REGINA CAETANO QUISEN

TRANSFORMACAO GENETICA DE Eucalyptus camaldulensis
VIA CO-CULTIVO COM Agrobacterium tumefaciens

Tese apresentada ao Programa de Pés-
Graduacdo em Agronomia - Producdo
Vegetal, Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Parana,
como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Doutor em
Agronomia.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Marguerite G.G.

Quoirin

CURITIBA
2007



]

(UL
UUNNE

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS

DEPARTAMENTO DE FITOTECNIA E FITOSSANITARISMO

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM AGRONOMIA
PRODUGAO VEGETAL

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do

Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia - Produgdo Vegetal, reuniram-se para
realizar a arglicdo da Tese de DOUTORADO, apresentada pela candidata REGINA
CAETANO QUISEN, sob o titulo “TRANFORMAGAO GENETICA DE Eucalyptus
camaldulensis VIA CO-CULTIVO COM Agrobacterium tumefaciens”, para obtengéo do

grau de Doutor em Ciéncias do Programa de Pés-Graduagéo em Agronomia - Produgao

Vegetal do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana.

Apés haver analisado o referido trabalho e argiiido a candidata s&o

de parecer pela "APROVAGAQ" da Tese.

uritiba, 26 de Janeiro de 2007.

Professor Dr.-Férnando Grossi

Terceiro Examinador

Lo

Professor r ’12% arlos Bespalhok Filho
E

Qua xaminador

| lm&»omw

Professora Dra. Marguerite Germaine Ghislaine Quoirin
Presidente da Banca e Orientadora



A minha mae, in memorian
exemplo de forga, amizade e amor.
DEDICO



O futuro nao precisara de politica e religido, mas de ciéncia e espiritualidade.
Jawaharlal Nehru, 1889-1964.

A arvore ndo deixa de ser arvore desde semente até crescer e ficar frondosa.
Parménides, 530-4607? a.C.

E mais facil quebrar um atomo do que tirar crencgas e
supersticdes das cabecas das pessoas.
Albert Einstein

Nada no mundo é tdo poderoso como uma idéia para a qual chegou sua era.

Victor Hugo

Temos grandes e muitos pomares e jardins, onde praticamos todas as conclustes de
implantacédo e inoculacdo, assim criando arvores e flores que florescam antes ou
depois de suas estagfes, com frutas maiores, mais doces (...); e também de
transformar uma arvore ou planta em outra.

Francis Bacon, 1618
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RESUMO

Dentre as diversas espécies florestais de interesse econdémico, a transformacao genética de
Eucalyptus tem sido o objetivo de varios grupos de pesquisa nos ultimos anos, tanto no
setor publico como no privado. No Brasil, 0 Eucalyptus camaldulensis ainda néo teve todo
seu potencial explorado tanto na eucaliptocultura, quanto nos programas de melhoramento
genético e na biotecnologia, para os mais diversos objetivos e ambientes. As caracteristicas
de rapido crescimento, sistema radicular bastante desenvolvido e facilidade de aclimatagao
tornam o eucalipto um género potencial para emprego em programas de recuperacdo de
areas degradadas pela deposicdo de metais pesados. A técnica de transformacdo genética
pode contribuir significativamente para introduzir caracteres de interesse econémico que
permitam aumentar a tolerancia de uma cultura a determinadas condi¢cdes de estresse
abidtico. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema de
transformacéo genética de E. camaldulensis via co-cultivo com Agrobacterium tumefaciens
visando a introdugdo do gene gus sob controle do promotor do gene MT1 em células de
explantes foliares e cotiledonares. Por este motivo, o trabalho foi dividido em trés etapas,
sendo a primeira orientada para estabelecer as condicdbes mais adequadas para a
otimizacdo da organogénese indireta da espécie, a segunda para avaliar a eficacia de
antibioticos seletivos e bactericidas na cultura organogénica, sem no entanto, interferir no
potencial regenerativo da espécie, e por ultimo, avaliar os fatores que influenciam na
eficiéncia do processo de transformacéo do E. camaldulensis via A. tumefaciens.

Palavras-chave: plantas transgénicas, fitorremediacéo, cultura de tecidos, micropropagacéo,

melhoramento de plantas.



ABSTRACT

Among the several forest species of economical interest, the genetic transformation of
Eucalyptus has been the objective of several research groups in the last years, as in public
as in private sectors. In Brazil, Eucalyptus camaldulensis still hasn't had all its potential
explored in culture of Eucalyptus or in programs of genetic improvement and in
biotechnology, for the most diverse objectives and environments. Characteristics such as
fast growth quite developed radicular system and easiness of acclimatization make the
eucalyptus a species with potential for working in programs of recovery of areas degraded by
the deposition of heavy metals. The technique of genetic transformation can significantly
contribute to introduce characters of economical interest that allow increasing the tolerance
to certain conditions of abiotic stress. In this context, the objective of the present work was to
develop a system of genetic transformation of E. camaldulensis through Agrobacterium
tumefaciens, to introduce the gus gene under control of the cgMT1 promoter in cotyledonary
and leaf explants cells. For this reason, this work was divided in three stages: the first one is
aimed to establish the most appropriate conditions for the optimization of the indirect
organogenesis of the species; the second stage evaluates the effectiveness of selective and
bactericidal antibiotics in the organogenic culture, without interfering in the regenerative
potential of the specie; and the last stage evaluates the factors that influence the efficiency of
the process of transformation of E. camaldulensis mediated by A. tumefaciens.

Key-words: transgenics plants, phytoremediation, tissue culture, micropropagation, plant

breeding.



1 INTRODUGCAO GERAL

O melhoramento genético e as praticas silviculturais contribuiram
significativamente para o aumento da produtividade em plantios florestais e para o ganho
genético em espécies de grande valor econbmico. A aplicacdo de métodos de
melhoramento genético, por sua vez, apresenta limitacbes devido ao longo ciclo reprodutivo
das espécies arbéreas e a dificuldade em conseguir melhorias significativas em caracteres
complexos tais como: propriedades da madeira, controle de pragas e doencas, e tolerancia
a estresses abidticos (NEHRA et al., 2005).

Neste sentido, criando uma nova dimensdo aos programas de melhoramento
genético, a biotecnologia florestal, com os avancos genéticos obtidos na produgédo de
arvores, vem ampliando os campos do desenvolvimento da biologia de plantas com novas
metodologias como a transformagédo genética e a descoberta de genes associados a
caracteristicas multigénicas complexas, a exemplo do Projeto Genolyptus realizado no
Brasil.

Apesar das angiospermas representarem aproximadamente 40% dos plantios
florestais no mundo (FAO, 2000), os relatos de pesquisas biotecnologicas florestais sdo na
grande maioria concentrados no género Populus, em paises do hemisfério norte
(CONFALONIERI et al., 2003) e em Eucalyptus no Brasil (MACRAE e VAN STADEN, 1993;
TOURNIER et al., 2003). Estas pesquisas séo relacionadas a propagac¢ao in vitro, uso de
marcadores moleculares para estudos de divergéncia genética e de selecdo assistida e,
ultimamente, a transformacéo genética de plantas (MEIRELES, 2006).

As arvores transgénicas tém sido geradas na tentativa de identificar a funcdo de
genes e gerar linhagens com caracteristicas Uteis para os programas de melhoramento,
sendo empregadas com 0s mais diversos objetivos como tolerancia a herbicidas, resisténcia
a insetos e doencas, melhoria na capacidade fotossintética e, consequentemente, no
crescimento das plantas, modificagdo do contetdo de lignina, esterilidade e toleréncia ao
estresse abidtico (seca, calor, frio, solos acidos) (MANDERS et al., 1992; JOUANIN et al.,
1993; TZFIRA et al., 1997; RISHI et al., 2001).

Dentre as aplicacdes mais recentes, surge a utilizacdo de arvores transgénicas na

fitorremediagéo para despoluicdo de solos contaminados com metais pesados. Este uso



apresenta grande vantagem em relacdo as plantas de ciclo curto, pois arvores produzem
maior biomassa e possuem um sistema radicular mais profundo e um ciclo de vida mais
longo, caracteristicas estas consideradas essenciais no processo de remediacdo de solos
contaminados (RUGH et al., 1998).

O processo de transformacéo genética de plantas tem sido aprimorado desde a
década de 80, quando STACHEL e ZAMBRYSKI relataram o uso de Agrobacterium
tumefaciens, modificada geneticamente, para introducdo de genes exdgenos em plantas.
Entretanto, apesar dos progressos alcancados nos ultimos anos, muitos ainda sdo os
desafios encontrados na transformacdo de algumas espécies lenhosas, atribuidos
principalmente a baixa eficiéncia na insercao estavel de um gene no genoma da planta e na
habilidade para regenerar uma planta a partir da(s) célula(s) transformada(s) (DE BONDT et
al., 1994).

De acordo com diversos autores, varios sdo os fatores que podem afetar a
eficiéncia de transformacgdo genética via co-cultura com A. tumefaciens. Dentre eles citam-
se a técnica, o gendtipo, a cepa bacteriana utilizada, os tratamentos aplicados aos explantes
antes da infecgdo, a composicdo do meio de cultura e a adigdo de fitorreguladores, a
presenca de substancias fendlicas para inducdo da transferéncia do T-DNA, a idade do
explante e o uso de antibiéticos para controle do crescimento da bactéria, entre outros
(HOLFORD et al., 1992, DE BONDT et al., 1994; SRISKANDARAJAH e GOODWIN, 1998).
GONZALEZ et al. (2002) reforcam que a dificuldade em se obter plantas transgénicas no
género Eucalyptus esta associada a baixa capacidade de regeneracdo de algumas espécies
e ao sistema de selecdo dos transformantes.

Dentro deste contexto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um
sistema de transformacdo genética de explantes foliares e cotiledonares de Eucalyptus
camaldulensis via co-cultivo com Agrobacterium tumefaciens de maneira a regenerar
plantas transformadas por organogénese indireta e avaliar alguns fatores que afetam a
eficiéncia da transformacéo genética para auxiliar futuros trabalhos com plantas tolerantes a

metais pesados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOTECNOLOGIA E MELHORAMENTO GENETICO FLORESTAL

A biotecnologia moderna tem sido largamente utilizada em agricultura e florestas,
contribuindo para o aumento da produtividade e/ou como ferramenta para resolver questdes
de nutricAo humana, diminuindo custos de producdo, bem como produzindo materiais
genéticos adaptados a condigbes adversas de clima e solo por meio da geragcdo de
cultivares tolerantes a estresses hidricos e nutricionais e resistentes a pragas e doengas (DI
CIERO e AMARAL, 2002).

A pesquisa e a aplicacdo da biotecnologia florestal sdo atividades globais,
identificadas em 76 paises, realizadas em aproximadamente 140 géneros, a maioria, 62 %,
focadas principalmente em seis géneros: Pinus, Eucalyptus, Picea, Populus, Quercus e
Acacia (FAO, 2004).

Até 2001, aproximadamente 252 testes em campo com plantas lenhosas
transgénicas tinham sido realizados envolvendo pelo menos 24 espécies vegetais em 17
paises, incluindo tanto espécies frutiferas como florestais, sendo que 76% das espécies
pertencem a essa ultima categoria (RAUTNER, 2001). Em 2004, a FAO reportou que em
pelo menos 35 paises foram realizadas pesquisas de transformacéo genética com espécies
florestais, na sua maioria restrita a laboratérios ou estufas, e somente 16% com
experimentacao de campo, pequenas e de curta duracdo. Aproximadamente dois tercos das
pesquisas foram desenvolvidas na América do Norte (48%) e na Europa (32%), e em menor
proporcdo na Asia (14%), Oceania (5%), América do Sul (1%) e Africa com menos de 1%.

A partir de 1987, quando foi obtida a primeira cultura arbérea transformada
(FILLATTI et al., 1987), as pesquisas com transgénicos tém se concentrado principalmente
nos estudos moleculares de fungdo e expressdo de genes, processos fisiologicos e de
desenvolvimento vegetal (HANSEN e WRIGHT, 1999), no estudo da modificagcdo da
composicao/teor de lignina, resisténcia a pragas, tolerancia a herbicidas, e na producéo de
biomassa e de plantas estéreis (MANDERS et al., 1992; JOUANIN et al., 2000; HAINES,
1994; TZFIRA et al., 1997; RISHI et al., 2001).

Tendo em vista os problemas inerentes ao melhoramento genético florestal, a



transformacédo genética € uma ferramenta que apresenta grande potencial para as espécies
arbéreas. Estas novas ferramentas biotecnolégicas devem combinar ao mesmo tempo o
desenvolvimento de arvores superiores, objeto de estudo dos meétodos classicos de
melhoramento, e possibilitar a multiplicagdo em larga escala do material genético
melhorado. Na area florestal, considera-se que a transferéncia de genes pode minimizar as
limitacBes intrinsecas do melhoramento de espécies arbdreas, tais como o longo tempo
entre geracbes e a variabilidade existente entre e dentro de espécies, auxiliando em
programas de melhoramento genético pela introducdo de uma nova caracteristica ou a
alteracdo de uma pré-existente sem modificar a estrutura genética global da planta
(STUDART-GUIMARAES et al., 2003).

2.2  AFITORREMEDIACAO

Uma planta ideal para a recuperagao ambiental pode ser definida como aquela que
apresente elevada produgéao de biomassa combinada com uma capacidade superior para a
toleréncia, acimulo e/ou a degradagédo de um poluente, dependendo do tipo do poluente e
da tecnologia de fitorremediagao selecionada (OW, 1996; LASAT, 2002; PILON-SMITS,
2005).

Como alternativa aos custosos processos convencionais de descontaminagdo tem-
se fortalecido a idéia de que plantas geneticamente modificadas podem exercer importante
papel na retirada de metais pesados de ambientes contaminados. As estratégias
biotecnoldgicas constituem uma ferramenta 0til para alcancar esses objetivos, pois pode-se
utilizar a engenharia genética para transferir genes de hiperacumulag¢éo em plantas que néao
tém a propriedade de acumular metais, ou para superexpressar genes ja existentes
(BERKEN et al., 2002; EAPEN e D'SOUZA, 2005). Como exemplo deste potencial da
engenharia genética para a fitorremediacdo, pesquisas recentes demonstraram que a
introducdo de uma via de detoxificacdo de mercurio em plantas, favoreceu o aumento da
tolerdncia ao elemento e conversao de formas altamente tdxicas de mercurio organico em
mercurio elementar, menos toxico (BIZILY et al., 2000). Além disso, este tipo de trabalho
possibilita a compreensdo do processo fisiolégico de absorcdo, transporte e acumulo de
metais pesados na planta (MACEK et al., 2000).

Nos tecidos vegetais, frequentemente, pode ocorrer acimulo de metais pesados
em quantidades consideraveis nos tecidos vegetais, inclusive excedendo os niveis de

tolerdncia do organismo humano e vegetal, sem prejudicar a produgdo ou causar efeito



toxico visivel (HAAN, 1981). Determinadas quantidades sao requeridas pelas plantas para o
seu metabolismo e crescimento normal, sendo os mesmos téxicos quando fornecidos em
quantidades excessivas. O aproveitamento destes elementos pelas células depende de um
processo de balanceamento que visa impedir a toxicidade a planta, que inclui a
compartimentalizagdo dos metais em estruturas sub-celulares, excluséo e/ou diminuicdo do
transporte através da membrana; e a formacéo de peptideos quelantes, ricos em cisteinas,
como as fitoquelatinas e metalotioneinas, que auxiliam direta ou indiretamente, na
acumulacdo de metais pelas plantas (COBBET e GOLDSBROUGH, 2002).

As metalotioneinas (MTs), em particular, constituem uma superfamilia de proteinas
de baixo peso molecular (<10 kDa), que contém alto teor de metais e enxofre, podendo
contribuir com mais de 20% do peso dessa proteina, sendo encontradas em animais,
plantas, microrganismos eucariéticos e em alguns procariontes. fons metélicos bivalentes
(Zn*?, Cu*?, Cd*?) ligam-se aos grupos tiés dos residuos de cisteinas (BINZ e KAGI, 2001).
As MTs sao classificadas em 3 classes, onde nas Classes | e Il encontram-se proteinas
codificadas por genes e na Classe Il encontram-se polipeptideos ndo diretamente
codificados por genes, compostos por unidades atipicas, como por exemplo,
y-glutamilcisteina e fitoquelatina (KAGI, 1991; COBBETT e GOLDSBROUGH, 2002).

Embora a exata funcdo das MTs nas plantas ainda ndo seja conhecida, a
diversidade de respostas e sitios de expressdo destas proteinas sugerem que poderiam
estar envolvidas em varios processos biolégicos tais como a reacdo de defesa da planta a
patégenos, apoptose, desenvolvimento e metabolismo de tolerdncia aos metais pesados
(KAGI, 1991; FORDHAM-SKELTON et al., 1998; COBBETT e GOLDSBROUGH, 2002;
LAPLAZE et al., 2002). As MTs exercem papel primordial no controle de ions livres e na
fixacdo intracelular de tracos de zinco e cobre, na regulacdo do seu fluxo e destinos
celulares e neutralizacdo das influéncias prejudiciais da exposi¢cdo aos elementos téxicos,
tais como o cadmio e o mercurio e na protecdo de uma variedade de condi¢cfes do estresse
(KAGI, 1991). No trigo, a transcricdo de MT foi aumentada quando da exposi¢cdo a excesso
de aluminio (SNOWDEN e GARDNER, 1993) e o decréscimo no mRNA de Mimulus guttatus
foi observado quando as plantas foram tratadas com cobre (MIRANDA et al., 1990). Em
Brassica napus, a expressao do gene MT foi observada durante a senescéncia das folhas e
em Arabidopsis thaliana como resposta a injdrias e a extratos de Peronospora parasitica e
Pseudomonas syringae (BUTT et al., 1998).

LAPLAZE et al. (2002) isolaram e clonaram o gene cgMT1 a partir de células de
nédulos de raizes de Casuarina glauca, inoculado com cepas de Frankia. Este gene

mostrou alto grau de similaridade na sequéncia com os de outras proteinas MT1



encontradas em monocotiledéneas e dicotiledéneas. Com o objetivo de estudar a fungéo do
MT1 em plantas actinorizais, este gene foi fusionado ao gene marcador uidA (gus) e
introduzido em plantas de C. glauca, A. thaliana e Nicotiana tabacum. A andlise de gus
mostrou que o promotor do gene cgMTL1 foi mais ativo nas raizes, sistema vascular e nas
partes mais velhas da planta, sugerindo que este gene possa estar associado ao transporte
de metais pesados através da planta. Estes autores indicaram que este gene pode ser
introduzido em plantas e, ao ser introduzido numa espécie lenhosa de rapido crescimento, a
proteina poderia funcionar como fitoextratora de metais; no caso de &rvore poderia

permanecer por Mmuitos anos no terreno a ser tratado.

2.3 O Eucalyptus camaldulensis

O Eucalyptus camaldulensis Dehn., secdo Exsertaria, € conhecido na Austrélia por
“Murray red gum” e “River red gum”, ou seja, eucalipto do “Vale do Murray ou dos cursos
d’agua com tronco de casca lisa e madeira vermelha” (PRYOR, 1976; GOLFARI et al.,
1978). E considerada a espécie de maior distribuicio geografica do género, encontrando-se
espalhada por quase todo o territério australiano, com excecdo da Tasméania. Em &reas
aridas e semi-aridas, ocorre ao longo ou préoximo de cursos d'agua sazonais. E
essencialmente uma espécie ciliar, mas pode também ocorrer em encostas de colinas,
independente das condi¢Bes de precipitacdo (BARROS e NOVAIS, 1990).

Cresce em condi¢bes climaticas variadas, desde quente a subumida e semi-arida,
com temperatura média maxima entre 27° e 40°C, no més mais quente, e minima media, no
més mais frio, variando de 3° a 15°C. Nas regifes tropicais ndo ocorrem geadas, enquanto
que ao sul da zona de ocorréncia podem ocorrer até 50 geadas por ano (SOUZA, 1996).

A precipitacdo média anual de sua area de ocorréncia varia de 250 a 600 mm, em
regime bem concentrado, chegando em algumas &reas a 1250 mm por ano e, em outras, a
150 mm por ano (SOERIANEGARA e LEMMENS, 1994). A distribuicdo das chuvas varia
desde um méaximo no inverno, na regido sul, a uma distribuicdo periddica tipica no norte da
Australia, caindo principalmente entre novembro e marco. Em locais de baixa precipitagéo a
espécie sobrevive em é&reas alagadas e/ou presenca de lencol freatico alto. Os solos s&o
tipicamente arenosos aluviais (MARTINEZ, 1990).

Devido as grandes dimensdes e boa durabilidade da madeira (500-600 kg m™), o E.
camaldulensis tem ampla aplicacdo principalmente para usos que requerem madeiras mais

duras, como para serraria, dormentes, postes, mourfes e carvdo. Também é utilizada como



cerca quebra-ventos, planta ornamental e producdo de mel de excelente qualidade
(MARTINEZ, 1990; ELDRIDGE et al., 1993; SOERIANEGARA e LEMMENS, 1994).

Em funcdo de sua rusticidade, o E.camaldulensis € uma das espécies mais
adequadas para reflorestamento em zonas criticas, sendo introduzido com relativo sucesso
em varios paises, principalmente em areas onde ocorrem deficiéncias hidricas e edéficas,
situacBes consideradas extremamente limitantes para o desenvolvimento para outras
espécies (HIGA, 2003).

No Brasil, a introducdo do E. camaldulensis ocorreu no inicio do século passado,
assumindo maior importancia quando os programas de florestamento moveram-se do sul
para as regides centro-oeste e nordeste, visto que as espécies como E. grandis, E. saligna e
E. urophylla eram inadequadas para as condi¢Bes de alta temperatura e longo periodo seco,
caracteristicos destas regifes (GOLFARI et al., 1978). Mas, apesar do E. camaldulensis ser
caracterizado pela sua rusticidade e boa adaptabilidade a diferentes regifes, grande
variabilidade genética entre procedéncias, registros de plantios comerciais desta espécie
sdo poucos, sendo restritos a areas experimentais, areas produtoras de sementes e
algumas poucas empresas.

Do ponto de vista da utilizacdo da espécie no melhoramento e biotecnologia florestal,
a existéncia de variagdo genética é um indicativo da viabilidade da sele¢cdo de gendétipos
com alta eficiéncia de absorcdo de nutrientes, especialmente sob condi¢des limitantes de
fertilidade do solo.

As caracteristicas de rapido crescimento, sistema radicular bastante desenvolvido e
facilidade de aclimatagdo tornam o E. camaldulensis uma espécie com potencial para
emprego em programas de recuperacdo de areas degradadas pela deposicdo de metais
pesados. MOHAMMADNIA e KOWSAR (1999) chamaram a atencdo para a importancia do
E. camaldulensis para as pesquisas que envolvem fitorremediacdo, pois esta espécie
provou ser excelente removedor de NOz; e NH; em aquiferos aluviais no sul do Ird. O E.
camaldulensis apresentou desenvolvimento satisfatério em solos degradados,
desestratificado e com caracteristicas muito discrepantes das originais, resultante da
extracdo do xisto (VALLE, 1991).

2.4 A TRANSFORMAGAO GENETICA DO Eucalyptus

A producdo de plantas transgénicas depende da introducdo estavel do DNA

exogeno no interior do genoma de células de plantas cultivadas, seguido por regeneragao



das plantas e subsequiente expressdo do(s) gene(s) introduzido(s) (BRASILEIRO e DUSI,
1999). Muitos trabalhos demonstram que varios tecidos, érgaos e células dentro de uma
planta podem diferir em sua susceptibilidade a transformacdo por Agrobacterium (ROBBS et
al., 1991; BAILEY et al., 1994; MAURO et al., 1995; NAM et al., 1997). Esta diferenca tem
sido observada em leguminosas (SCHROEDER et al., 1993), Populus (BENEDRA et al.,
1996), Pinus radiata (BERGMANN e STOMP, 1992), Arabidopsis (NAM et al., 1997), E.
camaldulensis (MULLINS et al., 1997) e feijao (NAGL et al., 1997), entre outras.

Estudos mais recentes relatam a susceptibilidade de espécies consideradas
recalcitrantes a Agrobacterium. Neste sentido, TOURNIER et al. (2003) relataram que o
estudo de transformacéao visando a modificacdo do teor de lignina realizada com o hibrido E.
grandis x E. urophylla é bastante limitado devido a recalcitrncia apresentada pelas
espécies deste género, combinada com baixa capacidade de regeneracgéo in vitro.

Em algumas espécies de Eucalyptus, tais como o E. camaldulensis, E. citriodora e
E. grandis, tem sido positiva a regeneracdo completa de plantas a partir da organogénese
ou embriogénese somética. Entretanto, quando esta regeneragdo € aplicada em conjunto
com a transformacao genética via Agrobacterium, estes sistemas normalmente perdem suas
habilidades em regenerar plantas nos tecidos transformados (DIALLO e DUHOUX, 1984;
MURALIDHARAN et al., 1989; LAINE e DAVID, 1994; QUOIRIN e QUISEN, 2006).

Para BRASILEIRO e LACORTE (1998), o principal requisito para o sucesso na
obtencdo de plantas transgénicas via Agrobacterium € a existéncia de uma metodologia
eficiente de cultura de tecidos e regeneracao da espécie-alvo. O sucesso de um sistema de
regeneragdo depende de grande numero de variaveis e, ao contrario do que se acredita, a
composicao salina de um meio de cultura ndo é a unica variavel determinante do sucesso
da cultura in vitro (McCOWN e SELLMER, 1987).

O tipo de explante a ser transformado também tem grande importancia em espécies
que apresentam dificuldades de transformacéo, ndo sé pela capacidade de regeneracdo de
plantas a partir de células transformadas, mas também pela susceptibilidade a
Agrobacterium, visto que o explante com potencial organogenético ndo corresponde
necessariamente a um material transformével. Os trabalhos com melhores resultados na
modificagdo genética com espécies florestais tém sido obtidos utilizando material juvenil,
freqlentemente explantes produzidos a partir de tecidos cultivados in vitro, que tém uma
capacidade muito mais elevada de regeneracéo que tecidos adultos. Alguns pesquisadores
conseguiram obter regeneragdo de brotos a partir de 6rgéos juvenis de E. gunnii (CHRIQUI
et al., 1992), E. marginata, E. diversicolor (BENNETT e McCOMB, 1982), E. camaldulensis
(DIALO e DUHOUX, 1984), E. globulus (AZMI et al., 1997) e do hibrido E. grandis x E.



urophylla (YANG et al.,, 1995, BARRUETO CID et al.,, 1999). Apesar de relatos bem
sucedidos com tecidos de plantas adultas serem raros, a regeneracéo a partir de folhas de
E. citriodora (MURALIDHARAN et al., 1989), E. grandis (LAINE e DAVID, 1994) e caules e
folhas de E. tereticornis (SUBBAIAH e MINOCHA, 1990) foi obtida com sucesso.

A eficiéncia da transformacdo pode ser aumentada pelo uso de linhagens de
Agrobacterium altamente virulentas que possuem genes vir constitutivos (HANSEN et al.,
1999), pela inducdo de ferimentos nos tecidos a serem transformados e pela adicdo de
compostos fendlicos como a acetoseringona, 0s quais induzem a expressao dos genes vir.
De acordo com MORALEJO et al. (1998) espécies lenhosas respondem melhor a infeccéo
por cepas nopalinas do que as octopinas.

A exposicao de explantes a diferentes periodos de co-cultura tem sido investigada
para diferentes espécies, como ALMEIDA (2002) que verificou que explantes de Citrus com
um e cinco dias de co-cultura ndo regeneraram brotos GUS positivos, sendo estes apenas
obtidos no tratamento com trés dias. No género Eucalyptus, CHEN et al. (1996), HO et al.
(1998), KAWAZU et al. (1996) e MULLINS et al. (1997) aplicaram como tempo padréo, 48
horas de co-cultura em explantes hipocotiledonares, cotiledonares e foliares de E.
camaldulensis. MACHADO et al. (1997) utilizaram cinco dias para a co-cultura do hibrido E.
grandis x E. urophylla para diferentes tipos de explantes.

A cultura do explante em pré-cultura também tem resultado na melhoria da
eficiéncia de transformagdo, como com Arabidopsis thaliana (SANGWAN et al., 1992) e
Citrus (CERVERA et al., 1998). MORALEJO et al. (1998) apos a pré-cultura de cotilédones e
hipocotilos de E. globulus por 4 a 6 dias, observaram que o nivel de expressao transiente

GUS-positivo foi mais estavel ao final de 30 dias com 6 dias de pré-cultura.



3 ORGANOGENESE INDIRETA E MICROPROPAGAGCAO DE Eucalyptus

camaldulensis

RESUMO

Até o momento, os resultados de organogénese adventicia indireta com espécies lenhosas
tem sido limitantes para a utilizacdo destas espécies nos sistemas de transformagao e
obtencdo de plantas transgénicas. Neste sentido, em fungdo dos comportamentos
apresentados pelas diversas espécies do género Eucalyptus e, diante da potencialidade da
utilizacdo do Eucalyptus camaldulensis nos programas de transformagdo genética, os
objetivos deste trabalho foram comparar a resposta organogénica de explantes
cotiledonares e foliares em diferentes meios de cultura e estabelecer as condigbes para a
otimizacdo da organogénese indireta da espécie. Foram realizados experimentos com meios
de cultura JADS, MS, MS N/2, com metade da concentracdo de nitratos de amobnio e
potassio, WPM e B5 contendo 2% de sacarose, além dos fitorreguladores BAP, TDZ, CIN,
ANA, 2,4-D e picloram, combinados nos diferentes ensaios. Os resultados obtidos
demonstraram que os explantes cotiledonares e foliares respondem de maneira diferente
quanto a capacidade regenerativa quando cultivados nos mesmos meios de cultura, sendo a
regeneracgao foliar pouco satisfatéria. O meio de cultura MS N/2 suplementado com 2% de
sacarose, 0,6% de agar, 10% de agua de coco, 4,4 uM de BAP e 2,7 pM de ANA
proporcionou melhor condicdo para a organogénese indireta a partir de explantes
cotiledonares. A multiplicacdo das brotagdes regeneradas foi superior em meio contendo os
sais do MS com 2,64 pM de BAP, 0,5 uM de ANA, 3% de sacarose, 0,7% de agar,
1,0 mg L de tiamina , 0,5 mg L™ de piridoxina e 0,5 mg L™ de &cido nicotinico. Plantulas
com aproximadamente 1,5 cm de altura foram enraizadas em meio MS/2 com 3% de
sacarose, 0,7% de agar e 0,2% de carvao ativado. Em seguida foram aclimatizadas em
tubete contendo vermiculita de granulometria fina e terra (1:1) em casa-de-vegetagdo com
nebulizagao intermitente proporcionando 87% de sobrevivéncia.

Palavras-chave: eucalipto, regeneracgao in vitro, espécies lenhosas, cultura de tecidos.



3 INDIRECT ORGANOGENESIS AND MICROPROPAGATION OF Eucalyptus

camaldulensis

ABSTRACT

Till now, the results of adventitious organogenesis obtained with woody species have limited
the use of these species in transformation systems and regeneration of transgenic plants.
Therefore, in function of the behaviors presented by several species of Eucalyptus and due
to the potentiality of the use of Eucalyptus camaldulensis in programs of genetic
transformation, the objectives of this work were to compare the organogenic response of
cotyledonary and leaf explants to different culiure media and to establish the most
appropriate conditions for the indirect organogenesis of the specie. Experiments were carried
out with JADS, MS, MS N/2, with half-strength potassium and ammonium nitrates
concentration, WPM and B5 culture medium containing 2% sucrose with different growth
regulators (BAP, TDZ, KIN, NAA, 2,4-D and picloram). The results demonstrated that the
cotyledonary and leaf explants respond in a different way with regards to their regenerative
capacity when cultivated in the same culture medium, being the regeneration from leaf
explants little satisfactory. The MS N/2 culture medium supplemented with 2% sucrose, 0,6%
agar, 10% coconut water, BAP (4,4 uM) and NAA (2,7 uM) provided the best conditions for
the indirect organogenesis from cotyledonary explants of E. camaldulensis. The
multiplication of the regenerated buds was superior in MS salt supplemented with 2,64 yM
BAP, 0,5 uM ANA, 3% sucrose, 0,7% agar, 1,0 mg L™ thiamine, 0,5 mg L™ pyridoxine and
0,5 mg L™ nicotinic acid. Plantlets at least 1,5 cm high were rooted in half-strenght MS culture
medium containing 3% sucrose, 0,7% agar and 0,2% activated charcoal. The acclimatization
was done in greenhouse under intermittent mist in a substrate composed of vermiculite of
fine granulometry and soil (1:1), where survival rate was 87%.

Key-words: eucalypt, in vitro regeneration, wood plant, tissue culture.



3.1 INTRODUGAO

Dentre muitas espécies para as quais protocolos de regeneragao in vitro tém sido
desenvolvidos, as espécies lenhosas tém apresentado resultados de organogénese
adventicia limitantes para sua utilizagdo nos sistemas de transformacido e obtencido de
plantas transgénicas. Uma das dificuldades encontradas deve-se ao fato de que
metodologias de regeneracdo funcionam bem com algumas, mas ndo com outras espécies
ou variedades, limitando o espectro daquelas que podem ser transformadas (BOREM e
SANTOS, 2001). As espécies de eucalipto tém sido amplamente pesquisadas neste
aspecto, com resultados significativos de experimentos que utilizaram desde a
embriogénese somatica até a regeneracao de brotos a partir de calos (DIALLO e DUHOUX,
1984; MURALIDHARAN et al., 1989; LAINE e DAVID, 1994; MORALEJO et al., 1998). No
entanto, quando estas metodologias s&o aplicadas junto com a transformagéo genética via
Agrobacterium, estes sistemas algumas vezes perdem suas habilidades em regenerar
plantas a partir dos tecidos transformados.

Para diversas espécies de Eucalyptus, tem sido relatada a regeneragao via
organogénese indireta, dentre elas Eucalyptus grandis x E. urophylla (BARRUETO CID et
al., 1999), E. tereticornis (GILL et al., 1996; SUBBAIAH e MINOCHA, 1990), E. nitens e E.
globulus (BANDYOPADHYAY et al.,, 1999), E. camaldulensis (RAHIM et al., 2003) e E.
grandis (ALVES et al., 2004).

Este tipo de regeneracao in vitro pode ser influenciado por diversos fatores, que
podem ser agrupados em cinco amplas categorias que sao: a) gendétipo, fonte e histérico; b)
composi¢cdo do meio de cultura; c) ambiente; d) tempo (periodos de sub-cultivo); e d)
interacdes entre e dentro dos fatores acima mencionados (Mc COWN e SELLMER, 1987).
Com base nisto, a formacao de novo (ou adventicia) vem sendo obtida a partir de diversos
tipos de explantes, como segmento nodal e internodal (HERVE et al., 2001; RAHIM et al.,
2003; SUBBAIAH et al., 1997), discos foliares (BARRUETO CID et al.; 1999; HERVE et al.,
2001; LAINE e DAVID, 1994; SUBBAIAH e MINOCHA, 1990), segmentos cotiledonares
(BANDYOPADHYAY e HAMILL, 2000; DIBAX, 2005) e hipocotiledonares (AZMI et al., 1997;
TIBOK et al., 1995).

Além do tipo de explante, a idade do mesmo também exerce grande influéncia na

resposta a inducdo de organogénese, pois de acordo com SKOOG e MILLER (1957),



13

quanto maior a determinagao de um explante para uma via de desenvolvimento, menor sera
a competéncia para formar outro tipo de 6rgao. Este fato foi observado em explantes de E.
globulus obtidos de plantulas germinadas in vitro com 8 a 15 dias de idade, Unico estagio
competente para a regeneracdo de brotos via organogénese a partir de hipocétilos,
enquanto explantes obtidos de plantulas mais velhas nao foram responsivos a producao de
brotacdes adventicias (AZMI et al., 1997).

A influéncia exercida pela composicao dos meios de cultura também tem sido
bastante explorada dentre as espécies do género Eucalyptus, sendo que a maioria dos
trabalhos com regeneracgéao utilizam meios nutritivos diferentes como B5 de GAMBORG et
al. (1968) (KAWAZU et al.,, 1996), MS de MURASHIGE e SKOOG e MS modificado
(MURALIDHARAN et al., 1989; HO et al., 1998; GONZALEZ, 2002) e o meio WPM de
LLOYD e McCOWN (1980) (MACHADO et al., 1997; MULLINS et al., 1997).

A maioria dos meios de cultura utilizados para as fases da calogénese e
regeneracdo tém a mesma composicdo de macronutrientes, seja na concentracio original
ou diluida. Apesar de ser o MS a composi¢cdo salina mais empregada para induzir a
formacgéo de calos e a organogénese direta ou indireta na maioria das espécies vegetais,
existem outras composicoes elaboradas para induzir determinados padrdes morfogénicos. A
principal diferengca entre os meios utilizados nestas fases consiste no uso de
fitorreguladores, na sua maioria as auxinas e as citocininas, que exercem grande influéncia
sobre a resposta organogénica in vitro da espécie-alvo (RADICE, 2004).

O balango entre auxinas e citocininas é usualmente requerido para iniciar o
crescimento e diferenciacao celular, sendo estas combinagcbes bastante variadas quanto a
concentracdo e tempo de exposicdo, aumentando ou diminuindo a eficiéncia da
regeneracao dependendo da espécie envolvida (SCHESTIBRATOV et al., 2003). Diversos
protocolos de regeneragdo de Eucalyptus relatam estas combinacdes, onde apds a
obtencdo de calos, segue-se a indugdo a regeneragdo em resposta a fitorreguladores
presentes no meio de cultura. Nestes trabalhos, a organogénese foi induzida com diferentes
concentragdes de varios fitorreguladores, como no caso de explantes hipocotiledonares de
E. urophylla (TIBOK et al., 1995) e de E. globulus (AZMI et al.,, 1997), com maior
porcentagem de regeneragdo obtida em meio com 0,88 uM de benzilaminopurina (BAP) e
0,54 uM de acido naftalenoacético (ANA) e 0,88 uM de BAP e 0,05 uM de ANA,
respectivamente. GONZALEZ (2002), por sua vez, desenvolveu um protocolo de
organogénese indireta de E. grandis x E. urophylla em 5 estadios diferentes, sendo o

tidiazuron (TDZ) aplicado a 1,0 e 2,0 uM em diferentes balangos com ANA para a formacéao
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de calos, enquanto BARRUETO CID et al. (1999) utilizaram somente TDZ a 2 uyM para a
calogénese do mesmo hibrido.

Também o gendtipo € um fator determinante nos processos morfogénicos, desde a
capacidade de estabelecimento do explante nas condicdes in vitro, até para a proliferacao
celular, diferenciagcao e crescimento de novos 6rgaos. Potencialmente, qualquer gendtipo
pode ser cultivado e regenerado se conhecidas as condi¢gdes adequadas de cultura. Este
tipo de influéncia no processo de regeneracao in vitro foi verificado por BENNETT e
McCOMB (1982) em E. marginata, e para diferentes clones de E. grandis (LAINE e DAVID,
1994) e de E. camaldulensis (MULLINS et al., 1997).

Em funcido dos comportamentos apresentados pelas diversas espécies do género
Eucalyptus e diante da potencialidade da utilizagdo do Eucalyptus camaldulensis em
programas de transformagdo genética, o objetivo deste trabalho foi estabelecer as
condi¢cdes mais adequadas para a organogénese indireta de E. camaldulensis comparando
a regeneragcao de explantes cotiledonares e foliares em diferentes meios de cultura

contendo varias combinagdes e concentragdes de fitorreguladores e em dois gendtipos.



3.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Micropropagacéo de Plantas
do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias,

Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana.

3.2.1 Material vegetal

Foram utilizados explantes (cotilédones e folhas) oriundos de plantulas germinadas
in vitro de E. camaldulensis Dehl. provenientes do Setor de Sementes do Instituto de
Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF), Piracicaba, S&o Paulo. As sementes foram
coletadas em Area de Produgdo de Sementes (APS F1), localizada no municipio de
Acailandia, Estado do Maranhao. A APS se caracteriza por ser um povoamento selecionado
e desbastado, no qual sédo retiradas arvores nao desejaveis, para entdo ser cultivado

visando florescimento e produgao de sementes abundantes via polinizacédo cruzada.

3.2.2 Condigdes de cultura in vitro

Os explantes cotiledonares e foliares foram cultivados em placas de Petri de vidro
com 90 mm de didmetro e 20 mm de altura, contendo 25 mL de meio de cultura
suplementado com 2% de sacarose e 0,6% de agar (Vetec®), lacradas com filme plastico,
com pH ajustado em 5,8 antes da esterilizacdo em autoclave a 1 atm e 121°C por 20 min.

Todos os ensaios descritos a seguir foram realizados em sala de crescimento
equipada com lampadas fluorescentes de tipo “luz do dia”, fornecendo uma densidade de
fluxo de fétons de 30 umol m? s™, fotoperiodo de 16 horas e com temperatura de 25 + 2°C

(Figura 1).
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FIGURA 1 — Sala de crescimento de culturas in vitro de E. camaldulensis

3.2.3 Efeito de meios minerais, fitorreguladores e agua de coco na eficiéncia de

regeneracao
3.2.3.1 Organogénese indireta a partir de cotilédones (Ensaios 1, 2 e 3).

Sementes de E. camaldulensis foram esterilizadas superficialmente por lavagens
sucessivas em etanol 70% (v/v) com Tween 20°® (4 gotas/100 mL) por 2 minutos, solugéo de
hipoclorito de sddio (8% de cloro ativo) durante 30 minutos sob agitacdo e trés lavagens
sucessivas em agua deionizada estéril. As sementes foram semeadas em placas de Petri
contendo 25 mL do meio de cultura MS/2 (meio de MURASHIGE e SKOOG, 1962, com
metade da concentracdo original dos sais). Para a germinagao, as placas de Petri foram
mantidas em sala de crescimento na auséncia de luz por 7 dias seguidos de 5 dias em
condic¢des de luz.

Para todos os experimentos detalhados na Tabela 1, os cotilédones isolados de
plantulas com 12-15 dias de idade foram cultivados em sala de crescimento em ambiente
escuro por 30 dias (Fase 1) e posteriormente transferidos para condigao de luz por outros 30
dias (Fase 2), com a face adaxial em contato com o meio de cultura (MS, WPM e JADS,
ANEXO 2) com diferentes combinagdes de citocininas (BAP, TDZ ou CIN) e auxinas (ANA,

Picloram ou 2,4-D) com ou sem agua de coco (Kero-Coco®) a 10% (v/v).
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TABELA 1 — Composicao dos meios de cultura utilizados nos ensaios de organogénese
indireta a partir de explantes cotilédonares de E. camaldulensis suplementados

com 2% de sacarose e 0,6% de agar, por 30 dias no escuro e 30 dias na luz.

Ensaio Tratamento

Meio de cultura

Fitorregulador (uM)

BAP ‘ TDZ ‘ CIN ‘ ANA ‘ Picloram ‘ 2.4-D

1 1 MS 4,4 - - 2,7 - -
2 WPM 4,4 - - 2,7 - -
3 JADS 44 - - 2,7 - -

2 1 MS N/2 4.4 - - 2,7 - -
2 MS N/2 + AC (10%) 4.4 - - 2,7 - -
3 MS N/2 2,2 - - 2,7 - -
4 MS N/2 + AC (10%) 2,2 - - 2,7 - -
5 MS N/2 - 4,5 - 2,7 - -
6 MS N/2 + AC (10%) - 45 - 2,7 - -
7 MS N/2 - 9,0 - 2,7 - -
8 MS N/2 + AC (10%) - 9,0 - 2,7 - -
9 MS N/2 - - 47 27 - -
10 MS N/2 + AC (10%) - - 47 27 - -

3 1 MS/2 4.4 - - 2,7 - -
2 MS/2 4,4 - - 2,7 - -
3 MS/2 - - 46 21 - -
4 MS/2 + AC 1,0 - - - 0,04 -
5 MS/2 1,1 - - - - 75

Abreviaturas: AC — agua de coco; MS — meio completo de MURASHIGE e SKOOG (1962); MS/2 — meio MS com metade
da concentragdo original de sais; MS N/2 — meio MS com metade da concentragdo do nitratos de aménio e potassio;
WPM — meio de cultura de LLOYD e Mc COWN (1980); JADS — meio de cultura de CORREIA (1993).

O delineamento experimental

utilizado nestes experimentos foi

inteiramente

casualizado com 4 repeticbes nos ensaios 1 e 2, e 5 repeticdes no ensaio 3, considerando-

se a placa de Petri como unidade experimental com 10 (ensaio 1) e 5 (ensaio 2 e 3)

explantes cada uma. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de

Duncan a 5% de significancia para a comparag¢ao das meédias dos tratamentos.
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3.2.3.2 Organogénese indireta a partir de explantes foliares (Ensaios 4 a 10).

Previamente ao estabelecimento dos ensaios descritos a seguir, trés clones
micropropagados e subcultivados a cada 20 dias foram selecionados em fungédo da
superioridade na multiplicagao e vigor in vitro, que foram os clones n° 05, 20 e 51. Destes, a
partir de brotagdes multiplas com 15-20 dias de idade foram excisadas folhas e divididos em
dois no sentido transversal, para posterior cultivo com a face abaxial em contato com o meio

de cultura.

3.2.3.2.1 Ensaio 4

Explantes foliares do clone 05 foram cultivados por 30 dias no escuro (Fase 1) e
subcultivados para luz por mais 30 dias (Fase 2), em meio MS com concentragao original de
nitratos de amdnio e potassio reduzida a metade (MS N/2) suplementado com BAP, TDZ,
CIN e ANA, com ou sem AC a 10% (v/v) conforme indicados na Tabela 2.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 5
repeticoes por tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade experimental
com 5 explantes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste

de Duncan a 5% de significancia para a comparagao das médias dos tratamentos.

TABELA 2 — Concentragdes de fitorreguladores e fases de cultura aplicados no experimento
de organogénese indireta a partir de explantes foliares de E. camaldulensis em
meio MS N/2 (meio MS com metade da concentracio de nitratos de amdnio e
potassio, 2% de sacarose e 0,6% de agar).

FASE 1 FASE 2
Tratamento Fitorregulador (uM) Agua de Fitorregulador (uM) Agua de
coco coco
BAP | TDZ | CIN | ANA | (10%) BAP | TDZ | CIN | ANA (10%)
1 4.4 - - 2,7 - 4.4 - - 0,5 -
2 4.4 - - 2,7 sim 4.4 - - 0,5 sim
3 2,2 - - 2,7 - 4.4 - - 0,05 -
4 2,2 - - 2,7 sim 4.4 - - 0,05 sim
5 - 1 - 2,7 - - 1 - 0,5 -
6 - 1 - 2,7 sim - 1 - 0,5 sim
7 - 2 - 2,7 - - 2 - 0,5 -
8 - 2 - 2,7 sim - 2 - 0,5 sim
9 - - 4,7 0,5 - - - 1 0,05 -
10 - - 4,7 0,5 sim - - 1 0,05 sim
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3.2.3.2.2 Ensaio5

Explantes foliares do clone 05 foram cultivados em meio MS modificado (MST) de
acordo com TOURNIER et al. (2003) (MST) suplementado com BAP, TDZ, ANA ou 2,4-D,
com ou sem AC a 10% (v/v) nas concentragdes e condi¢cdes de luminosidade (fase 1 a 4)

especificadas na Tabela 3.

TABELA 3 — Concentragdes de fitorreguladores e fases de cultura aplicados no experimento
de organogénese indireta a partir de explantes foliares de E. camaldulensis em
meio MST (TOURNIER et al., 2003) suplementado com 2% de sacarose e
0,6% de agar.

Tratamento BAP TDZ ANA 2,4-D Agua de coco
(MM) (uM) (MM) (MM) (10%)
Fase 1 — escuro por 5 dias
1 1,0 - - 0,5 -
2 1,0 - - 23 -
3 1,0 - - 45 -
4 2,0 - - 0.5 -
5 2,0 - - 2.3 -
6 2,0 - - 45 ]
Fase 2 — escuro por 10 dias seguido de luz por 15 dias
1a3 - 1,0 0,5 - sim
4a6 - 2,0 0,5 - sim
Fase 3 — luz por 30 dias
1a6 2,0 - 0,5 - sim
Fase 4 — luz por 30 dias
1a6 4,4 - 2,7 ; 3

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 repeticbes por
tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade experimental com 5 explantes
cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Duncan a 5%

de significancia para a comparag¢ao das médias dos tratamentos.

3.2.3.2.3 Ensaio 6

Explantes foliares do clone 05 foram cultivados em meio MS suplementado com ou
sem AC a 10% (v/v), BAP, TDZ, ANA nas concentragdes e condigdes de luminosidade

(fases 1 a 4) especificadas na Tabela 4.
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TABELA 4 — Concentragdes de fitorreguladores e fases de cultura aplicados no experimento
de organogénese indireta a partir de explantes foliares de E. camaldulensis em
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com 2% de sacarose
e 0,6% de agar.

Tratamento (B“'?\‘AP) ZRAZ) ﬁJN“AA) Agua de coco (10%)

Fase 1 — escuro por 20 dias

1 - 1,0 0,5 sim

2 - 2,0 0,5 sim

3 - 3,0 0,5 sim

4 - 1,0 2,7 sim

5 - 2,0 2,7 sim

6 - 3,0 2,7 sim
Fase 2 — sombrite 50% por 10 dias e luz por 23 dias

1 - 1,0 0,27 sim

2 - 2,0 0,27 sim

3 - 3,0 0,27 sim

4 - 1,0 0,27 sim

5 - 2,0 0,27 sim

6 - 3,0 0,27 sim
Fase 3 e 4 — luz até 120 dias

1a6 2,2 - 0,27 -

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 5
repeticoes por tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade experimental
com 10 explantes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste
de Duncan a 5% de significAncia para a comparagdo das médias dos tratamentos. Este

experimento foi repetido duas vezes e a analise realizada pela média das repeticdes.

3.2.3.24 Ensaio7

Explantes foliares do clone 05 foram cultivados em meio B5 (GAMBORG et al.,
1968) suplementado com 100 mg L™ de caseina hidrolisada, 200 mg L™ de glutamina, AC a
10% (v/iv) e BAP, TDZ, ANA ou 2,4-D nas condigbes de luminosidade (fase 1 a 4)
especificadas na Tabela 5.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com 5
repeticdes por tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade experimental
com 10 explantes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste

de Duncan a 5% de significancia para a comparag¢ao das médias dos tratamentos.
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TABELA 5 — Concentragdes de fitorreguladores e fases de cultura aplicados no experimento

de organogénese indireta a partir de explantes foliares de E. camaldulensis em
meio B5 (GAMBORG et al., 1968) suplementado com agua de coco (10%), 2%
de sacarose e 0,6% de agar.

Tratamento BAP TDZ ANA 2,4-D
(HM) (HM) (HM) (MM)
Fase 1 — escuro por 4 dias
1 2,2 - - 0,5
2 2,2 - - 2,3
3 2,2 - - 4,5
4 2,2 - 7,5 -
5 2,2 - 2,7 -
6 - 2,3 2,7 -
7 - 4,5 2,7 -
8 2,2 - - 0,5
9 2,2 - - 2,3
10 2,2 - - 4,5
Fase 2 — escuro por 15 dias e sombrite 50% por 10 dias
1a3 2,2 - 0,5 -
4 2,2 - 7,5 -
5 2,2 - 2,7 -
6 - 2,3 2,7 -
7 - 4,5 2,7 -
8a10 2,2 - 2,7 -
Fase 3 — luz por 30 dias
1a3 2,2 - 0,5 -
4 2,2 - 0,05 -
5 2,2 - 0,5 -
6 - 2,3 0,5 -
7 - 2,3 0,5 -
8a10 2,2 - 27 -
Fase 4 — luz por 30 dias
1a10 2,2 - 0,5 -

3.2.3.2.5 Ensaio 8

Explantes foliares do clone 05 foram seccionados em segmentos apical e basal, e

cultivados em meio MS ou MS N/2 suplementados com 2% de sacarose, 0,6% de agar
(Vetec®), com ou sem AC a 10% (v/v), BAP, TDZ, CIN, ANA, Picloram, 2,4-D, nas condigcbes

de luminosidade (fase de 1 a 3) especificadas na Tabela 6.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema

fatorial, considerando-se como fator 1 os meios de cultura, e como fator 2, os tipos de

explante, com 4 repeticbes por tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade

experimental com 4 explantes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia
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(ANOVA) e teste de Duncan a 5% de significAncia para a comparagdo das médias dos

tratamentos.

TABELA 6 — Concentragdes de fitorreguladores e fases de cultura aplicados no experimento
de organogénese indireta a partir de segmentos apicais e basais de explantes
foliares de E. camaldulensis em meios de cultura MS e MS N/2 (meio MS com
a metade da concentragdo de nitratos de aménio e potassio), suplementados
com 2% de sacarose e 0,6% de agar.

Tratamento BAP TDZ CIN ANA Picloram 2,4-D Agua de
(M) (M) (M) (HM) (MM) (HM) coco (10%)
Fase 1 — escuro por 30 dias
1-MS 2,2 - - - 0,04 - -
2-MS 2,2 - - - 0,04 - sim
3-MS* 1,1(2,2) - - - 0,04 - -
4 -MS - 2,3 - 2,7 - - sim
5-MS - 54 - 2,7 - - sim
6 —MS 2,2 - - 2,7 - - sim
7 —-MS N/2 2,2 - - 27 - - sim
8 — MS N/2 - - 4,7 2,7 - - sim
9-MS - - 4,7 2,7 - - sim
10 - MS - - 4,7 2,7 - - sim
11 -MS - - 2,3 2,7 - - sim
Fase 2 — luz por 30 dias
1-MS 4,4 - - - 0,04 - -
2-MS 4.4 - - - 0,04 - sim
3-MS* 4,4 - - 27 - - -
4 -MS 2,2 - - 2,7 - - sim
5-MS - 5,4 - 2,7 - - sim
6 — MS 2,2 - 2,7 - - sim
7 —MS N/2 2,2 - 2,7 - - sim
8 —MS N/2 - - 4,7 2,7 - - sim
9-MS - - 4,7 2,7 - - sim
10 - MS 4.4 - - 27 - - sim
11 -MS 2,2 - - 2,7 - - sim
Fase 3 — luz por 30 dias
1-MS 4.4 - - - - 0,01 -
2-MS 4,4 - - - - 0,01 -
3-MS* 4.4 - - 2,7 - - -
4 - MS 2,2 - - 2,7 - - -
5-MS 4,4 - - 2,7 - - -
6 —MS 2,2 - - 2,7 - - -
7 —-MS N/2 4,4 - - 27 - - -
8 — MS N/2 - - 4,7 2,7 - - -
9-MS - - 4,7 2,7 - - -
10 - MS 4.4 - - 2,7 - - -
11 -MS 2,2 - - 2,7 - - -

* o tratamento 3 foi mantido a 1,1 yM BAP por 7 dias seguido de 23 dias em 2,2 yM BAP
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3.2.3.2.6 Ensaio9

Explantes foliares do clone 05 foram seccionados em segmentos apical e basal, e
cultivados em meio B5 basico (GAMBORG et al., 1968) com ou sem AC a 10% (v/v), ANA e

TDZ nas condigdes de luminosidade (fase 1 e 2) especificadas na Tabela 7.

TABELA 7 - Concentragdes de TDZ e ANA e fases de cultura aplicados no experimento de
organogénese indireta a partir de segmentos apicais e basais de explantes
foliares de E. camaldulensis em meio basico B5 (GAMBORG et al., 1968)
suplementado com 2% de sacarose e 0,6% de agar.

Tratamento TDZ (uM) ANA (pM) Agua de coco (10%)

Fase 1 — escuro por 30 dias e luz por 30 dias

1 1,1 0,5 sim

2 1,1 2,7 sim

3 2,2 0,5 sim

4 2,2 2,7 sim
Fase 2 — luz por 60 dias

1 1,1 0,5 -

2 1,1 2,7 -

3 2,2 0,5 -

4 2,2 2,7 -

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema
fatorial, considerando-se como fator 1 os meios de cultura, e como fator 2, os segmentos do
explante, com 4 repeticdes por tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade
experimental com 4 explantes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Duncan a 5% de significAncia para a comparagdo das medias dos

tratamentos.
3.2.3.2.7 Ensaio 10
Explantes foliares dos clones 04 e 05 foram cultivados em meio MS modificado

(MST) por acordo com TOURNIER et al. (2003) com ou sem AC a 10% (v/v), BAP, TDZ e

ANA nas condicdes de luminosidade (fase de 1 a 3) especificadas na Tabela 8.
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TABELA 8 — Concentragdes de fitorreguladores e fases de cultura aplicados no experimento
de organogénese indireta a partir de explantes foliares de dois clones de E.

camaldulensis em meio MST (TOURNIER et al., 2003).

Tratamento BAP TDZ ANA Agua de
(MM) (UM) (MM) coco (10%)
Fase 1 — escuro por 30 dias
1 - 1,0 2,7 sim
2 (15 dias)* 2,2 2,7 sim
2 (15 dias)* 1,0 2,7 sim
3 (15 dias)* 1,0 2,7 sim
3 (15 dias)* 4.4 2,7 sim
4 4,4 - 2,7 sim
5 (15 dias)* 4,4 2,7 sim
5 (15 dias)* 1,0 2,7 sim
6 (15 dias)* 4,4 2,7 sim
6 (15 dias)* 1,0 2,7 sim
Fase 2 — luz por 30 dias
1 - 1,0 2,7 -
2 4,4 - 2,7 -
3 4,4 - 0,5 -
4 22 - 2,7 -
5 - 1,0 2,7 -
6 - 0,5 0,5 -
Fase 3 — luz por 30 dias
1 - 1,0 2,7 -
2 4,4 - 2,7 -
3 4,4 - 0,5 -
4 2,2 - 2,7 -
5 - 1,0 2,7 -
6 - 1,0 0,5 -

* tratamentos onde foi realizado subcultivo na fase 1 apoés 15 dias para novo meio de cultura.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em esquema

fatorial, considerando-se como fator 1 os genétipos, e como fator 2, os fitorreguladores, com

4 repeticdes por tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade experimental

com 4 explantes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste

de Duncan ao nivel de 5% de significancia para a comparagédo das médias dos tratamentos
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3.2.4  Multiplicagdo, enraizamento in vitro e aclimatizagdo de brotacdes de E.

camaldulensis

Previamente ao estabelecimento do ensaio de multiplicacdo, dois clones (05 e 20)
micropropagados em meio MS completo suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de agar
(Vetec®) e 1,3 uM de BAP, subcultivados a cada 20 dias foram selecionados em funcéo da
superioridade na multiplicagao e vigor in vitro. Destes foram isolados explantes constituidos
de duas brota¢des cada com aproximadamente 0,5 cm de altura e inoculados verticalmente
em frasco de 200 mL contendo 25 mL de meio de cultura de diferentes composi¢des

conforme os tratamentos:

1 — Meio MS completo + 1,3 uM de BAP
2 — Meio MS completo + 2,2 uM de BAP
3 — Meio B5 completo + 1,3 uM de BAP
4 — Meio B5 completo + 2,2 yM de BAP
5 — Meio MS basico + tiamina 1,0 mg L™ + 2,64 uM de BAP + 0,5 uM de ANA

Todos os meios de cultura foram suplementados com 3% de sacarose e 0,7% de
agar (Vetec®). Ao final de 20 dias foram realizadas avaliacdes e repicagens para nova
subcultura, onde o explante foi isolado como no inicio do ensaio e subcultivado em mesmo
tratamento.

Apos trés subculturas, as brotagdes foram individualizadas e transferidas para
frascos contendo 25 mL de meio MS/2 suplementado com 3% de sacarose, 0,2% de carvao
ativado e 0,7% de agar (Vetec®) para a indugéo ao enraizamento in vitro. Apés 30 dias, os
frascos contendo plantulas enraizadas foram abertos e mantidos em sala de crescimento
por 48 horas visando diminuir a umidade do ar no interior do frasco. Apds a fase de pré-
aclimatizacao, as raizes das plantulas com pelo menos 1,5 cm de altura foram limpas e
transferidas para tubetes com substrato composto de vermiculita e terra (1:1) e mantidas em
casa-de-vegetacdo com nebulizagao intermitente por 5 segundos a cada 15 minutos por 15-
20 dias.

O delineamento experimental utilizado no ensaio de multiplicacdo foi inteiramente
casualizado com 5 repeticbes por tratamento, considerando-se o frasco como unidade
experimental com 4 explantes cada. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Duncan a 5% de significAncia para a comparagdo das medias dos

tratamentos.
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3.2.5 Avaliacao e analise dos dados

Para os experimentos de organogénese, aos 60 dias (ensaios com cotilédones) e
90 ou 120 dias (ensaios com folhas) foram avaliadas as seguintes variaveis: porcentagem
de explantes formando calos com e sem gemas, numero de brotagcdes por calo e
porcentagem de explantes oxidados. Para o ensaio de multiplicagao clonal, foram avaliados
ao final de cada subcultura, o numero de brotagdes e porcentagem de sobrevivéncia de
plantulas aclimatadas. Os resultados foram transformados e analisados conforme detalhado

em cada ensaio.



3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Estudo da eficiéncia da regeneracgao indireta de E. camaldulensis

3.3.1.1 Organogénese indireta a partir de cotilédones

A resposta morfogénica inicial observada nos ensaios com cotilédones foi o
intumescimento dos explantes apos 7-10 dias de cultivo in vitro. Da mesma maneira como
relatado por AZMI et al. (1997), para Eucalyptus globulus, e DIBAX et al. (2005), para E.
camaldulensis, apds o intumescimento, geralmente seguiu-se a formacdo dos calos e
gemas a partir das camadas periféricas das protuberancias proximo as bordas e base do
peciolo, local do corte para o isolamento do explante. Em alguns explantes, a regeneragao
se desenvolveu em pontos com multiplas gemas adventicias proximas umas das outras,

que, devido ao reduzido tamanho nao foram contabilizadas.

3.3.1.1.1 Ensaio 1

Na Tabela 9 estdo apresentados os resultados obtidos quanto a influéncia de
diferentes meios de cultura na organogénese indireta de E. camaldulensis, com diferenca
significativa entre os tratamentos somente para a variavel porcentagem de calos com gemas
onde os meios de cultura MS e WPM (tratamento 1 e 2, respectivamente) foram superiores
ao meio JADS (tratamento 3).

Apesar da andlise estatistica nao ter detectado diferenca significativa nos demais
parametros avaliados, observou-se que quanto maior a morte de explantes devido a
oxidacado, menor foi o numero de brotacbdes regeneradas dentre os tratamentos avaliados.
Este fato pode, em parte, ser explicado pela influéncia que a oxidagdo exerce sobre a
capacidade de regeneracéo do tecido vegetal, visto que este processo pode ocorrer em todo
0 explante ou em regides que contenham células competentes e principalmente nas
extremidades dos explantes, regides observadas como preferenciais para a formacao de

gemas (Figura 2).
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TABELA 9 — Efeito dos meios de cultura MS, WPM e JADS suplementados com 4,4 uM de
BAP e 2,7 uyM de ANA sobre a organogénese indireta de explantes
cotiledonares de E. camaldulensis, aos 60 dias de cultivo.

Meio Calogénese (%) Calo com gema (%) Ne broto calo™ Oxidagao (%)
MS 37,5 ns 57,5 a 48 ns 50 ns
WPM 42,5 ns 55,0 a 42 ns 2,5 ns
JADS 55,0 ns 350 b 35 ns 10,0 ns

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

FIGURA 2 — Aspecto da oxidacao de explantes cotiledonares de E. camaldulensis.

PASQUAL et al. (1997) e ANDERSONE e IEVINSH (2002) explicam que este
processo oxidativo ocorre pela presenca de elevados teores dos micronutrientes cobre e
ferro no meio de cultura que favorecem a liberagdo de algumas enzimas pelos tecidos
lesados, tais como a peroxidase, a polifenoloxidase, a fenolase e a tirosinase. Ao relacionar
esta informagao com os meios de cultura utilizados no presente trabalho, verificou-se que o
meio JADS (Anexo 1) apresenta em sua composi¢ao teores de ferro e cobre superiores aos
demais tratamentos, podendo teste fator ter influenciado a oxidacao obtida (10%).

O aspecto morfolégico da regeneragao em todos os tratamentos foi marcantemente
diferenciado, conforme apresentado na Figura 3, onde se pode observar que o meio JADS
favoreceu a formacao de brotacbes de coloragcdo verde escura com hiperhidricidade e
tamanho reduzido, enquanto que no meio MS as brotacées formadas foram maiores em

relagdo ao WPM.
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FIGURA 3 — Aspectos da resposta organogénica de explantes cotiledonares de E.
camaldulensis a distintos meios de cultura suplementados com 4,4 uM de BAP
e 2,7 yM de ANA, apos 60 dias de cultivo. 1 - Meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), 2 - Meio WPM (LLOYD e Mc COWN, 1980) e 3 - Meio JADS
(CORREIA, 1993). Barra = 1,0 cm.

O carater morfologico das brotagdes formadas em meio JADS com caracteristicas
de hiperhidricidade, ou seja, coloragdo verde escura e aspecto quebradigo e brilhante,
também foi observado por FERNANDO (2005) em regenerantes de Passiflora edulis Sims. f.
flavicarpa via organogénese indireta em meio MS. Tais sintomas podem ser ocasionados
tanto pelas concentragdes dos elementos do meio de cultivo, como pela concentracéo e tipo
de agente geleificante, altas concentragbes de reguladores vegetais, baixa intensidade
luminosa, gendtipo e elevada umidade (DAGUIN e LETOUZE, 1986; GRIBBLE et al., 1996;
BACHETTINI, 2000). O meio de cultura JADS, desenvolvido para E. grandis (CORREIA,
1993), tem na sua composi¢cao menor concentragdo de ions potassio, o que também poderia
ter influenciado os processos metabdlicos da planta, visto sua fungdo predominantemente
osmotica. Também estes ions, por serem altamente translocavel na planta contribuem no
fluxo de outros minerais e na translocagcao de fotossintatos, levando a uma menor taxa de
absorcao de fosfato e na hiperidricidade do tecido regenerado (PASQUALETTO et al., 1988,
RAMAGE e WILLIAMS, 2002).

Além disso, os meios testados apresentam diferencas entre si basicamente pela
elevada concentracao de nitrogénio total e potassio e baixo nivel do fosfato nos meios MS e
JADS e pela baixa concentragao total dos ions no meio WPM. Apesar de que a formulagao
mais apropriada de meio de cultura pode variar dentro de uma mesma espécie, devido as
exigéncias quanto a concentragdo dos sais no meio, segundo GEORGE (1993) e RADICE

(2004) o meio MS é o mais indicado e amplamente utilizado para a indugdo dos processos
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morfogénicos da organogénese indireta de dicotiledéneas, devido a maior concentragdo de
NO; e NH,4 e proporgao entre estas formas de nitrogénio.

De maneira geral, os dados estatisticos aqui apresentados, juntamente com as
observagdes visuais, indicaram a superioridade dos meios MS e WPM na calogénese e
regeneracao da espécie. Neste sentido, nas condi¢gdes desenvolvidas neste experimento, os
meios MS e WPM sao mais indicados para a organogénese indireta a partir de explantes

cotiledonares de E. camaldulensis pela qualidade da regeneracao obtida.

3.3.1.1.2 Ensaio 2

Neste ensaio, de acordo com a analise dos dados, houve diferenca estatistica
significativa na organogénese de explantes cotiledonares de E. camaldulensis pelo teste de

Duncan (p < 0,05), conforme resultados apresentados na Tabela 10.

TABELA 10 — Efeito de diferentes citocininas e da agua de coco em meio MS N/2
suplementado com ANA sobre o desenvolvimento organogénico de
cotilédones de E. camaldulensis, ao final de 60 dias de cultivo.

Tratamento Calogénese Calo com N° brc_>1to Oxidagao
(%) gema (%) calo (%)
1-BAP 4,4 uM + ANA 2,7 uM 30,0 ¢ 70,0 a 4,3 bc 0,0 b
2-BAP 4,4 uM + ANA 2,7 uM + AC 10% 250 c 50,0 a 6,2 a 25,0 ab
3-BAP 22 uM + ANA 2,7 uM 10,0 ¢ 40,0 ab 5,0 ab 50,0 a
4 -BAP 2,2 uM + ANA 2,7 uM + AC 10% 30,0 c 70,0 a 4,1 bc 0,0 b
5-TDZ 4,5 uM + ANA 2,7 uM 100,0 a 00 b 0,0 c 0,0 b
6-TDZ 4,5 uM + ANA 2,7 uM + AC 10% 100,0 a 0,0 b 00 c 0,0 b
7-TDZ 9,0 uM + ANA 2,7 uM 95,0 a 00 b 0,0 c 50 b
8-TDZ 9,0 uM + ANA 2,7 uM + AC 10% 100,0 a 0,0 b 00 c 0,0 b
9-CIN 4,7 uM + ANA 0,5 pM 25,0 bc 50,0 a 4,9 ab 25,0 ab
10 - CIN 4,7 yM + ANA 0,5 uM + AC 10% 65,0 b 35,0 ab 2,8 cd 0,0 b

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05).

O maior numero de brotos por explante cotiledonar ocorreu no tratamento 2 com
4,4 uyM de BAP, 2,7 uM de ANA e 10% agua de cbco (v/v) com valor médio de
6,2 brotos/calo, mas nao diferiu estatisticamente dos tratamentos 3 e 9. Nas condigbes
deste tratamento, a adicdo da agua de coco pode ter favorecido preferencialmente a

producdo de gemas, visto que a agua de coco € considerada excelente fonte de varios
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fatores do crescimento requeridos para induzir a morfogénese em culturas in vitro.
KANTHARAJAH e DODD (1990) também verificaram efeito positivo da suplementacao de
agua de coco em meio MS contendo 8,8 uM de BAP com aumento significativo na producao
de gemas de Passiflora edulis. De acordo com FERREIRA et al. (1998), esse efeito no
crescimento e diferenciagdo em parte é explicado pela presenca de compostos como a
zeatina e zeatinaribosideo e pelo fato de este aditivo ser rico em glicose e frutose, sais
minerais, mioinositol, bem como nucleotideos e outros compostos organicos.

Apesar de elevada produgdo de calos com gemas no tratamento 4 (70%) em
comparagdo com o tratamento 2, a reducdo na concentracdo de BAP para 2,2 yM nao
favoreceu o desenvolvimento das gemas em brotos. Considerando que a formacdo de
brotacdes adventicias € regulada por uma interagdo entre auxinas e citocininas, o balanco
entre estes fitorreguladores pode ter influenciado a diferenciacdo celular e organogénese,
pois segundo PIERIK (1997) altos niveis de BAP sao requeridos nesta fase.

O meio de cultura contendo cinetina a 4,7 uM e 0,5 yM de ANA (tratamento 9) por
sua vez apresentou melhor desempenho na regeneracao, formando 4,9 brotos por calo
quando comparado ao tratamento 10, com mesmas concentracdes destes fitorreguladores e
agua de coco (2,8 brotos/calo). Estas variagbes podem ser exemplificadas em relatos como
de BANDYOPADHYAY e HAMILL (2000) que verificaram que a adicdo de 5-10% de agua
de coco ao meio de cultura (MS) nao favoreceu a formagao de calos e a regeneragao de
gemas em Eucalyptus nitens e E. globulus a partir de hipocétilos e cotilédones. DORNELAS
e VIEIRA (1984) verificaram que o cultivo e regeneracao de cotilédones de Passiflora foram
otimizados com a utilizagdo de agua de coco, enquanto FERNANDO (2005) concluiu que
meios de organogénese de Passiflora edulis Sims. f. flavicarpa pode ou n&o ser
suplementados com agua de coco.

Conforme pode ser observado na Figura 4, as concentragbes de 4,5 e 9,0 uM de
TDZ (tratamentos 5 a 8) apresentaram efeito inibitério sobre a regeneragao a partir de
cotilédones, formando de 95 a 100% de calos. Este comportamento foi atribuido as elevadas
concentragdes de TDZ utilizadas, durante os 60 dias de cultura, pois segundo HUETTEMAN
et al. (1993), o TDZ é uma substancia com grande efeito de citocinina que estimula a
formacao de calos em explantes de espécies lenhosas, especialmente quando utilizada em
concentragao igual ou superior a 1,0 yM, a custa do crescimento dos brotos. Diversos
trabalhos relatam este efeito com diferentes concentragdes de TDZ, como o de GRIBAUDO
e FRONDA (1991) na cultura in vitro de Vitis vinifera e de LE ROUX e VAN STADEN (1991)
para Eucalyptus saligna, E. smithii, E. macarthurii e para o hibrido E. macarthurii x E.

grandis cultivados em meio contendo 0,45 e 0,9 uM de TDZ.
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Os elevados indices de oxidacdo observados nos tratamento 3, 2 e 9 nao

exerceram grande influéncia nas taxas de regeneracao nestes meios de cultura.

FIGURA 4 — Aspecto da organogénese indireta a partir de explantes cotiledonares de
E. camaldulensis em meio MS N/2 (metade da concentracdo de nitratos de
amoOnia e potassio de MS), com citocininas (BAP, TDZ e CIN), ANA e agua de
coco (10%), apds 60 dias de cultura in vitro. Meio com BAP 4,4 uM + ANA 2,7
MM sem AC (1) e com AC (2); BAP 2,2 uM + ANA 2,7 uM sem AC (3) e com
AC (4); TDZ 4,5 pM + ANA 2,7 yM sem AC (5) e com AC (6); TDZ 9,0 uM +
ANA 2,7 yM sem AC (7) e com AC (8); CIN 4,7 uM + ANA 0,5 uM sem AC (9)
e com AC (10). Barra=1cm.

3.3.1.1.3 Ensaio 3

Com excecao da porcentagem de oxidagao, as demais variaveis analisadas neste
experimento apresentaram diferencga significativa a p < 0,05.

Com comportamento similar ao observado para o melhor tratamento 2 do ensaio
anterior, o tratamento contendo 4,4 yM de BAP, 2,7 uM de ANA e 10% de AC apresentou
média de regeneragdo superior aos demais meios de cultura, formando 5,1 brotagcdes em
68% dos calos formados (Tabela 11). BRAVO (2005), avaliando a regeneragao in vitro a
partir de cotilédones de E. camaldulensis, obteve de 2,1 a 2,7 brotos/explante e
porcentagens de regeneracao proximas a 20% em diferentes concentragdes de BAP e ANA.

O mesmo autor atribuiu estes baixos valores de regeneragéo ao fato de serem estes tecidos
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0s mais determinados da plantula, por possuirem um curto periodo de vida e pela fungao de

reserva que cumprem, limitando assim a sua capacidade de regeneragéo.

TABELA 11 — Efeito de combinagdes de fitorreguladores em meio MS/2 (metade da
concentracdo de sais de MS) sobre o desenvolvimento organogénico de
cotilédones de E. camaldulensis, apds 60 dias de cultivo.

Tratamento Calogénese Calo com N° brc_)1to Oxidacéo
(%) gema (%) calo (%)
1-BAP 4,4 uM + ANA 2,7 ypM 60,0 b 36,0 b 30Db 4,0 ns
2-BAP 4,4 uM + ANA 2,7 uM + AC 10% 240 c 68,0 a 51 a 8,0 ns
3-CIN4,6 pM + ANA 2,1 uM 72,0 b 20,0 b 12 ¢ 8,0 ns
4 - BAP 1,0 uM + picloram 0,04 uM 100,0 a 0,0 c 0,0 c 0,0 ns
5-BAP 1,1 uM +2,4-D 7,5 uM 100,0 a 0,0 c 00 c 0,0 ns

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre sipelo teste de Duncan (p < 0,05)

As citocininas estimulam a divisdo celular, sobretudo em combinagdo com uma
auxina, sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada na organogénese in vitro, com
intervalo de concentracdo de 0,44 a 80,0 uM para espécies arbdreas. A eficiéncia de
regeneracao diminui ou aumenta em funcao da espécie envolvida, podendo decrescer com
0 aumento da concentracéo e tempo de exposicao.

SAAFI e BORTHAKUR (2002), testando a organogénese indireta de Leucena
leucocephala na presenca de BAP e 2,4-D observaram a formacgao de calos em hipocétilos,
a morte de segmentos radiculares e tiveram sucesso na regeneragdo de brotagdes
adventicias somente a partir de explantes cotiledonares. De outro lado, RAHIM et al. (2003)
observaram que segmentos nodais de E. camaldulensis em meio MS contendo 2,2 uM de
BAP e 4,5 uM de 2,4-D ou 4,7 uM de CIN, somente formaram calos, mas que a produgao de
brotos foi possivel com o subcultivo destes calos para meio MS contendo 2,2 uM de BAP e
2,8 uM de AIA ou 4,4 uM de BAP e 2,7 uM de ANA. ILAHI e JABEEN (1987), ao contrario,
obtiveram elevada frequéncia de multiplas brotagbes a partir de segmentos nodais de
Eucalyptus tereticornis em meio MS suplementado com 4,4 uM de BAP e 4,7 uM de CIN.

Na presenga de BAP com Picloram ou 2,4-D (Tabela 11, tratamentos 4 e 5) nao
houve regeneragdo de gemas nas concentragbes testadas, indicando que o uso destas
combinagdes nao tem efeito no processo organogénico da espécie a partir de cotilédones
(Figura 5). Segundo GEORGE (1993), as auxinas sao geralmente requeridas no processo

de indugao de calos nos explantes, sendo o 2,4-D frequentemente empregado em niveis
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entre 4,5 e 13 mM na fase de inducéo, além do Picloram. No entanto, a manutengao destes
fitorreguladores por 60 dias no meio de cultivo pode ter apenas promovido a produgao de
calos, indicando a necessidade da transferéncia destes tecidos, aos 30 dias, para meio com
outra auxina ou concentragdo reduzida do mesmo regulador (2,4-D e Picloram), ou até

mesmo sem auxina.

FIGURA 5 — Organogénese a partir de explantes cotiledonares de E. camaldulensis apds 60
dias de cultivo em meio MS/2 suplementado com: 1 - BAP 4,4 yM + ANA
2,7 uM; 2 - BAP 4,4 yM + ANA 2,7 uM + AC 10%; 3 - CIN 4,6 uM + ANA
2,1 uM; 4 - BAP 1,0 uM + picloram 0,04 uyM e 5 - BAP 1,1 uM + 2,4-D 7,5 pM.
Barra =1,0 cm.

Os resultados apresentados por esta e outras pesquisas comentadas
demonstraram diferenga nos potenciais de regeneragdo dos tecidos na presenga de
citocininas e auxinas. PERES (2002) afirma que a presenga de fitorreguladores na cultura
de tecidos é essencial para a morfogénese in vitro por meio da regulacao da interagéo e
balango entre os fitorreguladores exdgenos e horménios naturais da planta. PIERIK (1997),
por sua vez, indica que o modo de interagdo entre auxinas e citocininas é frequentemente
dependente da espécie da planta e do tipo de tecido utilizado na cultura, reforcando ainda
que a escolha dos fitorreguladores constitui a primeira fase a ser abordada para a definigcao
da melhor condic&do para a organogénese indireta de 6rgaos e tecidos vegetais.

A capacidade regenerativa apresentada pelo explante cotiledonar de
E. camaldulensis, entretanto, foi inibida principalmente em presenca das auxinas 2,4-D e

picloram testadas combinadas com CIN e BAP e favorecida pela combinagdo BAP-ANA.



3.3.1.2 Organogénese indireta a partir de explantes foliares

3.3.1.2.1 Ensaio 4
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Conforme apresentado na Tabela 12, a regeneracao a partir do tecido foliar ocorreu

somente nos tratamentos 1, 3, 4 e 6. Os melhores resultados foram obtido nos tratamentos

4, 3 e 6, produzindo 3,0; 4 e 0,8 brotos/calo, respectivamente.

TABELA 12 — Influéncia de fitorreguladores adicionados ao meio de cultura MS N/2 na
capacidade regenerativa de explantes foliares de E. camaldulensis, apés 60

dias de cultivo.

Tratamento Fase e fitorregulador (uM) Calo(%;)/(;e;w ese g:rfac(c‘)’/r:) N;aticr)c_)1to OXi(%Z)QéO
1 oar gf‘; HAWA %8 9,0 ab 10,0 ab 0,5b 0,0 ns
2 1oar g:ig MAW gg TAS 1000 0,0 b 0,0b 0,0 ns
3 oAt gg; MAYA 5(2)133) 800 ab 200 ab 2,4 ab 0,0 ns
4 oaE gg; HAWA Eg:gé;’ffc 800 ab 20,0 ab 30a 0,0 ns
5 3 o2 1)+ ANA 0. 100,0 a 00 b 0,0b 0,0 ns
6 3 D2 1) ANA (08 4 A 650b 350 a 0,8 ab 0,0 ns
7 ;ﬁg%g ;Iﬁm Egg; 100,0 a 0,0 b 0,0b 0,0 ns
8 ; %é g; N ﬁm %Q N 28 100,0 a 00 b 0.0b 0,0 ns
9 Kt ﬁj:;; HAWA Eg:gg) 100,0 a 0,0 b 0,0b 0,0 ns
10 1-CIN §4’7) +ANA(0,5) + AC 100,0 a 0.0 b 0,0b 0,0 ns

2-CIN (4,7) + ANA (0,05) + AC

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre sipelo teste de Duncan (p < 0,05)

Estes resultados demonstram que variagdes na metodologia podem induzir

diferentes respostas do tecido vegetal, visto o comportamento distinto do explante foliar

quando comparado ao cotiledonar cultivado em mesmo meio de cultura, como discutido
anteriormente. ASSAREH e HENNERTY (1998) em estudo com E. camaldulensis, também

verificaram que a calogénese e a morfologia de brotagbes obtidas foi influenciada pela

composigao genética, tipo de explante e composicdo de meios de cultura.
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Nos meios com TDZ, as concentragdes deste fitorregulador e o tempo de aplicagéo
na cultura, podem ter inibido o processo de diferenciagdo e, conseqlientemente, a
determinagédo celular (Figura 6, tratamentos 5, 6, 7, 8, 9 e 10). Segundo GEORGE (1983),
este processo pode resultar no desenvolvimento de estruturas diferentes ao desejado,
como, por exemplo, calos incapazes de regenerar brotagées. Segundo HUETTEMAN e
PREECE (1993), o aumento na concentracdo de TDZ tende a estimular a formagao de calos

a custa de crescimento de brotos.

FIGURA 6 — Tratamentos para a indu¢cdo da calogénese e regeneragdo em explantes
foliares de E. camaldulensis em meio MS N/2, apés 60 dias de cultivo (30
dias para cada subcultivo — fase 1 e 2). Meio sem agua de cbéco (Tratamento
1) e com AC a 10% (Tratamento 2), suplementados na fase 1 com BAP 4,4
MM + ANA 2,7 uM e na fase 2 com BAP 4,4 yM + ANA 0,5 uM; Meio sem
agua de cbco (Tratamento 3) e com AC a 10% (Tratamento 4),
suplementados na fase 1 com BAP 2,2 uM + ANA 2,7 uM e na fase 2 com
BAP 2,2 uM + ANA 0,05 uM; Meio sem agua de cbco (Tratamento 5) e com
AC a 10% (Tratamento 6), suplementados na fase 1 com TDZ 1,0 uM + ANA
2,7 UM e na fase 2 com TDZ 1,0 uM + ANA 0,5 uM; Meio sem agua de coco
(Tratamento 7) e com AC a 10% (Tratamento 8), suplementados na fase 1
com TDZ 2,0 uM + ANA 2,7 uM e na fase 2 com TDZ 2,0 uM + ANA 0,5 uM;
Meio sem agua de coco (Tratamento 9) e com AC a 10% (Tratamento 10),
suplementados na fase 1 com CIN 4,7 yM + ANA 0,5 uM e na fase 2 com CIN
4,7 uM + ANA 0,05 uM. Barra = 1,0 cm.

Segundo LU (1993), em certas espécies o TDZ estimula a divisdo celular e,
consequientemente, o crescimento de calos dependentes de citocininas, e algumas
evidéncias indicam que possa ter atividade auxinica ou estar envolvido no metabolismo de
auxinas. Em clones do hibrido Eucalyptus grandis x E. tereticornis, as concentragdes de

0,45 e 4,5 pM de TDZ foram inibitérias ao processo de multiplicagdo de gemas, favorecendo
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a formagdo de calo e hiperhidricidade (LIMA e GONCALVES, 1998), processo também
verificado neste ensaio (Figura 6), com calos com massa celular nao friavel e vitrificados.
Diferentemente do comportamento apresentado pelo explante cotiledonar no ensaio
2, os meios dos tratamentos 9 e 10 deste ensaio com explante foliar ndo favoreceram a
regeneracgao de brotagdes, formando calos rigidos e escurecidos (Figura 6). Possivelmente,
esta resposta deve-se a combinacao dos fitorreguladores utilizada, pois segundo CALDAS
et al. (1998), a cinetina favorece mais o crescimento de brotos do que a indugcédo de gemas

adventicias.

3.3.1.2.2 Ensaio 5

Os meios de cultura e fases de crescimento utilizados neste experimento foram
adaptados de TOURNIER et al. (2003). Os resultados da Tabela 13 mostram a baixa
regeneracgao obtida em todos os tratamentos, sem diferenca significativa entre os valores.

Nos tratamentos com maiores concentragdes de citocininas e 2,4-D (tratamentos 5
e 6) houve 25 e 15% de oxidagdo, respectivamente. Estes tratamentos se diferenciam dos
demais pela presenca de maior concentracdo de TDZ (2,0 uM) no segundo subcultivo.
Elevados indices de oxidagdo e baixa regeneracdo também foram observados por
RODRIGUES (2000) em discos foliares de Theobroma grandiflorum em meio MS
suplementado com 4,5 uM de TDZ.
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TABELA 13 — Influéncia do meio MS modificado — MST (TOURNIER et al., 2003) e
fitorreguladores na capacidade regenerativa de explantes foliares de
E.camaldulensis, apés 90 dias de cultivo.

Calogénese Calo com N° broto Oxidacéo

Tratamento Fase e fitorregulador (uM) (%) gema (%) calo™! (%)

1-BAP (1) + 2,4-D (0,5)
2-TDZ (1) + ANA (0,5) +AC
3-BAP (2) + ANA (0,5) + AC
4-BAP (4,4) + ANA (2,7)

1-BAP (1) + 2,4-D (2,3)
2-TDZ (1) + ANA (0,5) +AC
3-BAP (2) + ANA (0,5) + AC
4-BAP (4,4) + ANA (2,7)

1-BAP (1) + 2,4-D (4,5)
2-TDZ (1) + ANA (0,5) + AC
3-BAP (2) + ANA (0,5) + AC
4-BAP (4,4) + ANA (2,7)

1-BAP (2) + 2,4-D (0,5)
2-TDZ (1) + ANA (0,5) + AC
3-BAP (2) + ANA (0,5) + AC
4-BAP (4,4) + ANA (2,7)

1-BAP (2) + 2,4-D (2,3)
2-TDZ (2) + ANA (0,5) + AC
3-BAP (2) + ANA (0,5) + AC
4 -BAP (4,4) + ANA (2,7)

1-BAP (2) + 2,4-D (4,5)
2-TDZ (2) + ANA (0,5) + AC
3-BAP (2) + ANA (0,5) + AC
4 -BAP (4,4) + ANA (2,7)

80,0 ns 20,0 ns 0,7 ns 0,0b

80,0 ns 20,0 ns 0,1ns 0,0b

85,0 ns 15,0 ns 0,9 ns 0,0b

75,0 ns 25,0 ns 0,6 ns 0,0b

50,0 ns 25,0 ns 0,9 ns 25,0a

75,0 ns 10,0 ns 0,8 ns 15,0 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre sipelo teste de Duncan (p < 0,05)

3.3.1.2.3 Ensaio 6

Apesar de apresentar 9% de calos regenerando gemas, o meio de cultura contendo
TDZ em concentracbes medianas nas fases iniciais de cultura (tratamento 5) néo
proporcionou uma maior producao de regenerantes (Tabela 14). As médias de brotagbes
formadas nao diferiram significativamente entre si e, como no Ensaio 5, certas
concentracdes e periodos de exposicado aos fitorreguladores podem ter influenciado
negativamente a capacidade organogénica do explante.

A alta intensidade de calos formados (Figura 7) foi resultado do estimulo do TDZ,
visto este fato ocorrer com frequéncia quando usado em concentragdes iguais ou superiores
a 1 uM em explantes lenhosos (HUETTEMAN e PREECE, 1993).
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Calogénese e regeneracado em explantes foliares de E. camaldulensis apds 120
dias de cultivo em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962). 1 - TDZ 1,0 uM +
ANA 0,5 pM + AC (fase 1), TDZ 1,0 uM + ANA 0,27 uM + AC (fase 2) e BAP
2,2 uyM + ANA 0,27 uyM + AC (fase 3); 2 - TDZ 2,0 uM + ANA 0,5 uM + AC (fase
1), TDZ 2,0 uM + ANA 0,27 uM + AC (fase 2) e BAP 2,2 uM + ANA 0,27 M +
AC (fase 3); 3 - TDZ 3,0 uM + ANA 0,5 uM + AC (fase 1), TDZ 3,0 uM + ANA
0,27 uM + AC (fase 2) e BAP 2,2 uM + ANA 0,27 uM + AC; 4 - TDZ 1,0 uM +
ANA 2,7 uM + AC (fase 1), TDZ 1,0 uM + ANA 0,27 pM + AC (fase 2) e BAP
2,2 uM + ANA 0,27 uM + AC (fase 3); 5- TDZ 2,0 uM + ANA 2,7 uM + AC (fase
1), TDZ 2,0 uM + ANA 0,27 uM + AC (fase 2) e BAP 2,2 uM + ANA 0,27 uM +
AC (fase 3); TDZ 3,0 uM + ANA 2,7 uM + AC (fase 1), TDZ 3,0 uM + ANA
0,27 uM + AC (fase 2) e BAP 2,2 uM + ANA 0,27 uM + AC (fase 3). Fase 1 — 20
dias no escuro, fase 2 — 10 dias em sombrite 50% e 23 dias na luz, fase 3 — luz
até 120° dia. Barra = 1,0 cm.

TABELA 14 — Influéncia do meio de cultura MS completo (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e

fitorreguladores na capacidade regenerativa de explantes foliares de E.
camaldulensis, apds 120 dias de cultivo.

Tratamento

Calogénese Calo com N° broto Oxidagéo

Fase e fitorregulador (uM) (%) gema (%) calo™! (%)

1-TDZ (1) + ANA (0,5) + AC

2-TDZ (1) + ANA (0,27) + AC 94,0 ab 2,0 b 0,1 ns 4,0 ns
3-BAP (2,2) + ANA (0,27)

1-TDZ (2) + ANA (0,5) + AC

2-TDZ (2) + ANA (0,27) + AC 97,0 a 3,0 ab 0,2 ns 0,0 ns
3-BAP (2,2) + ANA (0,27)

1-TDZ (3) + ANA (0,5) + AC

2-TDZ (3) + ANA (0,27) + AC 96,0 a 4,0 ab 0,3 ns 0,0 ns
3-BAP (2,2) + ANA (0,27) + AC

1-TDZ (1) + ANA (2,7) + AC

2-TDZ (1) + ANA (0,27) + AC 93,0 ab 5,0 ab 0,3 ns 2,0 ns
3-BAP (2,2) + ANA (0,27)

1-TDZ (2) + ANA (2,7) + AC

2-TDZ (2) + ANA (0,27) + AC 91,0 ab 9,0 a 0,5ns 0,0 ns
3-BAP (2,2) + ANA (0,27)

1-TDZ (3) + ANA (2,7) + AC

2-TDZ (3) + ANA (0,27) + AC 88,0 b 8,0 ab 0,4 ns 4,0 ns
3-BAP (2,2) + ANA (0,27)

Médias seguidas

de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)
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Os resultados apresentados na Tabela 15 demonstraram que, em meio de cultura

B5, os fitorreguladoreses BAP, TDZ, ANA e 2,4-D nas concentragdes testadas, ndo foram

capazes de induzir os mecanismos envolvidos na aquisicdo de competéncia no tecido foliar,

com respostas quase nulas aos estimulos hormonais.

A oxidacao foi superior nos explantes cultivados nos meios que continham a BAP

combinada com ANA, principalmente na fase inicial da organogénese (tratamento 5) e

quando sucessivo ao 2,4-D (tratamento 8). Entretanto, o processo oxidativo nao foi

observado nos tratamentos com ANA a 0,5 yM combinado com BAP (tratamentos 1 e 2) e

com TDZ (tratamentos 6 e 7). Segundo MOK et al. (1987) o TDZ ¢ resistente as oxidases,

sendo estavel e biologicamente ativo em concentragdes menores que as demais citocininas.

TABELA 15 — Influéncia do meio B5 (GAMBORG et al.,, 1968) e fitorreguladores na
capacidade regenerativa de explantes foliares de E. camaldulensis, apos 60

dias de cultivo.

. Calogénese Calo com N° broto Oxidacao
Tratamento Fase e fitorregulador (uM) (%) gema (%) calo™! (%)

1-BAP (2,2) + 2,4-D (0,5)

1 2,34 -BAP (2.2) + ANA (0,5) 100,0 a 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ¢
1-BAP (2,2) + 2,4-D (2,3)

2 2,36 4-BAP (2.2) + ANA (0,5) 100,0 a 0,0 ns 0,0 ns 00 c
1-BAP (2,2) + 2,4-D (4,5)

3 2.3e4-BAP (2.2) + ANA (0,5) 96,0 ab 2,0 ns 0,1 ns 2,0 bc
1e2-BAP (2,2) + ANA (7,5)

4 3-BAP (2,2) + ANA (0,05) 98,0 a 0,0 ns 0,0 ns 2,0 bc
4 - BAP (2,2) + ANA (0,5)
1e2-BAP (2,2) + ANA (2,7)

5 3¢ 4-BAP (2.2) + ANA (0.5) 90,0 bc 0,0 ns 0,0 ns 10,0 ab
1e2-TDZ (2,3) + ANA (2,7)

6 3-TDZ (2,3) + ANA (0,5) 98,0 a 2,0 ns 0,0 ns 00 c
4 - BAP (2,2) + ANA (0,5)
1e2-TDZ (4,5) + ANA (2,7)

7 3-TDZ (2,3) + ANA (0,5) 100,0 a 0,0 ns 0,1 ns 00 c¢
4 - BAP (2,2) + ANA (0,5)
1-BAP (2,2) + 2,4-D (0,5)

8 2 e 3-BAP (2,2) + ANA (2,7) 88,0 c 0,0 ns 0,0 ns 120 a
4 - BAP (2,2) + ANA (0,5)
1-BAP (2,2) + 2,4-D (2,3)

9 2 e 3-BAP (2,2) + ANA (2,7) 96,0 ab 0,0 ns 0,0 ns 4,0 bc
4 - BAP (2,2) + ANA (0,5)
1-BAP (2,2) + 2,4-D (4,5)

10 2 e 3-BAP (2,2) + ANA (2,7) 96,0 ab 0,0 ns 0,0 ns 4,0 bc

4 - BAP (2,2) + ANA (0,5)

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (p < 0,05)
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FIGURA 8 — Organogénese indireta de explantes foliares de E. camaldulensis em meio B5

(GAMBORG et al., 1968) suplementado com: 1 - BAP 2,2 uM + 2,4-D 0,5 uM
(fase 1), BAP 2,2 uM + ANA 0,5 uM (fase 2, 3 e 4); 2 - BAP 2,2 uM + 2,4-D
2,3 uM (fase 1), BAP 2,2 uM + ANA 0,5 uM (fase 2, 3 e 4); 3 - BAP 2,2 uM +
2,4-D 4,5 uM (fase 1), BAP 2,2 uM + ANA 0,5 (fase 2, 3 e 4); 4 - BAP 2,2 uM +
ANA 7,5 uM (fase 1 e 2), BAP 2,2 uM + ANA 0,05 uM (fase 3), BAP 2,2 uM +
ANA 0,5 uM (fase 4); 5 - BAP 2,2 uM + ANA 2,7 uM (fase 1 e 2), BAP 2,2 uM
+ ANA 0,5 uM (fase 3 e 4); 6 - TDZ 2,3 uM + ANA 2,7 uM (fase 1 e 2), TDZ 2,3
MM + ANA 0,5 uM (fase 3), BAP 2,2 uM + ANA 0,5 pM (fase 4); 7 - TDZ 4,5 uM
+ ANA 2,7 uM (fase 1 e 2), TDZ 2,3 uM + ANA 0,5 pM (fase 3), BAP 2,2 uM +
ANA 0,5 uM (fase 4); 8 — BAP 2,2 yM + 2,4-D 0,5 pM (fase 1), BAP 2,2 uM +
ANA 2,7 uM (fase 2 e 3), BAP 2,2 uM + ANA 0,5 uM (fase 4); 9 - BAP 2,2 uM +
2,4-D 2,3 uM (fase 1), BAP 2,2 uM + ANA 2,7 uM (fase 2 e 3), BAP 2,2 uM +
ANA 0,5 uM (fase 4); 10 - BAP 2,2 uM + 2,4-D 4,5 uM, BAP 2,2 uM + ANA 2,7
MM (fase 2 e 3), BAP 2,2 uM + ANA 0,5 pM (fase 4). Fase 1 — 4 dias no escuro,
fase 2 — 15 dias no escuro e sombrite 50% por 10 dias, fase 3 e 4 — luz por 30
dias. Barra=1,0 cm.
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3.3.1.2.5 Ensaio 8

Para as interagdes entre os fatores meio de cultura e segmentos do explante foliar
(Tabela 16) ocorreram diferengas significativas a 5 % de probabilidade pelo teste de Duncan
para as variaveis porcentagem de calos formando gemas e numero de brotos por calo,
sendo que o tratamento 11 foi superior aos demais e o tratamento 8 apresentou maior
porcentagem de explantes oxidados. Entre os dois tipos de segmento foliar, somente a
porcentagem de calos com gemas apresentou diferenga significativa (P < 0,05) entre as
médias obtidas, 3,2% e 6,8% para apice e base, respectivamente. Com relacédo ao efeito
isolado da porcao do explante utilizada, destaca-se o segmento basal da folha que foi mais
responsivo que a parte apical, diferindo significativamente entre si na porcentagem de calos
responsivos.

Os resultados nulos quanto a regeneracao foram obtidos na presenca de BAP
associada ao picloram e ao 2,4-D (tratamentos 2 e 3), e CIN e ANA (tratamento 9). Nos
tratamentos 4 e 5, associacdo entre as citocininas (BAP ou TDZ) e o ANA, os explantes ndo
responderam satisfatoriamente a transferéncia apds 30 dias para meio com TDZ, sendo o
BAP aplicado na fase de indugcdo a competéncia e diferenciagcdo em gemas. O periodo
prolongado nesta condi¢do pode ter levado a falha na determinacao das células dos centros
meristematicos que passaram a desenvolver protuberancias sem regeneragao. Este fato
também foi relatado em pesquisas com diversas espécies de Passiflora onde a presenca do
calo estava associada a baixa ou nenhuma formacédo de gemas (MONTEIRO et al., 2000;
OTAHOLA, 2000; FERNADO, 2005). Segundo GAHAN et al. (2003), a exposicdo em
excesso das células as citocininas leva a morte celular, fato que pode explicar a falha no
desenvolvimento de algumas células ou explantes quando expostos por periodo prolongado
ao BAP ou ao TDZ. Resultado semelhante foi encontrado por CABONI et al. (1999), que
estudaram o efeito da fase de indugéo da regeneracao de apices de brotagcdes de macieira.
Estes autores observaram que prolongar o periodo de permanéncia dos explantes em meio
MS com BAP e ANA por 30 dias nao foi tao eficiente como manter os explantes por 20 dias
neste mesmo meio. Ja CUENCA et al. (2000) obtiveram regeneracao de brotacdes a partir
de segmentos nodais de Fagus sylvatica e de Fagus orientalis, mantendo-os durante 30 dias
em meio de inducao para posterior transferéncia.

Apesar dos resultados para formagao de brotagcdes nao diferirem significativamente
entre si, nos tratamentos com CIN e ANA (tratamentos 8 e 9), ambos tipos de segmentos
apresentaram capacidade morfogenética muito baixa, podendo este resultado ter sido

influenciado pela elevada concentragcao da cinetina aplicada. Entretanto, com a reducao
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desta concentracdo e substituicdo pelo BAP (tratamento 11) observou-se uma resposta
positiva do segmento apical, o qual produziu média de 1,5 brotos por calo, e aumento na
meédia do segmento basal. DONATO et al. (2001) observaram que a interagao entre estes
fitorreguladoreses favoreceu a regeneragdo de brotos de Brassica oleraceae em
concentracdes reduzidas de cinetina, enquanto RAHIM et al. (2003) observaram que
explantes de E. camaldulensis em meio MS com BAP e CIN somente formaram calos, mas
que a producéo de brotos foi possivel com o subcultivo destes calos para meio MS contendo
BAP e ANA ou AlA.



TABELA 16 — Influéncia de combinagdes de fitorreguladores adicionados ao meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e MS N/2 na
capacidade regenerativa de segmentos foliares de E. camaldulensis, apds 90 dias de cultivo.

Calos com gema (%) Ne broto calo™ Oxidacao (%)
Meio Fase e fitorfitorregulador (uM) Segmento foliar Segmento foliar Segmento foliar
- Média - Média Média
Apical Basal Apical Basal Apical Basal

1 - BAP (2,2) + picloram (0,04)
1-MS 2 - BAP (4,4) + picloram (0,04) 0,0b 5,0 ab 25c 0,0b 1,5 ns 0,8ab 0,0ns 0,0 ns 0,0b
3-BAP (4,4) + 2,4-D (0,01)

(
(
(
1 - BAP (2,2) + picloram (0,04)
(
(

2-MS 2 - BAP (4,4) + picloram (0,04) 0,0b 0,0b 0,0c 0,0b 0,0 ns 0,0b 0,0ns 0,0ns 0,0b
3-BAP (4,4) + 2,4-D (0,01)

1-BAP (1,1)(2,2)** + picloram (0,04)

3-MS 2e3-BAP (4,4)+ANA (27) 00b 0,0b 0,0c 0,0b 0,0 ns 0,0b 0,0nns 0,0ns 00b
) 1-TDZ (2,3) + ANA (2,7)
4 -MS 2e3-BAP (22) + ANA (27) 00b 5,0 ab 25c 0,0b 0,1 ns 0,04 b 0,0ns 0,0 ns 00b
1-TDZ (5,4) + ANA (2,7)
5-MS 2-TDZ (5,4) + ANA (2,7) 0,0b 5,0 ab 25c 0,0b 0,4 ns 0,2 ab 0,0ns 0,0 ns 00b
3 -BAP (4,4) + ANA (2,7)
6 - MS 1,2e3-BAP (2,2) + ANA (2,7) 5,0 ab 20,0 a 12,5 ab 0,5b 0,9ns 0,7 ab 5,0ns 0,0ns 2,5ab
_ 1e2-BAP (2,2) + ANA (2,7)
7 - MS N/2 3-BAP (4.4) + ANA (2.7) 5,0ab 10,0 ab 7,5 bc 0,1b 0,4 ns 0,3ab 0,0ns 0,0 ns 00b
8 - MS N/2 1,2e 3-CIN (4,7) + ANA (2,7) 5,0 ab 5,0 ab 5,0 bc 0,2b 0,2ns 0,2b 50ns 50ns 50a
9-MS 1,2e3-CIN (4,7) + ANA (2,7) 0,0 ab 00b 0,0c 0,0b 0,0 ns 0,0b 0,0 ns 0,0 ns 00b
) 1-CIN (4,7) + ANA (2,7)
10 - MS 26 3-BAP (4.4) + ANA (2,7) 5,0ab 10,0 ab 7,5 abc 0,3b 0,6 ns 0,4 ab 0,0ns 0,0 ns 0,0b
) 1-CIN (2,3) + ANA (2,7)
11 -MS 263-BAP (2.2) + ANA (2.7) 15,0 a 15,0 ab 15,0 a 1,5a 0,8 ns 1,1a 0,0 ns 0,0 ns 0,0b
Média 328 6.8 A 02A  04A 09A  04A
segmento

Médias seguidas de mesma letra mindscula, na coluna, e por mesma letra mailscula, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05). Fase 1 — escuro/30
dias, fase 2 e 3 — luz/ 30 dias cada. ** o tratamento 3 foi mantido a 1,1 uM BAP por 7 dias seguido de 23 dias em 2,2 yM BAP.
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3.3.1.2.6 Ensaio9

Os resultados nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas quando
avaliados isoladamente para todos os parametros, assim como as médias das interacdes
(Tabela 17).

TABELA 17 — Influéncia de fitorreguladores adicionados ao meio B5 (GAMBORG et al.,
1968) na capacidade regenerativa de segmentos foliares de E.
camaldulensis, ao final de 120 dias de cultivo.

Calo com gema (%) Ne broto calo™ Oxidacao (%)
Tratamento Segmento foliar Segmento foliar Segmento foliar
Média Média Média
Apical Basal Apical Basal Apical Basal
1 0,0 ns 10,0 ns 5,0ns 0,0 ns 1,2 ns 0,7 ns 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
2 0,0 ns 15,0 ns 7,5ns 0,0 ns 1,0 ns 0,5ns 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
3 0,0 ns 0,0ns 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns 0,0ns 0,0 ns 0,0 ns
4 0,0 ns 5,0 ns 2,5ns 0,0 ns 0,4 ns 0,2ns 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
Média
Segmento” 0,0B 75A 0,0B 0,7A 0,0NS 0,0NS

Médias seguidas de mesma letra minuscula, na coluna, e por mesma letra maiuscula, na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05), onde: 1 - TDZ 1,1 yM + ANA 0,5 uM (fase 1 com agua de coco e fase 2 sem agua de
coco); 2 - TDZ 1,1 uM + ANA 2,7 uM (fase 1 com agua de coco e fase 2 sem agua de coco); 3 - TDZ 2,2 yM + ANA 0,5 uM
(fase 1 com agua de coco e fase 2 sem agua de coco); 4 - TDZ 2,2 uM + ANA 2,7 uM (fase 1 com agua de coco e fase 2 sem
agua de coco). Fase 1 — escuro/30 dias e luz/30 dias, fase 2 - luz/60 dias com subcultivo aos 30 dias para mesmo meio.

Comparando-se o comportamento do segmento basal da folha com o da parte
apical, observa-se que s6 na porgao basal houve regeneracio, apresentando média de 0,7
brotacdes por calo, sem diferenga estatistica entre os 4 tratamentos. Este fato também foi
relatado por HERVE et al. (2001), que observaram que na parte proximal ao peciolo de
folnas de E. gunnii formaram-se protuberancias densamente que regeneraram gemas,

regides estas associadas a feixes vasculares com maior competéncia a divisao celular.

3.3.1.2.7 Ensaio 10

As interacbes entre meios de cultura e gendtipos influenciaram as respostas
morfogénicas obtidas, diferindo significativamente entre si para todas as variaveis avaliadas,

com excegao da porcentagem de oxidagao (Tabela 18).
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O clone 05 apresentou as maiores frequéncias de regeneragéo no tratamento 3
com 40% dos calos formando gemas e o numero médio de brotos adventicios igual a 1,8. A
indugdo em TDZ seguida de transferéncia para concentragdo crescente de BAP para as
fases de 15 e 30 dias (tratamento 2) produziu 1,0 broto/calo para o mesmo clone. O clone
04 induziu um numero de brotagdes/calo menor, 0,6 e 0,3, para tratamentos 3 e 4
respectivamente.

Quando o TDZ foi combinado com ANA (tratamento 1) por 15 dias em meio indutor
seguido de BAP (15 dias) associado ao ANA (tratamentos 5 e 6), ndo houve regeneragao de

brotos em nenhum dos clones testados.

TABELA 18 — Efeito do gendtipo e fitorreguladores na capacidade regenerativa de explantes
foliares de E. camaldulensis, apdos 90 dias de cultivo em meio MST
(TOURNIER et al., 2003).

Calo com gema (%) N° broto calo™ Oxidagéao (%)
Tratamento Clone Clone Clone
Média Média Média
04 05 04 05 04 05
1 0,0 ns 0,0b 0,0b 0,0 ns 0,0c 0,0b 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
2 0,0 ns 25,0 ab 12,5b 0,0ns 1,0 ab 0,5b 0,0ns 0,0 ns 0,0 ns
3 15,0 ns 40,0 a 275a 0,6 ns 1,8a 1,2a 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
4 50ns 150b 10,0 b 0,3 ns 0,2 bc 0,2b 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
5 0,0 ns 0,0b 0,0b 0,0 ns 0,0c 0,0b 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
6 0,0 ns 0,0b 0,0b 0,0 ns 0,0c 0,0b 0,0 ns 0,0 ns 0,0 ns
Média clone 3,3B 13,3A 0,1B 05A 0,0NS 0,0NS

Médias seguidas de mesma letra mindscula, na coluna, e por mesma letra maiuscula, na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05), onde 1-TDZ 1,0 uyM + ANA 2,7 uM (fase 1), TDZ 1,0 yM + ANA 2,7 uM (fase 2 e 3);
2 -BAP 2,2 yM (TDZ 1,0) + ANA 2,7 uM (fase 1, tratamento com 15 dias em BAP e 15 dias em TDZ), BAP 4,4 upM + ANA 2,7
UM (fase 2 e 3); 3 - TDZ 1,0 uM (BAP 4,4) + ANA 2,7 uM (fase 1, tratamento com 15 dias em TDZ e 15 dias em BAP), BAP
4,4 uM + ANA 0,5 uM (fase 2 e 3); 4 - BAP 4,4 uM + ANA 0,5 uM (fase 1), BAP 2,2 uM + ANA 2,7 uM (fase 2 e 3); 5 - BAP 4,4
UM (TDZ 1,0) + ANA 2,7 uM M (fase 1, tratamento com 15 dias em BAP e 15 dias em TDZ), TDZ 1,0 uM + ANA 2,7 uM (fase 2
e 3); 6 - BAP 4,4 uM (TDZ 1,0) + ANA 2,7 yM M (fase 1, tratamento com 15 dias em BAP e 15 dias em TDZ), TDZ 1,0 upM +
ANA 0,5 uM (fase 2 e 3). Fase 1 - escuro/30 dias, fase 2 e 3 — luz/30 dias cada.

O resultado negativo apresentado pelo clone 04, que nao desenvolveu gemas na
maioria dos tratamentos e o resultado do clone 05 na presenca da combinagdo do TDZ e
BAP com ANA, com maiores médias de regeneragio, demonstra claramente a influéncia do
gendtipo na regeneracao in vitro do E. camaldulensis. Esta influéncia também foi observada
por BENNETT e McCOMB (1982) em E. marginata e por LAINE e DAVID (1994) em E.
grandis. SERRANO (2005) comenta, no caso de espécies de Prunus, que a medida que
aumenta a taxa de regeneragao, observa-se uma diminuigao da variabilidade dependente do

genotipo. Na cultura in vitro de Eucalyptus, a grande variacdo genotipica em resposta aos
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meios de cultura constitui elemento essencial para o processo morfogenético, sendo a

interagao entre os fitorreguladores e as células vegetais bastante complexa.

3.3.2. Ensaio de multiplicagdo, enraizamento in vitro e aclimatizacdo de brotacdes de

E. camaldulensis

Durante estudos preliminares a este experimento, observou-se a formacao de calos
nas folhas de brotagdes individualizadas provenientes de clones estabelecidos in vitro de E.
camaldulensis (Figura 9). Este comportamento foi associado a dois aspectos da
manipulagdo do explante nas subculturas, que possivelmente seriam os causadores desta
anomalia. A formagdo dos calos ocorreu geralmente em determinados clones que
permaneciam por periodos superiores a 30 dias em mesmo meio de cultura, apés a

subdivisdo de tufos em brotagbes individualizadas.

FIGURA 9 — Aspecto da formagcdo de calos nas folhas em brotagdes in vitro de
E. camaldulensis.

GRATTAPAGLIA e MACHADO (1998) atribuem o aparecimento destes calos em E.
gunnii ao fato desta espécie ser intolerante a dilatacao do prazo de subcultivo superiores
aos convencionais de 20 dias. Também GASPAR et al. (2002) associam o aparecimento de

calos em culturas in vitro a existéncia de estresse a nivel celular, seja pela umidade no
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ambiente, assim como também a resposta as mudancgas no metabolismo e desenvolvimento
da cultura. Neste sentido, para evitar a formagao destas estruturas nas folhas, optou-se pela
utilizacdo de explantes compostos de dois brotos para o estabelecimento deste ensaio € a
realizacao de subcultivos a cada 20 dias.

Dentre os fatores avaliados para a multiplicagao in vitro do E. camaldulensis,
verificou-se que todos apresentaram diferenca estatistica significativa (Tabela 19).
Percebeu-se que a multiplicagdo de brotagdes de E. camaldulensis varia muito mais com o

meio de cultura do que em fungao dos subcultivos e gendtipos (Figura 10).

TABELA 19 - Efeito de meios de cultura e fitorreguladores na multiplicagéo in vitro de dois
gendtipos de E. camaldulensis apos trés subcultivos de 20 dias cada.

Broto explante'1 (subcultivo) N° broto Broto
Tratamento 1° subcultivo 2° subcultivo 3° subcultivo explante™ (clone) explante™
(tratamento)
05 20 05 20 05 20 05 20
1 11,3 9,0 10,3 9,2 59 6,7 92b 83ab 8,7b
2 4.9 9,7 13,3 8,4 5,5 94 72b 9,2a 85b
3 8,8 8,5 12,3 6,8 4,0 5,8 840D 71b 7,7b
4 4.4 7,8 9,6 6,5 8,0 6,2 7,3b 6,8b 71b
5 8,5 11,2 18,0 10,4 16,2 6,9 143a 9,7a 12,0 a
froocacl  76B 94A  127A 82B 79A 70B 94A 828
1
‘3;‘1}3‘;:;;2) 858 10,5 A 758

Médias seguidas de mesma letra mindscula, na coluna, e por mesma letra maiuscula, na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05), onde tratamento: 1 - Meio MS + BAP 1,3 uM; 2 - Meio MS + BAP 2,2 uM; 3 - Meio B5
+ BAP 1,3 uM; 4 - Meio B5 + BAP 2,2 yM; 5 - Meio MS mod + BAP 2,64 uM + ANA 0,5 uM.

Quanto a interacdo clone x subcultivo, os resultados demonstram diferenca
significativa com média de brotos por calo maior no segundo subcultivo (10,5), sendo
também para este subcultivo a maior taxa média de multiplicagao do clone 05 (12,7 brotos),
enquanto o clone 20 obteve média superior no primeiro subcultivo (9,4 brotos).

De modo geral, todos os meios de cultura e fitorreguladoreses aplicados
promoveram um aumento do numero de brotagcbes nos trés subcultivos. Levando-se em
consideracdo o meio de cultura, pode-se observar que o meio MS modificado apresentou
maior média tanto para o clone 05 (14,3 brotos) como para o clone 20 (9,7). O meio MS
modificado apresenta na sua composi¢cdo concentragao de tiamina dez vezes superior a do

meio MS e inferior a do meio B5 e também contém BAP e ANA.
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A tiamina, na forma de tiamina-pirofosfato, € um co-fator essencial para reacodes
criticas da respiragcao aerébica, da fotossintese e da biosintese de alguns aminoacidos e
terpendides em plantas (GEORGE, 1993). CORTINA e CULIANEZ-MACIA (2004)
verificaram que o aumento da tiamina em quatro vezes a concentragao normal em meio MS
favoreceu a diferenciagdo de gemas em explantes de Lycopersicum esculentum. CALDAS
et al. (1998) reforcam que, embora tenha se verificado que as vitaminas desempenham
fungdes essenciais na planta, o efeito benéfico da inclusdo de determinada vitamina no meio
nutritivo dependera, em grande parte, da capacidade de biossintese de cada um dos tecidos
ou érgéos cultivados.

Segundo PASQUAL et al. (1997), o melhor crescimento de células e tecidos de
plantas em meio MS é, sem dulvida, em grande parte devido a alta concentragcido de amoénia
e nitrato. Na Figura 10 é mostrado o aspecto de crescimento e qualidade das brotagdes nos

cinco tratamentos, onde é evidente a superioridade do meio de cultura MS.

FIGURA 10 — Aspecto de proliferacao de brotacbes do clone 05 de E.
camaldulensis apés 90 dias. Tratamento 1 - Meio MS + BAP
1,3 yM; Tratamento 2 - Meio MS + BAP 2,2 uM; Tratamento
3 - Meio B5 + BAP 1,3 uM; Tratamento 4 - Meio B5 + BAP 2,2
MM; Tratamento 5 - Meio MS mod + BAP 2,64 uM + ANA 0,5
MM. Barra = 1,0 cm.

A presencga de ANA no meio de multiplicacdo parece também ter contribuido para
aumentar a eficiéncia do tratamento 5 (Tabela 19) sobre a multiplicagdo do clone in vitro.
GRATTAPAGLIA e MACHADO (1998) comentam que a auxina em meio de multiplicagdo

pode anular o efeito inibitdério que as citocininas podem ter sobre 0 alongamento das células
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dos brotos, e que, em diversos clones de Eucalyptus, as partes aéreas se alongaram com a
adicdo de AIA e AIB. Este alongamento por sua vez, pode facilitar a individualizagdo de
brotacbes produzidas neste processo.

Além da possivel interagcao entre a tiamina e a citocinina, comentada por GEORGE
(1993), o BAP ¢ a citocinina com resposta mais eficaz no favorecimento da multiplicacéo de
parte aérea e indugdo de gemas adventicias utilizada nos sistemas de micropropagacéo.
Porém, algumas vezes, como no presente trabalho, esta citocinina apresenta
comportamento diferenciado dependendo do meio de cultura utilizado. MURASHIGE e
SKOOG (1962), quando publicaram a formulagcdo do meio MS, chamaram a atengao para a
interacao entre os sais inorganicos e os fitorreguladores no meio de cultura. Esta interagéo
pode em parte explicar as diferengas encontradas na taxa de multiplicacdo, além da
diferenca observada entre os clones utilizados. REISCH (1986) concluiu que a taxa de
multiplicacédo de Vitis € controlada, em parte, pela interagao entre o gendtipo e a citocinina.

A emissao de raizes foi observada a partir do 10° dia de cultura, sendo que no 30°
dia as plantulas apresentaram raizes alongadas com 2,0 a 4,0 cm, além de pequenas raizes
secundarias. A metodologia utilizada neste ensaio para as plantulas obtidas de E.
camaldulensis foi eficiente com sobrevivéncia de 87% das mudas ao final de 20 dias de

aclimatizagéo (Figura 11).

FIGURA 11 — Aspecto de mudas em casa-de-vegetacao 20 dias apds aclimatagao.
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3.3.3 Resumo dos resultados dos ensaios de organogénese e multiplicagdo de

E. camaldulensis

Dentre os resultados observados nos ensaios realizados no presente trabalho
(Tabela 20), o procedimento mais adequado para a regeneragao in vitro de brotagdes de
Eucalyptus camaldulensis via organogénese indireta foi: utilizacdo de explantes
cotilédonares obtidos de plantulas germinadas in vitro com 10-12 dias de idade e cultivados
em meio MS N/2 + 2% de sacarose + 0,6% de agar + dgua de coco a 10% (v/v) + 4,4 uM de
BAP + 2,7 uM de ANA por 30 dias em ambiente escuro de sala de crescimento, seguido de
subcultivo em novo meio de mesma composi¢ao por outros 30 dias em fotoperiodo de 16 h
e densidade de fluxo de fétons de 30 pmol m? s, a uma temperatura de 25°C + 2°C. O
explante foliar apresentou resposta organogénica inferior, com melhor resultado observado
em meio MS N/2 + 2% sacarose + 0,6% de agar + agua de coco a 10% (v/v) + 2,2 uM de
BAP + 2,7 uM de ANA por 30 dias em ambiente escuro de sala de crescimento, seguido de
subcultivo para novo meio por outros 30 dias em fotoperiodo de 16 h e densidade de fluxo
de fétons de 30 umol m? s™', a uma temperatura de 25°C + 2°C.

Para a multiplicagcado das brotagbes regeneradas, mostrou-se mais eficiente o cultivo
de brotagdes em meio MS + 2,64 uM de BAP + 0,5 uM de ANA + 3% de sacarose + 0,7% de
agar + 1,0 mg L de tiamina + 0,5 mg L™ de piridoxina + 0,5 mg L™ de &cido nicotinico e
mantidas por 20 dias em ambiente de fotoperiodo de 16 h em sala de crescimento e
densidade de fluxo de fétons de 30 ymol m? s™, a uma temperatura de 25°C + 2°C.

O enraizamento in vitro foi eficiente, assim como a aclimatizagdo, com 87% de
sobrevivéncia de plantulas de acordo com os seguintes passos: 1° - plantulas
individualizadas com pelo menos 1,5 cm de altura foram cultivadas por 30 dias em meio MS
com metade da concentracéo original de sais + 3% de sacarose + 0,7% de agar + 0,2% de
carvao ativado; 2° - abertura do frasco por 48 horas em sala de crescimento (pré-
aclimatizagao); 3° - retirada e limpeza das raizes das plantulas enraizadas; 4° - plantio em
tubetes com substrato composto de vermiculita e terra (1:1) e mantidas em casa-de-
vegetacdo com irrigacao intermitente por 5 segundos a cada 15 minutos por 15-20 dias; 5° -

transferéncia para ambiente de casa-de-vegetacdo com irrigagao diaria.
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TABELA 20 — Resumo do comportamento de E. camaldulensis nos diferentes ensaios de
organogénese e multiplicacdo in vitro.

Ensaio Explante Meio de cultura e fitorregulador Resposta
brotagdes maiores e bem formadas
s BAP e ANA em MS e WPM (média de 4,8 e 4,2 brotos/calo)
1 cotilédone brotagdes pequenas e com
BAP e ANA em JADS hiperhidricidade (média de 3,5
2 cotilédone MS N/2 com agua de coco, BAP e brotagdes maiores e bem formadas
ANA (média de 6,2 brotos/calo)
3 cotilédone MS/2 com agua de coco, BAP e ANA ?r;%tgigaog: 21 ?Ig:gtsoz /gslrg)formadas
4 folha MS N/2 com agua de coco, BAP e brotagcdes maiores e bem formadas
ANA (médias inferiores a 1,0 broto/calo)
5 folha MST com BAP, TDZ, ANA, 2,4-D e baixos indices de regeneracéo
AC (médias inferiores a 1,0 broto/calo)
6 folha MS com BAP, TDZ, ANA e AC baixos indices de regeneragao
(médias inferiores a 1,0 broto/calo)
baixos indices de regeneragéo
7 folha B5 com BAP, TDZ, ANA, 2,4-D e AC (médias entre 0-0,1broto/calo)
bai ndices d =
o segmento  MSeMSN/2com BAP, CIN, TDZ, et 0740 05 brotoc/enle para |
folha ANA, 2,4-D, TDZ e AC segmento basal e apical da folha,
baixos indices de regeneragdo com
9 SG?ThentO B5 com TDZ, ANA e AC médias 0,0 e 0,7 brotos/calo para
olha segmento basal e apical da folha,
10 folha (clones) MST com BAP, TDZ, ANA e AC g‘g'gfgtgf;:fgﬁgf;agﬁgecgg média
C brotagdes MS, B5 e MS modificado com BAP e = média de regeneracédo de 12,0
Multiplicagao

multiplas

ANA

brotos/explante em meio MS




3.4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nas condi¢gdes experimentais estabelecidas
neste trabalho, pode-se concluir que:

- Os explantes de Eucalyptus camaldulensis avaliados responderam de maneira
diferente quanto a capacidade regenerativa, sendo a regeneragao do explante cotiledonar
superior ao foliar;

- Foi verificada grande influéncia do meio de cultura, tipo e concentragao de
fitorreguladores na organogénese indireta de explantes cotiledonares e foliares;

- Entre as variaveis testadas verificou-se que a composicdo dos meios de cultura
afetou a organogénese indireta;

- Foi verificada diferenga na resposta entre porgdes foliares (apical e basal) e entre
clones na regeneracao de brotagdes adventicias;

- A taxa de multiplicacdo de brotagdes em meio MS com associagcao de BAP, ANA
e tiamina foi superior as taxas obtidas nos demais meios testados;

- A metodologia de enraizamento in vitro e aclimatizacado aplicada as plantulas
obtidas apresentou resultados satisfatérios dentro do processo de otimizacdo da

organogénese indireta de E. camaldulensis.
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4  UTILIZACAO DE ANTIBIOTICO E AGENTE SELETIVO NA TRANSFORMACAO
GENETICA DE Eucalyptus camaldulensis

RESUMO

A transformacgédo de espécies do género Eucalyptus ainda é considerada bastante dificil,
pois além da baixa capacidade de regeneracdo, estas espécies apresentam muitas
variacbes quanto a resposta ao sistema de selecdo dos transformantes adotado para cada
espécie. Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivos estabelecer a dose letal
minima do agente seletivo canamicina (Km) e determinar o tipo e a concentragédo de
antibiéticos adequados para a eliminagdo de Agrobacterium tumefaciens de explantes
cotiledonares de E. camaldulensis inoculados, sem interferir com o potencial regenerativo do
explante. A influéncia do agente seletivo foi estudada pela cultura de explantes
cotiledonares nao transformados em meio de cultura MS N/2 (com a metade da
concentracao de nitratos de aménio e potassio do meio MS) suplementado com BAP (4,4
uM), ANA (2,2 uM) e antibiético canamicina nas concentracdes de 0, 3,6,9e 12mgL". A
canamicina foi adequada para a selecdo de células transformadas na concentragao de 9
mg.L 1 por bloquear o crescimento de células nao transformadas em explantes cotiledonares
de E. camaldulensis. Para a avaliacdo da eficiéncia dos antibidticos cefotaxima e
Augmentina® (amoxicilina/clavulonato de potassio), cotilédones infectados com a cepa
desarmada de A. tumefaciens C58C1 foram cultivados em meio MS N/2 adicionado de BAP
(4,4 uM), ANA (2,2 uM), canamicina (9 mg L"), 2% de sacarose e 0,6% de agar. Foram
testadas combinacdes de diferentes concentragdes (0, 100, 125, 150, 200, 250, 300 e 500
mg.L") de e tempos de exposicdo (10, 15, 20, 30 e 60 dias) dos explantes apds a co-
cultura. Os resultados variaram de acordo com as concentragdes e o tempo de exposicéo
aos antibidticos. Para a completa eliminacdo da Agrobacterium, verificou-se a necessidade
da inclusao dos antibiéticos durante todo o periodo do cultivo in vitro (60 dias). Além disso, a
maior média de brotos regenerados por explante (5,4) foi observada na presenga de 300
mg.L" de Augmentina® por 15 dias, seguido por 150 mg.L™" até o 30° dia, e 100 mg.L™" até o
final da cultura.

Palavras-chave: morfogénese, canamicina, Augmentina, cefotaxima, planta transgénica,

Agrobacterium tumefaciens, eucalipto.



4 USE OF ANTIBIOTIC AND SELECTIVE AGENT IN THE GENETIC
TRANSFORMATION OF Eucalyptus camaldulensis

ABSTRACT

The transformation of Eucalyptus species is still quite difficult, due to their low regeneration
capacity and to the fact that these species present a lot of variations in the response to the
selection system adopted. In this context, the objectives of the present work were to
determine the type and the concentration of appropriate antibiotics for the elimination of
Agrobacterium tumefaciens in inoculated E. camaldulensis cotyledonary explants, without
interfering with their regenerative potential. The influence of the selective agent was studied
through culture of not transformed explants in the MS N/2 medium (with half-strength
ammonium and potassium nitrates) supplemented with BAP (4,4 uM), ANA (2,2 uM)
supplemented with antibiotic kanamycin (Km) in the concentrations of 0, 3, 6, 9 and
12 mg L. The results showed that this antibiotic is suitable for the selection of transformed
cells in a concentration of 9 mg L™ as it inhibits the growth of not transformed cotyledonary
explants. In order to test the efficiency of the antibiotics cefotaxime or Augmentin®
(amoxicillin/clavulonate potassium), cotyledons infected with the disarmed strain of A.
tumefaciens C58C1 were cultivated in MS N/2 medium supplemented with BAP (4,4 uM),
ANA (2,2 uM), Km (9 mg L"), 2% sucrose and 0,6% agar. Several combinations of
concentrations of cefotaxime or Augmentin® (0, 100, 125, 150, 200, 250, 300 and
500 mg L") and times of exposition of the explants (10, 15, 20, 30 and 60 days) after the co-
culture were tested. The results varied according to the concentrations and the time of
exposition to the antibiotics. For the complete elimination of Agrobacterium, the necessity of
the inclusion of the antibiotics during the whole period of the in vitro cultivation (60 days) was
verified. Moreover the highest average number of regenerated shoots by explant (5,4) was
observed in the presence of 300 mg L™ Augmentin® for 15 days, followed by 150 mg L™ until
the 30th day and 100 mg L™ until the end of the culture.

Key-words: Morphogenesis, kanamycin, Augmentin, cefotaxime, transgenic plant,

Agrobacterium tumefaciens, eucalypt.



4.1 INTRODUCAO

Os antibioticos utilizados regularmente na transformagdo genética de plantas
podem exercer duas funcgdes distintas. A primeira delas diz respeito ao sistema de selegéo
dos transformantes. A segunda fungdo esta relacionada a supressdo ou eliminagao da
Agrobacterium tumefaciens da cultura in vitro apos o periodo de co-cultura necessario para
que ocorra a transferéncia do T-DNA contendo o transgene de interesse para o tecido
hospedeiro.

Segundo BRASILEIRO e LACORTE (1998), o principio da transformacao genética
com uma linhagem desarmada de A. tumefaciens esta baseado na sele¢gao de uma ou mais
células transformadas e na sua regeneracdo em planta transgénica. Para tal, a seqiéncia
génica inserida no genoma da planta devera conter um gene de selecdo que impecga a
regeneracdo daquelas ceélulas nao transformadas, pois uma vez ocorrido o evento de
transformacgéo, nem todas as células do tecido foram infectadas e, portanto, nem todas as
gemas regeneradas seriam transformadas.

De acordo com POTRYKUS e SPANGENBERG (1995), os principais fatores a
serem considerados na escolha de um determinado gene marcador seletivo sédo: a) a
expressao do mesmo nao deve interferir no metabolismo normal das células transformadas;
b) seu produto deve proteger de modo efetivo as células transformadas, das propriedades
inibitérias de crescimento do agente seletivo, além de ter boa difusdo nos tecidos, de forma
a permitir uma distingdo fenotipica clara entre as células transformadas e as nao
transformadas, c) a exposi¢cao do explante transgénico ao agente seletivo, ndo deve afetar
seu subseqliente crescimento e regeneragao em plantas inteiras e férteis.

A concentragdo do agente seletivo, no entanto, pode tanto afetar severamente as
células nao transformadas como as transformadas, assim como possibilitar o aparecimento
de escapes, ou seja, plantas nao transformadas que, apesar de ndo expressarem o gene de
selecdo, conseguem regenerar na presengca do antibidtico seletivo (BRASILEIRO e
LACORTE, 1998). Segundo GONZALEZ (2002), no eucalipto, a existéncia de variabilidade
genética para tolerancia/resisténcia a determinados antibiéticos, possibilita a ocorréncia de
escapes, assim como respostas morfogénicas distintas aos antibiéticos incorporados ao
meio de cultura, interferindo com a organogénese in vitro da espécie.

Dentre os genes de selecdo, a neomicina fosfotransferase (nptll) é o mais utilizado
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como marcador de selegao in vitro na transformacao de plantas, sendo responsavel pela
producdo da enzima neomicina fosfotransferase Il ou NPTIl (EC 2.7.1.95) que inativa
diferentes antibidticos do grupo dos aminoglicosilados, como as canamicinas A, B e C,
geneticina, neomicina, entre outros (BRASILEIRO e DUSI, 1999). Nas células das
plantas, estes antibidticos em concentracbes adequadas, quando em contato com o tecido
vegetal, atuam na sintese de proteinas em mitocondrias e cloroplastos, reduzindo a sintese
de clorofila e inibindo o crescimento de células nao transformadas (BRASILEIRO e
ARAGAO, 2001). Assim, as plantas transgénicas que sintetizam a enzima NPTIl podem
tolerar dosagens dos antibidticos aminoglicosilados (substratos) que, em plantas nao
transformadas, sdo letais (BENVENISTE e DAVIES, 1973; BRASILEIRO e LACORTE,
1998).

Apods o periodo de contato entre a célula e a suspenséao bacteriana, as células de A.
tumefaciens s&o indesejaveis na cultura, devendo ser eliminadas pela suplementacdo ao
meio de regeneracdo de antibidticos bactericidas, que apresentem boa capacidade
antimicrobiana em baixa concentracdo, além de toxicidade seletiva, sendo toxico para as
bactérias e ndo para as células do tecido. Os principais antibidticos utilizados séao
representados principalmente pela cefotaxima, carbenicilina, vancomicina, Augmentina®,
tetraciclina, rifampicina, ampicilina, moxalactam e timentina com concentragbes que variam
de 200 a 1000 mg L™ (POLLOCK et al., 1983; SHACKELFORD e CHLAN, 1996), que atuam
inibindo a ultima etapa da sintese da parede celular bacteriana.

O amplo intervalo entre as concentragdes utilizadas demonstra o comportamento
distinto apresentado pelos antibiéticos bactericidas no controle das bactérias em culturas
vegetais in vitro, podendo exercer um carater fitotoxico e deletério, reduzindo a eficiéncia da
transformacdo de diversas espécies ou até favorecendo a regeneracdo de plantas
transformadas atuando no crescimento das células vegetais, na organogénese e
embriogénese somatica (NAUERBY et al., 1997; MAYOLO et al., 2003).

Neste sentido, este trabalho teve dois objetivos: primeiro, estabelecer a dose letal
minima do antibidtico seletivo e, em segundo lugar, determinar o tipo e a concentragao de
antibiéticos adequados para a eliminagao de A. tumefaciens de explantes inoculados, sem

interferir com o potencial regenerativo do explante cotiledonar de E. camaldulensis.



4.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Micropropagacéo de Plantas
do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias,

Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana.

421 Material vegetal e condi¢des de cultura in vitro

Foram utilizados explantes oriundos de sementes germinadas in vitro de Eucalyptus
camaldulensis Dehl. provenientes de Area de Producéo de Sementes (APS F1), localizada
no municipio de Agailandia, Estado do Maranhao e, armazenadas no Setor de Sementes do
Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF), Piracicaba, Sdo Paulo.

As sementes foram esterilizadas superficialmente por lavagens sucessivas em
etanol 70% (v/v) e Tween 20® (4 gotas/100 mL) por dois minutos, solugdo de hipoclorito de
sédio (8% de cloro ativo) durante 30 minutos sob agitagcao e trés lavagens sucessivas em
agua deionizada estéril. A semeadura foi realizada em placa de Petri contendo 25 mL do
meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com metade da concentragao original
dos sais (MS/2), 2% de sacarose, 0,6 % de agar (Vetec®), com pH ajustado em 5,8 e
esterilizado em autoclave a 1 atm e 121°C por 20 minutos. A germinagao se deu em sala de
crescimento em auséncia de luz por sete dias seguidos de cinco dias em condi¢des de luz.

Os ensaios descritos a seguir foram realizados em sala de crescimento equipada
com lampadas fluorescentes de tipo “luz do dia”, fornecendo uma densidade de fluxo de
fétons de 30 umol m? s™, fotoperiodo de 16 horas e com temperatura de 25 + 2°C.

Explantes cotiledonares foram isolados de plantulas de 12-15 dias, com o corte na
base do peciolo, e posteriormente transferidos com a face adaxial em contato com o meio
de cultura. O meio de indugcao de calogénese e regeneragao (MCAC) consistiu do meio MS
N/2 (meio MS com a metade da concentracido de nitratos de amébnia e potassio)
suplementado com 4,4 uM de BAP, 2,7 uM de ANA, 2% de sacarose, 0,6% de agar (Vetec®)
e 10% de agua de coco (Kero-Coco®). O pH foi ajustado em 5,8 antes de adicionar o agar e

o0 meio autoclavado como indicado acima.
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4.2.2 Influéncia do agente seletivo na calogénese e organogénese de explantes

cotiledonares de E. camaldulensis

4.2.2.1 Meio de cultura e concentragdes do agente seletivo

Neste experimento avaliou-se o nivel de tolerancia/resisténcia de explantes de E.
camaldulensis ao antibidtico canamicina (Km) visando sua utilizagdo como agente seletivo
em experimentos de transformacgido genética. A canamicina foi esterilizada com filtro
Millipore® (0,22 um) e adicionada ap6és autoclavagem e resfriamento (+45°C) do meio de
cultura.

Explantes cotiledonares nao transformados foram cultivados em meio MCAC
suplementado com 0, 10, 20, 40, 60 e 80 mg L' de canamicina e mantidos em sala de
crescimento durante os primeiros 30 dias em ambiente escuro e transferidos para condigao
de luz até o 60° dia. No entanto, em funcdo dos resultados obtidos, foi necessaria a
implantacdo de novo experimento com modificacdo nas concentra¢cdes do agente seletivo
para 0, 3, 6, 9 e 12 mg L, mantendo-se as condigdes especificadas no experimento

realizado com concentracdes maiores.

4.2.2.2 Avaliagao e analise dos dados

Ao final de 60 dias foram avaliadas a porcentagem de explantes formando calos, de
calos com gemas, de explantes oxidados ou necrosados e o numero de brotagdes por calo.
O experimento foi repetido duas vezes. Os experimentos foram instalados em delineamento
experimental inteiramente casualizado com 10 repeticdes para o primeiro experimento e 4
repeticdes no segundo, considerando-se a placa de Petri como unidade experimental com 6
e 5 explantes cada, respectivamente. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e teste de Duncan a 5% de significancia para a comparagcdo das médias dos

tratamentos.
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4.2.3 Eficiéncia de dois antibidticos na eliminacédo de A. tumefaciens

4.2.3.1 Cultura da bactéria e infeccao do explante

Para a transformacdo genética de E. camaldulensis foi utilizada a linhagem
desarmada de A. tumefaciens C58C1 contendo o vetor binario pBIN19. O T-DNA dessa
linhagem desarmada contém a construgdo pCgMT1-GUS-NOS, com o gene repoérter uidA
sob controle do promotor do gene cgMT1 (LAPLAZE et al., 2002), o gene de selegao nptll,
da neomicina fosfotransferase, sob controle do promotor NOS da nopalina sintetase.

O cultivo da cepa C58C1 foi realizado em meio YEB sélido com canamicina (50 mg
L'1), no escuro a 25 + 2°C. Apods 48 horas, colbnias isoladas foram inoculadas em 10 mL de
meio YEB liquido contendo canamicina como antibiético de selecdo a 50 mg L. A
suspensao foi mantida a 28°C, em agitador rotatério a 120 rpm, na auséncia de luz por 16
horas, quando atingia densidade ética (DO) a 600 nm entre 0,8 e 1,0.

A cultura liquida para a inoculacdo dos explantes foi preparada a partir de uma
aliquota de 1,0 mL da suspensado bacteriana centrifugada a 5.000 rpm por 10 minutos,
seguida da ressuspensao do precipitado em meio MS/2 até a obtengédo de DOggonm = 0,5.

Na suspensédo bacteriana aferida foram inoculados explantes cotiledonares recém
excisados de plantulas obtidas conforme descrito no item 4.2.1 e agitados a 120 rpm por 30
minutos. Apds o periodo de infeccdo, os explantes foram colocados em papel filtro estéril
para a retirada do excesso do meio liquido e entao transferidos para placas de Petri
contendo meio MCAC e selados com filme plastico, no qual permaneceram em co-cultivo

em ambiente escuro por 72 horas a 25 + 2°C.

4.2.3.2 Eliminagao de Agrobacterium tumefaciens

Os antibidticos cefotaxima, Augmentina® e canamicina foram esterilizados em filtro
Millipore® (0,22 pm) e adicionados ao meio MCAC apds autoclavagem e resfriamento
(x 45°C). Apods o periodo do co-cultivo, os cotilédones foram secos em papel filtro estéril e
cultivados com a face adaxial em contato com os meios com os antibidticos, conforme
tratamentos apresentados na Figura 12, e mantidos em sala de crescimento em auséncia de
luz por 30 dias. Apds quatro semanas, as culturas foram transferidas para os meios

renovados e mantidas em sala de crescimento por 60 dias.
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O controle (tratamento 13) consistiu em explantes cotiledonares nao infectados e
cultivados em meio MCAC sem antibiéticos (seletivo e bactericida).

7 dias 7 dias 15 dias 30 dias
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Periodos de exposicdo de explantes cotiledonares de E. camaldulensis
inoculados com Agrobacterium tumefaciens a diferentes concentragdes dos
antibioticos cefotaX|ma (Cx) a500 mg L' I 2 250 mg L™
a 125 mg L e Augmentlna (Aug) a 300 mg L s
a 150 mg L e
sem antibidtico

a200mg|_ ,a 100 mg L

4.2.3.3 Avaliacéo e analise dos dados

Ao final de 60 dias, foram avaliadas as variaveis: porcentagem de explantes

formando calos sem gemas, porcentagem de calos regenerando gemas, numero de

brotagcdes por calo e porcentagem de explantes oxidados, necrosados e contaminados

devido ao reaparecimento da Agrobacterium tumefaciens na cultura. O delineamento

experimental foi inteiramente casualizado com 4 repeticbes por tratamento, considerando-se

a placa de Petri como unidade experimental com 10 explantes cada. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e teste de Duncan ao nivel de 5% de

significancia para a comparag¢ao das médias dos tratamentos.



4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Susceptibilidade de E. camaldulensis a canamicina

No experimento inicial com canamicina, todos os tratamentos aplicados foram

altamente fitotéxicos para explantes cotiledonares, conforme dados apresentados na Tabela

21. Estes resultados demonstram que a suplementagdo do meio de cultura com 10 mg L™

de canamicina, apesar de promover a perda de 43,3% dos explantes, ainda possibilitou a

formacado de calos (56,7%), fato este ndo observado nos demais tratamentos. Assim,

conclui-se que o intervalo utilizado entre as concentragdes definidas para este teste de

tolerancia/resisténcia, ndo foi adequado para a indicagdo da dose letal minima do agente

seletivo.

TABELA 21 — Efeito do agente seletivo canamicina na calogénese e organogénese de

cotilédones de E. camaldulensis, apés 60 dias de cultivo.

-1 Calogénese Calo com gema N° broto Oxidacao/necrose
Km (mg L") o) i calo™ )
0 40,0 a 60,0 a 4,0 a 0,0 c
10 56,7 a 00b 00b 433 b
20 00 b 00b 00b 100,0 a
40 00 b 00b 00 b 100,0 a
60 00 b 00b 00b 100,0 a
80 0,0 b 00b 00b 100,0 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

Na Tabela 22 sdo apresentados os valores médios dos parametros avaliados no

segundo experimento realizado, com concentragées de canamicina menores as aplicadas

no experimento anterior.
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TABELA 22 — Efeito do agente seletivo canamicina, em concentracées < 12 mg L', na
calogénese e organogénese de cotilédones de E. camaldulensis, apos 60
dias de cultivo.

1 Calogénese Calo com gema N° broto Oxidacao/necrose
Km (mg L") o) i calo™ )
0 37,5ab 60,0 a 3,2a 25¢c
3,0 52,5 a 32,5a 15b 15,0c¢c
6,0 30,0b 10,0b 0,2c 60,0 b
9,0 32,5ab 0,0b 0,0c 67,5b
12,0 50c 00b 0,0c 95,0 a

Média de dois experimentos, onde médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Duncan (p < 0,05)

Os resultados demonstram que a capacidade calogénica e organogénica dos
explantes cotiledonares de E. camaldulensis foi fortemente influenciada pelo agente seletivo
utilizado, pois a partir de 3,0 mg L' de canamicina, mesmo com 1,5 brotacdes/calo ocorreu
uma reducdo de 50% nas médias obtidas para formacdo de calos organogénicos e
brotacdes regeneradas em comparagao com o tratamento controle (Tabela 22).

Com o aumento gradativo na concentragdo da canamicina, a divisdo celular foi
reduzida, sendo que com 6,0 mg L' aconteceu somente em 30% dos explantes, resultado
muito menor que aquele obtido com os tratamentos com 3,0 mg L e controle (52,5 e 37,5%,
respectivamente). A perda de explantes aumentou com o aumento da concentragcdo do
antibidtico ao meio, o qual inibiu a organogénese e conferiu-lhes aspecto clorético ou
necrotico ao final de 60 dias da cultura in vitro (Figura 13). Esta elevada toxicidade da Km
em tecidos de eucalipto tem sido observada por diversos autores, como GONZALEZ (2002)
em E. grandis, diferentemente de espécies onde existe consideravel tolerancia/resisténcia a
canamicina, como em Helianthus annuus (EVERETT et al.,1987). Dentro do género
Eucalyptus sdo encontradas respostas muito variaveis aos diferentes antibidticos
aminoglicosilados, caracterizado como uma resposta espécie-dependente, como por
exemplo em E. globulus (MORALEJO et al., 1998) e E. grandis x E. urophylla (CHEN et al.,
1996), onde a concentragao letal minima de Km foi 75 mg L™ e 40 mg L™, respectivamente.

Para ANGENON et al. (1994), o sucesso na definicdo de um antibiético seletivo
depende das caracteristicas do antibidtico e do material vegetal, como no caso do género
Eucalyptus, que apresenta respostas muito variaveis aos diferentes antibidticos
aminoglicosilados. No caso do E. camaldulensis, HO et al. (1998) observaram que o cultivo
de hipocétilos na presenca de 20 mg L™ de canamicina provocou uma reducéo na formacéo
de calos e de brotagdes e, com 40 mg L™, a inibicdo da regeneracéo foi completa. MULLINS

et al. (1997), por sua vez, concluiram que 9,0 mg L™ de canamicina foi suficiente para inibir
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a regeneragao de brotagdes adventicias em alguns clones desta mesma espécie, sendo a
mesma concentragdo minima letal encontrada no presente trabalho. Também YEPES e
ALDWINCKLE (1994) consideraram a canamicina como inibidora da regeneracdo de
macieira em concentragdes baixas. CERVERA et al. (1998), no entanto, ressaltam que
quanto menor a pressao de selegdo do antibidtico, maior a probabilidade do aparecimento
de plantas escapes, devido provavelmente a protecao das células nao transformadas pelas
células transformadas vizinhas.

Também se observou que os tratamentos de maior concentragdo do agente seletivo
apresentaram maior perda de explantes devido a oxidagao ou necrose do tecido. Segundo
PICOLI et al. (2002), a ocorréncia de necrose, exudagéo fendlica e oxidagdo do explante
sdo ainda um problema a ser mais investigado em protocolos de regeneracdo no género
Eucalyptus, porém a inclusdo do antibiético seletivo no meio de cultura proporcionou maior
toxidade e favoreceu a liberacdo desses compostos, conforme pode ser observado o

aspecto do tecido em cada tratamento na Figura 13 E-F.

FIGURA 13 — Efeito de concentragdes do antibidtico seletivo canamicina (Km) em explantes
cotiledonares de E. camaldulensis, apés 60 dias de cultura in vitro. A -
tratamento controle (meio de organogénese sem antibiético); B - meio com
3,0 mg L™ de Km; C - meio com 6,0 mg L™ de Km; D - meio com 9,0 mg L™ de
Km; E e F - meio com 12,0 mg L' de Km. Barra = 1 cm.
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4.3.2 Avaliacdo do efeito de antibidticos na eficiéncia da organogénese de explantes

cotiledonares de E. camaldulensis

Todas as variaveis avaliadas na cultura de explantes cotiledonares de E.
camaldulensis em meio de cultura MCAC na presenca de antibioticos apresentaram
diferenca estatistica significativa entre si (Tabela 23).

A ocorréncia de contaminac&o da cultura devido ao reaparecimento da agrobactéria
ocorreu nos tratamentos 3, 4, 7, 8, 9, 10 e 11, com perdas variando de 97,5% a 2,5% de
explantes. Com excegado do tratamento 11, os demais tratamentos tiveram os antibioticos
suprimidos do meio de cultura apos 30 dias. Nestes casos, a concentragdo e tempo de
aplicagdo no meio de cultura do antibiético utilizado ndo foram suficientes para a eliminagao
da agrobactéria. No tratamento 11, mesmo contendo antibiético até o 60° dia de cultura, a
concentracdo inicial de 500 mg L" de cefotaxima por sete dias foi insuficiente para a
desinfeccao inicial completa do material. Esses resultados indicam a necessidade da
manutencdo do agente bactericida durante toda a fase de produgdo de plantas
transformadas in vitro, nas condi¢gdes aplicadas neste trabalho. MAYOLO et al. (2003)
indicam que a Agrobacterium também n&o foi eliminada durante a transformagéo genética
de Theobroma cacao em cultura suplementada com cefotaxima a 100 e 300 mg L™, sendo

responsavel pela contaminagéao de 8% e 15% de explantes respectivamente.

TABELA 23 - Efeito de cefotaxima e Augmentina na calogénese, organogénese e
contaminacéo de explantes cotiledonares de E. camaldulensis apos 60 dias
de cultura in vitro.

Tratamento Calogénese (%) com g:rlr?a (%) N;ablgc_’;[ 0 Oxidagéo (%) Conta(r(;olgw agao
1 55,0 abc 35,0 abc 1,3 d 10,0 ab 00 d
2 52,5 abc 45,0 ab 42 b 25 cd 00 d
3 0,0 e 50 ef 0,7 e 00 d 950 a
4 17,5 de 25,0 bcde 14 d 00 d 575 b
5 725 b 27,5 bcd 25 ¢ 00 d 00 d
6 45,0 bcd 55,0 ab 54 a 00 d 00 d
7 25 e 0,0 f 00 f 00 d 97,5 a
8 350 «cd 7,5 def 0,1 f 25 cd 55,0 b
9 50 e 0,0 f 0,0 f 00 d 95,0 a
10 55,0 abc 7,5 def 01 f 50 cd 325 ¢
11 775 a 7,5 def 01 f 125 a 25 d
12 77,7 a 22,3 cde 1,5 d 00 d 0,0 d
controle 27,5 cde 725 a 54 a 00 d 00 d

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)
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A ocorréncia da oxidagao nos tratamentos 1, 2, 8, 10 e 11 sugere a toxicidade do
antibidtico nos explantes de E. camaldulensis, observada principalmente nos estagios
iniciais de diferenciagdo celular e regeneragdo, devido as concentragbes elevadas de
cefotaxima (500 mg L") e de Augmentina® (300 mg L") destes tratamentos. Também, na
transformacéo genética de E. camaldulensis com explantes foliares (MULLINS et al., 1997),
hipocotilos e cotilédones (HARCOURT et al., 2000), conclui-se que 200 mg L’ de
cefotaxima néo afetou a capacidade morfogénica dos explantes, enquanto que em
segmentos nodais da mesma espécie, definiu-se esta concentracdo entre 300 e 500 mg L
(KAWASU et al., 1996).

Com relagdo ao numero médio de brotagdes por calo, a redugdo da concentragao
de Augmentina® de 300 mg L™ & metade (15 dias), seguido por 100 mg L™ (30 dias) no
tratamento 6, possibilitou a formacdo de nimero médio de brotagdes igual ao do tratamento
controle (5,4 brotagdes por calo). Apesar de resultados satisfatérios para varias culturas,
poucos sdo os relatos encontrados de utilizagdo da Augmentina® no género Eucalyptus.
Para o hibrido E. grandis x E. urophylla, TOURNIER et al. (2003) adotaram a concentracao
de 300 mg L™ desse antibiético sem prejuizo para a cultura e transformacéo da espécie.

Na presenca de cefotaxima, houve menores taxas de regeneracdo com 1,3 e 2,5
brotagdes/calo, nos tratamentos 1 e 5 respectivamente, contendo 500 mg L' deste
antibiotico por 15 e 30 dias respectivamente. As baixas porcentagens observadas nestes
tratamentos podem ser atribuidas a diferentes graus de toxicidade deste antibidtico para a
maioria dos tecidos vegetais como mencionado por POLLOCK et al. (1983). Para algumas
culturas vegetais, os antibiéticos tém apresentado comportamento distinto, podendo exercer
carater fitotdxico e deletério ou, ao contrario melhorar a eficiéncia da transformacao
(SARMA et al., 1995; PICOLI, 2000; PICOLI et al., 2002). Apesar do efeito positivo da
cefotaxima para culturas como o tabaco (SHACKELFORD e CHLAN, 1996), no género
Eucalyptus, a carbenicilina e timentina tém apresentado melhores resultados, devido
possivelmente, ao efeito hormonal que estas penicilinas podem exercer sobre a
morfogénese. SARMA et al. (1995) e LIN et al. (1995) afirmam que a Cx tem uma atuagao
similar a de uma auxina e assim o agente bactericida exerceria maior efeito na formacao de
calos, reduzindo a capacidade de regeneracao do explante.

Para outras espécies como E. globulus, E. grandis, E. nitens, E. dunnii, E. pellita, E.
robusta, E. saligna e o hibrido E. grandis x E. urophylla, a cefotaxima também tem sido mais
freqlientemente utilizada com concentragdes de 200 a 600 mg L™, além da carbenicilina,
timentina e amoxicilina (MACHADO et al., 1997; MORALEJO et al., 1998; GONZALEZ, et al.
2000; SPOKEVICIUS et al., 2005). GUIDOLIN (2003), por sua vez, obteve, com elevada



71

concentragdo de cefotaxima (500 mg L), menor nivel de interferéncia do antibiético no
desenvolvimento de calos organogenéticos de Phaseolus vulgaris enquanto DUHEM et al.
(1988), aplicando cefotaxima e amoxicilina em café e cacau, obtiveram baixa eficiéncia no
controle da agrobactéria apds a infecgdo de explantes, além da oxidagdo dos tecidos.
Entretanto, estas diferencas obtidas para uma mesma espécie estdo associadas
principalmente a diversos fatores que determinam a eficiéncia do antibiético no controle da
infeccao tais como: cepa bacteriana e tecido vegetal utilizado.

Outro fator que pode ter exercido influéncia no resultado da regeneragdo é a
variabilidade genética do material vegetal utilizado, originado de sementes obtidas de
populagdo com polinizagao cruzada e, de acordo com ALLARD (1971), caracteristica da
espécie. Segundo varios autores, esta variagdo genotipica apresentada por determinadas
espécies recalcitrantes como no género Eucalyptus, onde a regeneragao via organogénese
indireta é bastante dificil, pode influenciar negativamente o processo de morfogénese in
vitro, principalmente o desenvolvimento de protocolos de transformacdo (LAINE e DAVID,
1994; TIBOK et al., 1995; BARRUETO CID et al., 1999).



4.4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nas condi¢gdes experimentais estabelecidas
para este trabalho pode-se concluir que:
- O antibiético aminoglicosilado canamicina é adequado para a selegdo de células
transformadas de E. camaldulensis na concentragcdo de 9 mg L™
- Apods transformacado genética de explantes de E. camaldulensis com a cepa C58C1, o
antibiético bactericida deve ser mantido no meio de cultura durante todo o processo de
regeneracao e producdo de plantas transgénicas in vitro;
- A manutencdo de cefotaxima e Augmentina® no meio de cultura, nas maiores
concentragdes testadas e por periodos prolongados, leva a necrose e morte dos explantes;
- A Augmentina® mostrou-se eficiente na eliminagdo da A. tumefaciens, possibilitando maior

regeneracao de brotagbes a partir de explantes cotiledonares.
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5 AVALIACAO DA REGENERACAO DE GEMAS E DA EXPRESSAO TRANSIENTE
DO GENE gus SOB CONTROLE DO PROMOTOR cgMTl1 EM Eucalyptus
camaldulensis TRANSFORMADO VIA Agrobacterium tumefaciens

Resumo

Além do protocolo de regeneragao in vitro existem diversos fatores que podem afetar a
eficiéncia da transformacgao genética via Agrobacterium tumefaciens. Dentre estes fatores
estdo o cultivo da cepa, o tipo de explante, o gendtipo, as condigbes de incubagao e co-
cultivo, além de tratamentos de pré-cultura do tecido hospedeiro. Visando estabelecer
condicbes adequadas para a transformacao genética de Eucalyptus camaldulensis via co-
cultivo com Agrobacterium tumefaciens, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de
diferentes fatores relacionados ao cultivo e a condi¢ao de incubagao da agrobactéria e tipos
de tratamentos do explante na eficiéncia de transformacdo. Segmentos foliares e
cotilédones foram co-cultivados com a linhagem de A. tumefaciens C58C1 contendo o vetor
binario pBIN19, com a constru¢do PcgMT1-GUS-NOS, com o gene repdrter uidA sob
controle do promotor do gene cgMTl e o0 gene de selecdo nptll, da neomicina
fosfotransferase, sob controle do promotor NOS da nopalina sintetase. Na transformacéao
dos explantes cotiledonares e foliares foram avaliados os efeitos dos fatores a seguir: meios
de cultura bacteriana YEB, MYA e LB, meios de inoculagdo (MS/2, MS, MS + 1 g L™ de
inositol, MS + LB e LB), duragéo da co-cultura (0, 24, 48 e 72 horas), pré-cultura do explante
(0, 24, 48, 72 e 96 horas), além de trés gendtipos. A eficiéncia da transferéncia do DNA da
Agrobacterium tumefaciens para o explante foi influenciada tanto pelo tipo de tecido quanto
pelas condi¢des de crescimento da agrobactéria e pela interacdo entre a bactéria e o tecido
vegetal. Apesar do meio de crescimento bacteriano nao exercer influéncia significativa na
regeneracdo, o meio LB favoreceu a necrose de explantes. Os meios de ressuspensdo da
bactéria tiveram pouco efeito sobre o processo de regeneracido dos explantes cotiledonares
e nenhum efeito no caso dos explantes foliares. A resposta organogénica foi superior
quando a co-cultura foi realizada por 48 horas em ambos tipos de explantes. O pré-cultivo
por 48 ou72 horas em meio MCAC (MS com 4,4 uM de BAP, 2,7 uM de ANA, 2% de
sacarose, 0,6% de agar e agua de coco a 10%) favoreceu a integracdo do T-DNA com
formagao de plantas transformadas putativas mas nao a regeneracdo de gemas. Os trés
genadtipos apresentaram diferengas no comportamento perante a transformacéo genética.
Formaram-se 45 plantas transformadas putativas por organogénese indireta a partir de
explantes foliares e 178 plantas transformadas putativas a partir de explantes cotiledonares.
Palavras-chave: planta transgénica, metalotioneina, meio de cultura, co-cultura, pré-cultura,
genodtipo.



5 EVALUATION OF BUD REGENERATION AND TRANSIENT EXPRESSION OF GENE
gus UNDER CONTROL OF cgMT1l PROMOTOR IN TRANSFORMED Eucalyptus

camaldulensis USING Agrobacterium tumefaciens

Summary

In adition to the in vitro regeneration protocol, there are several factors that can affect the
efficiency of genetic transformation through Agrobacterium tumefaciens. These factors
include the bacteria culture conditions, the explant type, the plant genotype, the incubation
and co-cultivation conditions, as well as pre-culture treatments of the host tissues. Seeking to
establish appropriate conditions for the Eucalyptus camaldulensis genetic transformation
mediated by A. tumefaciens, the objective of this experiments was to study the effect of
different factors on the regeneration efficiency of transformed plants: cultivation and
incubation conditions of the agrobacteria and types and treatments of the explant. Leaf and
cotyledonary explants were co-cultivated with the Agrobacterium tumefaciens C58C1 strain
carrying the binary vector pBIN19, containing the construction PcgMT1-GUS-NOS, with the
reporter gene gus under control of the promoter cgMT1 and the selection gene nptll, of the
neomycin phosphotransferase, under control of the NOS promoter (nopaline synthase). The
effects of the following factors were evaluated: bacterial suspension media YEB, MYA and
LB, infection medium (MS/2, MS, MS + 1 g L™ inositol, MS + LB and LB), co-culture duration
(0, 24, 48 and 72 hours), explant pre-culture (0, 24, 48, 72 and 96 days) and three
genotypes. Based on the results obtained in the experimental conditions established in this
study, it can be observed that the efficiency of the A. tumefaciens DNA transfer to the explant
depends as much on the tissue type as on the conditions of growth of the agrobacteria and
on the interaction between the bacterium and the plant tissue. Although the bacterial
suspension medium did not influence significantly on the regeneration, LB medium favored
explant necrosis. The use of bacterium resuspension medium had little influence on the
process of regeneration of the cotyledonary explants and had no effect in the case of the leaf
explants. The organogenesis was better when the co-culture lasted 48 hours in both types of
explants. The pre-culture of the explants for 48 or 72 hours in MCAC medium (MS with 2%
sucrose, 0,6% agar, 10% coconut water, BAP 4,4 uM and NAA 2,7 uM) favored T-DNA
integration, with production of putative transformed plants. The three genotypes presented
differences in their response to genetic transformation. It was possible to produce 45 putative
transformed plants by indirect organogenesis from leaf explants and 178 from cotyledonary
explants.

Key-words: Transgenic plant, metalothionein, gus gene, culture medium, co-culture, pre-

culture, genotype.



5.1 INTRODUGAO

A combinacgao de técnicas de biologia molecular, cultura de tecidos e transferéncia
de genes representa uma ferramenta poderosa para introduzir novas caracteristicas em uma
determinada planta (BRASILEIRO,1998). Nesta combinagao, independentemente da técnica
de transformacgdo genética utilizada, é necessario dispor de um transgene e de uma
metodologia eficiente para sua transferéncia para o genoma vegetal. Uma vez introduzido
na célula, a geracao de plantas a partir do tecido transformado deve ser realizada por meio
de técnicas de cultura de tecidos in vitro, enquanto a analise molecular das plantas
regeneradas é aplicada para identificar aquelas que contenham e expressem o transgene
nos niveis desejados (ANDRADE, 2003).

No ambito florestal, a aplicacdo destas novas ferramentas biotecnologicas deve
combinar o desenvolvimento de arvores superiores com métodos classicos de
melhoramento e possibilitar a multiplicacdo em larga escala do material genético melhorado
a partir de selecdo genotipica. O melhoramento florestal classico € freqientemente visto
como uma condicdo prévia para a utilizacdo efetiva de técnicas sofisticadas de
biotecnologia, visto que a tecnologia de transferéncia de genes pode contribuir para
minimizar as limitagdes intrinsecas do melhoramento de espécies arbdreas, que dizem
respeito ao longo tempo necessario para a obtengdo de novas geragbes e a grande
variabilidade existente dentro e entre espécies (DI CIERO e AMARAL, 2002).

Algumas caracteristicas de interesse para espécies florestais ja foram introduzidas
pelas técnicas de transformacido genética e avaliadas em testes no campo, como
modificagcdo da composicao/teor de lignina, resisténcia a pragas, alta produgcido de
biomassa, esterilidade e adaptabilidade a condigdes de estresse abidtico variadas, e
recentemente geracdo de plantas de interesse para a fitorremediacdo (MANDERS et al.,
1992; JOUANIN et al., 1993; HAINES, 1994; TZFIRA et al., 1998; RISHI et al., 2001).

O uso destas plantas representa uma solugdo de baixo custo para muitas areas
contaminadas, visto que por meio da manipulacdo genética €& possivel criar plantas
adequadas para as diversas situagcdes de limpeza ambiental, no que diz respeito a superior
capacidade para o acumulo e/ou metabolismo e a resisténcia a concentracdes elevadas de
metais pesados combinada a uma elevada produgdo de biomassa (SALT et al., 1995;
MACEK et al., 2000).
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LAPLAZE et al. (2002) demonstraram este potencial com o isolamento e clonagem,
a partir de células de ndédulos de raizes de Casuarina glauca, do gene que codifica uma
proteina denominada metalotioneina a qual é atribuida a protecado das células quando em
condicoes de concentracbes excessivas de metais pesados. Este trabalho teve como
objetivo estudar a fungdo do MT1 em plantas actinorizais, onde este gene foi fusionado ao
gene gus e introduzido em plantas de C. glauca, Arabidopsis thaliana e Nicotiniana tabacum.
A analise da expressao do gene gus demonstrou que o promotor do cgMT1 foi mais ativo
nas raizes, no sistema vascular e nas partes mais velhas da planta, sugerindo que este
gene possa estar associado ao transporte de metais pesados através da planta. Estes
resultados indicaram que o gene pode ser introduzido em outras plantas, podendo estas
entdo funcionar como fitoextratora de metais em ambientes contaminados, permanecendo
por muitos anos no terreno a ser tratado, além de contribuir para o entendimento das
funcdes da proteina nas plantas.

Com caracteristicas atrativas para este uso, destaca-se o Eucalyptus, uma das
mais importantes espécies florestais de interesse econdmico mundial, chegando a alcangar
taxas de crescimento de 100 m®ha/ano com ciclos de 5-7 anos (HORNG et al., 1991).
Diversos autores demonstraram a factibilidade da transformagao genética via co-cultivo com
A. tumefaciens de E. globulus e Eucalyptus camaldulensis (MULLINS et al., 1997; HO et al.,
1998; MORALEJO et al.,, 1998; HARCOURT et al., 2000), e E. grandis x E. urophylla
(GONZALEZ, 2002). Dentre estas espécies, o E. camaldulensis além de ser uma espécie
adaptada a solos de baixa fertiidade e com deficiéncia hidrica, reune caracteristicas
essenciais em uma planta fitoextratora, que sao a elevada biomassa, sistema radicular
profundo e rapido crescimento (STUDART-GUIMARAES et al., 2003).

DE BONDT et al. (1994) afirmam que o maior problema enfrentado com a utilizagédo
de Agrobacterium na transformacgao de algumas espécies lenhosas é a baixa eficiéncia, pois
a introducao estavel de um gene dentro do genoma da planta e a habilidade para regenerar
uma planta da célula transformada sao dois requerimentos essenciais para a transformacao.

De acordo com diversos autores, varios sdo os fatores que podem afetar a
eficiéncia de transformacao genética via Agrobacterium tumefaciens, dentre eles citam-se a
técnica, o gendtipo, a cepa bacteriana utilizada, tratamentos dados aos explantes antes da
infeccao, composicao do meio e fitorreguladores, idade do explante, presenga de compostos
fendlicos, entre outros (DE BONDT et al., 1994; SRISKANDARAJAH e GOODWIN, 1998).

Como em outras culturas, varios fatores afetam a eficiéncia da transformagéo no
género Eucalyptus, sendo considerados como os mais importantes, a cepa bacteriana

utilizada, o tipo do promotor presente no transgene, a duragédo da co-cultura, a presenca de
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compostos fendlicos, o genétipo, a composicdo do meio de crescimento bacteriano, o tipo
de tecido e tratamento do explante (QUOIRIN e QUISEN, 2006). A transformagédo genética
do E. camaldulensis via co-cultivo com A. tumefaciens foi relatada por alguns autores
(CHEN et al., 1996; KAWAZU et al., 1996; MULLINS et al., 1997; HO et al., 1998; VALERIO
et al., 2003) sendo, entretanto, os métodos e materiais utilizados distintos entre eles, assim
como os resultados obtidos.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de fatores
relacionados ao cultivo e condigdo de incubagdo da agrobactéria, tipos e tratamentos do
explante na eficiéncia de regeneragdo de plantas transformadas, visando estabelecer
condicbes adequadas para a transformacdo genética de Eucalyptus camaldulensis via co-

cultivo com Agrobacterium tumefaciens.



5.2 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Micropropagacéo de Plantas
do Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias,

Universidade Federal do Parana, Curitiba, Parana.

5.2.1. Material vegetal e cultura de tecidos

Foram utilizados explantes oriundos de sementes germinadas in vitro de Eucalyptus
camaldulensis Dehl. provenientes de Area de Producdo de Sementes (APS F1) via
polinizagdo cruzada, localizada no municipio de Acailandia, Estado do Maranh&o e
armazenadas no Setor de Sementes do Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais (IPEF),
Piracicaba, Sao Paulo.

As sementes foram esterilizadas superficialmente por lavagens sucessivas em
etanol 70% (v/v) e Tween 20® (5 gotas/100 mL) por 2 minutos, solugédo de hipoclorito de
sodio (8% de cloro ativo) durante 30 minutos sob agitacdo e trés lavagens sucessivas em
agua deionizada estéril. A semeadura foi realizada em placas de Petri com 25 mL do meio
de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) com metade da concentragao original dos
sais (MS/2), 2% de sacarose, 0,6 % de agar, com pH ajustado em 5,8 e esterilizado em
autoclave a 1 atm e 121°C por 20 minutos. A germinacgéo ocorreu a 25 + 2°C em auséncia
de luz por sete dias em sala de crescimento seguidos de 5 dias em condi¢des de luz.

Nos experimentos descritos a seguir, os explantes foram co-cultivados com
Agrobacterium tumefaciens e transferidos para meio de indugcdo de calogénese e
regeneracgao. Para tal, os explantes cotiledonares foram isolados de plantulas de 12-15 dias,
com o corte na base do peciolo, e transferidos com a face adaxial em contato com o meio
de cultura de indugao de calogénese e regeneragdo (meio MCAC) que consistiu do meio
MS suplementado com 4,4 uM de BAP, 2,7 uM de ANA, 2% de sacarose, 0,6% de agar
(Vetec®) e agua de coco (Kero-Coco®) a 10% (v/v).

Ja nos experimentos com explantes foliares, folhas foram excisadas de tufos de

culturas-matrizes mantidas em condi¢des in vitro, 15 a 20 dias ap6s a ultima transferéncia, e
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cortadas em dois fragmentos no sentido transversal, para entdo serem cultivadas com a
face abaxial em contato com o meio MS N/2 suplementado com 2,2 uM de BAP, 2,7 uM de
ANA, 2% de sacarose, 0,6% de agar (Vetec®) e agua de coco marca Kero-Coco® a 10%
(v/v), denominado como meio MC. Nos ensaios de n° 1 a 4 utilizaram-se folhas do clone 05
e, no ensaio 5 folhas dos clones 04, 05 e 51.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento sem luz a 25 + 2°C por 30 dias,
e em meio de cultura fresco até o 60° dia sob luz fluorescente branca fria com densidade de

1

fluxo de foétons de 30 umol m? s e fotoperiodo de 16 horas. Estas condigdes foram

utilizadas para todos os experimentos, exceto nos casos especificados.

5.2.2. Cepa bacteriana e vetor primario

Nos experimentos de transformacado genética de E. camaldulensis utilizou-se a
linhagem de Agrobacterium tumefaciens C58C1 contendo o vetor binario pBIN19. O T-DNA
dessa linhagem desarmada contém a construgdo PcgMT1-GUS-NOS, com o gene reporter
uidA sob controle do promotor do gene cgMT1 (LAPLAZE et al., 2002) e o gene de selecao
nptll, da neomicina fosfotransferase, sob controle do promotor NOS da nopalina sintetase
(Figura 14).

Mos-pro MNos-ter Mos-ter

a0 I ! — L

nptf gus

FIGURA 14 — Regido T do plasmideo de transformacido genética pBIN19 contendo a
construcao génica PcgMT1-GUS-NOS, onde: PcgMT1 é o promotor do gene
da MT da Casuarina glauca; nptll, gene que codifica para neomicina
fosfotransferase; gus, gene que codifica para a R-glucuronidase; NOS-pro,
promotor do gene da nopalina sintetase da A. tumefaciens; NOS-ter,
terminador do gene da nopalina sintetase da A. tumefaciens; BD, borda
direita do T-DNA; BE, borda esquerda do T-DNA.
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5.2.3. Condicoes de crescimento bacteriano

O cultivo da cepa C58C1 foi realizado em meio YEB sélido (ANEXO 1) com
canamicina (Km) a 50 mg L™ no escuro a 25°C + 2°C por 48 horas visando a obtencédo de
inéculo para a preparacao da suspensdo de células bacterianas. Col6nias isoladas foram
inoculadas em 5 mL de meio liquido contendo canamicina, contendo antibiético de selegéo
canamicina. A suspensdo foi mantida em agitador rotatério a 120 rpm por 16 horas, na
auséncia de luz a 28°C, quando atingia densidade 6tica a 600 nm (DOggonm) €ntre 0,6 e 1,0.

A cultura liquida foi preparada a partir de uma aliquota de 1 mL da suspenséao
centrifugada a 5.000 rpm por 10 minutos, seguida da ressuspensao do precipitado por meio

de diluicao até a obtencado de DOggg nm = 0,5.

5.2.4. Condigbes gerais de inoculagao

Os explantes foram co-cultivados em suspensdo bacteriana e agitados a 120 rpm
por 30 minutos. Em seguida, os explantes foram colocados em papel filtro estéril e
transferidos para placas de Petri contendo 25 mL de meio MCAC ou MC, selados com filme
plastico e incubados a 25 + 2°C em ambiente escuro.

Apods a inoculacgao, os explantes foram secos em papel filtro estéril e cultivados em
meio MCAC ou MC contendo 300 mg L' de Augmentina e 9 mg L™ de canamicina a
25 * 2°C na auséncia de luz por 30 dias. Ao final de quatro semanas, as culturas foram
transferidas para os mesmos meios contendo 150 mg L' de Augmentina® e 9 mg L™ de
canamicina e mantidos em sala de crescimento a 25 + 2°C em condigéo de luz por 60 dias
(cultura de cotilédones) ou 90 dias (cultura de folhas). Nos ensaios com explantes foliares

foram realizados mais um ou dois subcultivos apos o 60° dia, com 30 dias cada.
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5.2.5. Ensaios para a determinacdo de condicdes de maior eficiéncia da transformacéao

genética

Os itens a seguir descrevem experimentos em seqliéncia, onde, a priori, definiu-se
que o melhor resultado obtido na expressao transiente para um determinado parametro
seria adotado como padrdo para o ensaio seguinte (Figura 15). O tratamento controle
caracterizou-se por cultura de explantes n&o transformados em meio de calogénese e
regeneragdo (MCAC ou MC) e mantido nas mesmas condi¢cdes de crescimento que os

demais tratamentos. Todos os experimentos foram repetidos duas vezes.

Cultivo da cepa C58C1 em meio YEB sélido a 25 + 2°C/48 horas

A 4

Ensaio 1 — Influéncia do meio de cultura bacteriano: cultivo de células bacterianas em 3 meios
liquidos (YEB, MYA e LB) a 25+2°C/16 h (DOgoo nm = 0,6-1,0) + avaliagao da expressao
transiente (5° dia)

v

Ensaio 2 — Influéncia do meio de inoculagéo: cultivo de células bacterianas em meio liquido de
melhor expresséao transiente do ensaio 1 + inoculagéo de explantes a 25+2°C/48 horas em 5 meios de
inoculagao (MS, MS/2, MSi, LB e LB + MS) + avaliagdo da expressao transiente (5° dia)

v

Ensaio 3 — Influéncia do periodo de co-cultura: cultivo de células bacterianas em meio liquido de
melhor expresséao transiente do ensaio 1 + inoculagéo de explantes a 25+2°C/48 horas em meio de
melhor expresséao transiente do ensaio 2 + co-cultura em meio soélido em 3 periodos (24,48 e 72 h) +
avaliagdo da expressao transiente (5° dia)

v

Ensaio 4 — Influéncia do pré-cultivo de explantes: cultivo de células bacterianas em meio liquido de
melhor expresséao transiente do ensaio 1 + inoculagéo de explantes a 25+2°C/48 horas em meio de
melhor expresséo transiente do ensaio 2 + co-cultura em meio sélido por periodo de melhor
expressao transiente do ensaio 3 + pré-cultivo de explantes por 0, 24, 48, 72 e 96 h + avaliagcao
da expresséo transiente (5° dia)

Vv

Ensaio 5 — Influéncia do genétipo da planta doadora de explantes: cultivo de células bacterianas
em meio liquido de melhor expressao transiente do ensaio 1 + inoculagao de explantes a 25+2°C/48
horas em meio de melhor expressao transiente do ensaio 2 + co-cultura em meio sélido por periodo
de melhor expressao transiente do ensaio 3 + pré-cultivo de explantes (melhor expressao transiente
do ensaio 4) + teste com gendtipos de 3 plantas doadoras + avaliagdo da expressao transiente (5° dia)

FIGURA 15 — Representacdo esquematica da sequéncia de experimentos com explantes
cotiledonares e foliares de E. camaldulensis visando a determinacdo de
condigbes de maior eficiéncia na transformagao genética via co-cultivo com A.
tumefaciens.
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5.2.5.1 Ensaio 1 - Influéncia do meio de cultura bacteriana

As células bacterianas foram cultivadas a 28°C por 16 horas em agitador rotatério a
120 rpm em meio de cultura YEB, MYA ou LB (ANEXO 1), contendo 50 mg L' de Km.
Nestas condigdes, a suspensdo atingiu densidade 6tica a 600 nm (DOggonm) entre 0,6 e 1,0.
A seguir, a cultura foi submetida a centrifugacéo e as células ressuspensas em meio MS/2
até DOggo nm = 0,5.

Os explantes foliares e cotiledonares foram co-cultivados por trés dias em placas de
Petri contendo 25 mL de meio de cultura de indugédo de calogénese e regeneragao, meio
MCAC para cotilédones e MC para folhas, e em seguida transferidos para meio com

antibidtico bactericida e agente seletivo (item 5.2.4).

5.2.5.2 Ensaio 2 - Influéncia do meio de inoculacao

As células bacterianas foram cultivadas em meio de crescimento bacteriano de com
melhor resultado obtido na expressao transiente para cada tipo de tecido vegetal no Ensaio
1. A suspensao para co-cultura foi preparada a partir de uma aliquota de 1 mL do meio de
cultura bacteriano centrifugado a 5.000 rpm por 10 minutos, seguida da ressuspensao do
precipitado por meio de diluicdo nos meios MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), MS com
metade da concentracdo original dos sais (MS/2), MS + 1 g L™ de inositol (MSi), Luria—
Bertani (LB), e LB + MS (1:1), até DOggo nm = 0,5.

Os explantes foram inoculados em suspensao bacteriana e agitados a 120 rpm por
30 minutos. Em seguida, os explantes foram mantidos em co-cultura por 72 horas em placas
de Petri contendo 25 mL de meio meio MCAC para cotilédones e MC para folhas e

transferidos para meio com antibiotico bactericida e agente seletivo.

5.2.5.3 Ensaio 3 - Influéncia do periodo de co-cultura

O meio de crescimento bacteriano e de inoculagao utilizados foram selecionados
em funcdo dos melhores resultados obtidos na expressao transiente dos ensaios anteriores
(Ensaios 1 e 2). Apos 24, 48 e 72 horas, os explantes foram transferidos para placas de

Petri contendo 25 mL de meio MCAC ou MC, para co-cultivo com A. tumefaciens. Em
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seguida, os explantes foram cultivados em meio MCAC ou MC com antibiético bactericida e

agente seletivo.

5.2.5.4 Ensaio 4 - Influéncia do pré-cultivo de explantes cotiledonares e foliares

Antes da infeccdo e co-cultura, os explantes foram cultivados por 0, 24, 48, 72 e 96
horas em meio MCAC ou MC a 25 £ 2°C no escuro. As condigdes de cultura bacteriana,
inoculagéo e co-cultura aplicadas neste item foram definidas em fung¢ao do resultado obtido

na expressao transiente nos ensaios anteriores.

5.2.5.5 Ensaio 5 - Influéncia do gendétipo da planta doadora na transformacao de explantes

foliares

Previamente ao estabelecimento do ensaio, trés clones (05 20 e 51),
micropropagados e mantidos com subcultivos a cada 20 dias foram selecionados em fungao
da superioridade na multiplicagao e vigor in vitro. Destas matrizes foram isolados explantes
foliares para o co-cultivo com A. tumefaciens de acordo com a sequéncia metodolégica
mostrada na Figura 14 e os resultados dos ensaios anteriores (meio de cultura bacteriana e

inoculagao, duracéo de co-cultura e pré-cultura dos explantes).

5.2.6  Ensaio histoquimico da R-glucuronidase

Para cada teste especificado anteriormente, amostras (10 cotilédones e folhas) dos
experimentos foram imersos em tamp&o X-Gluc (JEFFERSON, 1987) contendo: 10 mM
NaEDTA.H,0, 0,1% Triton X-100, 0,1 M NaH,PO,, 0,5 K;Fe(CN)s e 250 plg.mL'1 de 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-3-D-glucuronideo e mantidas em estufa a 37°C por 16 horas. Apds
este periodo, os tecidos foram lavados e imersos em alcool 70%, para a eliminacédo da

clorofila.
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5.2.7 Avaliacao e analise dos dados

A avaliacao da expressao transiente do gene gus foi realizada cinco dias apoés inicio
da co-cultura mediante analise de imagem com estimativa visual da porcentagem da area do
tecido com coloracdo azulada em 10 explantes por tratamento. Para esta avaliacdo foram
utilizadas as seguintes referéncias: a) sem expressao transiente do gene, ou seja, sem
coloracao azulada no tecido; b) expressao em até 5% da area do tecido; c) expressao em 6-
40% da area do tecido; d) expressdo em 41-70% da area do tecido e €) 71 a 100% da éarea
do tecido. A expressdo estavel do gene gus foi avaliada ao final de cada ensaio em folhas
de clones regenerados utilizando as mesmas referéncias aplicadas para a expressao
transiente.

Ao final de 60 dias (explantes cotiledonares) e 90 dias (explantes foliares) foram
avaliados a porcentagem de explantes com calos sem e com gemas, explantes necrosados,
explantes nao responsivos e o nimero médio de brotacbes por calo. Todos os experimentos
foram instalados em delineamento experimental inteiramente casualizado com 5 repeti¢cdes
por tratamento, considerando-se a placa de Petri como unidade experimental, com 10
explantes em cada placa. Os dados foram transformados conforme a necessidade de cada
ensaio e submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e teste de Duncan a 5% de
significancia para a comparacdo das médias dos tratamentos. Todos os ensaios foram
repetidos duas vezes e os valores utilizados para a analise foram médias dos valores

obtidos nos experimentos.



5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Avaliacdo de fatores que influenciam a eficiéncia da transformacdo genética de

Eucalyptus camaldulensis via co-cultivo com Agrobacterium tumefaciens.

5.3.1.1 Ensaio 1 - Meio de cultura bacteriana

A influéncia de diferentes meios de cultura bacteriana na transformacgao genética de
E. camaldulensis via A. tumefaciens foi avaliada inicialmente por meio da expressao
transiente da enzima R-glucuronidase em explantes cotiledonares e foliares, onde se
considerou como resultado positivo todo e qualquer tecido que apresentou uma ou mais
células com coloragédo azul. Os resultados desta expresséo estdo apresentados na Figura
16 e Tabela 24.
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FIGURA 16 — Deteccédo da expressao do gene gus em explantes de E. camaldulensis em
funcé&o do meio de cultura de crescimento bacteriano (YEB, MYA e LB), cinco
dias apos co-cultivo com A. tumefaciens.

Os resultados dos experimentos para ambos tipos de explantes demonstram que os

meios influenciaram a taxa de infecgéo do tecido vegetal pela A. tumefaciens (Figura 16). A
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maior porcentagem de explantes cotiledonares com expressao do gene gus foi observada
quando a bactéria foi cultivada em meio YEB (75%), enquanto os meios MYA e LB
apresentaram 55% e 45% de tecidos com atividade da R-glucuronidase, respectivamente.
No experimento com folhas, estas apresentaram valores de expressdo gus muito préximos
quando as bactérias foram cultivadas nos meios MYA (75%) e YEB (70%), enquanto que
esta atividade foi menor para o LB (60%).

Nos explantes cotiledonares, em nenhuma das amostras observou-se expresséo da
atividade do gene em 100% da éarea do tecido (Tabela 24), enquanto nas folhas, nos
tratamentos com meio YEB e MYA, 5% de explantes ficaram completamente azulados,
sendo o MYA responsavel pelas maiores porcentagens para as demais classes de area de
infeccao. Nos explantes foliares, observa-se que quando a bactéria foi cultivada no meio LB,
houve maior porcentagem da area dos cotilédones sem expressdo da R-glucuronidase

(40%) e menor area de expressao em até 5% do tecido (35%).

TABELA 24 — Area dos explantes de E. camaldulensis com expressdo do gene gus em
funcdo do meio de cultura de crescimento bacteriano, cinco dias apods co-
cultivo com A. tumefaciens.

Tipo de I\gﬁlitczj:iae Distribuicdo dos explantes em fungéo da area foliar com expresséo gus (%)
explante bacteriano SeM | <5%area | 6-40% area | 41-70% area | 71-100% érea
expressao
YEB 25 20 35 20 0
cotilédone MYA 55 25 10 10 0
LB 45 20 25 10 0
YEB 30 30 30 5 5
folha MYA 25 25 30 15 5
LB 40 35 20 5 0

A diferenga observada no crescimento bacteriano nos diferentes meios testados é
resultado da resposta da cepa em funcdo da composicdo dos meios utilizados, visto que a
falta de determinados nutrientes pode ser um fator limitante para o crescimento 6timo de
determinadas bactérias. Os meios YEB e MYA sao ricos em fonte de carbono, proteinas,
nitrogénio, enxofre e co-fatores como o magnésio, fatores estes que podem haver
contribuido para uma maior densidade e crescimento bacteriano, resultando em uma maior
expressao transiente positiva, enquanto o meio LB € composto por extrato de levedura,
triptona e cloreto de sodio. As composigdes dos meios de cultura bacterianas podem ser

muito variadas, desde muito simples contendo um Unico carboidrato como fonte de energia
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e carbono e alguns sais minerais, até mais complexas, contendo varias fontes de carbono e
energia, vitaminas e aminodacidos.

O intumescimento do tecido e inicio da formag¢ao de gemas foi visualizado cerca de
15-20 dias apods a infeccdo com a cepa C58C1 em explantes cotiledonares, enquanto nas
folhas este processo foi observado apds 20-30 dias. No tratamento controle, para ambos
tipos de explantes, a regeneragéo ocorreu na metade do tempo em comparagao aos demais
tratamentos. Esta diferenca deve-se a divisado celular e formacao de calos serem mais lentas
em tecido transformado atribuido ao efeito detrimental da bactéria sobre as células e
tecidos, fato este também observado por PENA et al. (1995), em Citrus sp.

Os brotos regenerados a partir destes explantes foram excisados ao final da cultura
e mantidos em meio de multiplicacdo para avaliagdo da expressao estavel do gene gus. Os
resultados da organogénese e da freqliéncia de expressdo estavel do gene gus estdo
apresentados nas Tabelas 25 e 26.

Ap6s o co-cultivo, os cotilédones apresentaram em média 16% e 13% de explantes
necrosados nos tratamentos com meio MYA e LB respectivamente, enquanto para o meio
YEB, 6,0% sofreram necrose (Tabela 25). Os explantes foliares exibiram sinais de
escurecimento do tecido em funcédo do contato com a suspensao bacteriana, resultando em
perda de explantes em todos os tratamentos (Tabela 26). KAWAZU et al. (1996), em
experimentos preliminares, também obtiveram maior perda de explantes foliares pela
necrose do que os demais tipos de explantes de E. camaldulensis, hipocétilos e cotilédones,
levando estes autores a utilizarem somente os explantes hipocotiledonares para os demais

experimentos realizados.

TABELA 25 — Efeito do meio de crescimento bacteriano na resposta organogénica de
explante cotiledonar de E.camaldulensis apds transformagéo via co-cultivo
com A. tumefaciens.

Nao A Calo ~
T . Calogénese Necrose Broto Expresséo
ratamento responsivo (%) com gema (%) calo” estavel
(%) ° (%) °
YEB 0,0b 69,0 a 250b 6,0 bc 1.1b 25/25 (100%)
MYA 0,0b 59,0 ab 250b 16,0 a 1.3b 12/12 (100%)
LB 6,0 a 68,0 a 13,0c 13,0 ab 0,6b 24/25 (96%)
controle 0,0b 51,0b 49,0 a 0,0c 27a -

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)
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TABELA 26 — Efeito do meio de crescimento bacteriano na resposta organogénica de
explante foliar de E. camaldulensis apés transformacgao via co-cultivo com A.
tumefaciens.

~ R Calo =
Nao Calogénese Necrose Broto Expresséao
Tratamento o o com gema o 1 .
responsivo (%) (%) (%) (%) calo estavel
YEB 0,0 49,0 c 20b 47,0 a 0,05b 04/04 (100%)
MYA 0,0 63,0b 1,0b 36,0b 0,01b 01/01(100%)
LB 0,0 66,0 b 40b 32,0b 0,03b 01/01 (100%)
controle 0,0 88,0 a 12,0 a 0,0c 0,27 a -

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

LOWE e KRUL (1991) atribuem a necrose observada em varias espécies de Vitis
expostas a A. tumefaciens a incompatibilidade na interacédo entre a agrobactéria e as células
hospedeiras da planta e, de acordo com PERL et al. (1996), estas reagem a infeccdo com
uma reacao de hipersensibilidade associada com a morte da célula e conseqliente necrose
do tecido. Esta observagéo pode explicar a perda de explantes no presente ensaio (Tabelas
25 e 26), comparado ao tratamento controle com 0% de perda para ambos os tipos de
explantes.

Em ambos os experimentos, houve diferenca estatistica significativa entre as
médias dos numeros de brotos por calo dos tratamentos e as do controle, sendo a
regeneragao quase nula a partir do explante foliar, refletindo a dificuldade da organogénese
indireta a partir deste tecido associada aos danos causados pelo processo de transformacgao
genética.

Para os cotilédones, a regeneragao foi de 1,3 e 1,1 brotos por calo quando a
bactéria foi cultivada nos meios MYA e YEB, respectivamente, enquanto no meio LB, foi de
0,6 brotos/calo, sem diferengca estatistica entre estes valores (Tabela 25). Dentre estas
regeneracdes, obteve-se no tratamento com meio LB uma planta GUS negativa, que
possivelmente seria uma regeneragao escape. Neste caso, foram realizadas duas analises
histoquimicas, que confirmaram a expressdo negativa nessas plantas putativas. A
ocorréncia de escapes em meio seletivo tem sido relatada como um dos maiores problemas
na transformacgao, que ocorre possivelmente pela protecao de células transformadas que
circundam células ndo transformadas ao contato com o antibiético (HORSCH et al., 1985;
DEROLES e GARDNER, 1988). JANSEN e GARDNER (1989) afirmam que o antibiético
somente exerce pressao seletiva quando aplicado por 10-14 dias, imediatamente apds a co-

cultura.
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Seguindo a sequéncia metodolégica deste trabalho (Figura 15), os meios de
crescimento bacteriano YEB foi adotado para a transformacao do explante cotiledonar e

MYA para explante foliar em todos os experimentos seguintes.

5.3.1.2 Ensaio 2 - Meio de inoculagao

Os resultados obtidos para a avaliagdo da expressao transiente do gene gus em
funcdo do meio de inoculagdo com A. tumefaciens (MS/2, MS, MSi, LB e LB + MS), sdo
apresentados na Figura 17 e Tabela 27.

As células de A. tumefaciens diluidas em meio MS suplementado com 1,0 g L™ de
inositol (MSi), apresentaram melhores indices de expressao do gene gus para ambos tipos
de explantes, seguido do meio MS/2 para os cotilédones e do meio MS para os explantes
foliares. Além disso, este tratamento apresentou de 71 a 100% da area do tecido com
atividade da enzima R-glucuronidase em 25% das amostras de cotilédones e 5% das folhas
infectadas (Tabela 27). Esta superioridade do meio MSi em comparagdo aos demais meios
também foi verificada por SANGWAN et al. (1992) com Arabidopsis thaliana e por EGNIN et
al. (1998) com Arachis hypogaea, os quais afirmaram que o inositol atua como um agente
removedor temporario dos exudados fendlicos liberados pelos tecidos durante a infecgao.
Como no Ensaio 1, verificou-se a existéncia de uma planta gus negativa no tratamento com
meio MS/2.

LB + MS —
LB —
MSi —
MS —
MS/2 —

cotilédone

LB+ MS
LB
MSi —
MS —
MS/2 —

0 25 50 75 100

Explantes com expresséo do gene gus (%)

I

folha

FIGURA 17 — Deteccao da expressdo do gene gus em explantes de E. camaldulensis em
funcdo do meio de inoculagao, cinco dias apds co-cultivo com A. tumefaciens.
Meios: MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), MS/2 (MS com metade da
concentragdo original dos sais), MSi (MS + 1 g L™ de inositol), LB (meio
Luria—Bertani) e LB + MS (1:1).
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TABELA 27 - Area dos explantes de E. camaldulensis com expressdo do gene gus em
funcdo do meio de ressuspensao e inoculagao, cinco dias apds co-cultivo
com A. tumefaciens.

Tipo de Meio de Distribuicdo dos explantes em fung&o da area foliar com expressao gus (%)
explante cultura expsrzrsnséo <5%area | 6-40% drea | 41-70% drea | 71-100% érea
MS/2 30 20 20 20 10
MS 55 20 10 20 0
cotilédone MSi 10 20 35 10 25
LB 40 20 30 10 0
LB + MS 50 30 15 0 5
MS/2 40 30 25 5 0
MS 30 25 40 0 0
folha MSi 25 20 25 25 5
LB 45 35 15 5 0
LB + MS 45 40 15 0 0

Os resultados obtidos quanto a organogénese, apresentados nas tabelas 28 e 29
mostram em relagdo ao tratamento controle, reducdo de aproximadamente 50% na
producao de calos com gemas e no numero de brotagdes formadas a partir de cotilédones
como resultado da interferéncia da inoculagcdo com a bactéria e do meio de cultura na
morfogénese do explante. Os tratamentos aplicados nao favoreceram a formacao de gemas

e regeneracgao de brotos a partir de explantes foliares (Tabela 29).

TABELA 28 — Efeito do meio de ressuspensdo e inoculacdo na resposta organogénica de
explante cotiledonar de E. camaldulensis apés transformacao via co-cultivo
com A. tumefaciens.

Nao N Calo =
. Calogénese Necrose Broto Expresséo
Tratamento responsivo (%) com gema (%) calo™ estavel
(%) ° (%) °
MS/2 7,0a 70,0 ab 23,0 bc 0,0c 1,1b 9/10(90%)
MS 8,0a 75,0 a 13,0c 40c 0,7b 5/5(100%)
MSi 9,0a 56,0 bcd 28,0b 6,0c 1.3b 17/17(100%)
LB 4,0 ab 63,0 abc 19,0 bc 14,0b 1,0b 7/7(100%)
LB + MS 4,0 ab 51,0 cd 24,0 bc 21,0a 1,0b 7/7(100%)
controle 0,0b 420d 58,0 a 0,0c 3,7a -

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)
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TABELA 29 — Efeito do meio de ressuspensdo e inoculacdo na resposta organogénica de
explante foliar de E. camaldulensis apés transformagao via co-cultivo com A.
tumefaciens.

Nao N Calo ~
T . Calogénese Necrose Broto Expresséao
ratamento responsivo % com gema % o tavel
(%) (%) (%) (%) calo estave
MS/2 0,0 ns 42,0 bc 3,0b 55,0 ab 0,04 b 3/3(100%)
MS 0,0 ns 46,0b 1,0b 53,0b 0,01b 1/1(100%)
MSi 0,0 ns 48,0 b 20b 50,0 b 0,04 b 2/2(100%)
LB 0,0 ns 36,0 bc 0,0b 64,0 ab 0,00 b -
LB + MS 0,0 ns 29,0c 20b 69,0 a 0,04 b 2/2(100%)
controle 0,0 ns 77,0 a 7,0a 16,0 c 0,28 a -

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

A percentagem de oxidacao ou de necrose mais elevada observada no tratamento
com meio LB + MS (1:1) pode ser atribuida a composi¢cao destes meios que poderiam
favorecer a agdo da bactéria em detrimento do tecido vegetal. HAN et al. (2005) observaram
que, apesar do crescimento ideal de cepas LBA 4404 e EHA 105 ocorrer em meio LB e ser
inferior em meio MS, quando utilizaram o LB como meio de inoculagado, verificaram a
inibicdo da formacgédo de brotos transformados de Artemisia annua, com frequéncias de
regeneracao de 18,8% para o meio MS, 6,2% para o meio MS + LS (1:1) e 1,8 % para o
meio LB. Estes autores atribuiram ao extrato de levedura e a triptona presentes no meio LB
o carater inibitério e desfavoravel a morfogénese do tecido.

Para o explante foliar, a necrose também ocorreu no tratamento controle,
demonstrando assim que este tecido é susceptivel a oxidagao, liberando fendis que
provocam a morte do explante. Além do efeito da infeccdo bacteriana e transformacéo, o
aumento no acumulo de polifenéis nos demais tratamentos pode ser devido a uma
inadequacao do meio nutritivo. De acordo com TEIXEIRA (2001), o cultivo em meios salinos
diluidos é mais apropriado, resultando em menor sintese e oxidagéo fendlica, como no caso
do meio MS/2 com a concentragdo de sais reduzida pela metade, que pode contribuir para
reduzir a oxidacao fendlica.

A capacidade organogénica do tecido foliar ndo foi favorecida pela utilizagdo destes
meios de infecgdo, e comparando-se os resultados obtidos para ambos explantes, pode-se
inferir que esta dificuldade na regeneragao de brotagdes transgénicas putativas muito mais
associada ao componente morfogénico do tecido foliar do que ao processo de

transformagdo. Mesmo com resultados pouco significativos em termos de regeneracao,
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selecionou-se 0 meio MSi para o prosseguimento dos experimentos de transformacao a
partir de tecidos foliares e para cotiledonares.

Seguindo a proposta metodoldgica proposta deste trabalho (Figura 15), 0 meio MSi
foi adotado na transformagcao para todos os experimentos seguintes. Esta escolha foi
confirmada como positiva pelo maior nimero de plantas recuperadas com expressao

transiente positiva com o0 meio MS contendo maior concentragao de inositol.

5.3.1.3 Ensaio 3 - Duracdo da co-cultura

Os resultados apresentados na Figura 18 e Tabela 30 mostraram que a duragéo da
co-cultura tem efeito significativo na expressao transiente de ambos tipos de explantes, com
maior expressdao no tratamento com 24 horas de co-cultura, diminuindo a medida que
aumentou o tempo de contato entre tecido vegetal e agrobactéria. Com 72 horas de co-
cultivo, observou-se o maior crescimento da bactéria.

O periodo de co-cultivo tem sido considerado um importante fator na eficiéncia de
transformacao via Agrobacterium como para ALMEIDA (2002) que ao contrario do resultado
obtido neste trabalho, verificou que explantes de Citrus com 24 e 120 horas de co-cultura
nao regeneraram brotos GUS positivos, sendo estes apenas obtidos no tratamento com 72
horas. Também em Citrus, YANG et al. (2000) encontraram maior quantidade de brotos
putativos transformados com co-cultura de 48 e 72 horas, e ALMEIDA (2002) apos 120
horas observou crescimento excessivo da bactéria apoés 120 horas e subseqlente
decréscimo na regeneracéo de brotacdes.

O melhor tempo de co-cultura para a expressao transiente dos explantes
cotiledonares e foliares observado neste trabalho foi menor ao tempo aplicado em pesquisas
de transformagéo de diversas espécies do género Eucalyptus via Agrobacterium. CHEN et
al. (1996), HO et al. (1998), KAWAZU et al. (1996) e MULLINS et al. (1997) utilizaram 48
horas de co-cultura em explantes hipocotiledonares, cotiledonares e foliares de E.
camaldulensis. Periodo maior de co-cultura foi utilizado por MACHADO et al. (1997) que
aplicaram 120 horas para a co-cultura do hibrido E. grandis x E. urophylla para diferentes

tipos de explantes.
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Figura 18 — Deteccdo da expressao do gene gus em explantes de E. camaldulensis em
funcdo da duragdo da co-cultura, cinco dias apdés o co-cultivo com A.

tumefaciens.

TABELA 30 — Porcentagem de explantes de E. camaldulensis com expressdo do gene gus
em fungdo da duragdo da co-cultura, cinco dias apds a inoculagdo com
A. tumefaciens.

Tipo de Tempo de Distribuicdo dos explantes em fungéo da area foliar com expressao gus (%)
explante co-cultura sem <5%area | 6-40% darea | 41-70% area | 71-100% area
expressao
24 horas 10 25 25 25 15
cotilédone 48 horas 30 35 25 10 0
72 horas 35 30 25 10 0
24 horas 10 30 20 30 10
folha 48 horas 20 20 15 35 5
72 horas 40 30 30 0 0

Comparado ao tratamento controle que produziu 3,1 brotos por calo, a frequéncia

de regeneracdo de brotagbes a partir de cotilédones foi baixa em todos os tratamentos

(Tabela 31), No caso dos explantes foliares (Tabela 32), tanto o controle quanto os

explantes submetidos a inoculagdo e a varios tempos de co-cultura produziram médias de

brotos por calo muito baixas, confirmando a caracteristica recalcitrante dos tecidos foliares

de E. camaldulensis observada no presente trabalho.
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Considerando que a necrose aumentou com o tempo de contato do tecido com a

bactéria, um periodo menor de co-cultura é mais indicado para reduzir a perda do tecido e

de area com potencial de regeneracéo.

As 40 plantas regeneradas a partir de cotilédones e 9 de folhas apresentaram todas

expressao do gene gus ao final da cultura, confirmando a eficiéncia do meio seletivo com 9

mg L™ de canamicina.

TABELA 31 — Efeito da duragdo da co-cultura na resposta organogénica de explante
cotiledonar de E. camaldulensis ap6s transformag¢do via co-cultivo com
A. tumefaciens.

N&o Calogénese Calo Broto Expresséo
Tratamento responsivo o comgema | Necrose (%) R .
o (%) A calo estavel

(%) (%)
24 horas 3,0ns 79,0 a 8,0c 10,0 a 06b 8/8 (100%)
48 horas 3,0ns 66,0 b 19,0 b 12,0a 1,0b 21/21(100%)
72 horas 3,0ns 71,0 ab 11,0 bc 15,0 a 0,8b 11/11(100%)
controle 0,0 ns 33,0c 67,0 a 0,0b 3,1a -

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

TABELA 32 — Efeito da duragido da co-cultura na resposta organogénica de explante foliar
de E. camaldulensis apés transformagao via co-cultivo com A. tumefaciens.

Nao N Calo .
. Calogénese Necrose Broto Expresséo
Tratamento responsivo (%) com gema (%) calo™ estavel
(%) ° (%) )
24 horas 0 70,0b 3,0ns 270b 0,05 ns 3/3(100%)
48 horas 0 49,0c 4,0 ns 47,0 a 0,07 ns 4/4(100%)
72 horas 0 450c 2,0 ns 53,0a 0,09 ns 2/2(100%)
controle 0 88,0a 50ns 70c 0,13 ns -

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

Seguindo a seqUéncia metodolégica deste trabalho (Figura 15), adotou-se a co-

cultura de 48 horas dos explantes com A. tumefaciens em todos os experimentos seguintes,

tempo este confirmado como mais adequado no maior numero de plantas resgatadas in vitro

com expressao estavel.
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5.3.1.4 Ensaio 4 - Efeito da pré-cultura de explantes

O pré-cultivo dos explantes por 72 horas proporcionou maior expressao gus
transiente para ambos tipos de explantes (Figura 19 e Tabela 33). Nos tratamentos com 24
horas e sem pré-cultura a expressdo ftransiente foi inferior, devido provavelmente a

diminui¢ao da divisédo celular das células.

s/précultura i 1
96 h i
72 h ‘ ‘ —
48h —
24 h —

cotilédone

s/précultura ‘ — H
96 h -
72h i
48 h i
24 h | |

folha

0 25 50 75 100

Explantes com expressé&o do gene gus (%)

FIGURA 19 — Deteccdo da atividade do gene gus em explantes de E. camaldulensis em
funcado do tempo de pré-cultura do explante, cinco dias apds o co-cultivo com
A. tumefaciens.

A base da promocéao desta transformacao pela pré-incubacao do tecido vegetal ndo
é totalmente compreendida. SUNILKUMAR et al. (1999) indicam que a pré-cultura do
explante aumenta a eficiéncia da transformagao devido ao fato da ligacdo da agrobactéria
ao tecido ser favorecida pela sintese de células na superficie do local lesado e a produgao
de compostos indutores do gene vir pelo metabolismo ativo das células. BINNS e
THOMASHOW (1988) e SANGWAN et al. (1992) por sua vez, reforcam que as células
hospedeiras em divisdo favorecem a transformacédo e que a pré-cultura em meio rico em
auxinas aumenta a taxa de transformacgcdo. MORALEJO et al. (1998) concluiram que, apés a
pré-cultura de cotilédones e hipocétilos de E. globulus por 96 a 144 horas, o nivel de
expressao transiente GUS-positivo foi significativamente maior do que no tratamento sem
pré-cultura ou apés 192 horas, e que o tratamento com 144 horas mostrou expressao mais

estavel ao final de 30 dias de cultura.
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TABELA 33 — Porcentagem de explantes de E. camaldulensis com expressao do gene gus
em funcao do tempo de pré-cultura do explante, cinco dias apds co-cultivo
com A. tumefaciens.

Distribuicdo dos explantes em fungao da area foliar com expressao gus (%)
Tipo de Tempo de
explante pré-cultura expsrzrsnséo < 5% area 6-40% area 41a'-r7e(;% 71;22%
sem pré-cultura 40 25 25 10 0
24 horas 30 20 40 10 0
cotilédone 48 horas 15 10 30 25 20
72 horas 25 20 25 20 10
96 horas 50 15 20 10 5
sem pré-cultura 45 15 5 25 10
24 horas 25 15 15 30 15
folha 48 horas 10 10 35 20 25
72 horas 20 15 40 25 0
96 horas 45 40 15 0 0

Quanto a resposta organogénica dos explantes cotiledonares, a regeneragao foi
superior no tratamento sem pré-cultura, seguido do tratamento com 48 horas de pré-cultura
(Tabela 34). No entanto, o resultado obtido ao final da cultura, comparativamente aos
ensaios anteriores com explante cotiledonar, pareceu nao contribuir grandemente para o
aumento na eficiéncia de transformacéo. Neste sentido, alguns autores chamam a atencéo
para o efeito negativo que o processo de transformacgdo poderia exercer nas células
competentes do tecido. CERVERA et al. (1998) observaram uma reducdo de 50% na
regeneracdo de epicotilos de Citrus apds pré-cultura, devido a diminuigdo na indugdo de
células competentes para a transformagdo. HAN et al. (2005) também observaram a
influéncia negativa dos periodos prolongados de pré-cultura na eficiéncia do processo de
transformacéao de Artemisia annua.

A resposta dos explantes foliares foi similar a dos ensaios anteriores, com

regeneragao quase nula (Tabela 35).
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TABELA 34 — Efeito do tempo de pré-cultura na resposta organogénica de explante
cotiledonar de E. camaldulensis via co-cultivo com A. tumefaciens.

Néo . Calo ~
T . Calogénese Necrose Broto Expresséo
ratamento responsivo (%) com gema (%) calo™ estavel
(%) ° (%) °
sem pré-cultura 0,0 ns 64,0 a 20c 34,0 a 0,06 ¢ 9/10(90%)
24 horas 0,0ns 65,0 a 7,0 bc 9,0 bc 0,3c¢c 3/3(100%)
48 horas 0,0 ns 75,0 a 17,0b 8,0 bc 06b 7/7(100%)
72 horas 0,0 ns 81,0a 8,0 bc 12,0b 0,2c 15/15(100%)
96 horas 0,0 ns 76,0 a 10,0 bc 14,0b 0,2c 8/8(100%)
controle 0,0 ns 370b 62,0 a 10c 29a -

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

TABELA 35 — Efeito do tempo de pré-cultura na resposta organogénica de explante foliar de
E. camaldulensis via co-cultivo com A. tumefaciens.

= N Calo =
Néo Calogénese Necrose Broto Expressao
Tratamento e 5 com gema o -1 .
responsivo (%) (%) (%) (%) calo estavel
sem pré-cultura 0,0 ns 59,0 bc 0,0b 410a 0,0b -
24 horas 0,0 ns 52,0 c 3,0b 45,0 a 0,07 b 2/2 (100%)
48 horas 0,0 ns 59,0 bc 20b 39,0 a 0,02b 3/3 (100%)
72 horas 0,0 ns 50,0 c 0,0b 50,0 a 00b 2/2 (100%)
96 horas 0,0 ns 88,0 a 20b 10,0 b 0,02b -
controle 0,0ns 81,0a 10,0 a 90b 0,2a -

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

5.3.1.5 Ensaio 5 - Efeito do gendtipo

No teste histoquimico realizado nos explantes foliares, observou-se que os
genadtipos das plantas apresentaram diferenga marcante quanto a resposta da infec¢ao pela
Agrobacterium cinco dias apos a co-cultura. Nos clones 5 e 51, 100% e 90% dos tecidos
amostrados, respectivamente, expressaram o gene gus de maneira transiente, enquanto no
clone 20 a expressao foi de somente 20% (Figura 20 e Tabela 36).

Apesar da menor regeneragdo apresentada pelo explante foliar, a producao de
brotos do controle do clone 05 foi superior aos demais clones, assim como a porcentagem
de calos com gemas (Tabela 37). Este diferenga na resposta organogénica entre os clones

comparados ilustra a influéncia do gendtipo como um dos importantes fatores na
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determinagdo da integragado do transgene no genoma da planta. A influéncia dos genétipos
na transformacado também tem sido relatada por varios autores, como DE BONDT et al.
(1994) que verificaram que o gendtipo tem comportamento diferenciado quanto a integragéao
do DNA exdégeno no genoma da planta. HAN et al. (2005) consideram que a especificidade
do gendtipo esta relacionada com as condigdes fisioldgicas das células, as quais incluem

reacao fisioldgica apds o ferimento, concentracdo hormonal e estrutura de parede celular.

clone 51

|
|
|
|
|
|
clone 20 —H |
|
|
|
|
|
|

clone 5

0 25 50 75 100

Explantes com expressao do gene gus (%)

FIGURA 20 — Deteccao da atividade do gene gus em explantes foliares de E. camaldulensis
em funcao do gendtipo, cinco dias apds co-cultivo com A. tumefaciens.

TABELA 36 — Porcentagem de explantes foliares de E. camaldulensis com expressédo do
gene gus em fungcdo do gendtipo, cinco dias apds co-cultivo com A.
tumefaciens.

o Distribuicdo dos explantes em fungao da area foliar com expressao gus (%)
one
sem expressao < 5% area 6-40% area 41-70% éarea 71-100% area
05 0 20 40 20 20
20 70 20 10 0 0

51 20 30 40 10
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TABELA 37 — Efeito do gendtipo na resposta organogénica de explante foliar de
E. camaldulensis apds co-cultivo com A. tumefaciens.

Clone Né'o , Calo%énese corgzlgma Ne%rose Brot_c1) Exprgsséo
responsivo (%) (%) (%) (%) calo estavel

05 6,0 cd 68,0 a 12,0 ab 14,0 ab 0,3b 14/14(100%)
05 controle 0,0d 76,0 a 18,0 a 6,0b 0,6 a -

20 40,0 a 42,0b 0,0c 18,0 ab 0,0b -
20 controle 32,0 ab 42,0b 0,0c 26,0 a 0,0b -

51 20,0 bc 62,0 ab 0,0c 18,0 ab 0,0b -
51 controle 10,0 cd 68,0 a 6,0 bc 16,0 ab 0,1b -

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan (p < 0,05)

5.3.2. ¥ Fatores que influenciaram a transformacgédo de E. camaldulensis e a obtencéo de

plantas transformadas putativas

No presente trabalho, apesar de que nenhum dos fatores avaliados aumentou de
forma significativa a eficiéncia da transformac&o genética do E. camaldulensis, verificou-se
que o explante cotiledonar apresentou maior potencial na regeneragao de plantas putativas
transformadas. De forma resumida pode-se dizer que:

- O meio de crescimento bacteriano n&o influenciou significativamente a
regeneragao; no entanto, o meio LB favoreceu a necrose de explantes, o que pode diminuir
a area de tecido com células potenciais para a regeneragao. Nos experimentos comparando
3 meios de cultura bacteriana, foram produzidas 61 plantas putativas e 1 planta GUS-
negativa a partir de cotilédones e 6 plantas putativas a partir de folhas.

- A utilizacdo de meios de ressuspensao da bactéria favoreceu pouco o processo
de regeneragao dos explantes cotiledonares e nao teve efeito no caso dos explantes
foliares, cuja taxa de organogénese permaneceu extremamente baixa. Nestes ensaios
comparando cinco meios, foram produzidas 45 plantas putativas e 1 GUS-negativa a partir
de cotilédones, e 8 plantas putativas a partir de folhas.

- Quanto ao efeito da duragdo da co-cultura, apesar da expressao transiente ser
maior em explantes co-cultivados por 24 horas, a resposta organogénica foi melhor com 48
horas em ambos explantes. Os experimentos de comparacéo de trés tempos de co-cultura
forneceram 30 plantas putativas a partir de cotilédones e 9 putativas a partir de folhas.

- Explantes pré-cultivados por 72 horas em meio MCAC parecem ter células mais

disponiveis a integracdo estavel, tendo maior produgdo de plantas putativas, apesar do
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numero baixo de brotos emitidos por calo. Nos experimentos de comparagdo entre trés
tempos de pré-cultura, foram produzidas 42 plantas putativas e uma GUS-negativa a partir
de cotilédones e 7 plantas putativas a partir de folhas.

- Os gendtipos apresentaram diferencas no comportamento perante a
transformagao genética. Nos experimentos comparando trés clones, foram produzidas 15
plantas putativas a partir de folhas.

- Foram produzidas ao total 178 plantas transformadas putativas e 3 GUS-negativas

a partir de cotilédones e 45 plantas transformadas putativas a partir de folhas.



54 CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condigdes experimentais estabelecidas para este
trabalho permitem concluir que:

- apesar do aspecto recalcitrante apresentado pelos genoétipos avaliados, foi
possivel produzir 45 plantas transformadas putativas por organogénese indireta a partir de
explantes foliares;

- a resposta dos explantes cotiledonares a transformagao genética foi mais
acentuada e eficiente que a dos explantes foliares, permitindo a obtencdo de 178 plantas
transformadas putativas.

- a eficiéncia na transferéncia do DNA da Agrobacterium tumefaciens para o
explante é dependente tanto do gendtipo e do tipo de tecido quanto das condi¢cbées de

crescimento da agrobactéria e da interagdo entre a bactéria e o tecido.
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CONCLUSOES GERAIS

A partir das condices experimentais estabelecidas no presente trabalho, pode-se

concluir que:

As condicbes de cultivo in vitro para organogénese indireta e regeneracéo de plantas
de Eucalyptus camaldulensis foram diferentes para explantes cotiledonares e
foliares. Os explantes cotiledonares apresentam resposta organogénica mais
favoravel do que os explantes foliares que apresentaram elevado grau de
recalcitrancia.

Varios fatores podem afetar a regeneracao, tais como: genoétipo, meio de cultura
mineral, reguladores de crescimento e tipo de explante.

O antibiotico aminoglicosilado canamicina é adequado para a selecdo de células
transformadas na concentracdo de 9 mg L™ por bloquear o crescimento de células
nao transformadas em explantes cotiledonares de E. camaldulensis.

Para a completa eliminagdo da Agrobacterium, sem afetar a regeneracéo indireta de
tecidos transformados, verificou-se a necessidade da inclusdo dos antibidticos
bactericidas Augmentina® durante todo o periodo do cultivo in vitro (60 dias),
utilizando 300 mg.L™* de Augmentina® por 15 dias, seguido por 150 mg L™ até o 30°
dia, e 100 mg L™ até o final da cultura.

A colocacdo prévia de explantes em meio de regeneracao solido 2-3 dias antes da
infeccdo foi benéfica para o sistema de transformacéo utilizado, podendo ser
adotado em outros experimentos.

A utilizacdo de diferentes meios de cultura da bactéria favoreceu pouco o processo
de regeneragao dos explantes cotiledonares e ndo teve efeito no caso dos explantes
foliares.

Os genotipos apresentaram diferencas no comportamento perante a transformacéao
genética.

Apesar do aspecto recalcitrante apresentado pelos genoétipos avaliados, foi possivel
produzir plantas transformadas putativas em maior quantidade por organogénese

indireta a partir de explantes cotiledonares que a partir de explantes foliares.



7 CONSIDERACOES FINAIS

Quanto a organogénese indireta de E. camaldulensis:

A organogénese indireta de E. camaldulensis a partir de explantes foliares
necessita de maiores estudos visando estimular células competentes de maneira mais
eficiente a proliferacéo, diferenciacdo e regeneracdo de gemas adventicias. Sugere-se
também investigar a capacidade morfogenética de explantes hipocotiledonares de E.

camaldulensis.

Quanto ao uso de antibiético e agente seletivo:

A eficiéncia dos antibi6ticos aplicados visando a eliminacédo da agrobactéria apés
infeccdo do explante, representa uma etapa essencial no processo de transformacéo,
principalmente em funcdo da espécie vegetal e cepa bacteriana utilizada. Recomenda-se
desta forma, além das concentragfes indicadas no presente trabalho para E. camaldulensis,
a realizacdo de testes com outros antibidticos e associagbes entre eles, tais como a

timentina, moxalactam e a carbenicilina.

Quanto aos fatores que influenciam a transformacgéo genética do E. camaldulensis
via co-cultivo com A. tumefaciens:

A obtengdo de plantas transformadas de E. camaldulensis esta diretamente
relacionada a diversos fatores que influenciam a infeccdo e transferéncia génica para o
tecido hospedeiro, conforme demonstrado neste trabalho. A experimentacdo de outros
fatores associados aos investigados nos ensaios relacionados neste trabalho, no entanto,
podem também contribuir para 0 aumento da eficiéncia da transformacdo. Esses novos
fatores a serem investigados séo: pH da suspenséo bacteriana, temperatura de co-cultivo,
influéncia da luz na co-cultura, concentragdo da suspenséo bacteriana, tipo de cepas, além

de utilizacdo de explantes hipocotiledonares.
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ANEXO 1 - MEIOS DE CULTURA



ANEXO 1.1 — Composicédo de meios de cultura (em m mol L™).
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Componente | Ms | JADS |  wPM B5 MST
KNO; 18,8 8,0 - 24,7 -
NH;NO; 20,6 41,5 5,0 - 29,3
(NH,4),S0, - - - 1,0 -
MgSQO,4-7H,0 15 3,0 15 1,0 15
CaCl,-2H,0 3,0 - 0,65 1,0 3,0
Ca(NOs),.4H,0 - 50 2,35 - -
KH,PO, 1,25 3,0 1,25 - 1,25
K>SO, - - 5,68 - 5,68
NaH,PO,-H,O - - - 1,05 -
MnSQO,-H,0 - 0,10 - 0,06 0,101
MnSQO,4-4H,0 0,100 - 0,100 - -
Kl 0,005 - - 0,005 0,005
H3;BO; 0,100 0,050 0,100 0,05 0,100
ZnS0,4-7H,O 0,030 - 0,030 0,007 0,030
CuS0,4-5H,0 0,0001 0,005 0,001 0,0001 0,0001
Na,MoQO,4-2H,0 0,001 0,018 0,001 0,001 0,001
CoCl,-6H,0 0,0001 0,001 - 0,0001 0,0001
FeSO,-7H,0 0,100 0,200 0,100 0,100 0,100
Na,EDTA 0,100 0,045 0,100 0,100 0,100
Acido nicotinico 0,004 0,004 0,004 0,008 -
Piridoxina-HCI 0,0024 0,0024 0,0024 0,005 0,006
Tiamina-HCI 0,0003 0,015 0,003 0,030 0,030
Inositol 0,55 0,55 0,55 0,55 1,1
Glicina 0,027 - 0,027 - -
Arginina - 0,040 - - -
Glutamina - 1,025 - - -
Cisteina - 0,041 - - -
Pantotenato de célcio - 0,005 - - -

Abreviaturas: MS — meio de cultura basico de MURASHIGE e SKOOG (1962); WPM — meio de cultura basico
de LLOYD e McCOWN (1980); JADS — meio de cultura basico de CORREIA (1993); MST — Meio de cultura

basico de TOURNIER et al. (2003)



ANEXO 1.2 — Composicdo de meios de cultura para crescimento bacteriano (em g L™).

Componente YEB MYA LB
Extrato de carne 5,0 5,0 -

Extrato de levedura 1,0 5,0 5,0
Peptona 5,0 - -

Triptona - - 10,0

NaCl - - 10,0
Caseina - 0,5 -
Manitol - 8,0 -
(NH4),S0, - 2,0 -
Sacarose 50 - -
MgSO, 0,24 - -

agar 16,0 16,0 16,0

pH 7,5 6,6 7,5
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ANEXO 2 — RESULTADOS DAS ANALISES DE VARIANCIA
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CAPITULO 3 — ORGANOGENESE INDIRETA E MICROPROPAGAQAO DE Eucalyptus
camaldulensis

ANEXO 2.1 - Resumo da ANOVA para explante cotiledonar do Ensaio 01.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
Explante inerte 325,0 2,79 0,1144 27,6
Calogénese 608,333 5,09 0,0332 294
Calo com gema 1,62583 0,70 0,5234 35,6
Broto por calo 58,3333 1,40 0,2955 114,6
Oxidagéo

ANEXO 2.2 — Resumo da ANOVA para explante cotiledonar do Ensaio 2.

Parametro | QM | F [ P< [ CV (%)
Calogénese 5671,11 19,33 0,0000 67,5
Calo com gema 3293,33 4,99 0,0004 111,3
Broto por calo 65,9 9,13 0,0000 116,3
Oxidagao 1222,22 1,47 0,2054 303,0

ANEXO 2.3 — Resumo da ANOVA para explante cotiledonar do Ensaio 03.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
Calogénese 5016,0 41,80 0,0000 43,0
Calo com gema 4056,0 25,35 0,0000 114,7
Broto por calo 24,0576 34,69 0,0000 115,9
Oxidagao 80,0 1,25 0,3221 204,1

ANEXO 2.4 — Resumo da ANOVA para explante foliar do Ensaio 04.

Parametro | QM | F [ P< [ CV (%)
Calogénese 623,333 1,68 0,1367 22,6
Calo com gema 623,333 1,68 0,1367 243,5
Broto por calo 4,95567 2,21 0,0501 254.6

ANEXO 2.5 — Resumo da ANOVA para explante foliar do Ensaio 05.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
Calogénese 616,667 1,19 0,3514 31,3
Calo com gema 136,667 0,29 0,9127 104,3
Broto por calo 0,317667 0,65 0,6659 104,8
Oxidagao 466,667 6,00 0,0020 191,1

ANEXO 2.6 — Resumo da ANOVA para explante foliar do Ensaio 06.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
Calogénese 54,8333 2,39 0,0677 57
Calo com gema 38,8333 2,17 0,0917 89,8
Broto por calo 0,120483 1,54 0,2146 107,6

Oxidagéao 19,3333 2,11 0,0992 198,3




ANEXO 2.7 — Resumo da ANOVA para explante foliar do Ensaio 07.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
Calogénese 86,4444 3,46 0,0031 6,3
Calo com gema 3,55556 0,89 0,5435 94,9
Broto por calo 0,00186667 0,93 0,5074 55,6
Oxidagao 93,5556 4,25 0,0006 174,4

ANEXO 2.8 — Resumo da ANOVA para explante foliar do Ensaio 08.
Parémetro | QM | F | P<

Calogénese

regulador de crescimento (A) 260,909 3,02 0,0033

segmento foliar (B) 222,727 2,58 0,1131

interacéo (A x B) 22,7273 0,26 0,9870
Calo com gema

regulador de crescimento (A) 210,0 3,01 0,0034

segmento foliar (B) 290,909 417 0,0450

interacéo (A x B) 40,9091 0,59 0,8189
Broto por calo

regulador de crescimento (A) 1,083 1,61 0,1220

segmento foliar (B) 0,920455 1,37 0,2457

interagéo (A x B) 0,550455 0,82 0,6104
Oxidagao

regulador de crescimento (A) 20,9091 1,53 0,1475

segmento foliar (B) 4,54545 0,33 0,5657

interagéo (A x B) 4,54545 0,33 0,9689

ANEXO 2.9 — Resumo da ANOVA para explante foliar do Ensaio 09.
Parametro | QMm | F | P<

Calogénese

regulador de crescimento (A) 83,3333 1,11 0,3640

segmento foliar (B) 450,0 6,00 0,0220

interagéo (A x B) 83,3333 1,11 0,3640
Calo com gema

regulador de crescimento (A) 83,3333 1,11 0,3640

segmento foliar (B) 450,0 6,00 0,0220

interagéo (A x B) 83,3333 1,11 0,3640
Broto por calo

regulador de crescimento (A) 0,685 0,93 0,4405

segmento foliar (B) 3,645 4,96 0,0356

interagdo (A x B) 0,685 0,93 0,4405
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ANEXO 2.10 — Resumo da ANOVA para explante foliar do Ensaio 10.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)

Calogénese

gendtipo (A) 953,333 4,52 0,0027

regulador de crescimento (B) 1200,0 5,68 0,0225

interagao (A x B) 300,0 1,42 0,2402
Calo com gema

gendtipo (A) 953,333 4,52 0,0027

regulador de crescimento (B) 1200,0 5,68 0,0225

interagao (A x B) 300,0 1,42 0,2402
Broto por calo

gendtipo (A) 1,64533 5,61 0,0006

regulador de crescimento (B) 1,33333 4,55 0,0399

interagéo (A x B) 0,679333 2,32 0,0636

ANEXO 2.11 - Resumo da ANOVA para multiplicagdo in vitro de dois gendétipos de
E. camaldulensis para o parametro brotos por calo.

L Quadrado
Fonte de variagao médio F P< CV (%)
meio de cultura (A) 86,6037 10,22 0,0000
clone (B) 42,483 5,01 0,0274
subcultura (C) 93,1363 10,99 0,0000
interagao (A x B) 26,693 3,15 0,0175
interagdo (A x C) 15,8884 1,88 0,0724
interagéo (B x C) 99,379 11,73 0,0000

CAPITULO 4 -

UTILIZACAO DE ANTIBIOTICO E AGENTE SELETIVO NA

TRANSFORMACAO GENETICA DE E. camaldulensis

ANEXO 2.12 - Resumo da ANOVA para o ensaio com agente seletivo canamicina nas
concentragdes de 0,0 a 80,0 mg L'1).

Parametro | QM | F [ P< [ CV (%)
Calogénese 4150,74 100,29 0,0000 131,2
Calo com gema 7202,4 265,13 0,0000 206,3
Broto por calo 32,4818 78,75 0,0000 215,0
Oxidacao/necrose 7472,0 525,37 0,0000 60,6

ANEXO 2.13 - Resumo da ANOVA para o ensaio com agente seletivo canamicina nas
concentragdes de 0,0 a 12,0 mg L™).

Parametro | QM | F [ P< [ CV (%)
Calogénese 1182,5 7,02 0,0021 62,0
Calo com gema 2655,0 27,00 0,0000 123,0
Broto por calo 7,65796 37,84 0,0000
Oxidagao/necrose 5892,5 32,14 0,0000




ANEXO 2.14 - Resumo da ANOVA para o ensaio de eliminagédo de A. tumefaciens

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
Calogénese 3145,03 9,26 0,0000 78,6
Calo com gema 2073,61 11,27 0,0000 105,2
Broto por calo 16,2248 4,81 0,0001 145,5
Oxidagéo 1,86646 1,16 0,3455 110,9
Contaminagéao 64,503 29,77 0,0000 98,2
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CAPITULO 5 - ENSAIOS PARA A DETERMINACAO DE CONDICOES DE MAIOR

EFICIENCIA DA TRANSFORMACAO GENETICA

ANEXO 2.15 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do meio de cultura bacteriano
com explante cotiledonar.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
N&o responsivo 45,0 10,29 0,0005 218,9
Calogénese 357,917 5,02 0,0121 17,5
Calo com gema 1140,0 19,20 0,0000 54,2
Broto por calo 3,96746 7,22 0,0028 74,2
Oxidagéo 257,917 6,66 0,0040 97,2

ANEXO 2.16 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do meio de cultura bacteriano

com explante foliar.

Parametro | QM | F | P< | CV (%)
Calogénese 1301,67 15,43 0,0001 25,0
Calo com gema 124,583 4,43 0,0190 138,6
Broto por calo 0,0733333 24,44 0,0000 131,9
Oxidagao 2037,92 35,06 0,0000 66,9

ANEXO 2.17 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do meio de inoculagdo com
explante cotiledonar.

Parametro | QM | F [ P< [ CV (%)
N&o responsivo 55,3333 2,33 0,0737 101,311
Calogénese 753,5 6,46 0,0006 25,2921
Calo com gema 1245,5 16,98 0,0000 60,3495
Broto por calo 6,17668 9,90 0,0000 86,0371
Oxidagéo 351,5 12,41 0,0000 122,24

ANEXO 2.18 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do meio de inoculagdo com
explante foliar.
Parametro | QM | F [ P< [ CV (%)
Calogénese 1369,33 13,69 0,0000
Calo com gema 29,5 5,06 0,0026 125,9
Broto por calo 0,0552833 23,69 0,0000 156,7
Oxidacao 1738,83 15,81 0,0000 38,6
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ANEXO 2.19 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do periodo de co-cultura com
explante cotiledonar.

Parametro QM F P< | CV (%)
N&o responsivo 11,25 1,29 0,3132 134,4
Calogénese 2044,58 51,11 0,0000 30,3
Calo com gema 3797,92 93,49 0,0000 95,9
Broto por calo 7,43413 17,20 0,0000 94,1
Oxidagéo 211,25 14,70 0,0001 72,9

ANEXO 2.20 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do periodo de co-cultura com

explante foliar.

Parametro QM F P< | CV (%)
Calogénese 1990,0 22,74 0,0000 31,2
Calo com gema 8,33333 0,40 0,7521 123,5
Broto por calo 0,00583333 0,29 0,8295 156,3
Oxidagao 2178,33 18,64 0,0000 62,8

ANEXO 2.21 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do pré-cultivo com explante

cotiledonar.

Parametro QM F P< | CV (%)
Calogénese 1251,33 12,57 0,0000 26,0
Calo com gema 2477,33 74,32 0,0000 120,7
Broto por calo 5,90148 120,44 0,0000 142,5
Oxidagao 628,0 13,22 0,0000 93,4

ANEXO 2.22 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do pré-cultivo com explante

foliar.

Parametro | QM F P< [ CV (%)
Calogénese 1250,83 6,29 0,0007 30,1
Calo com gema 68,8333 4,86 0,0033 171,4
Broto por calo 0,0296833 6,85 0,0004 180,6
Oxidagao 1635,33 9,21 0,0001 64,0

ANEXO 2.23 - Resumo da ANOVA no ensaio de influéncia do genétipo da planta doadora

de explantes.

Parametro | QM F P< | CV (%)
N&o responsivo 1216,0 13,27 0,0000 93,8
Calogénese 1035,33 4,50 0,0049 32,2
Calo com gema 288,0 10,16 0,0000 142,5
Broto por calo 0,277333 6,47 0,0006 188,2
Oxidagéo 211,333 1,57 0,2077 74,5




