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[3]S REGENERACAO /N UTRO POR EMBRIOGENESE SOMATICA”

O presente relatério descritivo da patente de inven¢do refere-se oo
desenvolvimento de um processo de clonagem de plantas adultas, valendo-se de
material selecionado a partir de €EUCALYPTUS ssp, valendo-se para tal do processo de
regeneragdo “in vitro “ por embriogénese somdtica.

1. METODOLOGIA:

1.1. CULTURA IN VITRO: PREPARO DAS FONTES DE EXPLANTES

A. ASSEPSIA DAS SEMENTES € EXPLANTES:

As sementes sGo imersas em etanol 70% por um minuto, a sequir
retiradas desta solugdo, transferidas para uma solu¢do de hipoclorito de sédio a 5%
( marca comercial Mazzarollo com 7 a 9 % de (| ativo) e uma gota de detergente
comercial (marca ODD ou similar) mantidas na mesma por 15 minutos, sob agitagdo
constante e suave. A seguir, 0 material deve ser enxaguado em dgua destilada estéril,
por trés vezes no mesmo volume da solu¢do de hipoclorito de sédio utilizada, e
inoculadas em meio de cultura para germina¢do. Para assepsia dos explantes é
utilizada a mesma metodologia aplicada para assepsia das sementes, citada acima,
porém com uma variagdo na concentragdo da solu¢do de hipoclorito de sédio, que
passa a ser 0,5%. T

B. OBTENCAO DE CALOS PRIMARIOS FORMADOS NA ©TREMIDADE CORTADA DO €IXO CAULINAR MANTIDA

€M CONTATO COM O MEIO DURANTE O PERIODO DE INCUBACAO:

a. Fontes de explantes com eixo caulinar para a formagdo do calo primario:

a.1. €xplontes nodais com entrend abaixo da regido nodal medindo 0,7 a 1,0
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cm de comprimenté:monteﬁdo as gemas axilares e/ou mgristvefnos axilares intatos.

a.2. Brotagdes com 3 a 4 entrends com até 1,0 cm de comprimento isoladas de
plantas desenvolvidas e/ou multiplicadas in vitro, apresentado-se na forma normal de
desenvolvimento ou com vitrificagdo em diferentes graus.

a.3. Brotagdes e/ou explantes nodais sem os merist&gmos ou gemas axilares,
que sdo retirados. ltem utilizado como controle para verificagdo da necessidade do
desenvolvimento da gema axilar durante o periodo de cultura concomitante & formagdo
do calo nodulosc; da extremidade do eixo caulinar.

b. Preparo dos explantes para inoculagdo:

Os explantes nodais, devem medir, em média, 1,2 ¢cm de comprimento, com
0,5 ¢cm acima do né e 0,7 cm abaixo do mesmo. €stes segmentos devem ser isolados
de ramos de brotag¢do ativa, com 5 a 7 nds, 0 que corresponde em média a 3 a 4 cm
de comprimento dos mesmos dependendo da espécie em questdo, uma vez que
algumas tém os entrends mais alongados.

Tanto as sementes como os explantes nodais e explantes nodais de
brota¢do de plantas mantidas em micropropagagdo, apds seu isolamento da planta-
mae, sGo mantidos imersos em dgua estéril durante sua manipula¢do na capela de
fluxo laminar, e apds sua inoculagdo nos frascos de culturq, passados imediatamente
para uma cdmara escura, onde permanecem Por uma semdﬁc a 26+ 1° C, sendo
transferidas apos para a luz.

Os explantes que ndo sdo oriundos de plantulas germinadas /7 vitro, e que
sdo isolados de plantas matrizes envasadas, devem ser mantidas sob luz diréta e

difusq, por no minimo uns quinze dias anteriores a sua utilizagdo, 0 que estimula um
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leve estiolomento das me;mos, com aumento da atividade cSuxinico endbgena e
conseqUente alongamento dos entrends maior do que ocorre nas condi¢des normais
de iluminagdo.

Os explantes nodais ao serem preparados devem tér as folhas maiores
de 0.5 ¢cm x 0.3 cm cortadas, no minimo pela metade ou um teygo de seu comprimento,
devendo os meristemas ou primérdios de gemas e as prépri.os gemas axilares ainda
ndo desenvolvidas, serem mantidas intatas nos explantes.

Os explantes de plantas micropropagadas, dependéndo das condi¢oes in
vitro em que & provocada a multiplicacdo das brotag¢des axilares, muitas vezes
apresentam-se como umkconjunto de ramifica¢des um pouco menos olonggdqs, mas
ndo necessariamente em 100% das vezes em que sdo utilizados como fonte de tecidos
para indugdo de calo primdrio. €m alguns tratamentos durante a multiplicagdo in vitro,
estas ramificagdes apresentam-se vitrificadas (ou com hiperhfdrio) em diferentes
graus.

Todos os cortes feitos nos explantes e no isolamento dos calos primdrios
ou na fragmenta¢do dos mesmos devem ser feito sob dgua estéril para evitar a sua
oxidagdo.

C. CoNDICOES DOS INOCULOS:

Os calos primdrios ou derivados da subcultura dos ﬂe’gmos devem ter sua
integridade ou fragmentagdo natural respeitada, ou No caso de serem compactos ou
constituidos de nédulos naturalmente fragmentdveis ou individualizdveis, mantidos
como um indculo Unico de no minimo 4 mm?® . Os calos podem ser fragmentados,

somente naqueles casos em que ¢ possivel manter a individualizacdo dos ndédulos ou
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dos embrides somdaticos no§ suas diferentes fases do degenvcl'\/imento.

1.2. Condi¢bes de cultura utilizadas para a formagdo do calo primario da base do eixo
caulinar

A. Condicoes fisicas: )

Todas as culturas, a nGo ser em casos especificos cjue estardo citados, sGo
desenvolvidas em cdmara de cultura climatizada com‘t_ o uso ‘de aparelhos
condicionadores de ar. As condigdes de iluminagdo e temperatura ambiente
necessdrias sdo: fotoperiodo de 16 horas e 40 mmol'm™s™, obtidos com lampadas
fluorescentes luz do dia, 20 watts intercaladas com Idmpadas gro-lux também 20
watts. A temper::turo da cdmara, na altura das plantas no interior dos fros_cos ou
acima dos mesmos deve ser de 28+ 2° C, no periodo de claro e 26+ 1° C, no periodo
@scuro.

B. Meio de culturo;’

Os meios basicos utilizados nos experimentos de germinacdo foram meio
MS-62 modificado (MS-62Ca/3)/2, Termignoni, R.R. et al, 1996 ou meio (MS-62
Ca/3)/1 (Termignoni, R.R., ndo publicado).

Nas cultpros primdrias assim como nas hsubculturos das brotagdes ou dos
calos sao utilizados os meios: MS-62 modificado (MS-62 Ca/3)/2, meio (MS-62 Ca/3)/1,
meio (MS-62)/2 (Murashige & Skoog, 1962), meio AM-65 (Linsmaier & Skoog, 1965)
e meio WPM (Mg Cowh & Uoyd, 1981). |
C. Balangos de reguladores de crescimento utilizados como complemento aos meios

bdsicos acima citados para a formagdo do calo primério da base do eixo caulinar

(Tabela 1 em anexo).
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Com estes bolongoé de reguladores de crescimento obtﬁém-se"no final de 30
dias em culturq, calos primarios formados na extremidade basal do eixo caulinar
destes explantes (extremidade em que foi feito o corte para isolamento do explante
da planta-mae), que é mantida em contato com o meio de cultura durante o periodo
de incubagdo. Estes calos primdrios formam-se na extreinidode cortada do eixo
caulinar mantida em contato com o meio de cultura. SGo calos compactos ou mais
nodulares dependendo das condi¢des de cultura em que se formam (Figura 1 em
anexo). |
1.2.1. Condi¢bes de subcultura do calo primario e obten¢do de embrides somc"zticos.

A. Condigoes fisicas: [Idénticas as citadas em 1.2.]

B. Meios de cultura:

Os meios bdsicos utilizados nos experimentosk de gérfninogdo foram: meio
MS-62 modiﬁcodc; (MS-62Ca/3)/2, Termignoni, R.R. et al, 19% ,c;u meio (MS-62
Co/3)/1 (Termignoni, R.R., nGo publicado).

Nas culturas prirﬁérios assim como nas subculturas das brotagdes ou dos
calos s@o utilizodos' os meios: MS-62 modificado (MS-62 Ca/3)/2, meio (MS-62 Ca/3)/1,
meio (MS-62)/2 (MUroshige & Skoog, 1962), meio RAM-65 (Linsmaier & Skoog, 1965)
e meio WPM (Mc Cown & Lloud, 1981). 5
C. Balongos de reguladores de crescimento utilizados para subcultura dos calos
primérios (Tabela 2 em anexo).

2. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi completamente casualizado (DCC), tendo
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o nimero de indculos efou eiplontes por tratamento, variado d}eﬂS a 20, dependendo
da disponibilidade do material vegetal em questdo. Os experimentos considerados
mais significativos foram repetidos mais de duas vezes conforme a necessidade para
confirmagdo.
3. Reqgistro de dodqs

As culturas foram observadas periodicamente, -a intervalos quinzenais,
semanais ou diariamente, dependendo das varia¢des morfogenéticas apresentadas
pelos materiais em experimentacdo, tendo os resultados sido tabulados e registrados
por fotografias. Todas as fotografias foram feitas em microscépio estereoscodpio Wild
M8 com sistema de fotomicrografia acoplado, marca Leica Wild, modelo MPS 1 2 ou em
maquina fotogrdéfica Nikkon modelo 2000.
4. ParGmetros indicativos do potencial embriogenético presente nos calos:
caracterizagdo nmiorfogenética

Os calos primdrios ou derivados da subcultura destes, apresentam uma
coloragdo verde-amarelada dara, com um aspecto noduloso ou com nédulos compactos
que apresenta superficie composta de saliéncias e reentrancias ndo muito profundas;
a coloragdo verde-amarelada, com o tempo em a)lturo tende a escurecer, tornando
os calos marrons a marrons-escuros, quase pretos ou totalmente pretos. Os calos
derivados da subcultura destes calos primdérios, em alguns trotd’h’entos tornam-se um
tanto vitrificados e opreksentom uma superficie lisa e brilhante, com regides
especificamente mais vitrificadas e delimitadas por uma cor verde-escura ou rosada,

sendo as vezes vermelhas ou pUrpuras arroxadas (cor que indica a presenga de

antocianinas) (Figuras 2-4), estes nddulos por vezes soltam-se liviemente ao serem
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tocados com a pinga ou durante o desenvolvimento da cultyra ;dm O seu crescimento
e diferenciagdo. Na maioria dos tratamentos os calos nodulosos subcultivados tornam-
se escuros com o tempo tendendo a cor preta. O aparecimento das estruturas
embriogénicas, inicia-se pela presenqa da massa poliembriogénica‘de colora¢do branca
brilhante & omﬁre]odo clara e brilhante (Figuras 7—8),: sequida de embrides
individualizados, desde a forma de esfera, cora¢do, péssondo por torpedos,
cotilédones de plantas com radicula ou na forma de vdrios embrides em
desenvolvimento (Figuras 5,6,9-32 em anexo), e ocorre em tecidos de calos velhos,
escurecidos, jd com mais de 60 dias em cultura, ou em calos oriundos de tecidos de
eixos caulinares de brotagdes que tenham sido subcultivadas vdrias vezes; nestes a
regeneragdo ocorre nos 10 primeiros dias de cultura.

€stes calos ficam escuros e apresentam certa vitrificagdo em regides
esverdeadas e em alguns casos rosadas, sendo a tonalidade verde bastante forte. €m
alguns pontos localizados com esta tonalidade verde forte ocorre a diferenciagdo de
alguns primérdios de embrides, ou mesmo a presen§0 de plantulas ja diferenciadas,
também vitrificadas (Figuras 29-30 em anexo). €m alguns calos bastante velhos e
secos inicia-se o gporecimento de reqides ove;melhodos com diferenciagdo de
pléntulas ¢ a por;ir de sua base uma embriogénese secunddria (Figuras 14-16).
Verificou-se que quanto mais préximo a regic’noﬁodol fica do‘éUperﬁcié do meio de
cultura ou mesmo encostando na mesma, os calos formados na extremidade cortada
do eixo caulinar tendem a desenvolver esta vitrificacdo e a diferencia¢do de plantulas
por embriogénese somdtica diretamente nos calos primdrios, que, quando

subcultivados, regeneram plantas em uma freqiéncia muito elevada (praticamente em
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100% dos casos). ‘= ¥

Sempre em mais de 95% dos testes feitos, a partir das regides verdes
vitrificadas aparece a regeneragdo das plantulas.

Os calos basilares formados a partir de eixos que tém o meristema oxilar
em contato com a superﬁcie do meio de cultura, mas que ndg tém contato com o calo
deste meristemq, tem um potencial de regenerogéo-mois'-,.elevodo; assim como a
cultura de grupo de gemas comparadas a gemas isoladas utilizadas como indculo
(Tabela 3 em anexo), sugerindo um efeito da atividade citocinini;o desenvolvida nesta
regido do meristema axilar por ocasido do contato com o meio de cultura, como sendo
critica para a indu¢do do potencial embriogénico nos calos basilares. quom feitos
testes de controle, que serdo descritos e que reforcam esta hipdtese. Provavelmente
o aumento da frequéncia das divisdes celulares que ocorre na regido meristematica,
aumente a atividade citocininica enddégena do sistema, podevn_‘do _induzir assim o
desenvolvimento do potencial embriogénico dos calos formados na extremidade basilar
do explante.

A presenca de estruturas que caracterizam a embriogénese somatica a
pvortir de tecidos dg calos basilares formados no r;ixo, comprova que os tecidos que
possuem o potencial embriogénico e que desenvolvem estes embrides somaticos sdo
totalmente oriunddé do calo basilar de colordééo mo’rrom QUe nGo tem conexao

%
histoldgica, durante sua formagdo, com os primérdios de gemas pré-formadas e
multiplicados nos meristemas axilares de coloragdo verde (Figura 33 em anexo).

Salienta-se que o potencial embriogénico dos calos expresso’ pelos

pardmetros indicados, manifesta-se de acordo com o histérico de cultura dos tecidos
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dos calos em questdo e, conseqiientemente, em fungdo dos trotd}mentos in vitro a que
foram submetidos subsequentemente os tecidos dos calos.
5.€stabelecimento da rotina de desenvolvimento do processo de clonagem de matrizes
selecionadas de €ucalyptus spp.
a. Obteng¢do do calo primério da base do eixo caulinar de 6 dunniie €. saligna
Optou-se por utilizar dois balangos de requladores detcrescimento ( ANA/BAP):
1. ANA 1 mg/I /BAP 0,02 mg/l e
2. ANA 0,;)5 mag/l / BAP 0,2 mg/l para indugdo do calo prifnério da base do eixo
caulinar.

Os calos formados na extremidade secionada dos explantes npdqis e/ou
das brota¢des oriundas de uma a varias subculturas tém a mesma identidade
morfolégica descrita anteriormente e apresentam um potencial morfogenético que
pode ser expresso ao longo do desenvolvimento das diferentes sQ_bcu_l_turc:s. Séo calos
nodulosos de colorag¢do inicialmente esverdeada e esbranquicada QUe com o tempo
em cultura vdo tomondo-se’morrom-escuros o] prétos com reqQides amareladas e
posteriormente avermelhadas e esverdeadas (Tabela 4).

5. Subcultura dos golos primérios para obten¢do éos embrides somdticos:

As células com eipresséo da embriogénese somatica surgem a partir das
regides escuras e ;totolmente pretas e de superficie brilﬁ;dqte ‘qQue mostram a
diferencia¢do no tempo de estruturas caracterizadas na forma de embrides em suas
diferentes fases do desenvolvimento (Figuras 5-6 em anexo) e decorrem dos
diferentes balangos de reguladores utilizados nas subculturas subsequentes, os quais

estdo citados nas tabelas apresentadas.
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€ possivel observar tanto para € so//'gnd ( r_mote;iél de sementes e de
matrizes envasadas) quanto para € dunniia diferenciagdo de radiculas e parte aérea,
iniciando-se pela formagdo dos cotilédones e pares de folhas subseqientes. €m alguns
tratoamentos a parte aérea dos emgriées j& diferenciada em folhas apresentam uma
coloragdo rosada (Figuras 30-32 em anexo).

A superficie dos calos embriogénicos apresenta nitida diferencia¢do dos
embrides que evoluem para plantas totalmente desenvolvidas opésA uma ou mais
subculturas subseqientes . |

Obsgwou-se que os calos primdarios forhodos no eixo de brotagdes
vitrificadas e/ou no eixo de agrupamentos de brotagdes normais e/ou vitrificadas
derivadas destas plantas embriogénicas desenvolvidas quando subcultivadas com a
presenca de tecido embriogénico no calo ou mesmo com embrides jd diferenciados em
pléntulas, apresentam uma freqiéncia de regeneragdo de embrides somaticos bem
mais elevada assim como o aumento do aparecimento da drea de regides de
colora¢do avermelhada e/ou de coloragdo esverdeddo com pontos avermelhados
(Tabela 5 em anexo).

A subcultura dos calos primdrios se;n a diferenciagdo de estruturas
embriondrias apresenta, quando cultivados em diferentes balangos de ANA/BAP,
diferente potencial de regeneracdo (Tabelas 3,6 é 7 em cnexg); o

€ possivel a individualizagdo das mudas formadas e posterior enraizamento
em meio bdsico, o que ocorre com facilidade para € saligna.

FicuRA 1 - Calo primério noduloso formado na base do eixo caulinar de €Eucalptus

dunnii desenvolvido em meio RM-65 com 1 mg/l de AIB e 0.05 mg/l de BAP apds 30
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dias de incuba¢do.*Cultura na luz, fotoperiodo de 16 h o 28 i 2°Ce 26 = 2° no
periodo de escuro;

FiGURA 2 - Subcultura de calo primario formado na base das brotagdes de €ucalyptus
odunnii desenvolvidas em meio (MS:éQ Ca/3)/2 com 0,05 mg/l de ANA e 0,02 mg/l de
BAP e/ou 1 mg/l de ﬁNﬂ e 0.2 mg/l de BAP. Calos cultivados ;gm meio (MS-62 Ca/3)/2
com 0,5 mg/l de AIB e 0,05 mg/l de BAP. As condi¢bes de ili}_minogéde temperatura
sdo as mesmas citadas na legenda da figura 1;

FIGURA 3 - Subcultura de fragmentos de calo da base do eixo caulinar de €ucalyptus

saligna formado em meio ((MS-62 Ca/3)/2 com 0,2 mg/l de ANA. Calo embriogénico
formado no mesmo meio bdsico citado na figura 2 com 1 mg/l de ANA e 0,2 mg/I de
BAP. Aumento: 6x o tamanho natural;

Figura 4 - Detalhe da massa embriogénico formada no calo da figura acima mostrando
a diferenciagdo de algumas estruturas na fase inicial do desenvc;l,vim_ento;

IGURA 5 € 6 - Eucalyptus saligna. Diferencia¢do de plantulas embriogénicos com a

-

formagdo da parte aérea em coloragdo branca e rosodo e da radicula na base. Cultura
do fragmento de calo em meio bdsico jé citado acima na figura 2 com 3 mg/l de ANA
e 1 mg/l de BAP. golo primario formado com O,lhmg/l de ANA e 1 mg/l de BAP no
mesmo meio bdsico. As condi¢des de iluminagdo e temperatura sdo oS mesmas citadas
na legenda da ﬁygurcs 1; | 5 .
FAGURA 7 - €ucalyptus dunnii. Massa pré-embriogénica formada a partir da subcultura
de fragmentos de calos escuros e nodulosos brilhantes sem a presenca de estruturas

embriogénicas subcultivadas em meio basico citado na figura 2 com 0,05 mg/l de ANA

e 0,8 mg/l de BAP. As condigdes de iluminagdo e temperatura sGo as mesmas citadas



10

15

20

12/21

na legenda da figura 1. Detalhe da estrutura na forma de torpbdo com a coloragdo
verde; v

FIGURA 8 - Massa pré-embriogénica branca brilhante formada a partir da subcultura dos

calos escuros nodulosos da base do eixo caulinar de €ucalyptus saligna. Aumento 106x;

FicurA 9 - Detalhe da diferenciagdo de embrides a partir da rt\osso pré-embriogénica.
Calos de €uco/yptu; dunnii subcultivados em meio (MS-62 éq/3)/2 com 0,05 mg/l de
ANA e 0,04 mg/l de BAP. Os indculos desta cultura sdo calos sem éstruturos pré-
embriogénicas e derivados da subcultura em 0,05 mg/l de ﬂNh e 0,2 mg/l de BAP. A
diferenciagdo ocorreu a partir de regides fridveis inicialmente bem verdes que
posteriormente transformaram-se em nédulos avermelhados/rosados muito brilhontes.
Aumento: 28x;

figura 10 - €ucalyptus dunnii. Diferenciagdo de estruturas embriogénicas a partir de
calos sem estruturas embriogénicas pré-formadas subcultivod;$ em meio (MS-62
Ca/3)/2 com 0,05 mg/l de ANA e 0,04 mg/l de BAP. Calos derivados da subcultura em
1 mg/l de ANA e 0,02 mg/l de BAP;

FicuaAs 11 €12 - €ucalyptus dunnii, Diferenciagbo de estruturas embriogénicas na forma

cotiledonar inicial e mais tardia. Subcultura em meio iMS-éQ Ca/3)/2 com 1 mg/l de ANA
e 0,02 mg/l de BAP. Indeulos, oriundos de fragmentos de calos formados na subcultura

de explantes nodais ém meio (MS-62 Ca/3)/2 com 0,05 mg/l de ANA ¢ 0.2 mg/l de BAP.

-n

IGURAS 13 € 14 - €ucalyptus dunnii, Diferenciagdo de embrides com os primeiros pares
de folhas e radicula( figura 13) a partir de calos escuros nodulosos subcultivados em
meio (MS-62 Ca/3)/2 com 1 mg/l de ANA e 0,02 mg/l de BAP, oriundos de fragmentos

de calos formados na subcultura de explantes nodais em meio (MS-62 Ca/3)/2 com
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0,05 mg/l de ANA 60,2 mg/l de BAP; .

FIGUARAS 15 € 16 - €ucalyptus dunnii. Diferenciacdo de embrides com embriogénese
secundaria na base (estruturas avermelhadas). Calos subcultivados em meio (MS-62
Ca/3)/2 em 1 mg/l de ANA/ 0.09_mg/_I7de BAP da subcultura de calos em meio (MS-62
Ca/3)/2 em 0.05 mg/l de ANA / 0.2 mg/l de BAP.

ilcuaas 17, 18 € 19 -€ucalyptus dunnii. Diferenciogdo d;a embrides a partir de
fragmentos de calos de €ucalyptus dunnii subcultivados em meio (MS:CO/3)/2 e 0,05
mg/l de ANA/ 0,2 mg/l de BAP. Calos derivados de calos primé;ios formados na base
do eixo caulinar de brotagdes cultivadas em meio (MS Ca/3)/2 em 1 mg/l de ANA/ 0,2
mg/l de BAP. Figura 18, detdlhe do desenvolvimento dos cotilédones. Figura 19 detalhe
do desenvolvimento das plantulas;
ficunna 20 € 21 - €ucalyptus durm/'i. Diferenciagto de embrides somdticos a partir de
fragmentos de calos de €ucalyptus dunnii subcultivados em meié (MS Ca/3)/2 e 0,05
mg/l de ANA/O0,2 mg/l de BAP. Calos derivados de calos fridveis formados na base do
eixo caulinar de brotag¢des cultivadas em meio (MS Cd/3)/2 e 0,02 mg/l de BAP. Figura
21 ( outra face do calo). Aumento Ox;

FIGURAS 22, 23 € 24 - €ucalyptus dunnii. Detalhes do calo das ﬁgluros 21 e 22 em

aumentos 9x, 18xle 11x, respectivamente;

AGURA 25 - Euco/yptbjs ounnii, Diferencia¢do de embriées sométiéo‘; a partir de regides
fridveis brilhantes de coloragdo verde intenso. Calos subcultivados em meio (MS Cao/3)/2
com 1 mg/l de ANA/ 0,02 mg/l de BAP, derivados de calos da base de explantes nodais
formados em r:\eio (MS Ca/3)/2 e 0,05 de ANA e 0,2 mg/l de BAP;

FIGURA 26 - €Eucalyptus dunnii. Calos embriogénicos com diferenciacdo de plantulas,
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formados em meio {MS Ca/3)/2 em 1 mg/l de ANA/ 0,0&mg[l ‘:devBHP derivados de
calos subcultivados em meio (MS Ca/3)/2 com 1 mg/l de ANA/ 0,02 mg/l de BAP

formados na base de brotagbes;

-n

IGURA 27 A 30 - Eucalyptus dunni Calos com regides verdes fridveis formadas a partir
de regides nodJIorgs escuras apresentando diferentes fo%es de diferenciagdo de
plantulas embriogénicas formadas em meio (MS Ca/3)/2 cor;n 0.05 mg/l de ANA/ 0,2
mg/l de BAP. Calos formados na base de brotagdes subcultivadas em meio (MS Ca/3)/2

com 1 mg/l de ANA/ 0,2 mg/l de BAP;

“n

IGURA 31 - €ucalyptus dunnii. Diferencia¢do de plantulas em meio (MS-62 Ca/3)/2 e

0,05 mg/l de ANA e 0,8 mg/l de BAP a partir de fragmentos de calos subcultivados em
meio (MS-62 Ca/3)/2 e 1 mg/l de ANA / 0,02 mg/l de BAP;

FIGURA 32 - Eucalyptus dunnii; Aspectos das estruturas formadas em calos subcultivados

em meio (MS-62 :_Co/3)/2 e 10 mg/l de ANA e 0,02 mg/l dé BAP derivados de
fragmentos de calos formados em meio (MS~(MS-62 C0/3)/2 e 1 mg/l de ANA e 0,02
mg/l de BAP e primariamente formado na base deAbrotogées neste meio bdsico e
balango de reguladores e;

IGURA 33 - €ucalyptus dunnii. Aspecto geral do calo noduloso escuro que se forma na

-n

extremidade secionodo‘ do eixo caulinar mantida em contato com o eixo de cultura e
do calo friével formado na base da brotagdo junto ao meristerﬁ;o'k axilar do explante
nodal. O calo noduloso escuro é que serviu como fonte de material vegetal para o
estudo desenvolvido e descrito.

P.S. Seguem em anexo tabelas relativas a este pedido, que ndo puderam’ ser

inseridas no relatério para ndo haver perda de continuidade.



TABELA 1

BALANCO DE REGULADORES DE CRESCIMENTO PARA FORMACAO DO CALO PRIMARIO DA
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BASE DO €IXO CAULINAR
Balango n° de repeti¢des/ % de formagdo do Média
mo/l/mg/l calo primério da base do eixo caulinar U

ANA / BAP
100% n=9; 100% n=24; 80%

1 0.2 ) n=30; 50% n=30; 78% n=109; 88,14% em 10
86,7% n=45; 92% n=25;100% experimentos
n=925; 97.9% n=48; 96,8% n=42; |
96,8% n=03; 62,1% n=95; 98,2%

1 0,02 n=57; 100% n=33; 100% n=47; 93,2% em 3
100% n=48; 100% n=90;100% experimentos
n=14; 66% n=144; 81% n=57
96,9% n=32; 100% n=48; 100%
n=41; 100% n=27; 34,3% n=35;

100% n=35; 93,5% n=31; 94,1%

n=51; 100% n=15; 100% n=15; 96,05% em 24
1 0,05 59.2% n=27; 100% n=12; 75% " experimentos

n=24; 75% n=4; 67% n=24; 75% \

n=060; 10% n=56; 100% n=069;

100% n=8; 100% n=60; 88,2%

n=17; 100% n=42; 100% n=237

1 0. 65,5% n=29; 44,8% n=29; 73,1% 61,1% em 3

n=26 experimentos
0.7 0.1 100% n=51;98% n=52 99% em 2
experimentos
0,5 0,1 7.1% n=14
0,05 0.2 62,5% n=24; 78,9% n=19; 70,4% 70,6% em 3 experimentos
n=97

AIB_/ BAP i

1 0,05 100% n=22; 7.3% n=30; 100% 90.2% em 4 experimentos
n=56; 87,5% n=48

1 0,005 100% n=24; 100% n=27 100% em 2 experimentos

1 0 81.8% n=11; 84,6% n=13; 100% 87,65% em 4
n=13; 84,2% n=38 experimentos .

GA, / ANA

1 1 51,85% n=27
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TABELA 2 P
BALANCO D€ REGULADORES DE CRESCIMENTO PARA REGENERH(_;ﬁO, DE PLANTULAS

EMBRIOGENICAS A PARTIR DA SUBCULTURA DOS CALOS

Balango n° de calos com regeneragdo/n® de Média
repeticdes 4]
ANA / BAP.
100% n=5; 80% n=5; 86% n=7;
33,3% n=24; 15% n=060; 14,5%

1 0.05 n=55; 14,5% n=55; 5,7% n=35; 33,1% em 13
54% n=37; 6,25% n=16; 33,3% experimentos
n=24; 13,8% n=58; 23% n=13

1 0.02 9.3% n=182

1 0,005 4.2% n=24

2 0.05 23,3% n=19; 21.7% n=23; 20% 20,3% em 4
n=5; 12,5% n=8 experimentos

0.7 0,05 88,9% n=9

MEIO BASICO 40% n=15 (RM-65); 4,8% n=83 21.9% em3
(MS Ca/3)/2; 20,8% n=24 (MS-62) experimentos

GA./ ANA / KIN
5 1 0.3 50% n=8

AIB / BAP

1 0.05 18,5% n=27; 22,2% n=9; 9,1% 6,55% em 2
n=22; 4% n=75 ) experimentos

2,4 -D
25 30% n=10
10 pontos brancos brilhantes n=20
GA,
5 20% n=10




CULTURA WV WTRO D€ FRAGMENTOS D€ CALOS FORMADOS NA BASE DE
AGRUPAMENTOS D€ GEMAS € GEMAS ISOLADAS (CULTIVADAS €M 50 ANA :1 BAP)

EM (MS-62 Ca/3)/2 e ANA/BAP lide 50:1. Resultados aos 30 dias de cultura.

Balanco 0,05:0.2 1:0,02

ANA/BAP [ma/l]

Tipo de indculo: grupos de gemas grupos de gemas
fragmentos de calos formados na base de: gemas isoladas gemas isoladas
N° de inbculos 41 99 41 29
Calos com gemas embriogénicas 56 34 25 0

diferenciadas (%)

Calos com nédulos escuros (%) . 68 62 o7 14

Calos com nédulos escuros e regides 12 21 37 28

esverdeadas (%)

Calos com nédulos escuros e 2 3 10 14

esbranquigados (%)

Calos com nédulos esbranquicados e 8 0 7 8

regides esverdeadas (%)

Calos com nédulos escuros e regides 8 11 7 8

avermelhadas (%)

Calos com nédulos esbranquicados e 2 0 10 0

regides avermelhadas (%)

Calos com nédulos escuros e regides 0 3 - 2 4

esverdeadas e avermelhadas (%)

Calos com nddulos escuros, 0 0 0 24
esbranquigados e regides

avermelhadas (%)
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TABELA

i

|

Respostas in vitro de explantes nodais de €dunnii cultivados em MS-62 Co/3/2

complementado com ANA/BAP 0,05:0,2 [mg/l] € 1:0,2 [mg/l] , pH 5,6, mantidos em

fotoperiodo de 16 hs a uma temperatura de 28 +/- 2°C no periodo de escuro.

Resultados aos 40 e 60 dias de cultura.
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(%) 03200W0> 0jo)
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(%) 1201 Ojo)

(%) osojnpoN oD

(%) 2s0q oU 0jo> WOod "|dx2 2p N
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(%) sow26 2p ooSoddniNW
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oodpaday
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12

12

12
18

59
70

12

82

17
17
18
20

53

42
12
30
35

19
17
20

1:4
1:4

76 71 29

70
65

100

1:4
1:4
1:4

0

100

20

40

média

32
28

68

20
19
20
20

80
68

20

50:1
40 50:1

72
90

19
20
20

2

10 45 15

10

95

50:1
40  50:1

90

75

4

média

40 50:1

94
76

18
17
20

79 21

19
17
20
20

1:4
1:4
1:4
1:4

60
60
60

18

53

47
95
75

100

20 95

10

60

60

9

75

14 meédia

94
67

18
18
20

1 20 85

60  50:1

60

22

89

18
20

50:1

40

10
20

90 10 50

95

95

3

60 50:1

10
14

20

75

20

50:1

60

10

60 50:1 médio
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TRBELA 5

Respostas in vitro de calos formados na extremidade do eixo de explantes nodais
de plantas de €.0unnii cultivados em meios RAM-65 e WPM complementado com
ANA/BAP 1:0,005 [ml/l], pH 5,6, mantidos em fotoperiodo de 16 hs a uma

temperatura de 28 +/- 2°C no periodo de escuro. Resultados aos 25 e 40 dias de

cultura.
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calo sem
25 AM-65 gemas 7 0 0 0 0 14 14 58 14 0
embriogénicas
calo com
25 AM-65 gemas 5 100 20 0 40 0 40 0 0 0
embriogénicas
calo sem
25 wem gemas 5 0 0 0 0 0 0 100 0 0
embriogénicas
calo com
25 wem gemas 4 75 25 0 0 0 0 50 0 25
embriogénicas
calo sem :
40 AM-65 gemas 7 0 43 0 14 0 43 0 0 0
embriogénicas '
calo com
40 AM-65 gemas 5 100 20 60 60 0 0 0 0 0
embriogénicas
calo sem
40 wem gemas 5 0 20 0 20 0 0 0 0 60
embriogénicas .
calo com

40 wem gemas 4 75 50 25 0 0 0 0 0 25
embriogénicas .
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Cultura de calos formados em 0,05:0,2 [mg/l] [1:4] de ANA/BAP e cultivados em MS-

62 Co/3/2 e 1:0,02 [mg/I][50:1] de ANA/BAP pH 5,6, mantidos em fotoperiodo de 16

hs a uma temperatura de 28 +/- 2°C no periodo de escuro. Resultados aos 90 dias

de cultura. Tipo de indculo: calo sem gemas embriogénicas.

Balango de N° de Calo com 1 gema Calo com 1 ou Calo com

Repeti¢do N° ,

Origem: ANA/BAP indculos (%) mais gemas (%) roizes
1:4 1 20 20 0 0
1:4 2 16 6 o] 6
1:4 3 20 0 55 5
1:4 4 19 32 37 5
1:4 Média 145 o 23 a 4a
50:1 1 20 0 0 5
50:1 2 10 0 0 10
50:1 3 20 15 0 0
50:1 4 17 4] 0 6

50:1 Médio 14a Ob 525a

Valores seguidos das mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente ao

nivel de 5% de acordo com o teste do qui-quadrado.
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TABELA 7
Subcultura de fragmentos de calos sem gemas embriogénicas formados na base de
explantes nodais de €.dunniiem MS-62 Ca/3/2 e em diferentes balan¢os de ANA e
BAP, pH 5,6, mantidos em fotopen’odo de 16 hs a uma temperatura de 28 +/- 2°C

no periodo de claro e 26+/- 2°C no periodo de escuro. Resultados aos 65 dias de

cultura.
ANA/BAP [Ma/l] 0:0 0,050 1:0 005002 1:.02 1:.002 0:002 0:02 00502
Diferencia¢do de gemas

0 0 0 0 0 0 14 0 14
embriogénicas (%)*
Calo noduloso escuro (%)* 100 100 100 100 100 86 86 100 100
Calo noduloso escuro com

0 0 0 0 0 14 14 0 0

regides esverdeadas (%)*

* % de 7 explantes
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Reivindicacdes

1- “Clonagem de Plantas Adultas Selecionadas de Eucalyptus spp pelo Processo de Regeneracdo /n

Vitro por Embriogénese Somatica”, caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a) Selecdo dos explantes: obtencdo de explantes nodais isolados de plantas com ramos de
brotacdo ativa com 5 a 7 nos, correspondendo a 3 a 4 cm de comprimento, oriundos de plantas
matrizes envasadas, mantidas o sob luz direta e difusa, por no minimo uns quinze dias anteriores a
sua utilizacdo, e, de plantas desenvolvidas in vitro, sendo que os explantes nodais sdo

selecionados dentre:

a.1) explantes nodais com entrend (meridotalo) abaixo da regido nodal medindo 0,7 a 1,0 cm de
comprimento, tendo as folhas maiores de 0,5 cm x 0,3 cm cortadas, no minimo pela metade ou

em um terco de seu comprimento, mantendo as gemas axilares e/ou meristemas axilares intactos;

a.2) brotagGes com 3 a 4 entrends com cada entrend medindo até 1,0 cm de comprimento;

b) Assepsia dos explantes: a assepsia dos explantes é feita do seguinte modo: os explantes sdo
imersos em etanol 70% por um minuto, a seguir retirados desta solugdo, transferidos para uma
solugdo de hipoclorito de sédio a 0,5% e uma gota de detergente comercial, mantidos na mesma
por 15 minutos, sob agitacdo constante e suave; devendo o material ser enxaguado em agua
destilada estéril, por trés vezes no mesmo volume da solugdo de hipoclorito de sddio utilizada, e

inoculados em meio de cultura. Estas operagdes sdo executadas na capela de fluxo laminar;

¢) Manipulacdo dos explantes: apdés seu isolamento da planta-mde, os explantes, tanto os
oriundos das plantas envasadas quanto os oriundos de plantas cultivadas in vitro, sdo mantidos

imersos em agua estéril durante sua manipulagdo na capela de fluxo laminar, e apds sua
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inoculacdo nos frascos de cultura, passados imediatamente para, sendo a cdmara escura, onde

permanecem por uma semana a 26 * 1°C, sendo ent3o transferidos para a luz;

d) Formacao dos calos primarios embriogénicos: a formacdo dos calos primarios embriogénicos
ocorre na extremidade do eixo caulinar dos explantes, mantida em contato com o meio durante o
periodo de incubacgdo; os meios basicos utilizados sdo: MS-62, (Murashige & Skoog, 1962) com as
seguintes modificacbes: (MS-62 Ca/3)/2 (Termignoni, R.R. et al. 1996), (MS-62 Ca/3)/1
(Termignoni, R.R. ndo publicado), RM-65 (Linsmaier & Skoog, 1965) e WPM (Mc Cown & Loyd,
1981); os balancos hormonais utilizados e que resultam na formacdo de calos embriogénicos sdo
os seguintes: ANA /BAP, nas concentragdes 1mg/L/0,2mg/L; 1mg/L/0,02mg/L; 1mg/L/0,05mg/L;
1mg/L/0,05mg/L; 1mgL/0 mg/L; 0,7mg/L /0,1 mg/L; 0,05 mg/L/0,2 mg/L e AIB/BAP, nas
concentragdes 1mg/L/0,05 mg/L; 1mg/L/0,005 mg/L; 1mg/L/0,0mg/L; os calos formados na base
dos explantes, em contato com o meio, tém o aspecto nodular com colorac¢do variando do verde
intenso de aspecto vitrificado, ao verde claro-amarelado e/ou esbranquicado e rosado e/ou
totalmente escuros, numa tonalidade que vai do rosa escuro e/ou purpura, a marrom escuro a
qguase preto ou totalmente preto, tendo estes escuros, uma superficie muito lisa e brilhante; os
calos embriogénicos sdo constituidos por nddulos naturalmente fragmentdveis ou
individualizaveis, ndo sendo necessario fragmenta-los com auxilio do bisturi ou pinga no momento
do sub-cultivo; ao serem tocados com a ponta da pinga, estes calos primarios nodulares
naturalmente se desagregam em nddulos menores, individualizados; esta é a caracteristica
fundamental dos calos embriogénicos aliada as matizes de coloragdo citadas acima; a coloragdo
muito escura, rosa escura, purpura, marrom ou preta, e/ou rosada por entre o verde-amarelada-

esbranquicado, é o indicativo da ocorréncia do processo embriogénico nestes calos primarios;
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e) Regeneragdo das plantulas oriundas de calos embriogénicos: para a regeneracgdo das plantulas
embriogénicas, os calos embriogénicos identificados na cultura primaria, com as caracterizados
do item d acima, devem ter a integridade dos fragmentos respeitada, o que ocorre naturalmente
ao contato com a pinga; estes devem ter, no minimo, 4 mm? para o desenvolvimento do potencial
embriogénico e a regeneragao das plantulas; a regeneracdo das plantulas ocorre com a sub-
cultura destes fragmentos primarios embriogénicos nos meios basicos (MS-62 Ca/3)/2
(Termignoni, R.R. et al. 1996), (MS-62 Ca/3)/1 (Termignoni, R.R. ndo publicado), RM-65 (Linsmaier
& Skoog, 1965) e WPM (Mc Cown & Loyd, 1981) complementados ou ndo com os balancos
hormonais que seguem: ANA/BAP, nas concentracdes 1mg/L/0,05mg/L; 1mg/L/0,02mg/L;
1mg/L/0,005mg/L; 2mg/L/0,05mg/L; 0,7mg/L/0,05mg/L; 0,05mg/L/0,2mg/L; 0,0mg/L/0,02mg/L;
0,05mg/L/0,0mg/L; 1,0mg/L/0,0mg/L; 1,0mg/L/0,2mg/L; 0,0mg/L/0,02mg/L; 0,0mg/1/0,2mg/L;
AIB/BAP, nas concentra¢des 1mg/L/0,05mg/L e 1,0mg/L/0,0 mg/L; ou somente meio bésico sem
a presenga de hormonios; o aparecimento das plantulas ocorre gradativamente ao longo do dias
de incubacéo, nas diferentes regides dos calos secundarios que vao se formando nas sub-culturas
subseqlientes; as estruturas embriogénicas vao se diferenciando, levando a formacgdo de embrides
que se individualizam nas suas diferentes fases (esfera, coragdo, torpedo e cotiledonar); as
plantulas que surgem s3o diminutas e apresentam uma coloragao inicialmente rosada; em muitos
nodulos observa-se a formagdo da radicula anterior ao desenvolvimento do restante da plantula;
como caracteristica do processo embriogénico tem-se o elevado nimero de plantulas que surgem
na superficie dos calos que se formam a partir destes nédulos sub-cultivados e que apresentam
basicamente a coloracdo escura anteriormente ao aparecimento das plantulas; o aumento na
freqUéncia de regeneracdo dos embrides somaticos é proporcional ao aumento, nos calos, das
regides de coloragdo rosada ou das regibes vitrificadas, de um verde intenso, com manchas

rosadas, que se tornam muito escuras, anteriormente a formac¢ao dos embrides somaticos.



