13,23 ™ 1351,42**

ERRO 36 172,77 50,722 19,58 206,00

COEF. DE VARIACAO (%) 18,44 42,14 96,30 48,14
TESTE DE BARTLETT 152™ 1,26 ™ 1,60 ™ 1,16 ™

ns

nao significativo
significativo Ao nivel de 1% de probabilidade

A andlise de variancia revelou que a interagcdo entre as concentragées de ANA e
BAP foi estatisticamente significativa para a variavel porcentagem de explantes com calos,
indicando que os fatores nao sao independentes (Tabela 4). O teste de comparacao de
médias (Tabela 5) revelou a existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre as
concentragoes de ANA e BAP estudadas. Quando o ANA nao foi adicionado aos meios, a
concentracao de 4,44 uM de BAP foi responsavel pela maior média de explantes com calos
(73,60%) e foi estatisticamente igual aquela obtida com a concentragdo de 13,32 uM de BAP
(Tabela 5). Para a concentragdo 2,7 yM de ANA, a concentragcdo de 13,32 pM foi
responsavel pela formacdo de calos em 90% dos explantes embora nao diferindo
estatisticamente das demais concentracdes de BAP estudadas (Tabela 5). Para a
concentragdo de 5,4 uM de ANA, a concentragdo de 4,44 uM de BAP foi responsavel pela
formagao de calos em 90% dos explantes e diferiu estatisticamente da concentragao de
13,32 uM (Tabela 5).

TABELA 5 - Resultados do teste de Tukey para comparagao das médias das porcentagem
de explantes de Eucalyptus camaldulensis com calos em fungdo das
concentragbes de ANA e BAP comparadas

BAP(uM) ANA (uM)
0,00 2,7 5.4
0,00 0,00 b 78,20 a 76,60 ab
4,44 73,60 a 74,80 a 90,00 a
13,32 63,40 a 90,00 a 58,20 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

As cores dos calos formados nos tratamentos estudados foram bastante variadas.
Esta observacdo pode ser explicada se considerarmos o fato de que nas folhas de

eucaliptos existem uma grande quantidade de compostos fendlicos e pigmentos
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denominados de antocianinas. A biossintese destas substancias sendo induzida pela luz, e
a sacarose do meio de cultura, provavelmente sdo responsaveis pela gama de coloragdes
manifestadas durante o processo de calogénese. O local predominante de origem dos
mesmos foi a base do peciolo. Segundo RAVEN et al. (2001), o movimento das auxinas &
polar, ou unidirecional, sempre na dire¢ido da base (‘basipeto”) em caules e folhas. Esta
informagao explica exatamente o resultado encontrado para a calogénese observada neste
estudo. O local de excisdo das folhas cotiledonares foi a base do peciolo, ou seja a regiao
proximal da folha. A tendéncia da polaridade é direcionar os reguiadores de crescimento e
carboidratos para esta regido, e provavelmente devido a este fato, ocorreu uma maior
quantidade de calos na base do peciolo da folha cotiledonar. No caso do tratamento 6 (2,7
UM de ANA + 13,32 uM de BAP), a calogénese teve inicio 15 dias apés a inoculagao e os
explantes apresentavam predominancia de coloragao marrom brithante (Figura 12A). Aos 30
dias podia-se observar o desenvolvimento e formacao de novos calos. Aos 45 dias,
observou-se a formagao de calos avermelhados, marrom claro, brancos e verdes (Figura
12B). Aos 60 dias, os explantes que apresentavam calos vermelhos e verdes regeneraram
gemas no peciolo (Figura 12C) e alguns explantes que apresentavam a coloragido marrom
escuro adquiriram coloragdo branca com aspecto friavel.

No caso do tratamento 8 (5,4 uM de ANA + 4,44 yM de BAP), a calogénese também
teve inicio 15 dias apds a inoculagao; a maioria dos explantes apresentou calos brilhantes,
com coloragdo marrom clara e escura. Em alguns explantes, calos verdes e brancos
recobriam o peciolo e parte do limbo. Aos 30 dias, os explantes que inicialmente
apresentavam calos de coloragao verde adquiriram coloragéo avermelhada. Aos 45 dias de
cultivo foi observada a regeneracdo de gemas em alguns explantes que apresentavam calos
vermelhos e marrom claro. Aos 60 dias, devido ao efeito da concentragao elevada de ANA,
foi observada calogénese nas folhas das gemas regeneradas.

Foram ajustadas equacgdes de regressao lineares para representar a porcentagem de
explantes com calos em fungao das concentragées de ANA e BAP comparadas. Os graficos
que representam esta variavel sdo apresentados nas figuras 6, 7 e 8.

Para as trés concentragdes de BAP quando o ANA nao foi adicionado (Figura 6) a

equacao de regressao ajustada foi:
Y =- 5,684 E -14 + 22,485 X — 1,330 X* (R? = 84,40%)

onde: Y = porcentagem de explantes formando calos

X = concentragao de BAP (uM)
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Figura 6 - Equacao de regressao ajustada para porcentagem de explantes de Eucalyptus
camaldulensis com calos em fungdo das trés concentragdes de BAP quando o
ANA nao foi adicionado

Ja para as trés concentragdes de BAP quando 2,7 uM de ANA foi adicionado aos

meios de cultura (Figura 7), a equagio de regressao ajustada foi:
Y =78,20 - 1,591 X + 0,186 X? (R? = 29,79%)

onde: Y = porcentagem de explantes' formando calos
X = concentracido de BAP (M)

3 100 ¢
E @ L 3 L 4
E=’¢ 1
e —
» 8 50 *
8w
c o
£ 25 Y =78,20— 1,591 X + 0,186 X2
] 0 R2= 29,79%

0 4 44 8,88 13,32

Concentragdes de BAP

Figura 7 — Equacao de regressao ajustada para porcentagem de explantes de Eucalyptus
camaldulensis com calos em fungao das trés concentragées de BAP quando 2,7
UM de ANA foi adicionado aos meios de cultura

Para as trés concentragdes de BAP quando 5,4 uM de ANA foi adicionado aos meios

de cultura (Figura 8), a equagao de regressao ajustada foi:
Y =76,60 + 5,217 X — 0,495 X? (R? = 58,88%)

onde: Y = porcentagem de explantes formando calos
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X = concentracdo de BAP (uM)
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Figura 8 — Equacgédo de regressdo ajustada para porcentagem de explantes de Eucalyptus
camaldulensis com calos em fungado das trés concentragbes de BAP quando 5,4
UM de ANA foi adicionado aos meios de cultura

Para a variavel porcentagem de explantes regenerando gemas, a anadlise de
variancia revelou que a interag&o entre as concentragdes de ANA e BAP nao foi significativa
indicando que os fatores s&o independentes (Tabela 4), existindo porém diferencas
estatisticamente significativas entre os resultados obtidos nas diferentes concentragdes de
ANA e BAP estudadas (Tabelas 4 e 6). Os resultados dos testes de comparagao de médias
mostram que as concentragbes de 2,7 uM de ANA e 4,44 uM de BAP foram responsaveis
pela maior porcentagem de explantes com gemas, 22,33% e 33,93% respectivamente
(Figura 13 A-C), diferindo estatisticamente entre si (Tabelas 6 e 7). O local predominante da
formacdo das gemas foi a base do peciolo, sendo que este resultado apresenta
similaridades com os resultados encontrados por WELANDER et al. 1989. Estes autores
comprovaram que a regeneragao de gemas em fragmentos foliares de Malus ocorreu com
maior frequéncia na regidao proximal dos fragmentos foliares devido ao fenbmeno da
polaridade ou seja, ocorreu um direcionamento das reservas de nutrientes e fitorreguladores
contidas no limbo foliar para o local de excisdo. Aliando esta informagé&o aos resultados
observados em nosso trabalho, podemos concluir que a intensa calogénese observada na
base do peciolo e o grau de diferenciacdo destes calos apresentam relacdo direta com a
regeneragdo das gemas adventicias, pois a base do peciolo foi a regido predominante de
formacdo dos calos e consequentemente a regeneragao de gemas adventicias ocorreu
devido a possivel diferenciagcdo das células dos calos em tecidos meristematicos, conforme
ficara comprovado no estudo anatdémico dos explantes em fase regenerativa realizado nesta

pesquisa.
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TABELA 6 - Resultados do teste de Tukey para a comparagdo das médias das
porcentagens de explantes de Eucalyptus camaldulensis regenerando gemas
em fungao das concentragoes de ANA

Concentragdes de Explantes com gemas (%)
ANA (uM)
0,0 12,13 b
2,7 2233 a
5,4 13,33 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 7 - Resultados do teste de Tukey para a comparagdo das médias das
porcentagens de explantes de Eucalyptus camaldulensis regenerando gemas
em fungado das concentracbes de BAP

Concentragées de Explantes com gemas (%)
BAP (uM)
0,00 1,667 b
4,44 33,93 a
13,32 12,20 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Foram ajustadas equagbes de regressao lineares para representar a porcentagem de
explantes regenerando gemas em fungao das concentracées de ANA e BAP comparadas.
Os graficos que representam esta variavel sdo apresentados nas figuras 9, 10 e 11.

Para as trés concentragdes de BAP e quando o ANA nao foi adicionado (Figura 9), a

equacao de regressao ajustada foi:
Y =-7,105E -15 + 9,219 X — 0,646 X? (R? = 85,75%)

onde: Y = porcentagem de explantes regenerando gemas
X = concentragao de BAP (uM)

1=}
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% 10- Y =-7,105 E -15 +9,219 X — 0,646 X2 {
2 R2= 85,75%)
B 0 .

0 4,44 8,88 13,32
Concentragoes de BAP

Figura 9 ~ Equacao de regressao ajustada para porcentagem de explantes de Eucalyptus
camaldulensis regenerando gemas em funcao das trés concentragcdes de BAP
na auséncia de ANA
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Ja para as trés concentragées de BAP e 2,7 uM de ANA (Figura 10), a equagéo de

regressao ajustada foi:

Y =5,0 + 10,660 X — 0,646 X? (R? = 74,51%)

onde: Y = porcentagem de explantes regenerando gemas

X = concentragao de BAP (uM)

(=]
'E 50
5. 40-
5 30
S
o5 203 +
7 10, Y =5,0 + 10,660 X — 0,646 X2
- R2=74,51%
& 0 . ,
0 4,44 8,88 13,32
Concentragoes de BAP (uM)

Figura 10 — Equagdo de regressdo ajustada para porcentagem de explantes de
Eucalyptus camaldulensis regenerando gemas em fungdo das trés
concentragées de BAP e 2,7 uM de ANA.

Para as trés concentragbes de BAP e 54 uM de ANA (Figura 11), a equacao de

regressao ajustada foi:

Y =-1,421 E-14 +11,636 X — 0,845 X? (R? = 88,27%)

onde: Y = porcentagem de explantes regenerando gemas
X = concentragao de BAP (M)

20

Y =-1,421 E -14 +11,636 X - 0,845 X?
15 - R?= 88,27%
*

L 4
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L 4
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Explantes regenerando
gemas (%)
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0 4,44 8,88 13,32

Concentragdes de BAP (uM)

Figura 11 - Equacgao de regressao ajustada para porcentagem de explantes de Eucalyptus
camaldulensis regenerando gemas em fun¢ao das trés concentragcées de BAP
e 54 uM de ANA
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Figura 12 - Efeito de combinagbes de ANA e BAP sobre a calogénese. (A) Folha
cotiledonar iniciando calogénese 15 dias apds a inoculagdo em meio de cultura
MS contendo 2,7 uM de ANA + 13,32 pM de BAP (tratamento 6). Barra = 1,25
mm (B) Calos verdes recobrindo o explante 30 dias apds inoculagdo em meio de
cultura MS contendo 5,4 pM de ANA + 4,44 uM de BAP (tratamento 8). Barra =
2,0 mm (C) Calos verdes formados na base do peciolo 30 dias apés a
inoculagdo em meio MS contendo 2,7 uM de ANA + 13,32 uM de BAP
(tratamento 6). Barra = 1,70 mm.

Figura 13 - Efeito de combinagdes de ANA e BAP na regeneragao de gemas em folhas
cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis. (A) Explante regenerando gemas
30 dias apds a inoculagdo em meio de cultura MS contendo 2,7 uM de ANA
(tratamento 2). Barra = 2,3 mm. (B) Base do peciolo iniciando regeneragao de
gemas 15 dias pds a inoculagdo em meio MS contendo 5,4 uM de ANA + 4,44
MM de BAP (tratamento 8). Barra = 1,25mm. (C) Tufo de gemas recobrindo o
explante 60 dias apds a inoculagdo em meio MS contendo 2,7 uM de ANA +
4,44 uM de BAP (tratamento 5). Barra = 2,2 mm.
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Para a variavel numero de gemas por explante, a analise de variancia revelou que a
interacdo entre os niveis de ANA e BAP nao foi significativa, indicando que os fatores sao
independentes (Tabela 4). Para os niveis de ANA, o teste de comparagdo de médias
(Tabela 8) revelou que ndo existem diferencas estatisticas entre as concentragdes
estudadas sendo que a concentracdo de 2,7 uM de ANA foi responsavel pelo maior nUmero
de gemas por explante (6,53). Para as concentragbes de BAP estudadas, o teste de
comparagao de médias (Tabela 9) revelou que a concentragao 4,44 uM foi responsavel pelo

maior nitmero de explantes com gemas (10).

TABELA 8 - Resultados do teste de Tukey para a comparagao das médias dos nimeros de
gemas por explante de Eucalyptus camaldulensis, em fungcao das
concentragoes de ANA

Concentragdes de Gemas por explante (N°)
ANA (uM)
0,0 3,40 a
27 6,53 a
54 3,07 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 9 - Resultados do teste de Tukey para a comparagao das médias dos nimeros de
gemas por explante de Eucalyptus camaldulensis, em funcao das
concentragdes de BAP

Concentragdes de Gemas por explante (N°)
BAP (uM)
0,00 0,067 b
444 10,000 a
13,32 2930 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Foram ajustadas equacgbes de regressdo lineares para representar o numero de
gemas por explante em fungao das concentragcdes de ANA e BAP comparadas. Os graficos
que representam esta variavel sao apresentados nas figuras 14, 15 e 16.

Para as trés cohcentragées de BAP na auséncia de ANA (Figura 14), a equacgao de

regressao ajustada foi:

Y =-3552E-15+ 2,830 X - 0,191 X? (R? = 54,35%)

onde: Y = numero de gemas por explante

X = concentracdo de BAP (uM)



32

Z 20

P eY=-3552E-15+2,830X-0,191X2 :

£ 15 R2=54,35%

g

o 10 . ‘

S . ¢ |

: s :

E

g ° ' ' ‘
0 4,44 8,88 13,32

Concentragées de BAP (uM)

Figura 14 - Equacdo de regressao ajustada para o numero de gemas por explante de

Eucalyptus camaldulensis em funcdo das trés concentracées de BAP na
auséncia de ANA

Ja para as trés concentracdes de BAP quando a concentragédo de 2,7 uM de ANA foi
utilizada (Figura 15), a equagao de regressao ajustada foi:

Y =1,0 +4,08 X - 0,279 X? (R?* = 53,60%)

onde: Y = numero de gemas por explante

X = concentragcido de BAP (uM)
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a 97 . Y=1,0+4,08X-0279X2 §
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0 4.44 8,88 13,32
Concentragdes de BAP (uM)
Figura 15 ~ Equacdo de regressdo ajustada para o numero de gemas por explante de
Eucalyptus camaldulensis em funcao das trés concentracdes de BAP para 2,7
UM de ANA

Para as trés concentragbes de BAP e 54 uM de ANA (Figura 16), a equacao de
regressao ajustada foi:

Y = 1,6 +2,027 X - 0,152 X? (R? = 51,81%)
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onde: Y = numero de gemas por explante
X = concentracdo de BAP (uM)

Y=16+2,027 X-0,152 X2
15 - R2= 51.81%

.
0 T

0 4,44 8,88 13,32

Gemas por explante (N°)
=

Concentragoes de BAP (pM)

Figura 16 — Equacdo de regressado ajustada para o namero de gemas por explante de
Eucalyptus camaldulensis em fungao das trés concentragdes de BAP para 5,4
pM de ANA.

A combinacido entre as concentragdes de 2,7 uM de ANA e 4,44 yM de BAP
apresentou-se adequada para as variaveis porcentagem de explantes regenerando gemas e
nimero de gemas por explante. Estes resultados se distanciaram dos encontrados por HO
et al. (1998) e DIALLO e DUHOUX (1984), que obtiveram sucesso na regeneragio de
gemas com o mesmo tipo de explante de E. camaldulensis, utilizando 16,2 uM de ANA com
4 44 uM de BAP e 54 uM de ANA com 2,22 uM de BAP, respectivamente. Estes autores
utilizaram uma concentracido de ANA superior a concentragdo de BAP. No caso presente, os
melhores resultados foram obtidos com uma concentragido de BAP superior a concentragao
de ANA.

Segundo TIBOK et al. (1995), estes resultados sugerem que as diferengcas nas
respostas de regeneracdao de gemas em um mesmo tipo de explante podem ser um reflexo
da variagcdo genotipica entre as sementes utilizadas para a obtengdo dos explantes. Em
nosso trabalho, o lote de sementes foi composto por sementes de diferentes arvores de
Eucalyptus camaldulensis, fato este que resultou em uma mistura de genétipos.

Comparando os resultados encontrados nesta pesquisa aos de pesquisas similares
relatados por GEORGE (1993), os nossos correspondem ao indicado. Estes autores
afirmam que a inducéo de calos e regeneragao de gemas requer um ajuste entre os niveis
de auxinas e citocininas favoravel as citocininas. Em outro estudo, BARRUETO CID et al.
(1999) utilizaram folhas de E. grandis x E. urophylla com diferentes idades na tentativa de
regenerar gemas. O meio de cultura utilizado foi o MS com concentracio de sais reduzida a

metade e a do FeEDTA reduzida a 1/4. Para a indugao de calos, foi utilizado 20 uM do



34

regulador de crescimento TDZ durante 30 dias e para a indugao de gemas 5,0 uM de BAP e
0,5 uM de ANA por mais 30 dias. A maior média de regeneracao obtida foi encontrada por
estes autores quando utilizaram explantes foliares de 30 e 40 dias (53%), superando os
resultados encontrados com explantes de 20 e 50 dias (13%).

Para a variavel porcentagem de explantes mortos, a analise de variancia revelou que
a interagao entre os niveis de ANA e BAP foi estatisticamente significativa, indicando que os
fatores ndo sa@o independentes (Tabela 4). O teste de comparacao de médias revelou a
existéncia de diferencas estatisticamente significativas entre os resultados obtidos na
presenca de ANA e BAP (Tabela 10). O resultado obtido no meio desprovido de ANA e
contendo 4,44 uM de BAP nao diferiu estatisticamente daquele obtido na presenca de 13,32
UM de BAP (Tabela 10). Para a concentragdo de 2,7 uM de ANA, nio houve diferencas
estatisticas entre os resultados obtidos com as concentragées de BAP estudadas (Tabela
10). Para a concentracdo de 5,4 uM de ANA, a concentragao de 4,44 uM de BAP foi
responsavel pela menor média de explantes mortos e a concentragao 13,32 uM de BAP foi
responsavel pela morte de 50% dos explantes (Tabela 10), caracterizando a maior média de
mortalidade observada em todos os niveis de fitorreguladores comparados nesta pesquisa.

TABELA 10 - Resultados do teste de Tukey para a comparagdo das meédias das
porcentagens de explantes de Eucalyptus camaldulensis mortos em funcgao
das concentracées de ANA e BAP.

BAP (uM) ANA (uM)
0,00 2.7 54
0,00 0,00 b 38,20 a 33,40 ab
4,44 30,00 a 2320 a 13,40 b
13,32 36,60 a 28,23 a 50,00 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivei de 5% de probabilidade

A combinagao de 5,4 uM de ANA com 13,32 uM de BAP foi responsavel pela maior
porcentagem de explantes mortos, apresentando meédia de 50% enquanto que a
combinagdo entre 5,4 uM de ANA e 4,44 uM de BAP apresentou a menor taxa de
mortalidade de explantes com média de 13,4% (Tabela 10). Segundo GRATTAPAGLIA e
MACHADO (1998), "altas concentracdes de reguladores de crescimento nos meios de
cultura, principalmente citocininas, favorecem a oxidagdo dos explantes. Este grupo de
reguladores pode potencializar os efeitos oxidativos das culturas in vitro. Na tentativa de
reduzir estes efeitos, deve-se utilizar meios de cultura mais diluidos e menores

concentragdes de citocininas".
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Foram ajustadas equacdes de regressdo lineares para representar a porcentagem
média de explantes mortos em fun¢gdo das concentragdes de ANA e BAP comparadas. Os
graficos que representam esta variavel sao apresentados nas figuras 17, 18 e 19.

Para as trés concentragées de BAP e quando o ANA nao foi adicionado (Figura 17),

a equacio de regressao ajustada foi:

Y =-2,131 E~14 + 8,761 X — 0,451 X* (R* = 51,21%)

onde: Y = porcentagem de explantes mortos
X = concentragio de BAP (M)
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Figura 17 — Equacao de regressao ajustada para o efeito das trés concentragdes de BAP
na auséncia de ANA na porcentagem de explantes de Eucalyptus
camaldulensis mortos

Ja para as trés concentragdes de BAP e 2,7 uM de ANA (Figura 18), a equagao de

regressao ajustada foi:

Y = 38,2 — 4,692 X + 0,296 X? (R? = 22,35%)

onde: Y = porcentagem de explantes mortos

X = concentragdo de BAP (uM)
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Figura 18 — Equacao de regressao ajustada para o efeito das trés concentracdes de BAP
quando 2,7 pyM de ANA foi adicionado aos meios de cultura para a
porcentagem de explantes de Eucalyptus camaldulensis mortos

Para as trés concentracbes de BAP e 54 uM de ANA (Figura 19), a equacgao de
regressao ajustada foi:

Y = 33,4 - 7,380 X + 0,647 X* (R? = 65,56%)

onde: Y = porcentagem de explantes mortos
X = concentragao de BAP (uM)
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Figura 19 — Equacao de regressao ajustada para o efeito das trés concentragées de BAP
e 5,4 uM de ANA na porcentagem de explantes de Eucalyptus camaldulensis
mortos

No caso dos tratamentos com 2,7 e 5,4 uM de ANA, a calogénese ocorreu aos 15
dias apés a inoculagdo dos explantes, e a predominancia da coloracdo dos calos foi a
marrom escura manifestada em todo o explante. Aos 30 dias, alguns explantes
desenvolveram calos com coloracdo verde ou vermelha, muitos tricomas, e iniciaram a

formagcdo de raizes. Aos 45 dias ocorreu um intenso desenvolvimento dos calos de
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coloragéo marrom. Aos 60 dias, constatou-se que estas concentragdes de ANA induziam a
formacao de raizes. GEORGE (1993) afirma que a indugao de raizes a partir de explantes
ocorre frequentemente quando utiliza-se meios de cultura suplementados somente com
auxinas, ou quando o balango entre auxinas e citocininas é favoravel as auxinas.

Como resultado preliminar deste protocolo de regeneracdao de gemas adventicias a
partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis, ficou comprovado
estatisticamente que a combinagao entre as concentragdes de 2,7 uM de ANA e 4,44 uM de
BAP pode ser utilizada de forma eficiente para a regeneragao de gemas a partir das folhas

cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis.

422 Efeito da auséncia de luz na calogénese e regeneracao de gemas a partir das folhas

cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis

Os resultados da analise de variancia para a porcentagem de explantes com calos,
porcentagem de explantes com gemas, nimero de gemas por explante e porcentagem de

explantes mortos sao apresentados na Tabela 11.

TABELA 11 - Resultados da analise de varidncia para a percentagem de explantes
formando calos, porcentagem de explantes regenerando gemas, numero de
gemas por explante e percentagem de explantes mortos em Eucalyptus

camaldulensis
QUADRADO MEDIO
B GRAUS
FATOR DE VARIACAO DE Explantes com Explantes com Gemas por Explantes
LIBERDADE calos (%) gemas (%) explante (N°) mortos (%)
NF 2 197585,60™ 466,20 47,43 472,30*
CONDICAO 1 2167,50* 4061,06™" 0,30™ 821,63™
NF X CONDICAO 2 606,90 228,90™ 3,10™ 226,43
ERRO 24 64,78 96,47 217 13,57
COEF. DE VARIAGCAO (%) 21,39 43,14 50,50 77,65
TESTE DE BARTLETT 1,70 1,05 1,05 117"

" néo significativo

significativo ao nivel de 1% de probabilidade

NF Niveis de fitorreguladores

A analise de variancia revelou que a interagao entre os niveis de fitorreguladores € a
condicao de cultivo (presenca ou auséncia de luz) foi estatisticamente significativa para a
variavel explantes com calos indicando que os fatores nao sao independentes (Tabela 11).
Este resultado comprovou que para todos os niveis de fitorreguladores utilizados, exceto o
controle, as maiores médias de explantes com calos foram obtidas nos tratamentos que
permaneceram o periodo inicial de trinta dias no escuro embora nao diferindo

estatisticamente das médias obtidas nos tratamentos onde os explantes permaneceram os
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60 dias de cultivo na presencga de luz (Tabela 12). O tratamento inicial de 30 dias no escuro
também foi benéfico para a iniciagio e formagao de calos a partir de folhas cotiledonares do
hibrido E. grandis X E. urophylla, conforme resuitados de GONZALES et al. (2002).
WARRAG et al. (1991) verificaram também que o periodo de 4 semanas no escuro
proporcionou resultados promissores na calogénese em E. urophylla. Nesse caso os
explantes utilizados foram inflorescéncias imaturas, partes florais (filamentos dos estames e
tecidos do ovario), embrides zigbticos e hipocdtilos.

TABELA 12 - Resultados do teste de Tukey para a comparagédo das médias entre os niveis
de ANA combinados com 4,44 uyM de BAP e a condigdo de cultivo nos
primeiros 30 dias para a porcentagem de explantes com calos

Condigao de cultivo Niveis de ANA (uM)
0 2,7 54
Luz 0,00 b 58,4 a 69,8 a
Escuro 0,00 b 890a 90,2 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

As cores dos calos formados nos explantes que permaneceram 60 dias na luz foram
variadas e o local predominante de origem dos mesmos foi a base do peciolo. Os calos
formados nos explantes que permaneceram os 30 primeiros dias de cultivo no escuro eram
claros, tendendo para a cor branca devido a auséncia de fotossintese neste periodo (Figura
28 A-B) e ap6s o contato com a luz estes calos mudaram de coloragao para vermelho, verde
€ marrom.

Foram ajustadas equacgdes de regressao lineares para representar a porcentagem de
explantes com calos em fungdo das concentra¢cdes de ANA nas duas condigdes de cultivo
comparadas. Os graficos que representam esta variavel sdo apresentados nas figuras 20 e
21.

Para as trés concentragdes de ANA onde os explantes permaneceram na presenc¢a

de luz (Figura 20), a equagao de regressao ajustada foi:
Y =7,10543 E -15 + 30,3333 X — 3,22359 X* (R® = 98,39%)

onde: Y = porcentagem de explantes formando calos
X = concentragdo de ANA (uM)
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Figura 20 — Equacdo de regresséo ajustada para a variavel porcentagem de explantes de
Eucalyptus camaldulensis com calos em fungdo das trés concentragbes de
ANA guando os explantes permaneceram na presencga de luz durante 60 dias

Ja para as trés concentracdes de ANA onde os explantes permaneceram os 30
primeiros dias de cultivo no escuro (Figura 21), a equagéo de regressao ajustada foi:

Y = 7,10543 E -15 + 49,0741 X — 5,96708 X2 (R? = 99,93%)

onde: Y = porcentagem de explantes formando calos

X = concentragdo de ANA (uM)
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Figura 21— Equacéo de regresséo ajustada para a variavel percentagem de explantes de
Eucalyptus camaldulensis com calos em fungdo das trés concentragées de
ANA quando os explantes permaneceram os 30 primeiros dias de cultivo no

escuro
Para a variavel porcentagem de explantes regenerando gemas, a anadlise de
variancia revelou que a interagdo entre os niveis de fitorreguladores e a condigao de cultivo
néo foi significativa, indicando que os fatores s&o independentes (Tabela 11). Os resultados

dos testes de comparagdo de medias mostram que existem diferengas estatisticamente



40

significativas entre os niveis de fitorreguladores e o controle (Tabela 13) e que ndo existem

diferengas estatisticamente significativas entre as condigdes de cultivo (Tabela14).

TABELA 13 - Resultados do teste de Tukey para a comparagao das medias entre os niveis
de ANA combinados com 4,44 uM de BAP para a porcentagem de explantes
regenerando gemas

Niveis de ANA (uM) Explantes com gemas (%)
0 0,00 b
2,7 31,30 a
54 29,90 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 14 - Resultados do teste de Tukey para a comparagao das médias entre as
condigdes de cultura para porcentagem de explantes regenerando gemas

Condicao Explantes com gemas (%)
Luz 16,40 a
Escuro 2440 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Foram ajustadas equagdes de regressao lineares para representar a porcentagem de
explantes regenerando gemas em fungao das concentracées de ANA nas duas condigdes
de cultivo comparadas. Os graficos que representam esta variavel sdo apresentados nas
figuras 22 e 23.

Para as trés concentragées de ANA onde os explantes permaneceram 60 dias na

presenca de luz (Figura 22), a equagao de regressao ajustada foi:

Y =2,4869 E -14 + 17,3704 X — 2,51029 X? (R? = 95,84%)
onde: Y = porcentagem de explantes regenerando gemas

X = concentragao de ANA (uM)
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Figura 22 — Equagéo de regresséo ajustada para a variavel porcentagem de explantes de
Eucalyptus camaldulensis regenerando gemas em fungdo das trés
concentragdes de ANA quando os explantes permaneceram os 60 dias de
cultivo na presencga de luz

Ja para as trés concentragcbes de ANA onde os explantes permaneceram os 30

primeiros dias de cultivo no escurc (Figura 23), a equagao de regresséo ajustada foi:
Y = 2,4869 E -14 + 17,9259 X - 1,97531 X* (R* = 98,41%)

onde: Y = porcentagem de explantes regenerando gemas

X = concentracdo de ANA (uM)
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Figura 23 — Equagao de regresséo ajustada para a variavel porcentagem de explantes de
Eucalyptus camaldulensis regenerando gemas em fungdo das trés
concentragbes de ANA quando os explantes permaneceram os 30 primeiros
dias de cultivo no escuro

A andlise de variancia revelou que a interagdo entre os niveis de fitorreguladores e

as condigdes de cultura nao foi significativa para a variavel numero de gemas por explante,
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indicando que os fatores sao independentes (Tabela 11). Os testes de comparagao de
médias revelaram que existem diferencas estatisticamente significativas entre os niveis de
fitorreguladores e o controle (Tabela 15) e que ndo existem diferengas estatisticamente
significativas entre as condi¢des de cultivo estudadas (Tabela 16). O local predominante da

formacdo das gemas foi a base do peciolo.

TABELA 15 — Resultados do teste de Tukey para a comparagao das médias do numero de
gemas por explante em funcdo dos niveis de ANA combinado com 4,44 uM

de BAP
Niveis de ANA (uM) Gemas por explante (N°)
0 0,00 b
2,7 4,20 a
54 3,10 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

TABELA 16 — Resultados do teste de Tukey para a comparagao das médias do numero de
gemas por explante em funcao das condi¢gbes de cultivo

Condicao Gemas por explante (N°)
Luz 233 a
Escuro 2,53 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Para as trés concentragcbes de ANA onde os explantes permaneceram 60 dias na

presenca de luz (Figura 24), a equacgéo de regressao ajustada foi

Y = 3,55271 E -15 + 2,96296 X — 0,466392 X? (R? = 95,66%)

onde: Y = numero de gemas por explante

X = concentragcao de ANA (M)
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Figura 24 - Equacdo de regressdo ajustada para a varidvel numero de gemas de
Eucalyptus camaldulensis por explante em funcdo das trés concentragdes de
ANA quando os explantes permaneceram os 60 dias de cuitivo na presencga de

luz

Ja para as trés concentracdes de ANA onde os explantes permaneceram os 30

primeiros dias no escuro (Figura 25), a equagdo de regressao ajustada foi:

Y =2,66454 E-15 +2,11111 X — 0,260631 X* (R? = 89,57%)

onde: Y = numero de gemas por explante

X = concentragao de ANA (uM)
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Figura 25 - Equagdo de regressdo ajustada para a variavel numero de gemas de
Eucalyptus camaldulensis por explante em fungdo das trés concentragdes de
ANA quando os explantes permaneceram os 30 primeiros dias de cultivo no

escuro

Com relagao a porcentagem de explantes mortos, ficou comprovado estatisticamente

que os tratamentos que ndo receberam supiementagcdo com reguladores de crescimento

(controles na luz e no escuro) permitiram a sobrevivéncia de 100% dos explantes
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observados (Tabela 17). A combinagao entre as concentra¢des 2,7 uM de ANA e 4 44 uM
de BAP aplicada aos explantes que permaneceram na luz diferiu estatisticamente da mesma
combinagcao quando os explantes permaneceram no escuro, com valores de 17,6 e 4,8%
respectivamente. O resultado observado com a combinagdo de 5,4 uM de ANA e 4,44 uM
de BAP na luz diferiu estatisticamente daquele obtido com a mesma combinagao de ANA e

BAP e um tratamento de 30 dias no escuro, com valores de 21,8 e 3,2% respectivamente.

TABELA 17 — Resultados do teste de Tukey para a comparagdo das médias das
porcentagens de explantes mortos em fungdo das concentragbes de ANA e
condigdes de cultivo

Condicao Niveis de ANA (uM)

0 2,7 54
Luz 0,00 a 176 a 218a
Escuro 0,00 a 48 b 32 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

Nossos resultados confirmam os obtidos por LAINE et al. (1994) quando estudaram o
efeito do escuro na calogénese e regeneracdo a partir de folhas de Eucalyptus grandis.
Estes autores evidenciaram que a auséncia de luz proporciona um efeito benéfico durante o
inicio das culturas in vitro para esta espécie, pois minimiza os efeitos negativos causados
pela liberagdo de compostos fendlicos e consequentemente diminui a mortalidade entre os
explantes, mesmo sem a utilizagcdo de PVP ou outros antioxidantes. A porcentagem de calos
com gemas obtida por estes autores apés o periodo inicial de cultivo no escuro e posterior
exposicao a luz foi elevada (38,5%) quando comparada a média de regeneragao obtida com
o tratamento que utilizou exposi¢ado a luz (7,1%).

Foram ajustadas equacgdes de regressao lineares para representar a porcentagem de
explantes mortos em funcdo das concentragdes de ANA nas duas condigdes de cultivo
comparadas. Os graficos que representam esta variavel sdo apresentados nas figuras 26 e
27.

Para as trés concentragbes de ANA onde os explantes permaneceram 60 dias na

presenca de luz (Figura 26), a equagdo de regressdo ajustada foi:
Y =1,24345 E -14 + 9,0X — 0,919067 X2 (R? = 99,11%)

onde: Y = porcentagem de explantes mortos

X = concentracado de ANA (uM)
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Figura 26 — Equacao de regressao ajustada para a variavel porcentagem de explantes de
Eucalyptus camaldulensis mortos em fungdo das trés concentragbes de ANA
quando os explantes permaneceram os 60 dias de cultivo na presenc¢a de luz

Ja para as trés concentragbes de ANA onde os explantes permaneceram os 30
primeiros dias no escuro (Figura 27), a equagao de regressao ajustada foi:

Y = 3,55271 E-15 +2,96296 X — 0,438957 X? (R* = 71,68%)

onde: Y = porcentagem de explantes mortos
X = concentragdo de ANA (uM)
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Figura 27 — Equacao de regressao ajustada para a variavel porcentagem de explantes de
Eucalyptus camaldulensis mortos em funcdo das trés concentragcbes de ANA
quando os explantes permaneceram os 30 primeiros dias de cultivo no escuro

Como resultado desta otimizagdo do protocolo de regeneragdo de gemas a partir das
folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis, ficou comprovado estatisticamente que a

auséncia de luz nos primeiros 30 dias de cultivo representa uma importante estratégia para

aumentar o potencial regenerativo, pois atua decisivamente no aumento da calogénese e
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proximos experimentos de indugdo de calos e regeneracdo de gemas pelo fato de néo
desenvolver de forma excessiva calos nas folhas das plantulas, ocorréncia esta que interfere

negativamente no futuro desenvolvimento das mesmas.

4.2.3 Efeito das modificagdes do meio de cultura MS na calogénese e regeneragao a partir
das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis

A andlise de variancia (Tabela 18) revelou que as diferengas entre os tratamentos
nao foram significativas para as varidveis porcentagem de explantes com calos,
porcentagem de explantes regenerando gemas, numero de gemas por explante e
significativas para a porcentagem de explantes mortos (Tabelas 18 e 19).

TABELA 18 - Resultados da analise de variancia para a porcentagem de explantes
formando calos, porcentagem de explantes regenerando gemas, numero de
gemas por explante e porcentagem de explantes mortos em Eucalyptus

camaldulensis
QUADRADO MEDIO
GRAUS
FATOR DE VARIAGAO DE Explantes com Explantes com Gemas por Explantes
LIBERDADE calos (%) _gemas (%) explante (N°) mortos (%)
TRATAMENTOS 3 175,09 ™ 94,19™ 31,67™ 81,29*
ERRO 16 87,94 94,12 12,50 14,39
COEF. DE VARIACAO (%) 19,92 19,81 41,48 72,87
TESTE DE BARTLETT 1,567 ™ 1,49 "™ 117 ™ 1,78 "™

ns

ndo significativo
significativo ao nivel de 1% de probabilidade

TABELA 19 - Resultados do teste de Tukey para a comparacao das médias das variaveis
porcentagem de folhas cotiledonares com calos, porcentagem de explantes
regenerando gemas, numero de gemas por explante e porcentagem de
explantes mortos em Eucalyptus camaldulensis

Porcentagem médiade  Porcentagem média de Nimero médio de Porcentagem

Tratamentos explantes com calos explantes com gemas gemas por explante média de

explantes
mortos

(1) MS (Controle) 86,68 a 46,68 a 13,00 2 8,34 ab
(2) MS 1/2 Macro e Micro 87,78 a 54,08 a 9.00 a 240 b
(3) MS 1/2 Nitratos 97,50 a 4430 a 9,00 a 5,00 ab
(4) MS 1/2 Macronutrientes 97,40 a 50,80 a 7,00 a 11,68 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nac diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.
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O resultado do teste de comparagdo de médias mostra que para a variavel
porcentagem de explantes com calos, todos os tratamentos foram eficientes e nao diferiram
estatisticamente entre si de acordo com o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.
Este resultado sugere que as modificagdes da composi¢ao salina dos meios aqui testadas
nado exercem influéncia na calogénese em | folhas cotiledonares de Eucalyptus
camaldulensis, sendo o balango entre ANA e BAP o fator primordial para esta etapa do
desenvolvimento in vitro da espécie. A maior porcentagem de explantes com calos (97,5%)
foi obtida utilizando o meio de cultura com a concentragao de nitratos reduzida a metade
(Tabela 19). Os calos formados com este tratamento apresentaram-se claros, tendendo para
a cor branca (Figura 28 A-B). Apds o contato com a luz, houve alteragées para as cores
verde, vermelha e marrom.

Quanto a varidvel porcentagem média de explantes regenerando gemas, todos os
tratamentos foram eficientes e nao apresentaram diferencas estatisticas (Tabela 19). A
. maior porcentagem de explantes regenerando gemas foi obtida com o meio de cultura MS
com a concentracdo de sais reduzida a metade (54,08%). O local predominante de origem
das gemas foi a base do peciolo.

Para a variavel numero médio de gemas por explante, o teste de comparagao das
médias também nao revelou diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos.
O tratamento que propiciou o0 maior nimero médio de gemas por explante (13,0) foi o MS
completo (Tabela 19).

Com relagdo a porcentagem de explantes mortos, o teste de comparagao de médias
comprovou estatisticamente que os tratamentos comparados apresentaram diferencas
significativas entre si, sendo o tratamento MS com a concentragdo de macronutrientes
reduzida a metade responsavel pela maior média (11,68%). A menor média de mortalidade
(2,4%) foi obtida com o meio de cultura MS com a concentragao de sais reduzidas a metade
(Tabela 19). Este resultado sugere que a mortalidade dos explantes pode ser potencializada
utilizando-se altas concentragées de sais no meio de cultura. Em alguns trabalhos com
eucalipto foram descritas algumas informagdes sobre a composi¢cdo mineral do meio de
cultura e possiveis relagdes com a mortalidade de explantes. GEORGE (1993) indica que a
inducdo de calos e regeneracac de gemas a partir explantes de eucaliptos, podem ser
obtidas com sucesso mediante a utilizacdo dos meios de cultura MS completo e 1/2 MS. Ja
VALERIO et al. (2003) descreveram um protocolo de regeneracio de gemas de Eucalyptus
camaldulensis a partir de folhas jovens utilizando o meio de cultura LS (Linsmaier & Skoog,
1965) que também apresenta redugdes nas concentragdes de sais minerais. Ja para a

espécie Eucalyptus globulus, MORALEJO et al (1998) utilizaram para a regeneragdo de



48

gemas o meio de cultura Woody Plant Medium (WPM), que também apresenta redugdes na

maioria dos componentes minerais quando comparado ao meio MS.

424 Efeito do tempo de permanéncia dos explantes em meio de cultura MS na
calogénese e regeneragdo a partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus

camaldulensis

A analise de variancia revelou que as diferengas entre os tratamentos nao foram
significativas para a-varidvel porcentagem de explantes com calos e significativos para a
porcentagem de explantes regenerando gemas, numero de gemas por explante e
porcentagem de explantes mortos (Tabela 20).

TABELA 20 - Resultados da andlise de variancia para a porcentagem de explantes
formando calos, porcentagem de explantes regenerando gemas, numero de
gemas por explante e porcentagem de explantes mortos em Eucalyptus

camaldulensis.
QUADRADO MEDIO
GRAUS
FATOR DE VARIAGAO DE Explantes com Explantes com Gemas por Explantes
LIBERDADE calos (%) gemas (%) explante (N°) mortos (%)
TRATAMENTOS 2 516" 525,12 68,47 ** 671,87*
ERRO 12 1,94 119,50 5,07 33,38
COEF. DE VARIAGAO (%) 1,56 21,47 39,94 89,07
TESTE DE BARTLETT - 1,06™ 1,73 237"™

ns

nao significativo
significativo ao nivel de 1% de probabilidade

Para a variavel porcentagem de explantes que formaram calos, o teste de
comparagao de médias mostrou que todos os tratamentos apresentaram eficiéncia nos
resultados e nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 20). Quanto a variavel
porcentagem de explantes regenerando gemas, o teste de comparagdo de médias
comprovou que o tratamento realizado com a troca de meio de cultura aos 30 dias sem
adigao de reguladores de crescimento propiciou uma média de 51,50%, superando a média
de 31,60% obtida com a utilizagao do tratamento onde os explantes permaneceram 60 dias
no mesmo meio de cultura (Tabela 21).
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TABELA 21 - Resultados do teste de Tukey para a comparagdo das médias das variaveis
porcentagem de explantes com calos, porcentagem de explantes
regenerando gemas, numero de gemas por explante e porcentagem de
explantes mortos em Eucalyptus camaldulensis.

Explantes com calos  Explantes com gemas  Gemas por explante (N°)  Explantes mortos
Tratamentos (%) (%) (%)

Troca para mesmo meio 98,24 a 45,80 ab 11,80 a2 556 b
contendo fitorreguladores

60 dias no mesmo meio 1000 a 3160 b 440 b 2410 a
contendo fitorreguladores

Troca para meio isento de 100,0 a 51,50 a 8,20 ab 320 b
fitorreguladores

Médias seguidas de mesma letra na coluna nido diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

Para a varidvel numero de gemas por explante, o teste de comparagdo de médias
revelou que os explantes que receberam a troca de meio de cultura aos 30 dias com adigao
de reguladores de crescimento regeneraram o maior numero de gemas por explante (11,8),
diferindo estatisticamente do tratamento onde os explantes permaneceram 60 dias no
mesmo meio de cultura (4,40) (Tabela 21).

Com relagdo a porcentagem de explantes mortos, o teste de comparagao de médias
comprovou que os explantes que receberam troca de meio de cultura aos 30 dias sem
adicdo de fitorreguladores e troca de meio de cultura aos 30 dias com adig¢ao
fitorreguladores tiveram as menores médias, 3,2% e 5,56% respectivamente (Tabela 21). A
maior porcentagem de explantes mortos ocorreu utilizando-se o tratamento no qual os
explantes permaneceram 60 dias no mesmo meio de cultura contendo fitorreguladores, com
média de 24,10% (Tabela 21). Esta alta taxa de mortalidade provaveimente ocorreu devido
a alta concentragao de compostos fendlicos que foram exsudados pelos explantes durante o
cultivo em um mesmo meio de cultura. Se considerarmos que a menor taxa de mortalidade
foi observada no tratamento onde foi realizada a troca aos 30 dias para o meio de cultura
isento de fitorreguladores, podemos concluir que existem dois fatores responsaveis pela alta
mortalidade dos explantes. Um destes fatores € a agao oxidativa exercida provavelmente
devida a alta concentracao de fitorreguladores utilizados e o segundo fator seria a agao
deletéria dos compostos fendlicos exsudados pelos explantes. Associando estes
argumentos com os resultados obtidos, podemos concluir que a troca de meio de cultura
aos trinta dias € uma pratica de relevante importancia para a manutencdo dos calos e

posterior indugao e desenvolvimento das gemas adventicias.
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4.3 Testes de alongamento e enraizamento

Quando os explantes foram transferidos para o meio de cultura MS sem carvéo
ativado, o resultado observado distanciou-se do esperado, pois as plantulas provenientes
dos 2 tratamentos apresentaram-se cloréticas e o alongamento néo foi uniforme (Figura 29
A). Foi observada também a exsudacdo de compostos fendlicos pelos calos no meio de
cultura. As plantulas provenientes do tratamento 8 (54 uM de ANA + 4,44 uM de BAP)
desenvolveram forte calogénese nas folhas, possivelmente devido ao efeito dos
fitorreguladores do meio anterior. As respostas encontradas neste teste podem ser
explicadas com base nas indicagdes de GEORGE (1993). Este autor enfatiza que no inicio
da cultura, quando as gemas ainda ndo podem ser separadas dos explantes, ocorre a
liberagdo de compostos fendlicos no meio de cultura, fato este que dificulta o
desenvolvimento das plantulas. Este mesmo autor evidencia que a suplementagao com PVP
nas concentragdes de 0,5 a 1 g.L”" pode resolver este problema. Outro procedimento eficaz
para amenizar estes efeitos, &€ a manutencdo dos explantes no escuro durante 5 dias. Apos
este periodo, os explantes podem ser incubados na presenca de luz.

No segundo experimento de alongamento, no qual foi utilizado o meio de cultura MS
com a concentracdo de nitratos de potassio e aménio reduzida a metade e 2% de carvao
ativado, as avaliagbes foram realizadas aos 60 dias apds a inoculagdo com base na
observacao visual dos explantes. Apesar das plantulas ndo desenvolverem clorose nas
folhas, o alongamento permaneceu desuniforme. As plantulas provenientes do tratamento 5
(2,7 uM de ANA + 4,44 uM de BAP) tiveram alturas variando de 1,0 a 8,0 ¢cm, folhas de
coloragdo verde escura, calogénese moderada nas folhas (Figura 29 B). As plantuias
provenientes do tratamento 8 (5,4 uM de ANA + 4,44 uM de BAP) apresentaram alturas um
pouco inferiores ao tratamento anterior, com valores compreendidos entre 0,5 e 7 cm, folhas
verde escura com menor intensidade de calogénese quando comparada ao tratamento
anterior e poéde-se constatar que este fato impediu o desenvolvimento das plantulas. As
medias observadas foram de 3 raizes por planta medindo 6 cm de comprimento e, com o
tratamento 5 (2,7 uM de ANA + 4,44 uM de BAP) foram observadas um numero médio de 8
raizes com 10 cm de comprimento médio. Estes resultados confirmam os obtidos por
GUPTA et al. (1983). Estes autores constataram em suas pesquisas de cultura in vitro de

eucalipto que o carvao ativado possui um efeito estimulador do enraizamento.
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Figura 28 - Efeito do escuro na calogénese em folhas cotiledonares de Eucalyptus
camaldulensis. (A) e (B) Calos brancos formados no limbo foliar e base do
peciolo 30 dias apds a inoculagao em meio de cultura MS com 2,7 uM de ANA
+ 4,44 UM de BAP. Barra, 2,5 mm.

Figura 29 - Indugao de alongamento em gemas de Eucalyptus camaldulensis provenientes
do meio de cultura MS contendo 2,7 uM ANA e 4,44 uM BAP. (A) Alongamento
ap6s 30 dias na presenga do meio de cultura MS completo sem carvao ativado.
(B) Alongamento apés 30 dias na presenga do meio de cultura MS com a
concentragao de nitratos de potassio e aménio reduzida a metade e 2% de
carvao ativado. Barra = 8 mm.
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Segundo RODRIGUES e VENDRAME (2003), a eficiéncia da micropropagacao de
eucaliptos é altamente influenciada pelo equilibrio idnico do meio de cultura. Segundo estes
autores, estudos baseados nas informagdes obtidas na literatura e caracteristicas
nutricionais de plantas jovens de Eucalyptus grandis, foram decisivos para a formulacdo do
meio de cultura JADS (CORREIA, 1993, CORREIA et al., 1995). Este meio especifico para
eucaliptos foi formulado com redugdes significativas da maioria dos componentes em
relacdo ao meio de cultura MS e assegura niveis adequados de nutrientes para o
desenvolvimento das plantas. Em outro trabalho, TOURNIER et al. (2003) desenvolveram
meios de cultura com balangos nutricionais diferenciados para cada fase da regeneracgéo a
partir de explantes de E. grandis x E. urophylla, e obtiveram resultados significativos para a
otimizagao do protocolo.

Com base nos resultados e informacgdes obtidas, conclui-se que a utilizagdo do meio
de cultura MS com a concentracao de nitratos de potassio e amonio reduzida a metade e
adicdo de 2% de carvao ativado, resulta em um procedimento simples, eficiente e pratico
para o alongamento e enraizamento de brotos de Eucalyptus camaldulensis. Este meio de
cultura apresenta a vantagem de dispensar a adi¢ao de fitorreguladores e de nao necessitar
transferéncia para meios de cultura diferentes para estas duas etapas do desenvolvimento

das mudas.

4.4 Estudo histoloégico dos explantes em fase regenerativa

A secgao transversal de uma folha cotiledonar cultivada em meio de cultura sem
reguladores de crescimento (controle) apresentou epiderme unisseriada com paredes
delgadas e presenga de estdbmatos nas duas faces. O mesofilo foliar exibiu organizagao
dorsiventral com cerca de trés camadas de parénquima paligadico. Os feixes vasculares sdo
colaterais e circundados por bainha parenquimatica (Figura 30 A). Células contendo
compostos fendlicos foram observadas principalmente no parénquima clorofiliano (Figura 30
B). Segundo CASTRO e MACHADO (2003), as substancias fendlicas constituem uma
classe de compostos do metabolismo secundario. A presenga de compostos fenélicos em
diversas familias vegetais, incluindo as Myrtaceae, esta relacionada com os mecanismos de
interacdo entre plantas e animais. Em situacées de estresse hidrico, os compostos fendlicos
acumulados nos vacuolos garantem a manutencdo das células e a integridade dos tecidos.

As seccgbes transversais das folhas cotiledonares, em sucessivos estagios do
desenvolvimento dos calos, mostraram que as células do parénquima paligadico

apresentam caracteristicas meristematicas, sendo que o inicio das divisées celulares €
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periférico, sob a epiderme da face adaxial (Figura 30 B-C ). A medida que a intensa divisdo
celular promove o crescimento do calo, as células da epiderme adaxial se rompem formando
protuberancias (Figura 30 D-F). O conhecimento do local exato do inicio das divisdes
celulares que antecedem a formagéo das protuberancias, representa uma informagao de
grande interesse para os estudos de transformagao genética uma vez que indica a origem
superficial da iniciagdo das gemas adventicias.

Em outro estudo, TAKEMORI et al. (2000) utilizaram os reguladores de crescimento
4-CPPU e 2,4-D em meio de cultura MS com o objetivo de induzir a regeneragao de brotos
adventicios em cotilédones de Racosperma mangium. Em posterior estudo histolégico,
concluiram que a maior diferenciacdo das células meristematicas ocorria préximo a
epiderme.

Resuitados similares foram encontrados por STIPP et al. (2001). Estes
pesquisadores induziram gemas em cotilédones de Cucurbita melo L. var. Inodorus
mediante a utilizagdo de meio de cultura MS suplementado com 4,44 uM de BAP. O estudo
histolégico permitiu a observagdo da iniciagdo de numerosas regides meristematicas nos
explantes. Os cortes revelaram a formagéo de varias protuberancias na superficie dos
explantes junto a epiderme, estando de acordo com nossas observagées.

Em fase adiantada de desenvolvimento, os calos exibem grupos concéntricos de
células vasculares e, em alguns explantes, observa-se o inicio da formacado de apices
meristematicos caulinares (Figura 31 A) e de algumas gemas adventicias apresentando
primérdios foliares, apice meristematico e procambio (Figura 31 B-F). Em alguns cortes foi
possivel visualizar o procambio estabelecendo conexao com o tecido do calo, evidenciando
a regeneragao adventicia indireta (Figura 31 E-F). Resultados similares foram encontrados
por HERVE et al. (2001), quando realizaram estudos histolégicos de explantes foliares,
nodais e internodais de Eucalyptus gunnii em diferentes estagios regenerativos mediante
utilizagdo do meio de cultura MS suplementado com Picloram e BAP nas concentragbes de
0,04 e 2,25 uM respectivamente. Estes autores constataram que as protuberancias
formadas nos explantes exibiam estruturas celulares bem organizadas e que as gemas
regeneradas estavam sendo formadas na superficie destas protuberancias, caracterizando

também a organogénese indireta para esta espécie.
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Estagios sucessivos da calogénese em folhas cotiledonares de Eucalyptus
camaldulensis em secgoes transversais (A) (controle). (B) Célula do parénquima
lacunoso contendo compostos fendlicos. (C-F) Diferentes estagios do
desenvolvimento dos calos em folhas cotiledonares tratadas com
fitorreguladores. (ad) face adaxial, (ab) face abaxial, (ppc) parénquima paligadico
clorofiliano, (pl) parénquima lacunoso, (') célula contendo compostos fendlicos,
(seta) nucleo meristematico, (c) calo, (fv) feixe vascular. Barra = 100 pm.
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FIGURA 31 - Estagios sucessivos da organogénese em folhas cotiledonares de Eucalyptus
camaldulensis seccionados transversalmente. (A) Inicio da formagao de um
apice meristematico caulinar. (B) Gema em vista longitudinal. (g). (C) Detalhe
da figura (B). Gema em vista longitudinal. (E) Gema caulinar evidenciando
conexao com o tecido do calo. (F) Gemas caulinares em estagio avangado de
desenvolvimento e procambio (seta) estabelecendo conexao com o tecido do
calo. (a) apice meristematico caulinar, (c) calo, (g) gema, (pc) procadmbio, (pf)
primérdio foliar. (A) Barra = 50 um. (C, D, E, F) Barra = 100 um.
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Protocolo de regeneracgao de plantas de Eucalyptus camaldulensis a partir das folhas

cotiledonares definido nesta pesquisa:

Selecao das sementes utilizando uma peneira com malha capaz de reter somente as

maiores;

Desinfestagéo das sementes com um pré-tratamento utilizando etanol 70% durante 2
minutos e tratamento com hipoclorito de sédio 6% + 5 gotas de TWEEN - 20/100mL,
agitando a solugdo contendo as sementes durante 20 minutos. Finalmente as

sementes devem receber enxaglie triplo com agua deionizada autoclavada;

Apos a técnica de desinfestacdo das sementes, as mesmas devem ser semeadas

em meio de cultura %2 MS com o auxilio de palitos estéreis;

Quinze dias apds a semeadura, as folhas cotiledonares devem ser isoladas com a
face adaxial em contato no meio de cultura MS com a concentragéo completa e sais
contendo 2,7 uM de ANA combinado com 4,44 uM de BAP. Os explantes devem
permanecer no escuro durante os trinta primeiros dias de cultivo. Apbs este periodo,
os explantes devem ser transferidos para o meio de cultura MS contendc a mesma
combinacdo de fitorreguladores e permanecer em contato com a luz fluorescente

branca fria por mais trinta dias;

Apods o periodo de regeneracao que compreendeu 60 dias de cultivo, os explantes
regenerando gemas devem receber uma limpeza para que o excesso de calos seja
retirado. Em seguida transferidos para o meio de cultura MS isento de
fitorreguladores com a concentragdo de nitratos de potassio e aménio reduzida a
metade acrescido de 2% de carvdo ativado por trinta dias. Apds este periodo os
brotos apresentardo alongamento e poderao ser repicados par 0 mesmo meio para

que iniciem o enraizamento;

Para a multiplicagdo das plantas regeneradas pode-se utilizar 0 mesmo meio de
cultura desenvolvido para o alongamento. Segmentos nodais podem ser divididos e

isolados para acelerar a multiplicagdo do material de elite;
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e A desinfestacdo das sementes de Eucalyptus camaldulensis revelou-se simples, e seu
sucesso depende diretamente da adequagdo do processo para cada lote de sementes

utilizado;

e O balango entre os reguladores de crescimento, ANA e BAP é o fator mais importante
para 0 sucesso na regeneragdo de gemas a partir das folhas cotiledonares de
Eucalyptus camaldulensis. Sugere-se que em futuros estudos, sejam comparadas as
melhores concentragbes apresentadas neste trabalho para as etapas de calogénese e
regeneragdo. Outra alternativa interessante seria a utilizagdo de concentragdes mais

diluidas dos reguladores de crescimento que apresentaram eficiéncia nesta pesquisa;

e Redugdes na composi¢cdo mineral ndo interferem significativamente na regeneragao de
gemas e tampouco determinam um fator de redugdo de custos, pois 0s componentes do
meio de cultura que oneram as pesquisas sao os fitorreguladores e os agentes

gelatinizantes;

o A reducdo dos nitratos e nitritos das solu¢cdes do meio de cultura MS demonstrou ser um
procedimento indispensavel para o sucesso no alongamento das gemas regeneradas a

partir das folhas cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis;

o O carvao ativado apresentou eficiéncia no enraizamento de micro-estacas de Eucalyptus
camaldulensis, dispensando a utilizagdo de reguladores do crescimento. Sugere-se que
em futuros estudos sejam desenvolvidos delineamentos experimentais compostos por
tratamentos que comparem reducbes na composicdo mineral do meio na presenc¢a e

auséncia de diferentes concentra¢des de carvao ativado.

e Para a multiplicagdo do material vegetal sugere-se que sejam desenvolvidos estudos

utilizando tratamentos com meios de cultura contendo concentragbes de BAP com o
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intuito de maximizar a multiplicacdo e conseqientemente acelerar o processo de

producdo das mudas;

Estudos de aclimatacdo sao de importancia fundamental para a obtengdo de um
protocolo e regeneragao de plantas de Eucalyptus camaldulensis bem definido. Sugere-
se que seja desenvolvido um trabalho de pesquisa que atenda este objetivo. Algumas

composigdes de substratos e condi¢gdes de cultivo poderiam ser estudadas.

O estudo histolégico desenvolvido nesta pesquisa tera importancia particular para os
estudos de transformagao genética da espécie, pois ficou comprovado a origem indireta
das gemas adventicias e o local exato das divisdes celulares que antecedem a formacgao

dos meristemas;
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