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RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da auxina dicamba na embriogénese somdtica de calos de
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis. Para indu¢do de calos embriogénicos, meristemas foram
excisados de plantas matrizes cultivadas ex vitro e inoculados em meio de cultura contendo doses
crescentes de dicamba (0,25; 1,00; 2,00 mg L'l). A avaliacao foi realizada aos 90 dias de cultivo,
sendo observado o nimero de embrides e estigio de desenvolvimento dos mesmos. Para andlise
anatdmica dos embrides, seccdes transversais dos calos foram corados com Azul de Astra e Safranina
para a montagem de laminas semi-permanentes, que foram analisados em microscopio Optico
acoplado a cimera digital. Foram observados embrides somdticos nas fases globular, torpedo e
cotiledonar, sendo que na concentracio de 0,25 mg.L™' observou-se o maior niimero de embrides na
fase torpedo. Na andlise anatdmica foi possivel observar a formacdo de embrides em estigio de
desenvolvimento globular e torpedo.
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INTRODUCAO

Devido a grande demanda por produtos florestais, o cultivo in vitro apresenta-se como um
método vidvel para propagacdo clonal em larga escala de diversas espécies florestais. A otimizagdo do
processo de micropropagacdo leva ao incremento acelerado do nimero de plantas derivadas de
determinado gendtipo, o que ocasiona uma reducdo do tempo de multiplicagdo, possibilitando clonar
grande quantidade de plantas em uma 4rea reduzida e com maior controle sobre a sanidade do material
que se propaga (MROGINSKI & ROCA, 1996).

A micropropagacgdo de espécies lenhosas vem sendo estudada hé varias décadas e tem como
objetivo bdsico o estabelecimento de uma metodologia de multiplicagdo clonal de individuos
superiores ou conservagdo genética por meio de criagdo de bancos de germoplasmas, a qual tem sido
realizada, principalmente, por cultivo de gemas pré-existentes ou cultura de calos derivados de
diferentes tecidos (NASCIMENTO, 2006).

Dentro desta técnica de cultivo, a micropropagacdo via embriogénese somética envolve o
desenvolvimento de embrides a partir de células somdticas embriologicamente competentes in vitro
(AHUIJA, 2002). A embriogénese somdtica pode ser descrita como o processo pelo qual células
somdticas desenvolvem estruturas semelhantes a embrides zigéticos, por meio de uma seqiiéncia
ordenada de estaddios embriogénicos caracteristicos, sem ocorréncia de fusdo dos gametas (GUERRA
et al., 1999; JIMENEZ, 2001).
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Durante o seu desenvolvimento, embrides somaticos passam por estddios similares aqueles
observados na embriogénese zigdtica, caracterizados como estrutura bipolar sem nenhuma conexdo
vascular com o tecido materno (DURZAN, 1988; VICIENT e MARTINEZ, 1998).

Dentre as principais aplicacdes na area florestal, estd o uso de embrides somdticos na
propagacdo 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 multiplicagdo por
gemas axilares, estudos realizados com outras espécies florestais indicam o potencial de obtengdo de
taxas muito maiores com a embriogé€nese somadtica, além da possibilidade de encapsulamento e
armazenamento de embrides como sementes sintéticas (BAJAJ, 1995). Além disso, a embriogénese
somdtica constitui-se numa técnica bdsica para outras aplicacdes biotecnoldgicas, incluindo
transformacdo genética, hibridacio somdtica e preservacio de germoplasma (VICIENT &
MARTINEZ, 1998).

Esforcos para induzir embriogénese somdtica 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 condicdes
de cultura, como a densidade de células, nutrientes e iluminacao.

Em relacdo ao fator regulador de crescimento, a auxina dicamba (4cido 3,6-dicloroanisico),
como indutora de embriogénese somdtica, tem sido investigada com freqiiéncia em espécies
agrondmicas. Dicamba promoveu a formacio de embrides somdticos em trigo (GEORGE, 1993),
Musa (LEE et al., 1997) e Arachis hypogaea (LITTLE et al., 2000), sendo que investigagdes sobre o
efeito de dicamba na embriogénese somadtica se restringe a trabalhos com E. globulus (NUGENT et
al., 2001) e E. urophylla (ARRUDA et al., 2000).

Apesar das vantagens deste tipo de cultivo em relacdo a organog€nese, a conversdao de
embrides somdticos em plantas ainda é uma etapa que pode apresentar dificuldades e, desta forma,
estudos anatdomicos tornam-se importantes para elucidar as possiveis causas relacionadas a este do
processo.

Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito da auxina dicamba, sobre o desenvolvimento de
embrides somdticos originados de calos de hibridos de Eucalyptus uroplylla x Eucalyptus grandis.

MATERIAL E METODOS

Local do experimento
O experimento foi conduzido nos Laboratério Central de Biologia Molecular da
Universidade Federal de Lavras.

Material Vegetal

Com a finalidade de avaliar o efeito da auxina dicamba na embriogénese somdtica,
meristemas apicais excisados de plantas matrizes de hibridos de E. uroplylla x E. grandis cultivados
ex vitro foram inoculados em meio de cultivo MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado
com 0,25; 1,00 e 2,00 mg L' de dicamba e mantidos em sala de crescimento a temperatura de 25 + 2
°C, na auséncia de luz por 90 dias.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 5 repeti¢des por tratamento,
sendo cada repeticdo composta por 7 explantes.

Analise anatomica

Os calos foram fixados em FAA (solu¢do de formaldeido, dcido acético glacial e dlcool
etilico, 50%) por 72 horas, apds a fixacdo foram conservados em dlcool 70% até o momento da
desidratacdo. A desidratacdo foi realizada em série etilica crescente (70%, 80%, 90% e 100%),
permanecendo por 1 hora em cada concentracdo. Apds a desidratagdo, o material foi deixado “over
night” em historesina e alcool 100% (1:1). A infiltracdo do material foi feita em historesina, onde os
calos permaneceram por 24 h. Posteriormente os calos foram emblocados em historesina Leica de
acordo com o protocolo do fabricante. Foram feitos cortes com espessura de 5 um em micrétomo de
rotacdo. Os cortes foram corados com azul de toluidina na concentracio de 0,1% e visualizados em
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microscopio Optico Leica.
Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software Sisvar (FERREIRA, 1999), sendo realizada
andlise de variancia e o teste de Tukey a 5% para o estudo das médias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados referentes ao efeito da auxina dicamba na indug@o de embrides somaticos esta
representado na Figura 1.
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Figura 1 — Numero de embrides observados em calos embriogénicos de hibrido de E. urophylla x E.
grandis, cultivado nas concentragdes de 0,25; 1,00 e 2,00 mg.L'1 de dicamba.

As concentragdes de dicamba diferiram estatisticamente entre si na indugdo e
desenvolvimento dos embrides somdticos. A concentracio de 0,25mg.L" foi a mais eficiente para a
formagdo de embrides, onde foi observada a média de 19 embrides por explante, diferindo das
concentracio de 1 mg.L" e 2 mg.L" onde forma observadas médias de 2,48 e 0,77 respectivamente.
Indicando que altas concentracdes de auxina no meio de cultura inibem o desenvolvimento de
embrides de eucalipto. Foram observados embrides somdticos nas fases globular, torpedo e
cotiledonar, sendo que na concentragdo de 0,25 mg.L'1 observou-se 0 maior nidmero de embrides na
fase torpedo.

Na andlise anatdmica foi possivel observar que calos do hibrido E. urophylla x E. grandis
cultivado em meio de cultivo suplementado com 0,25 mg.L" de dicamba, apresentaram embrides em
estdgios de desenvolvimento globular e torpedo (Figura 2 A) e quando os calos foram cultivados em
meio contendo 1,0 mg.L" de dicamba, os embrides apresentavam-se em estdgio cotiledonar (Figura 2
B). Os cortes anatomicos dos calos cultivados na concentracio de 2,0 mg.L"' de dicamba, demonstram
que as células ndo se encontram organizadas como nas demais concentragdes € os embrides nio se
encontram em um estdgio de desenvolvimento bem definido (Figura 2 C).

Os resultados indicam que para o hibrido E. urophylla x E. grandis o meio de cultivo
contendo menores concentracdes de dicamba, proporcionam a produgdo de um maior nimero de
embrides somdticos, que se encontram em estagios de desenvolvimento diferentes (Figuras 1 e 2).
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Figura 2 — Embrides de hibridos de E. urophylla X E. grandis nos estagios globular e torpedo
cultivados em meio de cultivo contendo 0,25 mg.L" de dicamba (A). Embrido em estigio cotiledonar
cultivado em meio de cultivo contendo 1,0 mg.L'1 de dicamba (B). Embrido cultivado em meio de
cultivo contendo 2,0 mg.L'1 de dicamba (C).

CONCLUSAO

Foram observados embrides somdticos nas fases globular, torpedo e cotiledonar, sendo que
na concentragio de 0,25 mg.L" observou-se o maior nimero de embrides na fase torpedo.

Na analise anatomica foi possivel observar a formacao de embrides somdticos em estdgio de
desenvolvimento globular, torpedo e cotiledonar.
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