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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a interferéncia dos reguladores de crescimento, cinetina e
acido 2,4 - diclorofenoxiacético em 25 tratamentos, com a formacgdo e desenvolvimento de
calos de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden para estudo de formacao de lignina. Foi utilizado
meio de cultura Murashige & Skoog (MS) para germinagdo e desenvolvimento. Os
experimentos com meio de cultura modificado para calo ocorreram em 25 tratamentos nas
concentracdes de 2,4 — D (1; 2,5; 5; 10 e 20 uM.L™) e cinetina (0; 0,5; 1; 2,5 ¢ 5 uM.L™). Os
resultados foram estatisticamente avaliados quanto a friabilidade e nivel de oxidagao.
Concentragdes altas de 2,4 — D induziram a formagdo de calos maiores, parcialmente
oxidados e pouco fridveis.

Palavras — chave: Eucalyptus grandis, calo, cinetina, Acido 2.4 — diclorofenoxiacético.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the interference of the growth regulators,
kinetin and 2,4 — chlorophenoxy acetic acid with 25 treatments, for formation and
development of Eucalyptus grandis Hill ex Maiden for study of lignin formation. It was used
modified of culture medium Murashige & Skoog (MS) for germination and development. The
experiments with medium culture for callus formations carried out from modified 25
treatments in the followiw concentrations of 2,4 - D (1; 2,5; 5; 10 and 20 uM.L-1) and kinetin
(0; 0,5; 1; 2,5 and 5 uM.L-1). The results were estatisticaly avaluated, as for truability and
oxidation level. High 2,4 - D concentrations provided the formation of lorgest callus with
parcial oxidation and low freeab lity.

Key - Words: Eucalyptus grandis, callus, kinetin, 2,4 — chlorophenoxy acetic acid.
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1. INTRODUCAO

Espécies do género Eucalyptus sp t€m merecido aten¢do de empresas e institui¢des de
pesquisa no Brasil devido ao aumento crescente de novos plantios, em funcdo dos ganhos
alcancados em produtividade florestal, visando atender a crescente demanda de madeira
destinada a fins energéticos e de producdo de celulose e papel (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE SILVICULTURA, 2005). O grande nimero de espécies deste género, a grande plasticidade
ecoldgica e a sua excelente producao, tornou-o matéria-prima de inimeras industrias florestais,
0 que permitiu um rdpido avanco no conhecimento silvicultural e tecnolégico de muitas de
suas espécies (FINGER et al, 1993). Entretanto, espécies de crescimento rdpido como o
eucalipto, apresentam determinados obsticulos quanto as suas utilizacdes, o que justifica
investimentos em busca de solucdes capazes de otimizar tecnologicamente a utilizacdo no mais
amplo espectro do mercado consumidor (ABREU et al, 2003).

O Eucalyptus grandis é um dos mais plantados no mundo devido as caracteristicas
silviculturais desejaveis e a aplicabilidade da madeira para diversos fins, aliada a grande
variabilidade genética e a facilidade de aquisi¢cdo de sementes em quantidade e qualidade. A
sua diversidade de espécies, permite considerar o eucalipto como potencial fornecedor de uma
madeira bem definida para a produc@o de vérios produtos (TRUGILHO et al, 2007).

Em geral a maioria das espécies de eucalipto possui a seguinte composicao quimica
da madeira: 40-62 % de celulose, 12-22 % de hemicelulose e 15-25 % de lignina (HILLIS &
BROWN, 1978). Depois da celulose, a lignina é o polimero organico mais abundante no reino
vegetal (BACHA, 2006), encontrando-se ausente, apenas nos vegetais primitivos como fungos,
algas e liquens, que ndo sao lignificados (FENGEL & WEGENER, 1989). Devido a sua agao
cimentadora, e por ser uma substincia pioneira de defesa contra ataques de patdgenos,
desempenha importantes papéis na célula; desde a fungdo de resisténcia estrutural da parede
celular, até a protecao contra fatores bidticos e abidticos que possam de alguma forma danificar
a planta.

A formacao da lignina inicia-se, através da condensacdo envolvendo as substancias 4-
fosfato de eritrose e o acido fosfoenolpirtivico. Sua composi¢do tem sido manipulada pela
engenharia genética atenuando as atividades de certas enzimas que participam na formagao dos
acidos chiquimico, corismico, prefénico e arogénico entre outros precursores (FENGEL &
WEGENER, 1989). A organizagdo estrutural contribui extensivamente as propriedades fisicas
e mecanicas da madeira. A flexibilidade estrutural dos vegetais, por exemplo, depende da rede
de ligacdes carbono-carbono, carbono-oxigénio — ligacdes cruzadas - entre os constituintes
quimicos estruturais da madeira. De acordo com esta visdo, a presenga de ligacdes B-O-4
facilita a flexibilidade do polimero (ABREU, 1999).

Apesar de se tratar de um composto de suma importincia para a planta, a lignina é
indesejada pela inddstria de polpa e celulose (GUIMARAES et al, 2001).
As pesquisas realizadas com o polimero lignina tém sido auxiliadas por uma técnica
denominada cultura de tecidos.

A cultura de tecidos permite avaliar os efeitos fisiologicos dos nutrientes, os
hormonios vegetais e outros constituintes quimicos dando um grande impulso nos estudos
sobre a formacdo da lignina “in vitro”, no que se refere aos reguladores da formagdo dos
precursores e da polimerizacdo na parede celular (GALLO & CROCOMO, 1995). Segundo
Higashi et al. (2002) a cultura de tecidos apresenta-se como um método alternativo na
propagacdo de Eucalyptus spp. por oferecer vantagens; tais como: taxa mais elevada de
multiplicacdo, menor necessidade de espaco fisico, auséncia de pragas e doengas, durante o



cultivo “in vitro”, além de ser uma técnica mais segura, gracas ao maior controle dos fatores
envolvidos.

O crescimento e o padriao de desenvolvimento da maior parte dos cultivos “in vitro”
estdo diretamente relacionados com a composi¢do do meio e a concentragdo dos reguladores de
crescimento presentes no meio (CORDEIRO et al, 2004). Entretanto, é importante destacar
que, para cada tipo de célula, ha a necessidade de se empregar um meio de cultura especifico,
que contenha, adequadamente, os nutrientes e agentes indutores necessdrios ao
desenvolvimento das células (COSTA, 2006), pois sdo os meios nutritivos que fornecem as
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrao
de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998).

Para o estabelecimento de um eficiente controle no crescimento e na diferencia¢io das
culturas “in vitro”, é necessario um adequado balanco entre auxinas e citocinas. Normalmente,
as concentracdes de auxinas sdo inferiores as das citocininas, mantendo o balango
auxina/citocinina menor que um (PIERIK, 1990). Quando o nivel de auxina em relagdo ao de
citocinina € alto, ocorre a formacao de raizes. Na situac@o oposta, ocorre a formacao de brotos e
quando as propor¢des sdo aproximadamente iguais, uma massa de calo (calogénese) é
produzida (KRIKORIAN, 1995).

A formacdo de calos a partir de um explante ¢ denominada calogénese (VENTURIERI
& VENTURIERI, 2004). A calogénese consiste na formacdo de massas desorganizadas de
células a partir de explantes foliares, denominada calo. O calo, depois de formado, pode dar
origem a diferentes 6rgaos dependendo do interesse da pesquisa.

O calo corresponde a uma massa de células desorganizadas e parcialmente
indiferenciadas que variam quanto ao tipo, tamanho, contetiido celular e espessura da parede
(FLORES et al, 1998). E um tecido amorfo e desorganizado, formado pela intensa atividade de
células vegetais (GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998). Para que haja a inducdo de calo,
qualquer tecido vegetal pode ser utilizado como explante (FLORES et al, 1998). Entretanto,
procura-se utilizar explantes que contenham maior propor¢do de tecido meristematico ou que
apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia (FLORES et al, 1998). Em geral
induz-se a formacdo de calos, a partir de explantes cultivados em meio de cultura contendo
auxina, ou com alta relacao auxina/citocinina (RIOS, 2004). A cultura de calo € uma ferramenta
biotecnoldgica extremamente importante. Na embriogénese somdtica indireta, a calogénese €
uma etapa essencial (FRANCO et al, 2006).

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 - Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas que tem como
principio o isolamento de um explante (célula, tecido ou um 6rgao) e seu cultivo sob condi¢des
de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial (COSTA, 2006)

Técnicas de cultura de tecidos possibilitam uma multiplicacdo mais rdpida quando
comparadas a outras técnicas de propagacdo assexuada e também sdo consideradas como um
pré-requisito para futuros estudos de engenharia genética (LACORTE, 1991).

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas que tem como
principio o isolamento de um explante (célula, tecido ou um 6rgao) e seu cultivo sob condi¢des
de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial (COSTA, 2006). O sistema de cultura de
tecidos vegetais € geralmente utilizado como base no estudo dos varios problemas fisiolégicos,



bioquimicos, genéticos e estruturais relacionados as plantas (PASQUAI et al, 1998). Sendo uma
expressao utilizada para designar a cultura de 6rgdos e células, a cultura de tecidos, além de
proporcionar variacdo genética, condi¢do essencial para a selecdo de genétipos, amplia os
conhecimentos para a compreensdao dos fendmenos bioquimicos e fisiologicos responsdveis
pelo crescimento e desenvolvimento das plantas. Na cultura de tecidos, mais especificamente na
inducgdo de calos, sdo enfrentados diversos problemas, dentre os quais se destacam a oxidacao
fendlica e a contaminagao.

As plantas perenes lenhosas sdo consideradas ricas em substincias derivadas do
metabolismo secunddrio como os polifendis, os quais exercem importante papel no
metabolismo destas espécies, bem como na defesa contra predadores e microorganismos. In
vitro, a oxidacdo fendlica constitui um dos principais problemas enfrentados no inicio do
estabelecimento e durante o cultivo de explantes destas espécies (COSTA, 2006). Por tais
motivos, explantes vegetativos da maioria das espécies arboreas, sao de dificil crescimento e
diferenciacdo in “vitro” (ANDRADE, 2006). Segundo Flores et al. (1998) a liberacdao de
compostos fendlicos é devido a danos celulares ocorridos durante a excisao dos explantes. Para
estes autores, ainda, algumas enzimas oxidam os fendis formando quinonas que, além de
causarem a inibicdo do crescimento e morte dos explantes em um grande nimero de espécies,
sdo responsaveis pela coloragdo marrom do material. Preece & Compton (1991) verificaram
que as substancias responsaveis pela oxidacdo de espécies lenhosas cultivadas “in vitro” eram
fendis, flavonodides e taninos. Adicionado ao fator bioldgico da producdo de exsudatos, pode
haver ainda uma acao residual do hipoclorito de sédio como oxidante (CARBOCLORO, 2007).

Para inibir ou diminuir a oxidagdo fendlica, deve-se ter maiores cuidados na
manipulacdo do explante para evitar danos fisicos e quimicos no momento da excisdo e
desinfestacdo. A adicdo de compostos antioxidantes, como cisteina e dcido ascorbico, além de
adsorventes, como carvao ativado e PVP, também pode ser decisiva na prevengdo a oxidagdo, a
qual é mais acentuada nas fases iniciais de cultivo (TEIXEIRA, 2005). As solucdes
antioxidantes podem ser utilizadas como um enxdgiie, apds a desinfestacao, ou serem colocadas
na placa onde serd feito o corte dos explantes. E sugerida, também, a adi¢do ao meio de cultura,
a fim de amenizar o problema (SCHUCH, et al., 2003).

Outro ponto crucial da cultura de tecidos € a instalacdo da planta “in vitro”
livre de patdégenos para sua melhor sobrevivéncia e crescimento, assim, € necessario determinar
as condicoes de desinfestacdo adequadas para garantir um ambiente asséptico sem danificar os
explantes (TORRES, et al 1998). Um dos maiores problemas enfrentados na fase inicial de
estabelecimento do explante “in vitro” diz respeito a contaminagdo bacteriana e filngica,
principalmente contaminagdo presente na superficie dos tecidos de folhas, gemas e segmentos
nodais. Além desta contaminacdo superficial, é freqiiente deparar-se com contaminacao
enddgena, este tipo de contaminagdo € mais freqiiente em explantes derivados de plantas
cultivadas no campo. A contaminag@o por microrganismos €é considerada um problema grave,
podendo chegar, inclusive, a ser um fator limitante para o estabelecimento de cultivo “in vitro”
de certos explantes (RIBAS et al., 2003). Na micropropagacio de plantas, as contaminagdes
causadas por fungos, bactérias e leveduras constituem as principais causas de perdas de material
vegetal (LONG etal.,, 1988; LEIFERT & WOODWARD, 1998; DANTAS etal.,, 2000;
PEREIRA et al., 2003). Os microorganismos contaminantes competem com os explantes pelos
nutrientes do meio de cultura e provocam danos diretos e indiretos pela colonizacdo de seus
tecidos, podendo eliminar, no meio, metabdlitos téxicos as plantas (MONTARROYOS, 2000).
Para minimizar os problemas relacionados a contaminagdo endégena e exdgena € recomenddvel
cultivar a planta em condi¢des parcialmente ou inteiramente controladas (TEIXEIRA, 2005).



O método de desinfestacdo de sementes constitui-se como ferramenta basica e
essencial para o estabelecimento in vitro de uma cultura. A desinfestacio de segmentos de
brotos, folhas e botdes florais pode ser feita com sucesso utilizando élcool etilico comercial na
concentracdo de 50 a 70%, por um periodo de 1 a 3 minutos, seguido de um tratamento com
hipoclorito de sédio ou célcio a 0,5 a 2% (p/v) por 5 a 20 minutos. O uso de cloreto de
mercuirio, embora mais raro, devido a sua toxidez também pode dar bons resultados, numa
concentracdo de 0,05 a 0,2% (p/v), por um periodo de 5 a 20 minutos, seguido de 3 a 5 lavagens
com 4gua destilada estéril. A dltima lavagem pode ser feita com uma suspensdo aquosa de
carvao ativo na concentracdo de 0,5%. Esta lavagem com carvao contribui para retirada do
excesso de cloreto de mercurio que fica aderido ao tecido. Isto evita ou minimiza os riscos de
toxidez do mercirio durante as fases de cultivo do explante. Orgdos e tecidos com
contamina¢do enddgena sdo de dificil desinfestacdo. Quando se detecta a presenca de bactérias
ou fungos enddgenos deve-se dar preferéncia para outras fontes de explantes, sobretudo,
aquelas derivadas de plantas cultivadas em ambientes controlados. Caso esta alternativa ndo
seja possivel, deve-se procurar eliminar esta contaminacdo, com cultivos em meios
enriquecidos com antibidticos e fungicidas, apds o material ter passado pelo tratamento de
desinfestacao superficial com dlcool, hipoclorito, cloreto de mercirio, ou ainda outros métodos
de desinfestacdo citados na literatura. Vdérios antibidticos podem ser utilizados, mas a
cefotaxima € uma das mais eficazes e pode ser utilizada na concentra¢do de 100 a 250 mg/L. A
contaminac¢do fingica endégena pode ser eventualmente eliminada com cultivos na presenca de
benomil, na concentragdo de 500 a 2000 mg/L (TEIXEIRA, 2005).

2.2 - Meios de cultivo

Meios de cultivo sdo combinagdes de sais minerais (macro € micro nutrientes),
carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento. Podem ser s6lidos (adicionando-se Agar
ou outro agente para geleificacdo) ou liquidos, de acordo com o protocolo para o sistema de
cultivo. (GUERRA & NODARI, 2006). Os meios nutritivos utilizados para as culturas
fornecem as substincias essenciais para o desenvolvimento dos tecidos e controlam, em grande
parte, o padrdo do desenvolvimento “in vitro” (TORRES et al, 1998). A constituicdo do meio é
baseada nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas modifica¢cdes
para atender em necessidades especificas (GUERRA & NODARI, 2006). O meio MS
(MURASHIGE E SKOOG, 1962) foi uma das primeiras formulacdes melhoradas usadas em
cultura de tecidos de plantas, apresentando altos niveis de nitrato, potdssio e amOnio. Os meios
nutritivos sdo formados por multiplos componentes, sendo bastante varidveis em funcido da
espécie vegetal e da origem do explante. E constituido de componentes essenciais e opcionais.
Os essenciais compreendem a dgua, os sais inorganicos, a fonte de carbono e energia, vitaminas
e substancias reguladoras de crescimento. Entre os componentes adicionais estdo incluidos os
aminodcidos e amidas, dcidos organicos e substincias naturais complexas. (GUERRA &
NODARI, 2006). Além da composi¢ido dos meios de cultura, as condicdes fisicas de incubagdo,
como a temperatura, umidade, intensidade, qualidade e duracdo do periodo de luz, e o préprio
gendtipo do material vegetal cultivado, influem sobre a morfogénese dos tecidos vegetais
(GEORGE E SHERRINGTON, 1984). O meio nutritivo deve estar de acordo com a exigéncia
da planta, porém, o fator chave da multiplicacdo € a presenca dos reguladores de crescimento
vegetal, particularmente citocininas e auxinas (CORDEIRO et al, 2004). As citocininas e
auxinas sdo os reguladores de crescimento mais utilizados na cultura de tecidos (CALDAS et
al., 1990).



2.3 - Reguladores de crescimento vegetal

Dentre os fatores que regulam o processo germinativo, a presenga de hormonios e o
equilibrio entre eles, promotores e inibidores, exercem um papel fundamental (CATO, 2006).
Sao chamados de reguladores ou biorreguladores vegetais, os hormonios (sejam eles naturais ou
sintéticos) que quando aplicados exogenamente possuem acdes similares aos grupos de
hormonios vegetais conhecidos (citocininas, giberelinas, 4cido indolil acético e etileno)
(CASTRO, 2002). O controle quimico da diferenciacdo da parte aérea foi primeiramente
observado em cultura de calo de tabaco. Foi observada inibi¢do na formacgdo de gemas por
auxinas, e reversdo deste efeito estimulando brotacdes utilizando-se adenina bem como o
fosfato inorganico. Esta foi a constatacdo de que o processo de organogénese “in vitro” é
controlado por substancias hormonais sendo que o desenvolvimento de parte aérea, raiz ou calo
¢ determinado pelo balanco entre auxinas e citocininas (GUERRA & NODARI, 2006). A
resposta a adi¢do de fitorreguladores depende do estado fisiologico dos explantes, o que esta
relacionado com a época do ano e com o estado geral da planta-matriz (ALTMAN & GOREN,
1977). O balango de auxinas/citocininas em alto/baixo favorecem o enraizamento € o balanco
inverso promove a formagao de parte aérea. Concentra¢des iguais promovem a produgdo de
calos.

As citocininas pertencem a uma classe de hormodnios associados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, participando no controle da divisdo celular, alongamento celular,
crescimento e senescéncia foliar (NISHIMURA et al., 2004), além de favorecerem a producao
de calo embriogénico (CHEE & CANTLIFFE, 1988). A cinetina estd envolvida na regulacio da
dominancia apical, formagao de 6rgaos, retardamento da quebra de clorofila, desenvolvimento
dos cloroplastos, abertura e fechamento dos estomatos, desenvolvimento das gemas e brotacdes,
metabolismo dos nutrientes e como reguladores da expressdo dos genes (CASTRO, 2002).
Aplicagoes de cinetina podem desencadear a formagao de gemas laterais a partir da dominancia
apical (TEIXEIRA & MARBACH, 2000).

As citocininas mais usadas em cultura de tecidos sdo a cinetina (CIN), benziladenina
(BAP), zeatina (Zea), isopentenil adenina (2ip) e thidiazuron (TDZ) (GUERRA & NODARI,
2006). O efeito das citocininas em cultura de tecidos ou 6rgaos pode variar de acordo com a
substancia utilizada, o tipo de cultura, a variedade da planta e da idade do tecido que deu
origem ao explante (ANDRADE, 2006). Elas podem estimular ou inibir uma variedade de
processos metabolicos, fisiologicos e bioquimicos em plantas superiores (CATO, 2006).

As concentragdes de citocinina podem variar bastante em fun¢do da espécie e do tipo
de explante. Meios com 0,05 a 1,0 mg/L de BAP tem sido utilizados com bons resultados para o
cultivo de dpices caulinares de vérias espécies lenhosas (TORRES et al, 1998).

Auxinas sdo outras classes de fitorreguladores empregadas, embora com menor
freqiigncia e em concentragdes menores. As auxinas sdo sintetizadas nos 4pices caulinares,
ramos e raizes e transportadas para outras regides da planta, sendo caracterizadas,
principalmente, pela capacidade de estimular o alongamento celular, mas também responsavel
pela formacdo inicial das raizes, diferenciacdo vascular, tropismo, desenvolvimento de gemas
axilares, flores e frutos (CATO 2006).

Como auxina, o acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) é um dos mais
freqiientemente utilizados (KRIKORIAN et al., 1990), principalmente em cultura de tecidos,
para inducdo de calo, e em culturas em suspensdo (GASPAR et al., 1996). A inducdo da
calogénese ocorre em meio com altas concentragdes de auxinas (GRATTAPAGLIA &



MACHADO, 1990), e o 2,4-D € um dos reguladores de crescimento mais eficazes na inducao
de calos (AMMIRATO, 1983). As auxinas nos meios variam de 0,01 a 10 mg/L, sendo as mais
usadas: AIA (acido indol-3-acético), AIB (acido indol-3-butirico), ANA, 2,4-D, 2,4,5-T, 4-CPA
e picloran. As auxinas 2,4-D e ANA sdo sintéticas e tém efeitos semelhantes as auxinas de
ocorréncias naturais, sendo mais estaveis a degradacgao.

Auxinas, citocininas e interagdes auxinas/citocininas sdo consideradas,
geralmente, como sendo as mais importantes para a regulagcdo do crescimento e
desenvolvimento organizado em culturas de células, tecidos e 6rgdos de plantas, e essas duas
classes de hormodnios sdo geralmente empregados (GASPAR et al., 1996).

Para Schwengber et al. (1999) a utilizagdo de reguladores de crescimento €
imprescindivel para obter sucesso na multiplicacdo “in vitro”. Para o estabelecimento de um
eficiente controle no crescimento e na diferenciacdo das culturas “in vitro”, € necessdrio um
adequado balango entre auxinas e citocinas. Normalmente, as concentracdes de auxinas sao
inferiores as das citocininas, mantendo o balango auxina/citocinina menor que um (PIERIK,
1990). Quando o nivel de auxina em relagdo ao de citocinina € alto, ocorre a formacdo de raizes.
Na situacdo oposta, ocorre a formagdo de brotos e quando as propor¢des sdo aproximadamente
iguais, uma massa de calo € produzida (KRIKORIAN, 1995).

3. OBJETIVO

Avaliar a interagdo dos reguladores de crescimento cinetina e do dcido 2,4-
diclorofenoxiacético em 25 tratamentos, na formacdo e no desenvolvimento de calos de
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden, para determinacdo do melhor protocolo de
desenvolvimento de calos, para posteriores estudos sobre a biossintese de lignina.

4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratério de Biotecnologia da Madeira do
Departamento de Produtos Florestais do Instituto de Florestas da Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro (UFRRI).

As sementes para a producdo dos explantes foram adquiridas no IPEF
(Instituto de Pesquisa e Estudos Florestais) da Escola Superior de Agricultura Luis de Queiroz
(ESALQ) da Universidade de Sao Paulo (USP), Piracicaba. Essas sementes foram coletadas
no Pomar de sementes por Mudas, Talhao A11, A21 do IPEF na cidade de Anhembi, Estado
de Sao Paulo.

Foram testados 25 protocolos para formacdo e desenvolvimento de calos de
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden. Todos os protocolos formulados com Meio MS
(MURASHIGE E SKOOG, 1962), diferindo nas concentragdes dos reguladores do
crescimento cinetina e acido 2,4-diclorofenoxiacético.



4.1 - Preparacao do meio de cultura para germinacao, inducao de calos (clone),
e inducao de calos nos tratamentos.

Para o desenvolvimento de mudas de E. grandis, indugdo de calos (clone), e
indu¢cdo de calos nos tratamentos foi utilizado meio de cultura MS modificado, para a
germinacdo de sementes de E. grandis e indugdo de calos (em anexo). Os componentes do
meio de cultura foram pesados em balanga de precisao (Figura 1A) e colocados em Becker de
1000mL contendo aproximadamente 200mL de dgua bidesionizada, o meio foi mantido em
agitacdo continua para a dissolu¢do dos componentes e sua completa homogeneizacao.
Depois de colocados todos os componentes da férmula, foram completados o volume de dgua
no Becker até atingir 1000mL(Figura 1B). A solu¢do foi mantida em agitacdo por
aproximadamente 10 minutos e seguiu-se, apds esse periodo, a afericdo do pH que ficou em
4.8, sendo corrigido para pH 5.7 considerado ideal pela maioria dos autores (Figura 1C).
Ap6s atingir pH 5.7 foi acrescentado ao meio a concentracdo de agar-agar sendo aquecido
posteriormente até atingir fervura. Apdés a fervura o meio de cultura foi distribuido nos
frascos, proprios para germinacdo e inducdo de calos (30 mL por recipiente). Posteriormente
os recipientes contendo o meio de cultura foram esterilizados em autoclave por 30 minutos.
Para a induc¢do de calos nos diferentes tratamentos, o meio de cultura foi preparado seguindo
0 mesmo protocolo de preparo dos meios de germinacdo e clone, diferindo apenas na adi¢cao
dos reguladores de crescimento que foram inseridos ao meio, em concentragdes de acordo
com cada protocolo, apés a fervura.

ApOs a esterilizacdo, os frascos foram levados para a capela de fluxo laminar
ficando em presenca de radiacdo ultravioleta por 30 minutos. Apds esse periodo se seguiu a
inoculagdo de sementes (Figura 1D), inducdo de calos (clone), e inducdo de calos nos
tratamentos.



Figura 1: Preparo do meio de cultura, segundo formulacdo MS (A) nutrientes sendo pesados em balanga de precisao, (B)
meio em agitacdo para homogeneizagdo dos componentes; (C) afericdo do pH e (D) meio de cultura em recipientes proprios
para germinagdo e material utilizado para cultura de tecidos, em capela de fluxo laminar.

4.2 - Desinfestacio e inoculacio das sementes

As sementes de E. grandis foram submetidas a seguinte condi¢do de desinfestagdao
(Figura 2): 10 minutos em presenca de hipoclorito de sédio 2,5% contendo 0,2 mL/L de
tween 20. Em seguida as sementes foram escorridas em peneira inox forradas com papel filtro
e lavadas 5 vezes em 4gua bidesionizada estéril. A cada lavagem as sementes foram
novamente escorridas em peneira forrada com papel filtro, para garantir a total retirada do
hipoclorito de sodio (Figura 2A). Apds a tultima lavagem as sementes foram imersas em
peréxido de hidrogénio 1% por 30 minutos. Decorrido esse periodo as sementes foram
novamente escorridas e seguiram-se as praticas de inoculagdo de semente em meio de cultura
para germinagao.

Em capela de fluxo laminar, as sementes foram inoculadas no meio de cultura
formulado anteriormente; foram colocadas de cinco a dez sementes por recipiente (Figura
2B).



Ap6s 21 dias da inoculacdo das sementes em fotoperiodo de 16 horas, as plantulas
geradas no meio asséptico, que ndo apresentavam nenhum tipo de contaminacdo, foram
usadas como fonte de explante (Figura 2C).

Com o auxilio de pinga e bisturi esterilizados, foram retiradas as gemas apicais de
cada plantula germinada, essas gemas apicais foram usadas como explante para formacdo de
calos (Figura 2D).

Figura 2: Desinfestagdo e germinacdo de sementes de E. grandis, e excisdo de explantes. (A) sementes de E. grandis em
presenca de hipoclorito de sédio 2,5%; (B) plantulas inoculadas em recipientes contendo meio MS para germinacdo de
sementes; (C) plantula com idade de 21 dias. A seta indica regido meristemdtica usada como fonte de explante; e (D) explante
retirado da plantula sadia, que serd inoculado em meio MS modificado para inducéo de calo.

4.3 - Cultura e sub-cultura de calos (clones)

Em capela de fluxo laminar os explantes foram inoculados em meio MS para
inducdo de calos. Em cada recipiente foram inoculados trés explantes (Figura 3A). Os
recipientes foram mantidos em auséncia de luz a temperatura de 25°C. Para garantir a
auséncia de luz os recipientes foram enrolados em papel aluminio (Figura 3B). Apds o
periodo de trés semanas o calo que apresentou menor nivel de oxidagdo foi repicado em
fragmentos menores de 0,3 cm cada. Esses fragmentos foram redistribuidos em dez
recipientes, contendo meio de cultura renovado; um fragmento por recipiente, permanecendo



no escuro. A cada duas semanas os meios de cultura foram renovados, no total de duas
subculturas (Figuras 3C e 3D, respectivamente).

Figura 3: Inoculacdo de explantes em meio de cultura modificado para formagdo de calos. (A) explantes inoculados em
meio MS, (B) recipientes envoltos em papel aluminio para inducio de calos em auséncia de luz; (C e D) clones 15 e 45 dias
respectivamente, apds repicagem e inoculagdo em meio MS.

4.4 - Cultura e sub-cultura de calos nos diferentes tratamentos

Em capela de fluxo laminar os clones foram novamente repicados e distribuidos, trés
fragmentos de clones por recipiente (Figura 4A), nos meios de cultura suplementados com
diferentes concentracdes de reguladores de crescimento, de acordo com cada tratamento
(Tabela 1). Para efeito de testemunha foram usadas as concentracdes de 0 uM de cinetina e 0
uM de écido 2,4 — diclorofenoxiacético.
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Tabela 1: Valores das concentragdes de 2,4-D e cinetina em cada tratamento

2,4D/CINETINA 0
(uM)
1 T1
1/0
25 T6
2,5/0
5 T11
5/0
10 T16
10/0
20 T21
20/0

0,5

T2
1/0,5
T7
2,5/0,5
T12
5/0,5
T17
10/0,5
T22
20/0,5

1

T3
171
T8
2,5/1
T13
51
T18
10/1
T23
20/1

25

T4
1/2,5
T9
2,5/2,5
T14
5/2,5
T19
10/2,5
T24
20/2,5

TS
1/5

T10
2,5/5
T15
5/5
T20
10/5
T25
20/5

Os recipientes permaneceram em auséncia de luz a temperatura de 25°C (Figura 4B).
Ap6s duas semanas os calos foram subculturados em meio de cultura renovado. Foram
realizadas trés subculturas, totalizando 60 dias (Figuras 4 C e 4D). Decorrido esse periodo os
calos foram retirados do meio de cultura e passados para placas de petri para serem
mensurados. Com auxilio de régua milimétrica, os calos foram medidos para avalia¢des

comparativas de crescimento.
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Figura 4: material clonal sendo inoculado em meio MS, modificado em 25 combinagdes dos reguladores de crescimento
cinetina e acido 2,4 - diclorofenoxiacético. (A) fragmentos clonais sendo distribuidos em recipientes préprios para inducdo de
calos. (B) material mantido em auséncia de luz; (C) e (D) clones 15 e 60 dias, respectivamente, apds inoculacdo em meio de
cultura.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 5 (cinco)
repeticdes, sendo cada unidade experimental constituida por 5 (cinco) frascos proprios para
inducdo de calos em meio de cultura, contendo trés segmentos clonais cada. Utilizou-se um
esquema fatorial 5x5, sendo considerados como fatores, as concentragcdes do dcido 2,4
diclorofenoxiacético (1; 2,5; 5; 10 e 20 pM.L'l) e cinetina (0; 0,5; 1; 2,5; 5 pM.L’l),
perfazendo-se 25 tratamentos. As avaliagdes foram feitas apds 60 dias de cultivo, considerando-
se as seguintes varidveis: nimero de calo desenvolvido por recipiente, crescimento dos calos
(cm), usando-se como parametro a maior distancia longitudinal, intensidade de oxidagdo e
caracteristicas dos calos (presenca de raiz). Para a varidvel intensidade de oxidacao, utilizou-se
uma escala de 1 a 5, onde: 1= auséncia de oxidacdo; 3= calos parcialmente oxidados e 5= calos
totalmente oxidados (FLORES et al., 2000). Para a variavel caracteristicas dos calos fez-se
correlagdo entre os tratamentos que apresentaram raiz € as respectivas concentracoes de cinetina
e dcido 2,4 diclorofenoxiacético. Para andlise dos dados fez-se o uso das equagdes de regressao
utilizando o programa estatistico SAEG.

12



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variancia para as diferentes concentracdes na interacdo dcido 2,4 —
diclorofenoxiacético e cinetina, mostrou diferencas significativas para algumas caracteristicas
analisadas. Os resultados demonstraram uma diferenca significativa para a varidvel crescimento
de calos (Figura 5), no aspecto de friabilidade e oxidacdo dos calos de E. grandis e no aspecto
caracteristicas dos calos (presenga de raiz) tratados nas diferentes concentragdes dos
reguladores de crescimento cinetina e 2,4 — diclorofenoxiacético.

Tamanho dos calos (cm)

C

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
Tratamentos

Figura 5: Médias dos tamanhos dos calos nos diferentes tratamentos. Médias com letras iguais na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%.

Para o nimero de calo desenvolvido por recipiente, os resultados demonstraram que
nao houve diferenca significativa a 5% de probabilidade, para as diferentes concentragdes de
reguladores de crescimento testadas nos protocolos. Todos os tratamentos desenvolveram, em
média, trés calos por recipiente. No tratamento em que a concentracdo de cinetina e dcido 2,4 —
diclorofenoxiacético era 0 pM.L'l, ndo houve formacdo de calos. Indicando a necessidade de
suplementacdo do meio de cultura com reguladores do crescimento, para o desenvolvimento de
calo de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden.

Nos tratamentos em que as concentracdes de dcido 2,4 — diclorofenoxiacético foram
superiores as concentracdes de Cinetina houve maior crescimento de calos. O crescimento dos
calos foi influenciado significativamente pela interacao entre o explante, e as concentragdes de
auxina e citocinina combinadas. Os melhores resultados para a varidvel crescimento de calos,
no que se refere aos comprimentos médios, foram obtidos com os protocolos, cujas
concentragdes eram: 20 uM.L" . L' de 2,4-D + 0 uM.L" . L' de cinetina (T21) e 10 uM.L™" .
L' de 2,4-D + 2,5 uM.L"' . L'! de cinetina (19); seguido das concentracdes: 10 uM.L™" . L™ de
2,4-D + 0 uM.L" . L' de cinetina (T16), 10 uM.L™" . L' de 2,4-D + 5 uM.L" . L' de cinetina
(T20), 5 uM.L" . L' de 2,4-D + 5 uM.L" . L' de cinetina (T15), 5 uM.L'". L' de 2,4-D + 0
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uM.L" . L de cinetina (T11) ¢ 20 uM.L"' . L™ de 2,4-D + 0,5 uM.L"' . L' de cinetina (T22).
Esses tratamentos tiveram crescimento médio de calos, superior a 1,0 cm. Enquanto que os
resultados menos expressivos para a varidvel crescimento de calos, foram observados nas
concentracoes: 1 pm.L’1 .L'de24D+5 p,lM.L'1 . L"! de cinetina (T5), 20 p,lM.L'1 L' de 2,4-
D +5uM.L" . L" de cinetina (T25), 1 yM.L" . L™ de 2,4-D + 2,5 uM.L™" . L' de cinetina (T4),
2,5uM.L" . L' de24-D+5uM.L" . L' de cinetina (T10), 5 uM.L"" . L™ de 2,4-D +0,5 pm.L’
' L' de cinetina (T2), 1 uM.L"' . L de 2,4-D +0,5uM.L" . L' de cinetina (T12), 20 uM.L™" .
L'de24-D+2,5uML".L" de cinetina (T24), (Figura 7).

Figura 6: Andlise da varidvel crescimento de calo nos diferentes tratamentos. (A) calos desenvolvidos nas concentracoes dos
tratamentos: T 21, T 19 e T 5, respectivamente. (B) calo desenvolvido em presenca deT15, e (C) calos formados em presenca de
T16. (D) calos desenvolvidos em presenca de T 21 e T 5; verificam-se ambos os tratamentos com trés calos desenvolvidos. (E)
calo formado em condi¢do de T 24 e (F) comparag@o dos tamanhos de calos formados em condi¢dode T Se T 15.

Os resultados do presente trabalho discordam, em parte, com GRATTAPAGLIA &
MACHADO, (1990), e AMMIRATO, (1983), que dizem que a inducdo da calogé€nese ocorre
em meio com altas concentragdes de auxinas; uma vez que os resultados demonstraram que
mesmo em concentragdes pequenas (1 pm.L™"), a auxina foi capaz de induzir a formacdo de
calos. Os resultados comprovaram que o 4cido 2,4 — diclorofenoxiacético é um dos reguladores
de crescimento mais eficazes na inducdo de calos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990;
AMMIRATO, 1983). Segundo Ponchia & Gardiman (1993), o uso associado de uma citocinina
e uma auxina pode levar a bons resultados de multiplicagdo. Em cultura de tecidos de Tabebuia
caraiba, a formacgdo de calos foi favorecida quando explantes foliares foram encubados em
meio MS suplementado com 1,0 mg/L. de 4cido 2,4 — diclorofenoxiacético e 0,2 mg/L de
cinetina (Lima & Caetano, 2002), indicando que hd uma resposta favordvel ao crescimento e
desenvolvimentos de calo em concentragdes superiores de auxina em relacdo as citocininas.

Para as varidveis friabilidade e oxidacdo, apesar de o material ter sido cultivado
totalmente em auséncia de luminosidade, niveis variados de oxidagcdo foram observados nos

14



calos provenientes de diferentes concentracdes dos reguladores de crescimento. Foi observado
que os calos formados nos protocolos em que as concentracoes de 4cido 2,4 —
diclorofenoxiacético e cinetina eram iguais, apresentaram-se fridveis, de fécil desagregacio e
coloracdo predominante branca. ConcentracOes altas de 4cido 2,4 — diclorofenoxiacético
induziram formagdo de calos maiores, porém, apresentando-se parcialmente ou totalmente
oxidados, com maior resisténcia a manipulacdo e menos fridveis, apesar de Ramachandra &
Ravishankar, (2002) citarem que elevados niveis de auxina 4cido 2,4 — diclorofenoxiacético no
meio promovem desdiferenciacdo das células e diminui a formacdo de metabdlitos secundérios
em algumas culturas. Giri, et al. (1993), no entanto, afirmam que a presenca de acido 2,4 —
diclorofenoxiacético no meio de cultura estd associado a uma maior oxidagdo do tecido.

Nos protocolos testados com concentracdo de acido 2,4 — diclorofenoxiacético
superior a concentracdo de cinetina foi observado maior nimero de calos totalmente oxidados,
de coloracdo predominantemente escura e de dificil desagregacdo. Concentracdes mais elevadas
de cinetina em relagdo ao 4cido 2,4 — diclorofenoxiacético também induziram formacdo de
calos oxidados e de dificil desagregacdo. Neste experimento, os calos que apresentaram
resultados menos favordveis para estas caracteristicas, foram os calos cujos meios de cultura
foram suplementados com concentracdes altas de cinetina em relagdo ao dcido 2,4 —
diclorofenoxiacético e concentracdes altas de dcido 2,4 — diclorofenoxiacético em relacdo a
cinetina (Figura 7 e 8).

Figura 7: Andlise da varidvel oxidag@o e friabilidade . (I) calo formado em presenga de T 5. A colorag¢do mais escura indica
maior oxidacdo e menor friabilidade. (J) calo formado em presenca de T4. (L) calo formado em presenca de T19. (M) calo
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formado em presenca de T15. Nota-se que, entre os tratamentos, este foi o que apresentou melhores resultados, com calos mais
claros e mais fridveis.

6 - y = 0,0255x" - 0,5823x + 6,5

2
R” = 0,4484 . o

Nivel de Oxidagao

1 .

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
20/0 10/0 5/0 2,5/0 1/0 20/0,5 20/1 10/1 20/2,5 5/1 10/2,5 2,5/11/0,5 1/1 2/5 1/25 1/5

Relacao 2,4-D / Cinetina

Figura 8: Andlise do nivel de oxidacdo dos calos de E. grandis. Nivel de oxidacdo variando de 1 a 5, (1) calo ndo
oxidado, (3) calo parcialmente oxidado e (5) calo totalmente oxidado.

Pelos resultados analisados foi possivel avaliar, ainda, que nos meios de cultura
suplementados com elevadas concentragdes de 2,4-D, uma percentagem de calos rizogénicos
foi observada (Figura 9 e 10). Os Tratamentos T6 (2,5 pM.L'1 .L'de24-D+0 pM.L’l Lt
de cinetina), T8 (2,5 uM.L"" .L'de2,4-D+ 1 uM.L" . L' de cinetina), T 16 (10 uyM.L" . L™
de 2,4-D + 0 uM.L"" . L' de cinetina) e T 23 (20 uyM.L" .L"'de 24D+ 1 uML"' .L" de
cinetina) apresentaram raizes durante a calogénese. Este resultado estd de acordo com
KRIKORIAN (1995), que verificou em suas pesquisas que, quando o nivel de citocinina em
relacdo ao de auxina € alto, ocorre a formagdo de brotos. Na situagdo oposta, pode ocorrer a
formacdo de raizes e quando as propor¢des sdo aproximadamente iguais, uma massa de calo é
produzida.
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Figura 9: Andlise da caracteristica presenca de raiz.

Figura 10: Andlise da varidvel da varidvel caracteristica dos calos (formacdo de raizes). (N) calo formado em condi¢do
deT6; (O) calo formado em condi¢@o de T8; e (P) calo formado em condi¢do de T 16. As setas indicam a presenga de raiz
formada em cada tratamento.

6. CONCLUSAO

® Os protocolos testados com concentragdes de 20 HM.L'1 .L'de24-D+0 uM.L'l .
L' de cinetina (T21) e 10 pM.L’1 .L'de24-D+25 pM.L’1 .L" de cinetina (19) apresentaram
maior crescimento médio (cm) de calos para a espécie analisada.

e Para os protocolos testados com relacdo acido 2,4 — diclorofenoxiacético superior a
concentracdo de cinetina, os calos desenvolvidos apresentaram aumento significativo de
oxidagdo. Tratamentos suplementados com concentracdo de cinetina superior ao acido 2,4 —
diclorofenoxiacético também desenvolveram calos mais oxidados.

e Os protocolos suplementados com elevadas concentragdes de cinetina, apresentou
menor desenvolvimento dos calos formados.

e (s protocolos testados com concentracdes iguais de cinetina e acido 2,4 —
diclorofenoxiacético apresentaram calos menos desenvolvidos que os protocolos testados com
elevadas concentracdes de 4cido 2,4 — diclorofenoxiacético; porém, os calos desenvolvidos
nestes protocolos apresentaram-se mais fridveis e menos oxidados quando comparado aos calos
desenvolvidos nos outros protocolos.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de ter sido observado maior crescimento de calos em concentragdes superiores de
acido 2,4 — diclorofenoxiacético em relag@o a cinetina, o protocolo mais indicado para formagao
e desenvolvimento de calos de Eucalyptus grandis Hill ex Maiden € o protocolo desenvolvido
com 2,5 uM.L" .L'de24-D+25uML" .L"'decinetina, e 5 uM.L" .L"'de 24D +5
uM.L" . L' de cinetina), cujas as concentracdes para ambos reguladores de crescimento sdo
iguais.

Para a inducdo de calo desta espécie busca-se protocolos em que a concentracdo de
reguladores de crescimento seja favordvel ndo somente ao desenvolvimento, mas também a
menor oxidacao.
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ANEXOS

1- Formulaciao do meio de cultura MS para desenvolvimento de mudas de Eucaliptus
grandis Hill ex Maiden.

(continua)
Substincia Quantidade
Macronutrientes
(NH4)NO; 1.650 mg/L
KNO; 1.900 mg/L
CaCl, 440 mg/L
KH,PO, 170 mg/L
MgSOq 370 mg/L
Micronutrientes
FeSO,. 7TH,O 27,8 mg/L
Na,EDTA 33.6 mg/L
MnSO,. 4H,0 22,3 mg/L
7ZnS0O4. 7TH,O 8,6 mg/L
H3BO3 6,2 mg/ L
KI 0,83 mg/L
NaMoO,. 2H,O 0,25 mg/L
CuSO0O,. 5H,O 0,025 mg/L
CoClL,. 6H,O 0,025 mg/L
Vitaminas
MYO-INOSITOL 100 mg/L
ACIDO NICOTINICO 5 mg/L
PIRIDOXINA. HCL 5 mg/L
TIAMINA. HCL 10 mg/L
BIOTINA 0,1 mg/L
lfANTOTENATO DE 0,1 mg/L
ZALCIO VITAMINA H
GLICINA 2,0 mg/LL
Hormonios
ACIDO NAFTOACETICO 5,71 uM
(AIA)
CINETINA 0,05 uM
6-BENZILAMINOPURINA 0,4884 uM
(BAP)
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ACIDO NAFTOACETICO
(ANA)

Outros

SACAROSE
AGAR-AGAR

BENLATE

0,2148 uM

20 g/L
7,0 g/
0,1 g/L

2- Formulacdo do meio de cultura MS para formacio e desenvolvimento de calos de
Eucaliptus grandis Hill ex Maiden

Substiancia

Macronutrientes
(NH4)NO3

KNO;3

CaCl,

KH,PO4

MgSO4

Micronutrientes

FGSO4. 7H20

Na,EDTA

MnSO4. 4H20

ZnSO,. 7TH,O

H;BO:;

KI

NaMoO4. ZHQO

CuSO,. 5H,0

COClz. 6H20

Vitaminas

MYO-INOSITOL

ACIDO NICOTINICO

PIRIDOXINA. HCL

TIAMINA. HCL

BIOTINA

PANTOTENATO DE
"ALCIO VITAMINA H

GLICINA

Hormonios

ACIDO NAFTOACETICO

Quantidade

1.650 mg/L
1.900 mg/L
440 mg/L
170 mg/L
370 mg/L

27,8 mg/L
33.6 mg/L
22,3 mg/L
8,6 mg/L
6,2 mg/L
0,83 mg/L
0,25 mg/L
0,025 mg/L
0,025 mg/L

100 mg/L
5 mg/L

S mg/L
10 mg/L
0,1 mg/L
0,1 mg/L

2,0 mg/L

571 uM

(continua)
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(AIA)

Outros
SACAROSE
AGAR-AGAR
BENLATE
PVP

20 g/L
7,0 g/L
0,1 g/L
0,8 g/L
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