EFEITO DOS REGULADORES DE CRESCIMENTO DICAMBA E PICLORAM
NA EMBRIOGENESE SOMATICA EM Eucalyptus grandis’
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RESUMO - Este trabalho objetivou avaliar o efeito das auxinas dicamba e picloram na indugdo de embriogénese
somdtica em embrides zigdticos maduros, cotilédones e hipocétilos de Eucalyptus grandis. Os calos foram
induzidos em meio de cultura MS contendo dicamba (0,25; 0,5; 1,0; e 2,0 mg L") ou picloram (0,5; 1,5; 5,0;
e 10,0 mg L'"). Nos tratamentos com 0,5 mg L' de dicamba ou 5,0 e 10,0 mg L' de picloram, em explantes
cotiledonares, foram observadas estruturas semelhantes a embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento.
A andlise histolégica confirmou tratar-se de estruturas independentes, com um sistema vascular fechado, evidenciando
se tratar de embrides somaticos.

Palavras-chave: Micropropagacio, cultura de tecidos e propagacao clonal.

SOMATIC EMBRYOGENESIS IN Eucalyptus grandis: EFFECT OF GROWTH
REGULATORS DICAMBA AND PICLORAM

ABSTRACT — The objective of this paper was to evaluate the effect of dicamba and picloram on the induction
of somatic embryogenesis in mature zygotic embryos, cotyledons and hypocotyls of Eucalyptus grandis. Callus
induction was obtained in MS culture medium with dicamba (0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 mg L) or picloram
(0.5; 1.5; 5.0 and 10.0 mg L'). Treatments of cotyledonary explants with dicamba (0.5 mg L") or picloram
(5.0 and 10.0 mg L") resulted in structures similar to somatic embryos, which appeared in different development
stages. The histological analysis confirmed the presence of independent structures with an independent vascular
system, suggesting that the structures are somatic embryos.

Keywords: Micropropagation, tissue culture and clonal propagation.

1.INTRODUCAO estruturas semelhantes a embrides zigdticos, por
. meio de uma seqiiéncia ordenada de estadios
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Dentre as principais aplica¢des na drea florestal,
estd o uso de embrides somaticos na propagacido em
massa de Eucalyptus, especialmente para aquelas
espécies ou clones de dificil enraizamento, proporcionando
uma alternativa ao enraizamento de estacas e de brotacdes
micropropagadas (BAJAJ, 1995). Embora o Eucalyptus
apresente altas taxas de multiplicagcdo por gemas axilares,
estudos realizados com outras espécies florestais indicam
o potencial de obtencdo de taxas muito maiores com
a embriogénese somadtica. A técnica apresenta também
vantagens adicionais, como redu¢ido no nimero de
estadios de cultura, reducdo de trabalho e custo, rapidez
e facilidade para a producgio em larga escala em meio
liquido utilizando biorreatores (HAINES, 1994; WATT
etal., 1999), bem como a possibilidade de encapsulamento
e armazenamento de embrides como sementes sintéticas
(BAJAJ, 1995). Além disso, a embriogénese somética
constitui-se numa técnica basica para outras aplicacdes
biotecnoldgicas, incluindo transformacgédo genética,
hibridacado somatica e preservagao de germoplasma
(VICIENT e MARTINEZ, 1998).

Nas dltimas décadas, a formacao de embrides
somaticos ou estruturas embriogénicas tem sido reportada
para algumas espécies do género Eucalyptus, como
E. grandis (WATT et al., 1991; MAJOR et al., 1997),
E. dunnii (TERMIGNONI et al., 1996), E. nitens RUAUD
et al., 1997, BANDYOPADHYAY et al., 1999;
BANDYOPADHYAY e HAMILL, 2000), E. urophylla
(TIBOK et al., 1995; ARRUDA et al., 2000), E. citrodora
(MURALIDHARAN e MASCARENHAS, 1987; 1995)
e E. globulus NUGENT etal.,2001; BANDYOPADHYAY
etal., 1999; PINTO et al., 2002). No entanto, a maioria
dos trabalhos relata a inexisténcia de um protocolo
eficiente de regeneracdo de Eucalyptus por embriogénese
somatica, uma vez que ainda existem problemas basicos
a serem solucionados, como o nimero reduzido de
embrides obtidos e a baixa taxa de conversao dos embrides
em plantas.

Esforc¢os para induzir embriogénese somadtica tém
sido descritos para muitas espécies de interesse
econdmico, em que as metodologias utilizadas envolvem
mudancas no meio de cultura, estabelecimento de
diferentes tipos e concentragdes de reguladores de
crescimento e outras condi¢des de cultura, como a
densidade de células, nutrientes e iluminacgao.

Em relagdo ao fator regulador de crescimento, as
auxinas dicamba (4cido 3,6-dicloroanisico) e picloram
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(4cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico), como indutoras
de embriogénese somatica, tém sido investigadas com
freqiiéncia em espécies agrondmicas. A formagao direta
de embrides somaticos em Paspalum scrobiculatum
ocorreu com a utilizagao de altos niveis de picloram,
isoladamente ou em combinagdo com cinetina (KAUR
e KOTHARI, 2004). Picloram também foi efetivo na
obtencdo de embriogénese somatica repetitiva em Arachis
hypogaea (LITTLE et al., 2000). Dicamba promoveu
a formacdo de embrides somdticos em trigo (GEORGE,
1993), Musa (LEE et al., 1997) e Arachis hypogaea (LITTLE
et al., 2000).

Alguns relatos tém indicado que calos
embriogénicos podem ser induzidos em Eucalyptus
em meio contendo 1-5 mg L' de 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético) ou 0,5-5 mg L' de ANA (4cido
o-naftalenoacético). No entanto, investigacdes sobre
o efeito de dicamba e picloram na embriogénese somatica
se restringem aos trabalhos com E. globulus (NUGENT
etal.,2001; PINTO etal., 2002) e E. urophylla (ARRUDA
et al., 2000).

Neste trabalho, objetivou-se avaliar o efeito das
auxinas dicamba e picloram na indugdo de embriogénese
somadtica em embrides zigbdticos maduros, cotilédones
e hipocétilos de Eucalyptus grandis.

2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério
de Cultura de Tecidos II do Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO), da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), localizada no Municipio de
Vigosa, Minas Gerais.

Foram utilizadas sementes de Eucalyptus grandis
procedentes da Area de Producdao de Sementes,
localizada no Municipio de Mogi-Guacu, Sao Paulo,
da empresa International Paper do Brasil.

As sementes foram inicialmente lavadas seis vezes
com dgua deionizada e, a seguir, manipuladas em camara
de fluxo laminar, onde foram desinfestadas com solucgéo
de alcool 70% por 30 seg e hipoclorito de sédio 5%
durante 15 min, sendo, entdo, enxaguadas por seis vezes
com agua deionizada e autoclavada.

A seguir, as sementes desinfestadas foram
inoculadas em placas de Petri descartdveis estéreis
(60 x 15 mm; J. Prolab, Brasil) contendo 15 ml de meio
de cultura para germinagdo. Foi utilizado o meio de
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cultura MS (IMURASHIGE e SKOOG, 1962) contendo
a metade da concentracao dos sais e vitaminas, 50 mg
L' de mio-inositol, 1,5% de sacarose, 2,8 g "' de Phytagel®
(Sigma, USA), sendo o pH do meio ajustado para 5,7
+0,1 e autoclavado por 15 min. As placas foram vedadas
com filme de PVC (Goodyear, Brasil) e as culturas,
mantidas em sala de crescimento com temperatura de
27 £2 °C, fotoperiodo de 16 hnaluz e 8 h no escuro
e irradiancia de 36 pmol m~2 s™' (fornecida por tubos
fluorescentes, “Luz do dia”, Osram®, 20 Watts), por
um periodo de 7 a 10 dias, até completarem a germinagao.

Como fonte de explantes foram utilizados os embrides
zigbticos maduros (sementes desinfestadas inteiras),
e das sementes germinadas in vitro foram obtidos os
cotilédones totalmente expandidos (com aproximadamente
10 dias), os quais foram separados, retirando-se o
meristema apical e segmentos de hipocétilos medindo
cercade 0,5 a 1,0 cm de comprimento.

Embrides zigdticos maduros, cotilédones e hipocétilos
de E. grandis foram inoculados em placas de Petri
descartaveis estéreis (60 x 15 mm; J. Prolab, Brasil), contendo
15 mL de meio para indugéo de calos. O meio de indugdo
foi composto por sais e vitaminas de MS, mioinositol
(100 mg L"), sacarose (3%), Phytagel® (2,8 g L'!) e com
dicamba (0,25; 0,5; 1,0; e 2,0 mg L") ou picloram (0,5;
1,5;5,0; e 10,0 mg L1). Nesse experimento, ndo se incluiu
o controle (0 mg L"), visto que em experimentos realizados
anteriormente nao ocorreu calejamento dos explantes
na auséncia de reguladores de crescimento no meio de
inducgdo.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 e o meio,
autoclavado por 15 min. As placas foram vedadas com
filme de PVC (Goodyear, Brasil) e mantidas no escuro,
em sala de crescimento com temperatura de 27 + 2 °C,
por um periodo de 30 dias, quando se avaliaram: o nimero
de explantes calejados; a intensidade de calejamento;
aoxidacdo; arizogénese; o aspecto dos calos relacionados
a textura e coloracdo; e a presenca de estruturas
embriogénicas.

O experimento foi montado segundo um esquema
fatorial 4 x 3 (quatro concentragdes de regulador de
crescimento e trés tipos de explante) no delineamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, sendo
cada repeticdo composta por 15 explantes.

Ap6s a avaliagdo aos 30 dias, calos originados
em cotilédones e hipocétilos foram transferidos para
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dois meios de cultura distintos, sendo um deles 0 mesmo
meio de inducdo e o outro o meio MS destituido de
regulador de crescimento (MSO0). Nos dois tratamentos,
os calos permaneceram no escuro por mais uma semana,
sendo posteriormente deixados em fotoperiodo de 16
h de luz e intensidade luminosa de 90 umol m=2 s™'.
Um segundo lote de calos contendo os mesmos
tratamentos foi mantido somente no escuro. Tanto os
calos que foram mantidos no claro quanto no escuro
foram subcultivados novamente aos 30 dias para meio
MSO0 e mantidos nas mesmas condi¢des de fotoperiodo
ou escuro por mais 30 dias, quando foram realizadas
novas observagdes.

Em outro experimento, calos induzidos em
cotilédones e hipocétilos em meio contendo 0,5 e 1,0
mg L' de dicamba, ap6s 30 dias, foram subcultivados
para meio contendo sais e vitaminas de MS, mio-inositol
(100 mg L!) e Phytagel® (2,8 g L), com os seguintes
tratamentos: D1 = manuten¢do no mesmo meio de inducao
(dicamba-0,5¢e 1,0 mg L"); D2 = MSO + 3% sacarose
(p/v); D3 =% MS + 6% sacarose + 400 mg L' de L-
glutamina; D4 =%2MS + 6% sacarose +0,1 mg L' dicamba;
D5 =% MS + 6% sacarose + 0,1 mg L' ABA (dcido
abscisico); e D6 = ¥2 MS + 6% sacarose + 0,1 mg
L' dicamba + 0,1 mg L' ABA.

As culturas foram mantidas no escuro, em sala
de crescimento com temperatura de 27 + 2 °C; aos 60
dias foram avaliadas a coloracdo e a textura dos calos,
arizogénese e a presenga de estruturas embriogénicas.
O experimento foi montado segundo um esquema fatorial
2 x 6 x 2 (dois tratamentos de indugdo, seis tratamentos
de subcultivo e dois tipos de explante) no delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeti¢des e cinco
explantes por repetigdo.

Estruturas semelhantes a embrides somaticos,
obtidas no tratamento com 0,5 mg L' de dicamba, foram
isoladas e fixadas em FAA | durante 24 h no dessecador,
sob vacuo, e estocadas em etanol 70%. As amostras
foram desidratadas em série etilica e incluidas em
metacrilato (Historesin, Leica), preparado conforme
a instru¢do do fabricante. Os blocos foram cortados
longitudinalmente (5 um de espessura) em micrétomo
rotativo de avango automatico (RM 2155 — Leica), com
a utilizac@o de navalhas de aco descartdveis.

Os cortes das amostras incluidas em metacrilato
foram corados com Azul de Toluidina em pH acido,
para detectar radicais anidnicos e metacromasia
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(O’BRIEN e MCCULLY, 1981), e as laminas foram montadas
em resina sintética (Permount ©).

As observacgdes e a documentacao fotografica
foram realizadas no Laboratério de Anatomia Vegetal
do Departamento de Biologia Vegetal da UFV, utilizando
um fotomicroscopio de luz Olympus (AX70), equipado
com um sistema U-Photo (Image Proplus).

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

Explantes originados de embrides zigéticos maduros
iniciaram o processo de germinacdo em um periodo
de trés a cinco dias apds a inoculacdo, em meio com
regulador de crescimento. Em todas as concentragdes
de dicamba houve intensa proliferacao de gemas apicais
erizogénese. Os calos formados foram de coloracao
amarelo-clara a branca e de textura semifridvel; no entanto,
o calejamento foi muito baixo, e sua observacao foi
dificultada pela presenca de gemas e raizes. Ja os calos
formados em meio com picloram foram de coloracdo
amarelo-escura, de textura semifridvel a semicompacta
nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mg L' e mucilaginosos
nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mg L!. Arizogénese
foi menos intensa, em compara¢do com os tratamentos
com dicamba. Nao foram observadas estruturas
embriogénicas em nenhuma das concentra¢gdes dos
dois reguladores de crescimento.

Embriogénese somatica a partir de embrides
zigoéticos maduros de E. citriodora foi obtida por
Muralidharan e Mascarenhas (1987; 1995), apés a
remogdo dos tegumentos e utilizando 3—-5 mg L' de
ANA. Em E. dunnii, Termignoni et al. (1996)
constataram a formac¢ao de setores embriogénicos
em plantulas com trés dias de germinagdo em meio
contendo ANA ou ANA/2,4-D, nas proporg¢des de
1:1 e 3:1. Pinto et al. (2002) observaram embriogénese
somatica em E. globulus em calos derivados de
embrides zigdticos maduros inteiros na presencga de
3-15 mg L' de ANA isoladamente ou na combinagdo
de 1 mg L'de ANA com 1 mg L' de 2,4-D.

Em cotilédones e hipocétilos, a formagao de calos
iniciou a partir de uma semana apds a inoculagdo. O
calejamento total em dicamba aos 30 dias foi préximo
de 100%, em todos os tratamentos e nos dois tipos
de explantes (Figura 1). Em cotilédones, a intensidade
de calejamento aumentou progressivamente com o
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incremento da concentra¢io de dicamba. A excecio
da concentragio de 0,25 mg L', em todos os tratamentos
os maiores porcentuais de calejamento (acima de 50%)
foram observados na classe de intensidade média. Ja
em hipocétilos, em todas as concentracdes, acima de
80% dos explantes apresentaram intensidade baixa de
calejamento.
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Figura 1 — Porcentual e intensidade de calejamento em fungdo
das concentragdes de dicamba em cotilédones e
hipocétilos de Eucalyptus grandis, aos 30 dias de
permanéncia no escuro. As barras indicam o desvio-
padrao em relagdo ao calejamento total de cada
concentragio de dicamba.

Figure 1 — Percentage and intensity of callusing as a function
of dicamba concentrations in cotyledons and
hypocotils of Eucalyptus grandis, after 30 days
in dark. Bars indicate standard deviation of total
callusing for each dicamba concentration.
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O calejamento ocorreu na regido abaxial de
cotilédones e nas extremidades e superficie dos
hipocétilos. Nos dois tipos de explante, os calos formados
apresentaram coloragido amarelo-clara ou branca e de
textura semicompacta, tendendo a friabiliza¢@o. Na
concentragio de 0,5 mg L' de dicamba, observou-se
aformacao de calo com regides contendo agrupamentos
celulares, assemelhando-se a embrides em estadio globular
a cordiforme (Figura 3A). Nos tratamentos de 1,0 e
2,0 mg L', em hipocétilos, foram observados calos
mucilaginosos, sem organizacdo e com algumas regides
escurecidas, de coloracdo cinza-escura. Esse
escurecimento também ocorreu em cotilédones no
tratamento de 2,0 mg L. Rizogénese de intensidade
baixa a média foi observada em todos os tratamentos,
sendo reduzida com o aumento da concentragdo de
dicamba. A oxidag¢do fendlica foi praticamente nula.

Aos 30 dias em meio de indug¢ao, em um explante
no tratamento com 0,5 mg L' de dicamba foram observadas
estruturas que se destacavam por apresentar formato
semelhante a embrides em estadio cordiforme a torpedo,
de coloragdo amarelo-clara a creme (Figura 3BC),
diferenciando-se das demais regides do calo. O calo
que apresentou tais estruturas foi transferido para meio
MSO0 e permaneceu nesse meio € no escuro por mais
30 dias. Posteriormente, cinco estruturas foram facilmente
isoladas para estudo anatdmico.

Nos tratamentos com picloram aos 30 dias, o
calejamento total em cotilédones foi préximo de 100%
em todos os tratamentos, com exce¢do do tratamento
de 0,5 mg L' (Figura 2). Em todas as concentragdes,
o calejamento foi de intensidade baixa e média. No
inicio do calejamento, os calos apresentaram-se com
coloracao amarelo-escura e textura semifridvel; no
entanto, posteriormente, foram-se tornando acinzentados.
Sobre as regides acinzentadas dos calos formados em
cotilédones nas concentragdes de 5,0 e 10,0 mg L,
foram observadas regides de calos de coloracdo cinza-
clara ou branco-leitosa, com aspecto semelhante a
embrides somdticos em estadio globular (Figura 3D).

Em hipocétilos, o porcentual de calejamento foi
reduzindo-se com o aumento das concentragcdes de
picloram, e a intensidade de calejamento foi baixa em
todos os tratamentos. Em todas as concentragdes,
observaram-se calos sem consisténcia, de textura
mucilaginosa e coloragao cinza-escura.
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Figura 2 — Porcentual e intensidade de calejamento em fungao
das concentragdes de picloram em cotilédones e
hipocétilos de Eucalyptus grandis, aos 30 dias de
permanéncia no escuro. As barras indicam o desvio-
padrdo em relacdo ao calejamento total de cada
concentragdo de picloram.

Figure 2 — Percentage and intensity of callusing as a function
of picloram concentrations in cotyledons and
hypocotils of Eucalyptus grandis, after 30 days
in dark. Bars indicate standard deviation of total
callusing for each picloram concentration.

A regeneracdo direta de embrides somaticos de
FEucalyptus ndo tem sido reportada com freqiiéncia,
sendo relatada até o momento somente em E. citriodora
(MURALIDHARAN e MASCARENHAS, 1995) e E.
globulus (NUGENT et al., 2001; PINTO et al., 2002).
Nos outros trabalhos, embriogénese somética ocorreu
com prévia formacao da fase de calo. Diversos tipos
de calo foram citados, os quais posteriormente
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regeneraram embrides somdticos. Nugent et al. (2001)
obtiveram calos soltos, macios e tendendo a acumular
fendis em poucas semanas apds o inicio do calejamento.
Calos embriogénicos em outras espécies de Eucalyptus
sdo descritos como de coloragdo marrom, com setores
nodulares de cor branca (TERMIGNONI et al., 1996),
fridveis e brancos (BOULAY, 1987, citado por NUGENT
et al., 2001), de coloragdo creme e nodulares ou
acinzentados e macios (FURZE, 1988, citado por NUGENT
etal., 2001). Similarmente, Blakeway et al. (1993)
descreveram calos com células embriogénicas de E.
grandis de cor creme a branca ou marrom, sendo macios
ou nodulares.

TITON, M. et al.

Calos formados em cotilédones nas concentragdes
de 5,0 e 10,0 mg L' de picloram, quando subcultivados
em meio MSO e mantidos no claro, apresentaram
estruturas semelhantes a embrides somaticos em estadio
de torpedo e cotiledonar (Figura 3EF). Essas estruturas
foram formadas sobre regides escurecidas de dois calos
(sendo um em cada tratamento) e isoladas facilmente
quando manipuladas com o auxilio de uma pinca. No
entanto, essas estruturas ndo se desenvolveram apos
serem isoladas. Também, pelo fato de serem em nimero
reduzido, ndo foi possivel a realizagdo de andlise
histolégica para confirmacdo dos padrdes celulares
obtidos.

Figura 3 — Formagdo de estruturas semelhantes a embrides somaticos em Eucalyptus grandis. Estruturas formadas em 0,5
mg L' de dicamba (A-C) e em 5,0 e 10,0 mg L"! de picloram (D-F). Barras = 1 mm.

Figure 3 — The development of embryo-like structure in Eucalyptus grandis in vitro culture. Structure developed in 0.5
mg L' dicamba (A-C) and 5 and 10 mg L' picloram (D-F). Bars = 1 mm.
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Embriogénese somatica em Eucalyptus tem sido
alcangada, geralmente, com a utilizagdo de tratamentos
com ANA e 2,4-D, isoladamente ou em combinagéo
(MURALIDHARAN e MASCARENHAS, 1995;
TERMIGNONI et al., 1996; PINTO et al., 2002).
Particularmente para E. grandis, embrides somaticos
foram obtidos somente na presenca de 2,4-D (WATT
etal., 1991, 1999).

Diversos autores relataram a utilizagao de dicamba
e picloram na indugio de embriogénese somética em
espécies agrondomicas (GEORGE, 1993; DINESHKUMAR
etal., 1995; LEE et al., 1997; CHARRIERE e HAHNE,
1998; CASTILLOetal.,2000; LITTLE etal.,2000; SUZUKI
etal.,2002; AKUTSU e SATO, 2002; KAUR e KOTHARI,
2004). O picloram € usado para induzir e, ou, manter
calos ou cultura de suspensdo em plantas de folhas
largas, ou para induzir a formacao de calos embriogénicos,
em que pode ser mais efetivo que 2,4-D. A concentragdo
requerida (em torno de 0,01-1,0 mg L') é, geralmente,
menor que a necessaria para outras auxinas (GEORGE,
1993). Calos embriogénicos foram induzidos em lirio
(Agapanthus praecox) e mantidos, através de subcultivos
mensais, em meio MS contendo 1,0 mg L' de picloram.
Numerosos embrides somaticos foram produzidos, os
quais originaram plantas apds a transferéncia para meio
livre de regulador de crescimento (SUZUKI et al., 2002).
O dicamba € freqiientemente efetivo na inducio e
formacao de calos embriogénicos em monocotiledoneas.
O uso de 2,0 mg L! permitiu a formagao de calos em
trigo, os quais, posteriormente, produziram maior
quantidade de embrides em conjunto com 0,5 - 1,0 mg
L de cinetina (6-furfurilaminopurina) do que aqueles
induzidos a uma concentracdo 6tima de 0,8 mg L' de
2,4-D (CARMAN et al., 1988, citados por GEORGE,
1993). Provavelmente, isso ocorreu porque o dicamba
é metabolizado rapidamente em trigo, possivelmente
mais rdpido que o 2,4-D (GEORGE, 1993).

Referindo-se as espécies florestais, trabalhos que
abordam a utilizacdo dessas auxinas sdo escassos;
contudo, Nugent et al. (2001) obtiveram embrides
somaticos em estddio cotiledonar a partir de calos
embriogénicos formados em fragmentos de cotilédones
e hipocétilos de embrides zigdticos maduros de E.
globulus em tratamentos com 12,0 mg L' de picloram.
Arruda et al. (2000) relataram a formacao de embrides
somaticos em estddio globular em meio de inducdo
de calos contendo 5,0 mg L' de picloram. Pinto et al.
(2002) utilizaram 0,5 mg L' de dicamba sozinho ou
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associado com 1,0 mg L! de zeatina [N-(4-hidroxi-3-
metilbut-2-enil) aminopurina] na indugao de calos em
E. globulus, porém nao obtiveram sucesso na formagao
de embrides somaticos com esses tratamentos.

Com excecdo das estruturas semelhantes a embrides
que foram isoladas, os calos obtidos nos tratamentos
com dicamba e picloram que foram mantidos por mais
de 30 dias em meio com regulador de crescimento ou
em MSO, tanto em condi¢des de escuro quanto em
fotoperiodo, tornaram-se mais compactos e oxidados
com o passar dos dias. Nenhuma estrutura embriogénica
foi observada posteriormente.

Os calos induzidos em 0,5 e 1,0 mg L' de dicamba
que foram transferidos para os tratamentos de subcultivo,
ap6s 60 dias, apresentaram-se bastante compactos e
escurecidos e com intensa formacao de raizes. Em geral,
os calos formados em cotilédones mostraram-se mais
compactos e oxidados do que em hipocétilos. Nao foi
constatada variacdo de resposta em relacdo aos
tratamentos utilizados. Também, nao foram observadas
estruturas embriogénicas.

O estudo anatdmico realizado com as estruturas
observadas nos tratamentos com dicamba mostrou tratar-
se de estruturas independentes, evidenciando-se a
presenca de um sistema vascular fechado (Figura 4AB).
Foram observadas trés regides distintas, sendo a mais
externa semelhante a uma protoderme, formada por
células achatadas (Pd), uma regido central com células
alongadas semelhantes as de procambio (Pc) e uma
regido intermedidria formada por células parenquimaticas
(Par). No entanto, nessas estruturas néo foi visualizada
claramente a presenga dos meristemas apicais. Em algumas
regides, verificou-se a ocorréncia de degeneragao celular,
sendo observado descolamento das células
parenquimaticas e destacamento da protoderme, o que
pode ser devido, principalmente, a inadequagéo do
meio de cultura, principalmente em relacdo aos
reguladores de crescimento. Nessa regido em
degeneracdo, através da reacdo metacromatica do Azul
de Toluidina, notou-se a presenca de compostos fendlicos
(Fe), os quais adquirem coloragéo verde-azulada.

As estruturas semelhantes a embrides somdticos
obtidas neste trabalho ndo mostraram claramente o
desenvolvimento de meristemas apicais, assim como
também esses resultados nao foram reproduziveis com
freqiiéncia definida. Segundo Nugent et al. (2001),
embrides somdticos de E. globulus induzidos em picloram
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e acido indolbutirico (AIB) mostraram polaridade;
todavia, os cotilédones e os dpices caulinar e radicular
foram pouco desenvolvidos, e os resultados obtidos
ndo apresentaram repetibilidade, fato comumente relatado
para o género Eucalyptus.

A

Figura 4 — Secc¢do longitudinal de estruturas semelhantes a
embrides somaticos de Eucalyptus grandis corados
com Azul de Toluidina. A) estruturas independentes
com sistema vascular fechado. Barra= 450 pm.
B) detalhe do embrido sugerindo a presenca de
protoderme (Pd), procambio (Pc), células
parenquimaéticas (Par) e de umaregiao em degeneracao
com a presenca de compostos fendlicos (Fe). Barra
=150 pm.

Figure 4— Longitudinal section of Eucalyptus grandis embryo-

like structure stained in toluidine blue. A) Independent
structures with closed vascular system. Bar = 450
um. B) Detailed embryo section suggesting the
presence of protoderm (Pd), procambium (Pc),
parenchyma cells (Par) and a degenerating region
rich in phenolic compounds (Fe). Bar = 150 um.
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Formagao de embrides somaticos anormais, baixa
freqiiéncia de regeneracio, falta de sincronizag¢do no
desenvolvimento, ndo-conversao desses embrides em
plantas e nao-repetibilidade dos resultados sdo grandes
entraves que tém limitado a obtenc¢@o de um protocolo
eficiente de embriogénese somatica para Eucalyptus
grandis e outras espécies do género. Estratégias de
pesquisa tém sido desenvolvidas para a superacao
desses obstaculos, assim como para a produgéo de
culturas embriogénicas de arvores adultas, em adi¢@o
aquelas desenvolvidas para material juvenil.

Com a otimizag¢ao dos protocolos e a confirmacao
da uniformidade genética, a embriogénese somatica,
aliada as técnicas de clonagem de Eucalyptus utilizadas
atualmente em escala comercial, apresenta grande
potencial para rejuvenescimento de material selecionado
de dificil enraizamento, assim como na regeneragao
de plantas transformadas geneticamente. Uma vez
obtidas essas plantas, o material pode ser multiplicado
em grande escala pela técnica da microestaquia (XAVIER
e COMERIO, 1996; TITON et al., 2003), ji bastante
difundida nas empresas florestais.

4. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho indicaram que
as auxinas dicamba e picloram sdo promissoras no
desenvolvimento de um protocolo de embriogénese
somatica para Eucalyptus grandis.

Os melhores resultados foram obtidos com
autilizagio de 0,5 mg L' de dicamba ou 5,0 e 10,0
mg L' de picloram, utilizando-se explantes
cotiledonares de plantulas germinadas in vitro
com 10 dias de idade.
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