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INTRODUCAO DE PLANTAS E INDUCAO DE CALOS A PARTIR DE FOLHAS
COTILEDONARES DE Eucalyptus saligna.

O presente estudo teve como objetivo principal, a introducdo in vitro de plantas de
Eucaliptus saligna via sementes e posterior inducdo de calos a partir de explantes
cotiledonares cultivados em meio de cultura Murashige e Skoog (MS) contendo
diferentes combinacBes de concentracbes de &cido naftalenoacético (ANA) e 6-
benzilaminopurina (BAP). O melhor resultado para a calogénese foi o tratamento
contendo 0,25 e 0,5 mg L de ANA e BAP. Concluiu-se neste trabalho que o protocolo
de assepsia foi eficiente bem como a calogénese, porém futuros estudos seréo necessarios
para completar o protocolo de regeneracéo de plantas a partir da metodologia de formacao
de calos aqui presente.

Palavras-chave: Organogénese. In vitro. Espécies florestais. Eucalyptus.



PLANT INTRODUCTION AND CALLUS INDUCTION FROM COTILEDONARY
LEAVES OF Eucalyptus saligna.

ABSTRACT

The present study was carried out in vitro plants introduction of Eucaliptus saligna from
seeds and callus induction from cotyledonary leaves cultured on MS medium containing
different combinations of ANA and BAP concentrations. The best result for callogenesis
induction was MS medium containing 0,25 and 0,5 mg L ANA and BAP respectively.
At conclusion in this research, the asepsis protocol was efficient as well as the
callogenesis induction, however future studies will be necessary to complete the plant
regeneration protocol using the callus formation methodology presented here.

Key-words: Organogenesis. In vitro. Forest species. Eucalyptus.
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1. INTRODUCAO

O eucalipto é um dos representantes da familia Myrtaceae e este género de plantas
arbdreas nativas da Australia e Nova Guiné esta representado por cerca de 100 géneros e
cerca de 3000 espécies. Para o cultivo, regiGes de clima subtropical e temperado sdo
preferenciais, porém devido a adaptabilidade de espécies, podem ser amplamente
cultivados nas condicdes tropicais do Brasil. A altura das arvores de eucalipto pode variar
de 25 a 30 metros e vigorosa ramificacdo contendo folhas alternas e frutos secos, (JOLY,

1998).

De acordo com o relatorio IBA ( Industria Brasileira de Arvores) 2020, o Brasil
possuia em 2019 uma area total de arvores plantadas de 9,0 milhdes de hectares, deste
total as espécies mais cultivadas sao de eucalipto com 77% desse total, 0 que representou
6,97 milhdes de hectares, e logo em seguida o pinus com 18% do total e 1,64 milhdo de
hectares. Ainda segundo a IBA 2020, atualmente o Brasil segue como segundo maior
produtor de celulose do mundo, totalizando 19,7 milhdes de toneladas fabricadas, sendo
75% destinados a exportacdo, representando assim uma atividade de grande importancia
econbmica para o pais. Ainda de acordo com o IBA espécie Eucalyptus saligna é
extremamente importante para industria de base florestal, por sua adaptabilidade ja
estabelecida no Brasil, permitindo reflorestamentos e utilizacdes da madeira para os mais

diferentes fins.

Com relagdo ao cultivo in vitro desta espécie, poucos trabalhos foram publicados
até o presente. Os primeiros registros cientificos foram desenvolvidos por Fantini Junior
e Graga (1990) e Le Roux e Van Staden (1991). Nestes dois trabalhos, explantes in vitro
foram utilizados para a micropropagacdo, porém, informacbes relacionadas a
organogénese indireta de gemas somente foram publicados em 2010 por Dibax et. al.

Estes pesquisadores desenvolveram um protocolo de regeneracdo de plantas a partir de
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explantes foliares, micropropagacao e aclimatizacdo de plantas da espécie. Este trabalho
também serviu de base para estudos que finalizaram a primeira publicacdo de um

protocolo de transformacéo genética mediada por Agrobacterium para esta espécie.

Diante deste contexto, otimiza¢fes nos protocolos de regeneracdo de plantas via
organogénese indireta permitem valiosas informacdes do comportamento in vitro dos
gendtipos escolhidos para posteriores estudos de melhoramento genético utilizando a

biotecnologia de plantas.

O presente estudo teve como objetivo principal, a introducgéo in vitro de plantas
de Eucaliptus saligna via sementes e posterior inducdo de calos a partir de explantes
cotiledonares cultivados em meio de cultura MS contendo diferentes combinacbes de
concentracdes de ANA (&cido naftaleno acético) e BAP (6-benzilaminopurina). Analises
morfologicas dos calos induzidos e avaliacdo da potencialidade organogénica foram
desenvolvidos para disponibilizar informacgfes adicionais para o direcionamento da

escolha da melhor concentracdo dos reguladores utilizados nesta etapa do protocolo.

2. MATERIAIS E METODOS

O experimento de cultura de tecidos in vitro foi conduzido nos laboratérios da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), localizada no municipio de Laranjeiras

do Sul, durante o periodo de setembro de 2020 até abril de 2021.

As culturas in vitro foram conduzidas em uma estufa incubadora BOD da marca
NOVAINSTRUMENTS®, sob luz branca fria, em um fotoperiodo controlado de 16h e

temperatura de 25 + 2°C.

O meio de cultura base utilizado para os experimentos foi 0 MS (Murashige &

Skoog 1962) com vitaminas e compostos organicos do mesmo meio, da marca Caisson®,
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7 g Ldedagar, 20 g L™ de sacarose, e pH ajustado a 5,8 e autoclavado durante 20 minutos

a120°Ce 1,5 atm.

De modo gque ndo ocorresse nenhum tipo de contaminacdo do material vegetal,
todas as etapas que exigiam manipulacdo estéril foram conduzidas em uma capela de
fluxo laminar. Os meios de cultura foram vertidos em placas de petri descartaveis de

90x15 mm, lacradas com plastico filme.

A introducdo do material vegetal in vitro, para dar inicio foi necessario comegar
com a obtencéo das plantas de Eucalyptus saligna, fazendo a germinacdo das sementes
(que foram obtidas por meio do IPEF, Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais) no meio
base. Para essa etapa foi realizada a selecdo das sementes por tamanho para homogeneizar

as amostras, utilizando uma peneira de 1mm de malha.

A desinfestacdo das sementes foi realizada utilizado um pré-tratamento com
Etanol 70% durante 3 min e enxague triplo com agua destilada autoclavada, e
posteriormente um tratamento com solucéo desinfetante com cloro ativo 2% durante 30

min, e novamente enxague triplo com agua destilada autoclavada.

Para a germinagdo o meio de cultura escolhido foi 0 meio base MS, as sementes
foram semeadas in vitro nas placas de petri vertidas com o meio de cultura, de forma que
fiquem dispostas por toda a placa e foram incubadas em BOD por 14 dias no escuro, e 14

dias sob fotoperiodo de 16h e temperatura 25 + 2°C.

Para a obtencdo dos explantes, foram utilizadas folhas cotiledonares de plantulas
de 28 dias, foram realizados cortes na base do peciolo para retirada das folhas das
plantulas e cada uma delas foi cortada a0 meio. Em seguida, cada explante foi isolado

com a face adaxial em contato com o meio de cultura para indugao de calos.
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Os tratamentos comparados foram os seguintes:
Tratamento 1- tratamento de controle sem fitorreguladores.
Tratamento 2- 0,125 mg L de ANAe 0,25 mgL™* de BAP.
Tratamento 3- 0,25 mg L' de ANAe05mgL? de BAP.
Tratamento 4- 0,5 mg L* de ANAelmgL? deBAP.
Tratamento5-1mgL? de ANAe2mgL™' de BAP.

Os explantes foram incubados na auséncia de luz durante 28 dias, e depois mais

28 dias sob condicBes de fotoperiodo controlado de 16h e temperatura de 25 + 2°C.

Para a varidavel porcentagem de explantes formando calos, a avaliacdo foi
realizada aos 28 dias, e em seguida os explantes foram transferidos para 0 mesmo meio
de cultura respectivo aos tratamentos, apds um novo periodo de 28 dias foram avaliadas
visualmente a evolucdo da formacao de calos e a porcentagem de explantes oxidados ou

mortos.

Apos a confirmagdo da homogeneidade das variancias, realizou-se a anlise de
variancia para detectar se havia diferencas significativas entre as médias dos tratamentos
ao nivel de 1% e 5% de probabilidade. O teste de Tukey ao nivel de 0,01% de
significancia foi utilizado para a comparacdo das médias dos tratamentos. O programa

estatistico utilizado foi o Sisvar®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o resultado da analise de variancia (Anova), foi observado uma
interacdo significativa entre as variaveis analisadas (porcentagem de explantes formando

calos e porcentagem de explantes mortos apos 56 dias de cultivo).
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Para a varidvel porcentagem de explantes formando calos o teste de Tukey ao
nivel de significancia de 0,01% demonstrou diferencas estatisticas entre os tratamentos
comparados. No tratamento controle onde ndo foram utilizados reguladores de
crescimento e no tratamento contendo 0,125 mg L™ de ANA e 0,25 mg L de BAP
proporcionaram as porcentagens mais baixas de formacdo de calos nos explantes, onde
foram observadas auséncia de formacao de calos e 40 % de explantes formando calos,
respectivamente. Nos demais tratamentos onde as concentrac6es de ANA e BAP variaram
de 0,25 a1 mg LYe 0,5a2 mg L* respectivamente, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os tratamentos e a maior porcentagem de formacdo de calos nos
explantes foi de 84% quando foram utilizadas as concentracdes de 1 mg L de ANA e 2
mg L de BAP, conforme apresentado na tabela 2.

Resultados semelhantes foram observados por Oberschelp (2014), onde os
melhores resultados na inducio de calos, foram obtidos com dosagens de 0,1 mg L™ de
ANA e 0,5 mg L de BAP ou 0,5 mg L™ de ANA e 0,1 mg L™ de BAP, o que esta de
acordo com o presente trabalho atestando que a interagdo de ANA com BAP é positiva

para os explantes.

Porcentagem de explantes formando calos

90 a
80 a a
70
60
50
b
40
30
20
10
0 b
ANAOe ANA0,125e ANA 0,25 e ANAO0S e ANAle
BAPOmgL! BAP025mgL! BAPO0S5mgL! BAP 1 mg L1 BAP2mg L1

B Porcentagem de explantes formando calos
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Figura 1. Efeito dos reguladores de crescimento ANA e BAP na calogénese em
explantes de Eucalyptus saligna, apos 56 dias de cultivo em meio MS. Medias
seguidas de mesma letra na coluna nao se diferem entre si pelo teste de Tukey a
0,01% de probabilidade.

A calogénese teve inicio aos 14 dias ap0s o isolamento dos explantes e aos 28 dias
de cultivo foi observado que o local predominante da origem dos calos foi a regido do
corte das folhas, como observado na figura 1. De acordo com RAVEN et al. (2001), as
auxinas e carboidratos apresentam um movimento polarizado e unidirecional no sentido
da base das folhas, informacéao esta que justifica os resultados aqui observados. Ainda
com relacdo a este fato, a polaridade nos explantes tende a direcionar estas substancias
para a regido do local do corte, favorecendo desta forma um maior potencial de divisdes
celulares mitoticas essenciais para a calogénese.

Em relacdo a textura, foram observados calos friaveis, ou seja, contendo células
pouco agregadas, que muitas vezes chegaram a recobrir os explantes. Calos compactos
também foram observados, e neste caso foram representados por células fortemente
agregadas, as quais formaram estruturas coesas e de diferentes formatos (Figura 3). De
uma forma geral foram observados nesta pesquisa, calos friaveis com maior frequéncia.
Quanto a coloracgdo, os calos apresentaram predominancia de coloracdo variando entre
branco do bege-claro ao bege-escuro quando cultivados na auséncia de luz nos primeiros
28 dias. Apos o inicio do cultivo na presenca de luz, coloraces avermelhadas e verdes
foram entdo observadas, o que pode ser explicado devido a biossintese de antocianinas e
ativacdo dos cloroplastos sob efeito da luz.

Em um trabalho com a mesma espécie, Dibax et al. (2010) relataram resultados
semelhantes aos aqui apresentados. Estes mesmos autores descrevem que calogénese teve
inicio aos 10 dias de cultivo e durante o periodo em que o0s explantes permaneceram no
escuro, foi observado que os calos apresentaram coloracdo branca com aspecto brilhante

e, apos a transferéncia para a luz, os calos adquiriam coloragdes bege-clara, bege-escura
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e avermelhadas, estando de acordo com as informacgdes aqui descritas. Estes mesmos
autores evidenciaram a organogénse indireta a partir de calos com a coloragédo verde,

porém o meio regeneracdo foi composto por ANA e TDZ.

120 Porcentagem de explantes mortos
100
80
60
40
20 I I
0 ANAOe ANA0,125e ANA 0,25 e ANAOS e AN!

BAPOmgL! BAPO025mgL!BAPO0SmgL! BAPImgL! BAP2mgL!
B Porcentagem de explantes mortos
Figura 2. Efeito dos reguladores de crescimento ANA e BAP na morte de
explantes de Eucalyptus saligna, ap6s 56 dias de cultivo em meio MS. Medias

seguidas de mesma letra na coluna nao se diferem entre si pelo teste de Tukey a
0,01% de probabilidade.

Com relacdo a porcentagem de explantes mortos, o teste de Tukey ao nivel de
significancia de 0,01 % demonstrou diferencas estatisticas entre os tratamentos
comparados (figura 2). O tratamento controle onde ndo foram utilizados reguladores de
crescimento proporcionou mortalidade em todos os explantes analisados e no tratamento
contendo 0,125 mg Lt de ANA e 0,25 mg L™ de BAP foi observado uma porcentagem
de 60%, porém estes dois tratamentos ndo diferiram estatisticamente entre si. Nos demais
tratamentos onde as concentracdes de ANA e BAP variaram de 0,25a1mgL*e0,5a2
mg L7 respectivamente, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre estes
tratamentos e a menor porcentagem de explantes mortos (16%) foi observada no

tratamento contendo 1 mg L de ANA e 2 mg L™t de BAP, conforme apresentado na tabela
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2. Resultados semelhantes foram observados para essa mesma espécie quando os
explantes foliares foram cultivados em meio MS isento de fitorreguladores durante 60
dias de cultivo, o qual resultou na totalidade dos explantes mortos Dibax et al. (2010).
Para esta mesma variavel, Oliveira (2013) descreve resultados semelhantes com
relacdo ao uso de concentracdes baixas de fitorreguladores. Neste estudo a autora
descreve que organogénese in vitro a partir de explantes de Eucalyptus grandis x
Eucalyptus urophylla, cultivados meio de cultura JADS, suplementagdo com 0,1 mg L™
de ANA, resultou uma porcentagem de 88% dos explantes mortos em 30 dias de cultivo.
Resultados similares aos aqui presente também foram observados por Oberschelp
(2014), no qual estudou a propagacao in vitro de Eucalyptus dunnii Maiden, em meio de
EDM (Eucalyptus Dunii Medium). Nos tratamentos que ndo receberam suplementacao
com doses de ANA e BAP foram constatadas elevadas porcentagens de oxidacao, também
foi constatado que nos tratamentos de maior concentracdo de ANA também tiveram altos

niveis de oxidacao.

Figura 3- Calogénese a partir de folhas cotiledonares de E. saligna cultivadas em
meio MS contendo concentracfes de ANA e BAP. (A) Explante do tratamento
controle sem a adicdo de fitorreguladores, sem a formacao de calos ap6s 28 dias
de cultivo. (B) Explante aos 28 dias de cultivo na auséncia de luz com a formacéo
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de calos na regi&o do corte das folhas com a adi¢do de ANA e BAP05mgLte
1 mg L respectivamente, e com coloragéo branca. (C) Explante com calos bege
claro aos 28 dias de cultivo sem a presenca de luz, com suplementacgéo de 1 mg
L™ de ANA e 2 mg L de BAP. (D) Explante com calos verde claro e bege escuro
aos 56 dias de cultivo com a presenca de luz com suplementagédo de 1 mg L de
ANA e 2 mg L de BAP.

De acordo com Oberschelp (2014), a formacdo de calos observadas nos
cotilédones cultivados em meio de cultura EDM (Eucalyptus Dunii Medium)
suplementados com ANA e BAP apresentaram uma tendéncia ao aumento nos seus niveis
com o incremento das dosagens de ANA e BAP. A combinagdo de 0,5 mg L de ANA e
0,1 mg L de BAP apresentou 0s maiores niveis de regeneracdo de calos (77,78%)

estando de acordo com os resultados aqui presente.

Em outro trabalho Dibax et al. (2005) estudaram a regeneracdo e a formacédo de
calos a partir de explantes cotiledonares de Eucalyptus camaldulensis, e os melhores
resultados foram observados para a calogénese quando os explantes foram cultivados em
meio MS contendo 0,5 mg L' de ANA e 1 BAP mg L, apds 14 dias de cultivo no escuro

estando de acordo com os resultados aqui presente.

De acordo com a literatura a resposta morfogénica in vitro para 0 género
Eucalyptus, é diferenciada de acordo com as espécies estudadas. Segundo Oliveira
(2014), quando estudaram a organogénese indireta de Eucalyptus benthamii X Eucalyptus
dunnii, as melhores respostas para calogénese foram observadas nos meios de cultura
JADS e MS N/2 (com a metade da concentragédo de nitratos), sendo adicionados valores
acima de 1 mg Lt de TDZ (thidiazuron), sendo que a maior porcentagem de formagéo de
calos (83,3%) foi observada no meio JADS com mg L? de TDZ e sem PVP-40
(polivinilpirrolidona). Ainda segundo Oliveira (2014), € perceptivel que a adi¢do de 1 mg
L de TDZ nos dois meios de cultura foi importante para formagdo de calos na espécie

Eucalyptus benthamii X Eucalyptus dunnii.
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4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos podemos concluir que:
- A metodologia de assepsia permitiu a introducéo in vitro de plantas da espécie;

- Foi possivel a obtencéo de calos utilizando o0 meio MS suplementado com 0,25
e 0,5 mg L' de ANA e BAP apresenta-se com uma excelente alternativa devido a

possiblidade de reduzir gastos com reguladores;

- Futuros estudos sdo necessarios para estudar a regeneracao de gemas a partir da
metodologia de formacdo de calos e assim finalizar o protocolo de regeneracao de plantas

de Eucalyptos saligna a partir de folhas cotiledonares.
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ANEXO B

Tabela 1- Resultados do teste de Tukey para a comparagdo das médias de porcentagem
na formacéo de calos nos explantes de E. saligna em meio de cultura MS contendo
ANA e BAP por 56 dias.

Fator de Variacéo Graus de liberdade Quadrado médio
Tratamento (ANA + BAP) 4 5824,00 **
Erro 20 424,00
Coef. De variacdo (%) 38,42%

Tabela 2- Formacéo de calos a partir de explantes foliares de E. saligna em
meio de cultura MS contendo ANA e BAP avaliadas ap6s 28 dias e a porcentagem de
explantes mortos ou oxidados apds 56 dias.

Tratamento mg L™ Porcentagem de Porcentagem de
explantes formando explantes mortos ou
calos (%) oxidados (%)

ANA BAP

0 0 0B 100 B

0,125 0,25 40B 60 B

0,25 0,5 72 A 28 A

0,5 1 72 A 28 A

1 2 84 A 16 A




