Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura ‘“Luiz de Queiroz”

Propagacio in vitro de Eucalyptus dunnii Maiden: desenvolvimento de um
novo meio basal e estimacao de parametros genéticos para caracteristicas
morfofisiologicas

Gustavo Pedro Javier Oberschelp

Tese apresentada para obtengdo do titulo de Doutor em
Ciéncias, Programa: Recursos Florestais. Op¢do em:
Silvicultura e Manejo Florestal

Piracicaba
2014



Gustavo Pedro Javier Oberschelp
Engenheiro Agronomo

Propagacao in vitro de Eucalyptus dunnii Maiden: desenvolvimento de um novo meio

basal e estimativa de parametros genéticos para caracteristicas morfofisiolégicas
versdo revisada de acordo com a resolucdo CoPGr 6018 de 2011

Orientador: .
Prof. Dr. ANTONIO NATAL GONCALVES

Tese apresentada para obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias, Programa: Recursos Florestais. Opg¢do em:
Silvicultura e Manejo Florestal

Piracicaba
2014



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Oberschelp, Gustavo Pedro Javier

Propagacéo in vitro de Eucalyptus dunnii Maiden: desenvolvimento de um
novo meio basal e estimativa de pardmetros genéticos para caracteristicas
morfofisiolégicas / Gustavo Pedro Javier Oberschelp. - - versao revisada de
acordo com a resolugdo CoPGr 6018 de 2011. - - Piracicaba, 2014.

160 p: il.

Tese (Doutorado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2014.

1. Nutrigdo mineral 2.Juvenilidade 3. Micropropagagéo 4. Organogénese
5. Herdabilidade 6. Melhoramento genético 7. Selegao indireta I. Titulo

CDD 634.9734
J41p

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte -O autor”



Aos meus pais, Sofia e Gustavo

Aos meus irmdos, Guillermo e Ernesto

DEDICO






AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, pelo constante estimulo a superacao e por serem um exemplo sempre presente

de honestidade, humildade e trabalho.

Ao Professor Doutor Antonio Natal Gongalves pela orientagdo, apoio, amizade e palavras de

sabedoria.

Ao Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria - INTA, que através de seu programa de
aperfeicoamento e do programa de melhoramento genético de eucaliptos, possibilitou efetuar

esta experiéncia.

A Universidade de Sdo Paulo - USP, a Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” -

ESALQ e ao Programa de P6s-Graduagdao em Recursos Florestais, pelo suporte e ensino de

exceléncia nos cursos de pds-graduacdo que sio o sustento deste trabalho.

Ao Professor Doutor Marcilio de Almeida pelos conselhos, ensinamentos e amizade.

Ao Laboratério de Fisiologia das Arvores - LAFISA, especialmente ao técnico José Roberto

Romanini.

Ao Laboratério de Morfogénese e Biologia Reprodutiva de Plantas, em especial a Eveline

Calderan e a Erika Mendes Graner pela ajuda com a andlise histoldgica.



Aos meus colegas da EEA Concordia pela amizade, companheirismo, apoio e paciéncia. Em
especial ao grupo de melhoramento florestal: Martin Marco, Leonel Harrand, Carla Salto,
Mario Carmaran, Nicolds Alanis, Vanina Vivas, Pamela Alarcén, Lourdes Vianna e Santiago

Alvarez-Cettour.

A FLORAL ATLANTA e a Paulo Moreira pelo fornecimento da espuma fenélica GREEN

UP®

A minha noiva, Maria Solange Bourlot pela ajuda, compreensao, incentivo e amor.

Aos amigos, colegas e professores que contribuiram de alguma forma para a realizagao deste
trabalho, Tomads Schlischter, Paulo Pathauer, Daniel Vazquez, Carlos Noé, Carlos Tadeu dos
Santos Dias, Paulo Henrique Miiller da Silva, Gilvano Brondani, Angela Simone Freitag,
Leandro Oliveira, Alexandre de Vicente Ferraz, Evandro Vagner Tambarussi, Rildo Moreira e
Moreira, Francisco Monteiro, Alba Massetto, Giovana de Oliveira, Mauro Surenciski, Daniel
Zurlo, Teresita Malaisi, Roberto Marano, Juan Delgado Rojas, Valéria Modolo, Anténio

Bianchi, Sergio Pérez, Natalia Azar, Juan Edwards Molina e Evangelina Miqueo.



“Sola dosis facit venemum”
Paracelso

"Essentially, all models are wrong, but some are useful”
George E. P. Box






SUMARIO
RESUMO ..o eee e e eeeeeeeeeeeeeeaeaeaeeeaeaeaeaenene 13
ABSTRACT ..o eeeeee e e eeeeeeeeeaeeeaeeeaeaeaeaeaeeenene 15
T INTRODUGCAO ...ttt san e 17
RETEIBIICIAS vttt e e e e e e e e e et e eeeeeee e e e e eaeeeeeeeaaaanaaaeseeaeeennnnnns 22

2 DESENVOLVIMENTO DE UM MEIO BASAL PARA Eucalyptus dunnii BASEADO
NOS TEORES NUTRICIONAIS DE BROTACOES DE CEPAS E OTIMIZACAO DAS

CONDICOES DE CRESCIMENTO IN VITRO .......oooeueeeeeeeeeeeeeeseeeeseeeseeesevess e 31
RESUIMO ..ttt et e et e bt s bt e st e e s e e e sanee s 31
AADSTTACT. ...ttt e b e sttt sat e b e st et esaneebeenaae e 31
2.1 INEFOAUGEOD ...ttt ettt ettt ettt e st e 32
B B O 5 010 (]ORN 37
2.1.2 ODBJEIIVOS. ...ttt ettt ettt et ettt ettt et eh bt et e bttt e bt e ab e e bt e st e enbeenaee 37
2.2 Material € MELOAOS ......couveiiiiriiiiieieeeeee ettt ettt st 37
2.2.1 Anélise quimica do material vegetal coletado nO CampPO .......c.eeevvieeriieriieeniieeniieeneen. 38
2.2.2 Formulagao do meio Dasal........c.cceouiieiiiieeiiiieiiieeciie ettt s 39
2.2.3 Lavagem da espuma fENOIICA .......ccuiieiiiieeiiieeiieeciie ettt e e e e e s 39
2.2.4 Material vegetal fonte de eXPlantes..........cccveeeriiieriieeriieeerieeeeeeeiee e eeveeeereeeaeeeeneees 40
2.2.5 Preparo dos meios de CULtUTA.......cccuuiiiiiiiiiiieiniie ettt et 40
2.2.6 CondigOes de CTESCIMENLO .....ccuueeriurieriieeeiteeeiieentteeriteeeiteesbeeesibeeesabeessbbeesbteesbeeesaneens 41
2.2.7 Delineamento experimental € andlises eStatiStiCaS ......cveeevveeerereeriireerieeerieeeieeeree e 41
2.3 ResSultados € ISCUSSAO ....ceuuieruiiriiiiieeieeite ettt ettt ettt et st e bt e st e beesaaeeabeenae 43

nos teores nutricionais de brotagOes de CEPAS .....c..eeeruveeeriiiiriiiieniieerite ettt 43
2.3.1.1 Teores de nutrientes minerais € tipo de aMOSIIA.........ccevveeeriveeriiieeriieerieeeree e e e 43
2.3.1.2 Desenvolvimento do Meio basal...........cocueeiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeteeeeee e 45
2.3.2 Otimizacao das condi¢des de crescimento para a propagacao in vitro de E. dunnii ....... 49
2.3.2.1 Experimento II - Acondicionamento da espuma fendlica ..........ccoceevvercieineenieeneenne. 49
2.3.2.2 Experimento III - Estado fisico do meio de cultura ............cceeveuieenieeenieeenieeeieeeen 50

2.3.3 Experimento IV - Efeito de distintas fontes e quelatos de ferro na multiplicagado in vitro
de gemas axilares de E. dUNIIT ........ccceeeviuiiiiiiiiiiiie ettt ettt ettt s 54
2.4 CONCIUSDES ...ttt ettt ettt ettt ettt ettt e st e et e e bt e e e bt e e eabteesabtesabeesbteesabbeesabaeenaneeas 60

RETEIBIICIAS vttt e e e e e e e e e et e eeeeeee e e e e eaeseeeeeaeaannaaeseeeeeenennnns 60



10

3 REGENERACAO DE PLANTAS DE Eucalyptus dunnii VIA ORGANOGENESE IN

VITRO .....coonini e e e e, 71
RESUIMIO. ...ttt ettt et e s e s e e sabee e 71
AADSITACE ...ttt ettt e e bt ettt et eb e e s bt e s bt e e sabee e 71
3.1 INEEOAUGEO ..ttt ettt e s et e et e et e st e e bt e e s ba e e st e e sabeeeaas 72
Bu1 T HAPOLESES ...ttt ettt ettt ettt e e e sab e et e et e st e s bt e s bt e e saaeeeeabeeeaas 74
31,2 ODJEEIVOS ..ttt ettt ettt ettt et ettt et eeab e e bt e s at e e bt e eh bt et enab e e bt e naeeeanean 74
3.2 Material € MELOAOS ........eouuiiiiiiiiiiieei ettt ettt ettt ettt aees 75
3.2, 1 O ZANOZENESE ...eeeuvreeeuiieeeiiieeniiteestteesitee ettt e ettt e ebteeeabteesabteesabeeensbeessbeesbteesbaeesaseeesaseennns 75
3.2.2 Anélise histol0gica da OrZaNOZENESE ........ceevuvieriiieriieeriieerite et et e et e siteesieeesaee e 76
3.2.3 ENTAIZAMEINTO ...eeutiiiiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt et e e it et esat e e bt e sb b e e beesabeenbeesseeeanean 76
3.2.4 ANALISES ESAtISTICAS. ..eeruveetieiuieeiieeite ettt ettt ettt ettt sat e et e bbb e e st e ebeesaeeeaneas 77
3.3 Resultados € dISCUSSAO ..c..ueeuiiriieiiiiiieiie ettt st ettt enees 78
3.3.1 O ZANOZENESE ...eeeuvveeutieeeiiieeeiiieeritte ettt e ettt e ettt e ebeeeeabteesabteesabeesasbeessbeesbeeesbaeesnneeenaseesnns 78
3.3.2 Anélise histol0gica da OTZANOZENESE ....c..veeeureeeireeeiieeeiieeeieeerreeesereeerareeeaneesaeeesseeenns 86
3.3.3 ENTQIZAMEIITO «..eeutiiiiiiiiieiieeiteeit ettt ettt ettt et e e e et e sat e et e sb b e e beesabeenbeesseeeaneas 89
3.4 CONCIUSDES ...ttt ettt ettt sttt et e e st e b e sate e bt e sbeesateesateenneenneeeanees 90
RETEIENCIAS ....conviiiiieiieee ettt sttt et es 91
4 ESTADO NUTRICIONAL E RESPOSTAS MORFOFISIOLOGICAS NA
MICROPROPAGACAOQO DE Eucalyptuts dunmii ...............c.cocoeeeeeereeeerereeeeeeeresseerseeresesenans 99
RESUIMIO. ...ttt ettt st e st esae e e sabee e 99
ADSTTACE ..ttt ettt ettt et b e et b e st e naeeeanees 99
4.1 INETOAUGAOD .ttt ettt ettt e ettt e et e e s bt e e sabeeebbeeebbeesabbeesabeeenabeeas 100
AU 1.1 HIPOESES -ttt ettt ettt ettt sat e et e e bttt e sab e e bt e sbae s beenaeeeas 102
A.1.2 ODJEIIVOS -ttt ettt ettt b e sat e et esa bt e bt e sab e e bt e ebbe e beenaeeeas 103
4.2 Material € MELOAOS .....ccuuieiiiiiieiieiieee ettt ettt ettt ettt e 103
4.2.1 Material VEZELAL........cccueiiiiiiiiiiiiiee ettt sttt s s 103
4.2.2 Meios de cultura e condigdes de CTeSCIMENTO .......eeevuveeerereerireeriieenieeerreeeireeeaeeesaeens 103
4.4.3 ANAlise NULTICIONAL ......eiiiiiiiiiiiiiieet ettt sttt e 106
4.4.4 Delineamento experimental € andlise eStatiStiCa........c.ueevvieerieeeriieriieeriieeeiieeeiee e 106
4.5 Resultados € dISCUSSAO ....c.uveeuriiruiiriieiieeieeit ettt ettt st ae e st ereesanesneesaneeas 108
4.5.3 Experimento I - MEI10S DASAIS.....ccccviieriuieeeiieeiiieeiieeciteeeiteesieeesreeeereeeaaeeeaaeesnseeeenns 108
4.5.4 Experimento II - RestricAo de NULTIENTES ......cccueeeriveeeiuieeeiiieeeiieerieeeieeeieeeeieeeeree e 117

.0 CONCIUSOES .ottt ettt e ettt e e e e e e e e e et s s seeeee et aaaasesseeesssssannnsesaeeeens 124



11

REEIENCIAS ..ttt et st es 125
5 ESTIMACAO DE PARAMETROS GENETICOS PARA CARACTERISTICAS
MORFOFISIOLOGICAS IN VITRO DE Eucalyptus dunnii.................cocoeevveveereesereeenn. 133
RESUMIO ..ttt ettt et et s bt s e e sbee e 133
ADSITACT. ..ttt ettt ettt et st a e et e be e st en e saaeerees 133
ST INEEOAUGAD ...ttt et ettt e et e st e st e e it e e s bt e e sbr e e s beeenane 134
T B B 5 00 ] RS PSPR 136
5. 1.2 OBJEEIVOS. ettt ettt ettt ettt st e b e s ab e ettt e bt et eareas 136
5.2 Material € MELOAOS ......oouiiruiiiiiiiiieeete ettt st ettt 137
S5.2.1 Material VEZELaL .........eiiuiiiiiiiiiie ettt et et s 137
5.2.2 Meios de cultura e condigdes de CTESCIMENTLO .....ccuveeerureeeriieeeriieeniieenieeeireeeireeearee e 137
5.2.3 Delineamento experimental € andlise estatiStiCa .........ceeevveeerveeriiieenieeeieeereeeieeeeenes 138
5.3 Resultados € ISCUSSAO ....eevueiruiiiriiiriieiieeieeie ettt ettt et eanees 140
5.4 CONCIUSDES ...ttt ettt ettt ettt ettt et e e e b e st et e et e ne e saneeaneesaeeeanees 148
RETEIENCIAS ...ttt st ettt ettt et e eeeas 148
6 CONCLUSAQO GERAL .......oooiiieeeeeeeeeee et 153

ANEXOS ..o 155



12



13

RESUMO

Propagacao in vitro de Eucalyptus dunnii Maiden: desenvolvimento de um novo meio
basal e estimacao de parametros genéticos para caracteristicas morfofisiologicas

O Eucalyptus dunnii é reconhecido pela sua tolerancia as geadas, por apresentar bom
crescimento, assim como pela sua madeira de qualidade apta para o uso na inddstria
celulésica e em determinados produtos sélidos. Contudo, a baixa disponibilidade de material
de propagacdo, devido a escassa floracdo e a recalcitrancia ao enraizamento, representa um
fator limitante tanto para o melhoramento genético como para a sua maior difusdao no cultivo
florestal. A aplicacdo de técnicas de propagacdo in vitro e a incorporacdo de critérios de
selecao relacionados a capacidade de enraizamento poderiam contribuir para minimizar esses
problemas. Até hoje, as pesquisas realizadas na cultura de tecidos de E. dunnii utilizaram
meios basais desenvolvidos para atender os requerimentos nutricionais de outras espécies.
Este fato, geralmente, demanda ajustes nutricionais para a adequacdo do meio, cujos
resultados sdo limitados pelas interacdes entre seus diversos componentes. Portanto, foi
desenvolvido um meio basal inédito, com base nos teores de nutrientes minerais essenciais em
brotagdes juvenis de cepas de E. dunnii e, posteriormente, ajustado a disponibilidade dos
nutrientes em solucao. Para otimizar as condi¢des de crescimento, foram avaliados o tipo de
meio de suporte e a fonte de Fe empregada na formulagdo deste meio basal, o que permitiu
demonstrar a importancia destes fatores na quantidade e qualidade das respostas morfogénicas
in vitro de brota¢des de E. dunnii. Posteriormente, o meio basal desenvolvido foi utilizado
com sucesso na organogénese em hipocétilos quando empregado com 0,032 mmol L de
EDTA/Fe como fonte de Fe (EDM), assim como na multiplicacio de gemas axilares de
material juvenil e adulto de E. dunnii quando adicionado com 0,256 mmol L™ de EDDHA/Fe
(EDMm), apresentando melhor desempenho do que os meios basais JADS, MS e WPM na
obtencdo de microplantas. Além disso, foi possivel determinar que a clorose das brotacdes é
atribuivel a deficiéncia de Fe e que a queda de folhas e a oxidacdo estdo relacionadas aos
baixos teores de N. Por outro lado, a restricdo de K, Mg, Mn, Zn, Mo, Ni, Co ou NaCl do
meio basal EDMm, afetou negativamente o desenvolvimento das brotacdes, evidenciando a
maior importancia relativa destes nutrientes na composi¢do do meio basal. Finalmente, foram
estimados parametros genéticos para caracteristicas morfofisioldgicas in vitro em vinte
progénies de polinizacdo aberta de E. dunnii. As herdabilidades das caracteristicas de
regeneracdo de gemas, nimero de gemas e regeneracao de calos foram elevadas, entretanto,
as associadas ao enraizamento foram baixas a moderadas. Foram determinadas correlacdes
genéticas favoraveis e de elevada magnitude para o comprimento das brotacdes e do nimero
de raizes com o enraizamento. A possibilidade de aplicar maiores intensidades de sele¢do nos
caracteres quantitativos, sugere que maiores ganhos preditos poderiam ser obtidos quando
implementada a sele¢do indireta do enraizamento. Estes resultados constituem um caso
exitoso de regeneracdo de plantas a partir de tecidos juvenis e de micropropagacao de arvores
adultas de E. dunnii que, por fim, poderdo contribuir com a disponibilidade de material de
qualidade genética superior e com o planejamento e execucdo de uma estratégia de
melhoramento mais adequada para esta espécie.

Palavras-chave: Nutricdo mineral; Juvenilidade; Micropropagacdo; Organogénese;
Herdabilidade; Melhoramento genético; Selecdo indireta
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ABSTRACT

In vitro propagation of Eucalyptus dunnii Maiden: development of a new basal medium
and estimation of genetic parameters for morphophysiological traits

Eucalyptus dunnii is a well-known species for its tolerance to the deleterious effects
of frost; moreover, it has good growth, as well as wood production suitable for pulp, paper
and certain uses as a solid wood. However, low availability of propagation material, due to
poor flowering and rooting recalcitrance, represents a limiting factor for both breeding and
deployment in plantation forests. Combined application of in vitro propagation techniques and
selection criteria for traits related to rooting ability could help to reduce these problems,
allowing the selection, rescue, rejuvenation and multiplication of elite genotypes. Previous
research on tissue culture of E. dunnii was based on culture media originally developed to
meet the nutritional requirements of other species, which often involves further nutritional
adjustments in order to adequate the media to the new species requirement. Nevertheless,
results of this approach are hindered by interactions between the diverse media components.
Therefore, it was developed a new culture medium based on essential mineral nutrients
concentrations in E. dunnii shoots collected from coppice stumps and subsequently adjusted
to the mineral nutrient availability in the solution. The support media and Fe sources effects
on the quantity and quality of the organogenic responses were studied. The results showed the
potential and constrains of each Fe source and agar based or liquid culture with phenolic foam
support. The developed basal medium was successfully used on shoot organogenesis of
hypocotyls when used 0.032 mmol L' of EDTA/Fe as Fe source, and on micropropagation of
juvenile and adult materials of E. dunnii when added with 0.256 mmol L' of EDDHA/Fe as
Fe source (EDMm), showing better performance than the baseline basal media JADS, MS and
WPM for microplants production. Additionally, relationships between leaves chlorosis and
low Fe concentrations and leaves drop and oxidation with low N concentration in EDMm
basal media were recognized. Moreover, nutritional restrictions of K, Mg, Mn, Zn, Mo, Ni,Co
or NaCl in EDMm basal media for 30 days reduced the growth and development of axillary
shoots, showing the higher relative relevance of these nutrients in basal media composition. In
addition, genetic parameters for in vitro morphophysiological traits were estimated on twenty
open-pollinated families of E. dunnii. High heritability for bud number, bud regeneration and
callus regeneration were defined, although rooting related traits showed low to moderate
heritability. Nevertheless, moderate heritability for shoot length and number of roots coupled
to high positive genetic correlations with rooting and the possibility to increase the selection
intensity in quantitative traits, implies higher predicted gains for rooting under indirect
selection. As a whole, these results validate the proposed approach for basal media
development and report successfull plant regeneration from juvenile material and
micropropagation of adult elite trees of E. dunnii, which may contribute with both improved
plant propagation material availability and the planning and implementation of a more
suitable breeding strategy for this species.

Keywords: Mineral nutrition; Juvenility; Micropropagation, Organogenesis; Heritability; Tree
breeding; Indirect selection
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1 INTRODUCAO

A cultura do eucalipto ocorre em ambientes extremamente diversos, portanto grande
parte da drea de cultivo apresenta limita¢des de distinta natureza para seu desenvolvimento, o
que € observado pela expansao do cultivo florestal para dreas com incidéncia de geadas, como
grande parte da Argentina, o planalto sul do Brasil, o centro sul da China, o sudeste dos
Estados Unidos e o Uruguai (GOLFARI, 1985; BALMELLI, 1993; ARNOLD et al., 2004;
FERNANDEZ LONG et al., 2005; BOOTH, 2012). Estas regides possuem este evento
climatico como um dos maiores fatores limitantes para o cultivo de eucaliptos tropicais e
subtropicais, como Eucalyptus grandis, E. saligna e E. urophylla (ELDRIDGE, 1993;
GOLFARI et al., 1978), o que requer uma criteriosa escolha de clones, espécies e/ou hibridos
para o cultivo.

Embora existam vdrias espécies de eucalipto tolerantes as geadas, suas caracteristicas
de crescimento comprometem os seus usos para o plantio comercial (BYRNE et al., 1997).
Além disso, espécies de clima temperado que combinam ripidas taxas de crescimento e boa
forma do fuste, como E. globulus e E. nitens, apresentam problemas sanitarios que restringem
seu uso em areas mais quentes e imidas (HUNTER et al., 2009; PEREZ et al., 2009a, 2009b).
Portanto, existe um grande potencial econdmico para espécies que combinarem boas
caracteristicas silviculturais com niveis adequados de tolerancia a geadas (TURNBULL;
ELDRIDGE, 1983 apud BYRNE et al., 1997).

O Eucalyptus dunnii Maiden (Dunn’s white gum) se desenvolve naturalmente em duas
pequenas dareas de Nova Gales do Sul e Queensland, Austrdlia. O clima da regidao é quente e
umido, com uma pluviometria anual entre 1000 e 1750 mm e temperaturas médias maximas
do més mais quente de 27 a 30°C, médias minimas do més mais frio variando 0 a 3°C, com
uma ocorréncia de 20 a 60 geadas ao ano (BOLAND et al., 1984), que segundo a classificacdo
de Koppen corresponde ao clima Cfb (temperado sem estacao seca).

Em florestas implantadas, o E. dunnii é uma espécie alternativa ao E. grandis,
principalmente nas dreas mais secas e/ou com ocorréncia de geadas, por sua homogeneidade,
rapido crescimento e boa forma das arvores nestas condicdes (ARNOLD et al., 2004; HIGA,
2000; MARCO; WHITE, 2002; SMITH; HENSON, 2007). Além disso, sua madeira possui
boa qualidade para a obtencdo de celulose e papel (FERREIRA et al., 1997; SWAIN;
GARDNER, 2003 apud SMITH; HENSON, 2007) e possui alta densidade, sendo adequada
para usos que exijam maior resisténcia mecanica (ROCHA; TRUJILLO, 2006).

Um aspecto negativo para usos sOlidos da madeira de E. dunnii sdo as tensdes de

crescimento, que podem causar a desqualificagdo de até um terco da madeira serrada desta
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espécie (MATOS et al., 2003). Contudo, esta caracteristica se encontra sob um moderado a
elevado controle genético (SCHACHT et al., 1998; HENSON et al., 2004; PADUA et al.,
2004; MURPHY et al., 2005) e uma elevada variabilidade entre individuos na sua ocorréncia
(YANG et al., 2001; THOMAS et al., 2008), fatos que estabelecem uma oportunidade para
atenuar o problema através de melhoramento genético. Estas caracteristicas sdo totalmente
expressas na idade adulta, condicionando assim o momento de avaliacdo, sele¢do e
propagacdo dos gendtipos. Ao mesmo tempo, o processo de envelhecimento reduz
gradualmente a capacidade dos tecidos de formar raizes, até a perda total da competéncia para
enraizamento (CRESSWELL; DE FOSSARD, 1974; VALLEDOR et al., 2007). Estes fatos
requerem métodos de rejuvenescimento capazes de restabelecer a capacidade rizogénica,
como a micropropagacdo, uma técnica ja empregada com sucesso em outras espécies e
hibridos de eucalipto, assim como em diversas espécies lenhosas (LE ROUX; STANDEN,
1991; ASSIS et al., 2004; JAIN; HAGGMAN, 2007; XAVIER; OTONI; PENCHEL, 2007;
DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

A propagacao de drvores € uma ferramenta util nos programas de melhoramento
genético e apresenta caracteristicas vantajosas para a implantacio de florestas (LIBBY, 1986).
Ela possibilita a multiplicagdo de drvores selecionadas que contenham combinacdes genéticas
favoraveis e a producdo de material geneticamente homogéneo que pode se desenvolver de
forma previsivel e uniforme (SUTTON, 2002). Isto possibilita incrementar o ganho genético,
um melhor controle da diversidade genética nos plantios comerciais € uma maior eficiéncia da
logistica operacional (WHITE; ADAMS; NEALE, 2007).

A silvicultura clonal é uma prética antiga, realizada pelo menos hd 800 anos, no caso
da Cunninghamia lanceolata na China, ha 500 anos no caso de Cryptomeria japonica no
Japao, (MINGHE; RITCHIE, 1999) e hd pouco mais de 100 anos para Populus sp. (RAJ et
al., 2011). Para os eucaliptos, o histérico € um pouco mais recente, iniciando-se com o
surgimento da técnica de estaquia (FRANCLET, 1963; CONCHA MARCAVILLACA;
MONTALDI, 1964; POGGIANI; SUITER FILHO, 1974) e seu estabelecimento em escala
comercial no final da década de 70 e inicio da década de 80, no Congo e no Brasil
respectivamente (CAMPINHOS; IKEMORI, 1983; DELWAULLE; LAPLACE; QUILLET,
1983). Posteriormente, as técnicas de micro e miniestaquia, juntamente com O
desenvolvimento e ajuste de protocolos eficientes de propagacdo in vitro (ASSIS; FETT-
NETO; ALFENAS, 2004; HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2000), incrementaram a
eficiéncia dos processos envolvidos, provocando no geral, um grande impacto na

produtividade das florestas plantadas do Brasil (SILVA; BARRICHELO, 2006).
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A cultura de tecidos de plantas tem evoluido muito desde sua implantacdo no comeco
do século XX com as experiéncias pioneiras de Gottlieb Haberlandt (NEUMANN; KUMAR;
IMANI, 2009). Atualmente, consiste num conjunto de técnicas de aplicac@o rotineira usado
em muitas espécies vegetais para a producdo de plantas livres de patégenos, a regeneracao de
material geneticamente modificado, o revigoramento e/ou rejuvenescimento de material
adulto, a obtencdo de propdgulos geneticamente homogéneos, a producdo de sementes
sintéticas e a conservacdo de germoplasma, entre outras aplicacdoes (BHOJWANI; RAZDAN,
1996; GEORGE; DEBERGH, 2008; VASIL, 2008).

No ambito florestal, a propagacdo in vitro esta mais direcionada a producao maciga de
propdgulos, ao rejuvenescimento de material selecionado e, mais recentemente, a regeneragao
de material geneticamente modificado (MERKLE; NAIRN, 2005; WHITE; ADAMS;
NEALE, 2007), para os eucaliptos principalmente em E. camaldulensis, E. grandis, E.
urophylla e seus hibridos (MULLINS et al., 1997; ALFENAS et al., 2004; HUANG; ZENG;
LU, 2010; PRAKASH; GURUMURTHI, 2010; GIRIJASHANKAR, 2011).

No caso das espécies temperadas, apenas para E. globulus as referéncias em relagdo ao
uso da micropropagacdo e da regeneracao in vitro sdo abundantes (VIDELA; CHUNG, 1996;
AZMI et al., 1997; BANDYOPADHYAY et al., 1999; NUGENT et al., 2001; LARSON et
al.,, 2006; SCHAWMBACH; FADANELLI; FETT-NETTO, 2005; BORGES et al., 2011;
GIRIJASHANKAR, 2011; GONZALEZ et al., 2011; CORDEIRO, 2013), devido a sua
grande importancia na producdo de madeira para celulose em &reas temperadas. Mais
recentemente, grandes progressos foram alcancados na propagacdo de E. benthamii
(BRONDANI et al., 2009, 2011, 2012a, 2012b), outra espécie de grande potencial para dreas
com incidéncia de geadas.

As técnicas disponiveis para propagacdo vegetativa de E. dunnii apresentam
limitagdes que comprometem a sua eficiéncia, principalmente em decorréncia da sua
recalcitrancia ao enraizamento. Material juvenil pode ser propagado com relativo sucesso
utilizando miniestaquia (SOUZA JUNIOR; WENDLING, 2003; BAKER; WALKER, 2005),
entretanto para individuos adultos, a técnica fica restrita a estaquia de gendtipos que enraizem
de forma razodvel e a enxertia (COOPER; GRACA, 1987; PATHAUER, 2005).

Para E. dunnii, os estudos sobre micropropagacdo ainda sdo escassos e/ou pouco
aprofundados (GRACA, 1989, 1997; GRACA et al., 2001; BILLARD; LALLANA, 2005;
ALMEIDA et al., 2008; MALYZ et al., 2011; NAVROSKI, 2011; NAVROSKI et al., 2013).

No caso da regeneragdo in vitro, Termignoni, Wang e Hu (1996) mencionam a indugdo da
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embriogénese somatica, porém até o momento ndo foram encontradas referéncias relativas a
organogénese.

Dentre os multiplos fatores que podem influenciar o sucesso do cultivo in vitro, dois
em particular sdo mais importantes: a origem do explante e o meio de cultura (GAMBORG et
al., 1976). Os meios de cultura estdo, normalmente, constituidos por trés grupos de
componentes, os reguladores de crescimento, as substincias organicas (agucar, vitaminas e
aminodacidos) e os elementos minerais (macronutrientes ¢ micronutrientes) (VIDALIE, 1989
apud MORARD; HENRY, 1998). Este ultimo tem sido o menos investigado, apesar de
apresentar uma grande influéncia na pressdo osmotica e no pH do meio de cultura, além de
possuir fungdes essenciais na nutricdo mineral das células e tecidos dos explantes
(MORARD; HENRY, 1998). Por exemplo, um levantamento recente da base de dados da
Web of Science (2014) revelou que, de 8.621 artigos indexados sob os termos “plant” +
“tissue culture”, apenas 22 cont€ém o termo “mineral nutrition” na busca.

Os nutrientes possuem fungdes essenciais e especificas no metabolismo das plantas,
atuando como constituintes de estruturas organicas, ativadores de reacdes enzimdticas ou
como transportadores e osmorreguladores (MARSCHNER, 1995). Em consequéncia, a
rapidez com que um tecido cresce, assim como a extensdo e qualidade de suas respostas
morfogénicas, estd fortemente influenciada pela classe e concentracdo dos nutrientes
fornecidos (NIEDZ; EVENS, 2007), os quais estdo sempre presentes nos meios de cultura,
diferente das fontes de carbono, reguladores de crescimento, vitaminas, aminodcidos,
gelificantes e outras substancias que podem ou nao ser incluidas (GEORGE; DE KLERK,
2008).

A clorose por deficiéncia de ferro é uma das principais desordens nutricionais das
plantas, causando perdas de rendimento e qualidade das culturas (TAGLIAVINI et al., 2000).
A deficiéncia deste mineral foi encontrada na propagacao in vitro de vérias espécies, nas quais
fol necessaria a otimizacdo dos meios de cultura através do incremento das concentragdes de
Fe ou do emprego de fontes alternativas deste nutriente (AL KAI; SALESSES; MOURAS,
1984; VAN DER SALM et al., 1994; CASTILLO; SMITH; MADHAVI, 1997; MONTEIRO
et al., 2000; TSAO; REED, 2002; MOLASSIOTIS et al., 2004; AYNALEM et al., 2006;
MORENO et al., 2012).

Embora os processos morfogénicos sejam modulados tanto pela nutricdo mineral
como pelos reguladores de crescimento (ZAFFARI et al., 2000; RAMAGE; WILLIAMS,
2002), a maioria dos meios de cultura é definida de forma empirica e ndo apresenta

especificidade quanto as necessidades nutricionais da espécie, muitas vezes limitando os
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processos morfogénicos (CORREIA, 2006). Contudo, estas deficiéncias nutricionais podem
ser parcialmente atenuadas pelos reguladores de crescimento que, por sua vez, poderiam ser
reduzidos ou até suprimidos do meio de cultura se os requerimentos nutricionais fossem
providos (PREECE, 1995; KOTHARI; AGARWAL; KUMAR, 2004), evidenciando um
equilibrio entre estes fatores.

O meio basal de maior sucesso na propagacdo in vitro de multiplas espécies foi
desenvolvido e otimizado para o cultivo in vitro de calos de tabaco por Murashigue e Skoog
(1962). Entretanto, o meio WPM (LLOYDS; MCCOWN, 1980), muito utilizado em
propagacdo in vitro de espécies lenhosas, foi desenvolvido para induzir brotagdes axilares em
apices de Kalmia latifolia, planta ornamental de crescimento arbustivo. Ambos 0s meios ja
foram empregados com éxito para a propagacdo in vitro de varias espécies e hibridos de
eucaliptos (LE ROUX; VAN STANDEN, 1991; GLOCKE et al., 2006; PINTO et al, 2008;
DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009), porém com pouco sucesso quando usados para
o cultivo in vitro de material adulto de E. dunnii (BILLARD; LALLANA, 2005;
NAVROSKI, 2011; NAVROSKI et al., 2013).

As auxinas e citocininas sdo as substancias que mais influenciam na regulacdo do
crescimento e da morfogénese no cultivo in vitro de tecidos e Orgdos vegetais
(MACHAKOVA; ZAZIMALOVA; GEORGE, 2008), dentre elas o acido a-naftalenoacético
(ANA) e a 6-benzilaminopurina (BAP), que t€ém demonstrado ser as mais efetivas na
propagacio in vitro de varias espécies e hibridos de eucaliptos (LE ROUX; VAN STANDEN,
1991; DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009). Contudo, estas respostas sao moduladas
também pelo gendtipo, tendo um papel igual ou mais importante do que os reguladores de
crescimento (BHOJWANI; RAZDAN, 1996).

Neste sentido, uma alternativa para incrementar o potencial de propagacdo da
populacdo consiste em incluir nos objetivos dos programas de melhoramento a selecao de
gendtipos por estas caracteristicas (HAINES; WOOLASTON, 1991). Contudo, o ganho
genético a partir desta metodologia depende da variabilidade e herdabilidade destas
caracteristicas (RUAUD et al., 1999), parametros desconhecidos atualmente para E. dunnii.

A caréncia de um sistema eficiente de propagacdo vegetativa e a escassa e irregular
floracdo e producdo de sementes de E. dunnii (GRACA, 1987, MARADEI, 1987) sao
limitagdes importantes para o avanco dos programas de melhoramento genético desta espécie.
Portanto, seria um fato destacdvel possibilitar a clonagem de individuos superiores,

permitindo transferir todo seu potencial genético, seja no estabelecimento de pomares clonais
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ou no plantio clonal, para consolidar o cultivo desta espécie em dreas nas quais outras
espécies de eucaliptos apresentam restri¢cdes devido a sensibilidade as geadas.

Nesse contexto, propds-se desenvolver e otimizar um meio basal especifico para a
regeneracao de gemas adventicias e a multiplicagao de gemas axilares de E. dunnii, assim

como determinar o controle genético para caracteristicas morfofisiologicas in vitro.
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2 DESENVOLVIMENTO DE UM MEIO BASAL PARA Eucalyptus dunnii BASEADO
NOS TEORES NUTRICIONAIS DE BROTACOES DE CEPAS E OTIMIZACAO DAS
CONDICOES DE CRESCIMENTO IN VITRO

Resumo

Na cultura de tecidos, a nutri¢do mineral possui uma importancia extraordindria, uma
vez que as células e tecidos envolvidos no processo estdo sob influéncia direta do meio em
que se encontram, dependendo quase totalmente dos nutrientes e reguladores de crescimento
fornecidos pelo meio de cultura. Os meios basais MS, WPM e JADS sdo os mais utilizados na
propagacdo in vitro de eucaliptos, porém, eles tém demonstrado limitado sucesso para E.
dunnii, o que leva a aplicacdo de métodos alternativos. A formulacdo e/ou otimizacdo de
meios basais utilizando informacao nutricional de tecidos vegetais foi realizada com sucesso
para vérias espécies, indicando o grande potencial deste método. Desta forma, neste trabalho €
proposta e descrita a formulacdo de um meio basal especifico para esta espécie, com base nos
teores de macro e micronutrientes minerais determinados em brotacdes jovens de cepas,
considerando este material como o mais adequado devido ao seu estado fisiologico e
ontogénico. Para iniciar a validagdo do meio basal obtido, foi estudado o efeito do meio de
suporte e de distintas fontes e concentragdes de Fe no desenvolvimento in vitro de brota¢des
de E dunnii. Os resultados obtidos indicam que o meio basal pode ser utilizado na
multiplicagdo de gemas axilares com dgar como meio suporte e a adi¢do de 0,128 ou 0,256
mmol L' de EDDHA/Fe (143 ou 286 mg L' de Basafer® Plus) como fonte de Fe, evitando a
formacgdo excessiva de calos, a oxidacdo e a clorose. Além disso, o emprego de 0,032 mmol
L' EDTA/Fe nas mesmas condi¢cdes se mostra indicado para a obtencdo de organogénese. Por
outro lado, a utilizacdo de meio liquido e espuma fendlica como meio suporte, apés duas
lavagens consecutivas com dgua deionizada a 100°C, obteve os maiores niveis de
enraizamento, indicando seu potencial para esta finalidade.

Palavras-chave: Micropropagacdo; Nutricdo mineral; Espuma fenélica; Agar; Ferro; Quelatos

Abstract

In tissue culture, mineral nutrition has a significant relevance since cells and tissues
involved in the process are under direct influence of the environment, relaying on nutrients
and growth regulators provided by the culture medium. The MS, WPM and JADS basal
media are the most used in in vitro propagation of eucalyptus; however, they have shown poor
performance for E. dunnii propagation, a situation that requires the implementation of
alternative methods. Basal media formulation and/or optimization using nutritional
information of plant material have been successfully performed for several species, indicating
the great potential of this method. Thus, we proposed and described a basal medium
formulation method for E.dunnii, based on the macro and micronutrients content of young
stump shoots, considered the most suitable materials because of their ontogenic and
physiological state. Moreover, to validate the obtained basal medium, the effect of support
material and iron sources and concentrations on the in vitro development of axillary buds was
evaluated. The results suggest that the basal medium, added with 0.128 or 0.256 mmol L™ of
EDDHA/Fe (143 or 286 mg L™ Basafer® Plus) as Fe source, can be used in the multiplication
of axillary buds with agar as a support medium, avoiding excessive callus formation,
oxidation and Fe induced chlorosis. Besides, the use of 0.032 mmol L' EDTA/Fe under the
same conditions seems promising to achieve bud and callus organogenesis. In addition, the
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use of liquid medium and phenolic foam after two consecutive washes with deionized water at
100°C yielded the highest rooting levels, demonstrating their potential for this purpose.

Keywords: Micropropagation; Mineral nutrition; Phenolic foam; Agar; Iron; Chelates

2.1 Introducao

A otimizac¢do de um meio de cultura para a micropropagacao, com énfase na nutri¢ao
mineral, representa um grande desafio, em decorréncia dos diferentes requerimentos
nutricionais entre as espécies e da grande interacdo que existe entre 0s nutrientes minerais
(POOTHONG; REED, 2014).

Um dos métodos disponiveis sugere testar a concentracdo de cada nutriente mineral,
individual e sucessivamente, para determinar seu valor 6timo e evitar a ocorréncia de
limitantes nutricionais (MORARD; HENRY, 1998). Desta forma, foi desenvolvido o MS
(MURASHIGUE; SKOOG, 1962), o meio basal mais utilizado na cultura de tecidos de
plantas que, a0 mesmo tempo, constitui a base de muitos meios de cultura que modificam
parcialmente sua composicao mineral (DRIVER; KUNIYUKI, 1984; GRIBBLE et al., 2002).

Além de tempo e recursos, testar um fator por vez requer grandes quantidades de
material vegetal, que em espécies recalcitrantes nem sempre estao disponiveis (NAS; READ,
2004). Por outro lado, a combinagdo dos niveis 6timos individuais ndo garante o sucesso do
meio de cultura obtido (DE-EKNAMBUL; ELLIS, 1985), provavelmente pelo alto grau de
interacao entre os distintos componentes (SHAFF et al., 2010).

Um método alternativo, descrito por Spaargaren (1996) é a formulacdo de meios de
cultura com os mesmos niveis/propor¢des de nutrientes minerais em células, tecidos ou
organismos a serem propagados. Adicionalmente, o autor sugere que esses nutrientes estejam
presentes em formas idnicas passiveis de serem absorvidas e metabolizadas, empregando a
menor quantidade possivel de sais minerais.

Embora o emprego dos teores nutricionais de tecidos vegetais para o ajuste dos meios
basais tenha sido utilizado com sucesso em espécies como Corylus avellana (NAS; READ,
2004; BACCHETTA et al., 2008), Musa cavendishii (SOUZA; GONCALVES, 1996), Olea
europaea (RUGINI, 1984), Solanum paludosum (MORARD; HENRY, 1998), Vrisea sp.
(ARANDA-PERES et al., 2009), nestes estudos, ndo foi considerada a especiacdo idnica dos
nutrientes em solugdo, fato de grande relevancia uma vez que os nutrientes minerais sao
obtidos pelas plantas principalmente através da absor¢ao de ions inorganicos (BERGMANN,

1992; MARSCHNER, 1995).
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Que um nutriente seja parte de uma solu¢do ndo significa que ele esteja facilmente
disponivel para a planta, as interacdes entre ions, o pH, a complexacgdo e a precipitagdo podem
ocorrer, diminuindo a atividade livre do ion de interesse (SHAFF et al., 2010). Neste caso, €
necessario o uso de ferramentas que permitam uma caracteriza¢do do equilibrio i6nico da
solucdo nutritiva, caso dos softwares GEOCHEM-EZ (SHAFF et al.,, 2010) e Visual
MINTEQ (GUSTAFSONN, 2006), entre outros, que possibilitam a defini¢do da composi¢dao
mineral de uma solucdo nutritiva com base na concentracdo fonica livre dos nutrientes em
solugdo.

Ingestad (1987) e Ingestad e Agren (1995) propuseram o principio de crescimento em
equilibrio dindmico, segundo o qual as taxas de crescimento sdo estabilizadas devido a adicdo
constante de nutrientes minerais ao meio nas quantidades necessdrias para manter o adequado
estado nutricional da planta. Em consequéncia, para atingir uma determinada produtividade de
biomassa, é necessdrio fornecer uma quantidade suficiente de nutrientes para sustentd-la, e
assim manter o estado nutricional das culturas. Neste sentido, Correia (1993) sugere empregar
uma producdo alvo de 15 g de biomassa por cada litro de meio de cultura, definidos como
crescimento 6timo e maximo para brotacdes de E. grandis.

Estes conceitos ja foram aplicados em E. grandis, resultando no meio de cultura
JADS, cuja defini¢do se baseou em informacdes bibliograficas de teores de nutrientes em
material juvenil, a partir das quais o meio de cultura foi formulado com balango i6nico
ajustado e niveis de nutrientes considerados adequados para um crescimento 6timo € maximo
(CORREIA, 1993; CORREIA et al.,, 1995). Ao mesmo tempo, estes principios foram
empregados com sucesso na otimizagdo dos meios de cultura para Passiflora edulis
(MONTEIRO et al., 2000) e Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis (GRIBBLE et al.,
2002).

A andlise foliar é uma ferramenta muito util para avaliar o estado nutricional das
plantas (BERGMANN, 1992; MOURAO FILHO, 2004). Para eucaliptos, a determinacdo do
estado nutricional de povoamentos e mudas estd baseado em andlises quimicas de folhas
totalmente desenvolvidas (BELLOTE; SILVA, 2000). Por causa da natureza dinimica da
composi¢ao dos seus tecidos, as folhas representam uma fonte de informagdo importante
sobre o estado fisioldgico da planta, sendo significantemente influenciadas pela idade, pelo
grau de maturidade e pelas interacdoes entre a absorcdo e translocacdo de nutrientes
(WALWORTH; SUMNER, 1987). Para Romheld (2012), com excecdo do Ca e B, hd
geralmente uma diminuicdo na concentracdo dos nutrientes com o aumento da idade dos

tecidos, principalmente causado pelo incremento na propor¢do de material estrutural e
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material de reserva. Este dltimo pode ser uma das causas pelas quais o teor de nutrientes
minerais nas folhas nem sempre condiz com o das brotagdes in vitro, sendo estes ultimos
geralmente maiores (GRIBBLE et al., 2002; CORREIA, 2006; HIGASHI; GONCALVES,
2006).

Com base no exposto, resulta evidente que outras fontes de material vegetal deveriam
ser consideradas para gerar informacdo nutricional de referéncia que possa ser empregada na
formulacdo e/ou ajuste de meios basais. Neste sentido, as brotacdes jovens de tougas
apresentam duas caracteristicas favordveis: correspondem aos tecidos de maior juvenilidade
que podem ser colhidos de uma &drvore adulta (OLESEN, 1978), e grande parte do seu
sustento provém de reservas orginicas e minerais dos nutrientes no sistema radicular
(TROMP, 1983; REIS; KIMMINS, 1986; BARROS; TEIXEIRA; TEIXEIRA, 1997,
BARBAROUX; BREDA; DUFRENE, 2003), atenuando em estdgios iniciais o efeito do
ambiente no estado nutricional.

Uma limitacdo deste método para nutrientes que normalmente se encontram em
distintos estados de oxida¢do e complexagdo, como o ferro, consiste no fato das andlises
quimicas de tecidos determinarem apenas a concentracao total destes nutrientes, questao que
poderia implicar um posterior ajuste do meio basal para garantir sua disponibilidade. Neste
sentido, a otimizacdo dos meios de cultura através do incremento das concentragdes ou do uso
de fontes alternativas de Fe foi realizada em vérias espécies (AL KAI; SALESSES;
MOURAS, 1984; CASTILLO; SMITH; MADHAVI, 1997; VAN DER SALM et al., 1994;
MONTEIRO et al., 2000; TSAO; REED, 2002; AYNALEM et al., 2006). O Fe é o segundo
mineral metédlico mais abundante na superficie terrestre apds o aluminio, porém, apresenta
baixa solubilidade em condi¢des naturais, sendo os quelatos de Fe** e ocasionalmente Fe?*, as
formas soldveis predominantes (MARSCHNER, 1995; BROADLEY et al., 2012).

O Fe € componente de enzimas catalasas e peroxidasas envolvidas na desintoxicacao
por H,O,, dos citocromos e outras proteinas envolvidas na fotossintese, na respiracdo, na
reducdo do nitrito e na sintese de cloroplastos (BERGMANN, 1992; TAIZ; ZEIGER, 2006).
De certa forma, o Fe pode ser considerado o responsdvel direto da “producdo de energia
respiratoria”. Em consequéncia, a falta de Fe se traduz em uma reduc¢do da quantidade de
energia disponivel para a sintese e crescimento (BERGMANN, 1992). O principal sintoma de
deficiéncia € a clorose nas folhas jovens, em decorréncia dos baixos teores de clorofila,
afetando com menor intensidade os carotenoides (BROADLEY et al., 2012).

Os quelatos sdo complexos organicos polidentados, ou seja, que apresentam pelo

menos duas ligacdes covalentes. A origem do termo vem do grego ‘chela’, que literalmente
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significa pinca, relacionado a forma em que estes compostos capturam os elementos
cationicos (MORGAN; DREW, 1920). O sulfato ferroso (Fe(SO4),.7H,0) vem sendo usado
hda mais de 150 anos como fonte de Fe para solugdes nutritivas (SACHS, 1860 apud
STEINER; VAN WINDEN, 1969), entretanto, grandes avangos tém sido obtidos com o uso
de quelatos como os citratos de ferro (GILE; CARRERO, 1916), os sais de ferro do acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (JACOBSON, 1951) e o mais estdvel dacido
etilenodiamino-diorto-hidroxifenilacético (0,0-EDDHA) e seus compostos andlogos
(CHANEY; BROWN; TIFFIN, 1972; ALVAREZ-FERNANDEZ; GARCIA-MARCO;
LUCENA, 2005).

Os explantes a partir de plantulas germinadas in vitro sio muito empregados na
otimizacdo de técnicas de micropropagacdo e organogénese (FAISAL; SIDDIQUI; ANIS,
2006; HIGASHI; GONCALVES, 2006, BARIK et al., 2007; PRANATI NAYAK; BEHERA;
THIRUNAVOUKKARASU, 2007; PARVEEN; SHAHZAD; SAEMA, 2010). O uso deste
tipo de material vegetal em estdgios iniciais permite obter maiores quantidades de explantes e
diminuir a possibilidade de contaminacao das culturas.

O 4cido a-naftalenoacético (ANA) e a 6-benzilaminopurina (BAP) s@o os reguladores
de crescimento mais amplamente utilizados na multiplicacdo in vitro de eucaliptos.
Resultados favordveis foram obtidos em vdrias espécies e hibridos de eucaliptos (LE ROUX;
VAN STANDEN, 1991; DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009), mais especificamente,
em vdrias espécies dentro da se¢cdo Maidenaria caso do E. dunnii, E. globulus, E. nitens, E.
viminalis e E. benthamii x E. dunnii com dosagens entre 0,01 - 0,1 mg L'e 0,1 -0,5 mg Lt
para ANA e BAP, respectivamente (FURZE; CRESSWELL, 1985; WIECHETECK;
GRACA; DE ARAUJO, 1989; VIDELA; CHUNG; 1996; GRACA et al., 2001; GOMES;
CANHOTO, 2003; BRONDANTI et al., 2009; BORGES et al., 2011; BRONDANI et al.,
2011; NAVROSKI, 2011).

Por causa de sua estabilidade, claridade, natureza nao toxica e baixa influéncia
metabdlica, o d4gar vem sendo usado hd mais de 100 anos como meio de suporte para culturas
bacterioldgicas e de tecidos vegetais, (JAIN; BABAR, 2002, ROMBERGER; TABOR, 1971
apud PEREIRA NETO et al., 2007). Contudo, a utilizacdo de diferentes marcas,
concentracdes e lotes de fabricacio afeta as caracteristicas fisicas e quimicas dos meios de
cultura, sendo a maior fonte de variacdo desconhecida nos testes de cultivo in vitro de tecidos
vegetais (RAMAGE; WILLIAMS, 2002; SCHOLTEN; PIERIK, 1998).

Segundo George e De Klerk (2008), os nutrientes minerais, especialmente

micronutrientes, podem ser adicionados involuntariamente aos meios de cultura com o agar.
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Ao mesmo tempo, o dgar pode adsorver nutrientes minerais da solucdo (SCHOLTEN;
PIERIK, 1998), efeito que pode alterar seu equilibrio i6nico.

A espuma fendlica, entretanto, é um substrato muito usado na cultura hidroponica por
apresentar boa capacidade de reten¢ao de umidade, excelente aeracdo e baixa desintegracao
no manuseio (PAULUS et al., 2005). Entretanto, os estudos da utilizacdo da espuma fendlica
na propagacao in vitro sao escassos, principalmente como como substrato para enraizamento
adventicio ou como meio de suporte para estudos de omissdo de nutrientes minerais
(GEBHARDT, 1985; TANAKA; DAM THI THANH GIANG; MURAKAMI, 2005;
HIGASHI, 1996).

Em geral, niveis de pH levemente acidos (5 a 6) sdo recomendados para o cultivo in
vitro (BHOJWANI; RAZDAN, 1996; GEORGE; DE KLERK, 2008), porém, por causa do
processo de fabricacdo, no qual s@o usados 4cidos organicos e/ou inorganicos como agentes
catalisadores, a espuma fendlica normalmente apresenta um pH muito 4cido (~3). Uma
extrema acidez no meio de cultura pode influir na disponibilidade dos nutrientes minerais,
assim como no nivel de hidrélise da sacarose e na absor¢do dos reguladores de crescimento
(THORPE et al., 2008; DE KLERK; HANECAKOVA; JASIC, 2008), fatos que afetariam o
desenvolvimento dos explantes.

Estas questdes indicam a necessidade de uma corre¢do do pH da espuma fendlica,
opera¢do normalmente realizada com solugdes de carbonato de calcio (CaCOs3), carbonato de
magnésio (MgCQOs), carbonato de sédio (Na,CO3), 6xido de cdlcio (CaO), ou hidréxido de
célcio (Ca(OH),) (KOPPERS COMPANY, 1985; GREEN UP, 2012). Contudo, na cultura de
tecidos, esta pritica ndo poderia ser aplicada sem alterar o equilibrio i6nico do meio de
cultura. Uma alternativa a estes procedimentos consiste na lavagem da espuma fendlica com
dgua deionizada a alta temperatura com o objetivo de remover ou diluir esses residuos até
niveis aceitdveis.

Este estudo foi dividido em quatro etapas: (i) determinacdo do tipo de amostra
apropriada e desenvolvimento de um meio basal especifico para E. dunnii com base nas
concentracdes de nutrientes minerais no tecido vegetal; (ii) definicdo do nimero de lavagens
necessdrias para o acondicionamento da espuma fendlica; (iii) avaliacdao do efeito do estado
fisico do meio de cultura nas respostas morfofisioldgicas in vitro de gemas axilares de E.
dunnii; (iv) estudo da influéncia das concentracdes e tipo de fonte de Fe nas respostas

morfofisiologicas in vitro de gemas axilares de E. dunnii.
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2.1.1 Hipoteses

e Os teores dos nutrientes minerais em brotagdes de cepas e folhas de E. dunnii
apresentam diferencas em decorréncia das suas caracteristicas morfofisiologicas.

¢ O teor de nutrientes minerais determinado em amostras de brotacdes de cepas de E.
dunnii pode ser empregado como base para definir os teores nutricionais do meio basal.

® A lavagem da espuma fendlica com &4gua deionizada pode elevar o pH em niveis
adequados para seu uso na cultura de tecidos.

¢ O tipo de meio suporte afeta a qualidade e quantidade das respostas morfofisiolégicas in
vitro das gemas axilares de E. dunnii.

¢ O emprego de diferentes fontes e concentragdes de Fe provoca mudancas nas respostas

morfofisioldgicas de brotagdes de E. dunnii.

2.1.2 Objetivos

e Determinar se o tipo de amostra (amostragem de folhas padrao ou brotacdes de cepas)
afeta aos teores de nutrientes minerais analisados em E. dunnii.

¢ Definir um novo meio basal com base nos niveis nutricionais de amostras vegetais de E.
dunnii e na disponibilidade dos nutrientes minerais na solugao.

e Determinar se a lavagem da espuma fendlica com &dgua deionizada eleva o pH da
mesma a niveis adequados para seu uso no cultivo in vitro.

e Determinar o meio suporte mais adequado para as distintas etapas da propagacdo in
vitro de E. dunnii.

e Determinar o tipo de fonte e concentracdo adequada de Fe para a multiplicacdo in vitro

de gemas axilares de E. dunnii.

2.2 Material e métodos

O estudo foi desenvolvido conjuntamente no Laboratério de Fisiologia das Arvores do
Departamento de Ciéncias Florestais da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” -
ESALQ, Universidade de Sao Paulo - USP e no “Laboratério de Micropropagacién Forestal”
da “Estacion Experimental Agropecuaria Concordia” - EEA Concordia do “Instituto Nacional

de Tecnologia Agropecuaria” - INTA.
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2.2.1 Analise quimica do material vegetal coletado no campo

A amostragem foi realizada em duas dreas, a primeira localizada na EEA Concordia,
Estacién Yuqueri, Entre Rios, Argentina (31°21'53"S - 58°6'14"0), a segunda localizada na
fazenda “La Calera”, em Ubajay, Entre Rios, Argentina (31°49'33"S - 58°13'44"0O). Em
ambos os casos, as dreas amostradas consistiram em testes de progénies de 18 anos de idade,
de composi¢do genética similar ao pomar de sementes por mudas (PSM) doador das sementes
utilizadas nos subsequentes experimentos. Foram coletadas seis amostras compostas para cada
local sob dois tipos de amostragens: (i) brotacdes de cepas juvenis entre 3 - 8 cm de
comprimento (Figura 2.1 A) aos 45 dias posteriores apds o corte raso; (i1) folhas 3, 4 e 5,
totalmente desenvolvidas a partir da gema apical das brotagdes dominantes, conforme Bellote
e Silva (2000), aos 90 dias posteriores apds o corte raso (Figura 2.1 B); totalizando 12
amostras. As mesmas foram enxaguadas trés vezes com agua destilada para retirar qualquer
fonte de contaminacio externa e posteriormente acondicionadas em sacolas pldsticas e secas
em estufa a 65°C até peso constante. As andlises quimicas foram realizadas no Laboratério de
Ecologia Aplicada (LEA) do Departamento de Ciéncias Florestais da ESALQ, seguindo a
metodologias propostas por Malavolta, Vitti e Oliveira (1989).

Figura 2.1 — Brotagdes de cepas de E. dunnii amostradas para andlise quimica. A) Detalhe do tipo de rebrota na
qual foi amostrada a brotacdo completa (barra = 5 cm) 45 dias apds o corte; B) tipo de rebrota na
qual foram coletadas folhas 90 dias apds o corte (barra = 20 cm). Seta amarela = brotacdes
amostradas; seta vermelha = folhas amostradas

As amostras do material in vitro foram coletadas para cada tratamento e enxaguadas
trés vezes com 4gua destilada para retirar qualquer residuo do meio de cultura. Em seguida, as
amostras foram acondicionadas em sacolas plasticas e secas em estufa a 65°C até peso
constante, moidas com gral e pistilo (almofariz) de porcelana, peneiradas em malha de 20

mesh e armazenadas em tubos tipo eppendorf. As andlises foram realizadas no Laboratério de
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Tecidos Vegetais do Departamento de Ciéncia do Solo, ESALQ/USP, seguindo as
metodologias propostas por Sarruge e Haag (1974).

2.2.2 Formulacao do meio basal

O desenvolvimento do meio basal especifico para E. dunnii baseou-se na média de seis
amostras de brotagdes, para os teores dos nutrientes minerais N, P, K, Ca, Mg, S, B, Cu, Fe,
Mn e Zn obtidos nas andlises quimicas (Tabela 2.1). Estes valores foram empregados para o
calculo da concentracdo de referéncia de cada nutriente do meio basal considerando-se uma
producdo de 15 gramas de matéria seca por litro de meio de cultura, definidos como
crescimento O6timo e méximo para brotacdes de E. grandis no meio de cultura JADS
(CORREIA, 1993). Para os minerais nido determinados nas andlises, como o Co e Mo, e
também para as vitaminas e aminodcidos, foram usadas as concentragdes do meio basal
JADS, j& para Ni, baseou-se inicialmente no teor padrdo para tecidos vegetais
(MARSCHNER, 1995).

Em seguida, foram calculadas as quantidades dos sais minerais necessdrias para prover
os teores de nutrientes minerais de referéncia e carregadas no software GEOCHEM-EZ
(SHAFF et al., 2010). Com ajuda do software, foi modelada a especiacdo i0nica inicial da
solucdo e as concentracdes dos sais minerais foram ajustadas, com o objetivo de igualar as
formas disponiveis dos nutrientes na solucdo com os teores de referéncia previamente

determinados. Para a modelagem das solucdes o pH foi fixado em 5,8.

2.2.3 Lavagem da espuma fendlica

Discos de espuma fendlica de 5,5 cm de diametro e 1,5 cm de espessura foram obtidos
de placas de espuma fendlica GREEN UP® de 19,5 x 27 x 3 cm. Os discos foram submersos
em agua deionizada em copos de Becker de 2000 ml (20 discos por copo) e esquentados em
um forno micro-ondas até comegar a ferver (~ 100°C). Posteriormente, deixou-se em repouso
por trés horas, passado esse tempo, a dgua foi extraida dos copos e o ciclo de lavagem foi
repetido uma ou duas vezes. Finalmente, os discos foram secos em estufa a 65°C por 24 h.
Discos nio lavados, lavados uma e duas vezes, foram introduzidos em frascos de vidro de 250
ml com 30 ml de dgua deionizada, em seguida, foram submetidos ao processo padrdo de
esterilizacdo para meio de cultura em autoclave, conforme item 2.2.5. Finalmente, o
aferimento do pH e da condutividade elétrica (CE) foi realizado sobre o liquido retirado do

frasco sem alterar a estrutura da espuma.
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2.2.4 Material vegetal fonte de explantes

Sementes de E. dunnii coletadas de um pomar de sementes por mudas (PSM) do INTA
localizado em Del Valle, Buenos Aires, Argentina (35° 51°52"’S; 60° 43°40°’O), foram usadas
para a obten¢do dos explantes. Para desinfetar cada grama, sementes limpas foram submersas
em 100 ml de dlcool 70% por 30 segundos e posteriormente numa solu¢do de 100 ml de
hipoclorito de sédio comercial (2% de cloro ativo) e duas gotas de Tween 20, durante 30
minutos sob agitacao intermitente, seguido de triplo enxdgue com dgua deionizada em camara

de fluxo laminar.

Figura 2.2 — A) Plantulas de E. dunnii de 14 dias de idade em meio de cultura EDM solidificado com 4gar; B)
Plantula padrdo de 45 dias de idade, a linha vermelha pontilhada marca o ponto de corte para a
obtencdo do explante. Barras =2 cm

As sementes foram inoculadas em frascos de vidro de 250 ml, contendo 25 ml de meio
de cultura EDM (Tabela 2.4, p.48) gelificado com 5 g L' de dgar SIGMA® A7921 e vedados
com filme de PVC RESINITE® (Figura 2.2 A). Apés 45 dias em sala de crescimento, as
plantulas produzidas foram empregadas como fonte de explantes, usando a brotacdo completa

desde o primeiro entrené (Figura 2.2 B).

2.2.5 Preparo dos meios de cultura

Os meios de cultura foram preparados a partir de solucdes estoque de sais minerais €
vitaminas que compdem o meio basal EDM (Tabela 2.4, p.48) e 4dgua deionizada. Para os
experimentos III e IV foram adicionados 0,1 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP), 0,01 mg

L' de 4cido a-naftalenoacético (ANA) e sacarose 20 g L. O pH do meio foi ajustado para
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5,8 utilizando KOH (1N) ou HCI (IN), antes da adicdo de 5 g L' de agar. Para minimizar os
possiveis contaminantes do 4gar, foi usado o 4gar SIGMA® A7921, caracterizado pelo
fabricante como agar de alta pureza. No caso do meio liquido, foram usados discos de espuma
fendlica de 5,5 cm de diametro e 1,5 cm de espessura como suporte. A esterilizacao se efetuou
em autoclave a temperatura de 121°C sob pressao de 1 kg cm, durante 20 minutos. As fontes
de ferro empregadas foram: Fe(SQO,),.7H,0; Citrato/Fe, preparada a partir de acido citrico e
Fe(S0O,4),.7TH,O em propor¢cao equimolar; EDTA/Fe, preparada a partir de Na,EDTA e
Fe(S0O4),.7H,O em proporcdao equimolar; 0,0-EDDHA/Fe, proporcionada pelo o produto

Basafer® Plus.

2.2.6 Condicoes de crescimento

Os cultivos foram mantidos na sala de crescimento sob condicdes de temperatura de
25°C + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas e radiacdo fotossintéticamente ativa (RFA) de 23
umol m” s™, fornecida por lampadas fluorescentes tipo luz do dia. A transferéncia para meio

de cultura novo foi realizada a cada 25 dias.

2.2.7 Delineamento experimental e analises estatisticas

Os dados obtidos das anélises quimicas foram submetidos a andlise de componentes
principais (ACP) (JOLLIFFE, 2002) e representados em graficos biplot (GABRIEL;
ODOROFF, 1990). Os teores dos nutrientes minerais foram analisados como variaveis
quantitativas e o tipo de amostra como varidvel categérica (B = brotacdo, F = folha), esta
ultima foi utilizada para estimar as elipses de confianca dos agrupamentos.

O delineamento experimental utilizado para o experimento II (acondicionamento da
espuma fendlica) foi o inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticoes. Para o
experimento III (meio de suporte), foi utilizado o mesmo delineamento com trés repeticoes e
trés periodos de avaliacdo. Para o experimento IV (dosagens e fontes de Fe), foi utilizado
também o DIC, com cinco repeticdes e sob arranjo fatorial 4 x 4 (fonte x dose de Fe). A
unidade experimental foi um frasco de vidro de 250 ml contendo quatro brotacdes para o
experimento III e cinco brotacdes no experimento IV, sendo cada um dos explantes a unidade
observacional.

Para o experimento III, uma amostra de trés frascos por tratamento foi aferida a cada
25 dias, nas quais foram determinadas as varidveis, enraizamento (ER), regeneracdo de calos
(RC), numero de brotagdes por explante (NB), nimero de raizes por explante (NR),

comprimento de brotacdes (CB), comprimento de raizes (CR), massa seca total (MST), seca
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dos calos (MSC) e clorose das folhas (CL). Os escores para CL foram: 1 = folhas verdes; 2 =
folhas com clorose incipiente; 3 = folhas com clorose internerval marcada e 4 = folhas com
clorose total. Além disso, foi calculada a propor¢do da massa seca total atribuida aos calos
(PCAL) de acordo com a eq. (1) e a taxa de crescimento relativo (TCR) (HUNT, 1982) de

acordo com a eq. (2) para cada observacao.

PCAL (%) = (MSC/MST) * 100 (1)

TCR = [(log.W; —logeW ) / (t-t1)] x 100 (2)

W, = massa seca inicial (média de 10 explantes) (mg);

W, = massa seca final (da avalia¢do aos 25, 45 ou 75 dias) (mg);
t; = zero;

t, =25, 45 ou 75 dias.

Para o experimento IV foram aferidas as varidveis RC, NB, MST, PCAL e escores
visuais para clorose (CL), avermelhamento (AV) e oxidacdo (OX). Para avermelhamento, os
escores foram: 1 = folhas verdes; 2 = folhas com avermelhamento incipiente; 3 = folhas com
avermelhamento parcial e 4 = folhas com avermelhamento total. Os escores para oxidacdo
foram: 1 = brotacdo normal; 2 = brotacdo com oxidacdo incipiente; 3 = brotacdes com
oxidagao abundante e 4 = brotacdes com oxidagao total.

Prévio a andlise foi realizada uma anélise exploratéria dos dados e verificou-se a
normalidade e homogeneidade da variancia. As varidveis que ndao cumpriam essas hipéteses
foram sujeitas a transformacdes usando o procedimento de BOX-COX de poténcia 6tima
(BOX; COX, 1964). Os efeitos e interacdes foram analisados empregando a andlise da
variancia e as médias foram comparadas por meio do teste de Tukey HSD. Nos casos em que
as varidveis continuaram infringindo as condicdes para o ANOVA, foram submetidas a
andlise ndo paramétrica, teste de Wilcoxon, de Kruskall-Wallis e de regressdo logistica para
dados de resposta bindria (ER, RC).

Estas andlises foram realizadas no programa R, versdo 3.0.2 (R CORE TEAM, 2013),
com os pacotes ‘FactoMineR’, ‘MASS’, ‘pgirmess’ e ‘laercio’. A escolha do melhor modelo
foi baseada no critério da informagdo bayesiano de Schwarz - BIC — (SCHWARZ, 1978),
selecionando os modelos mais simples e, por sua vez, com maior coeficiente de determinagao

(R?).



43

2.3 Resultados e discussao
2.3.1 Experimento I - Desenvolvimento de um meio basal especifico para E. dunnii
baseado nos teores nutricionais de brotacoes de cepas
2.3.1.1 Teores de nutrientes minerais e tipo de amostra
Os resultados das andlises quimicas em brotagcdes e folhas de E. dunnii (Tabela 2.1)
foram analisados pela ACP. As amostras foram agrupadas em quadrantes distintos do biplot,
tanto para tipo de amostragem como para o local amostrado, em funcao dos dois primeiros
componentes principais, representando 83% da variancia acumulada (Figura 2.3). O primeiro
componente principal (CP1), que representa 51,9% da variancia, separou de forma evidente os
tipos de amostras. Os nutrientes que correlacionaram em forma positiva e significativamente
com o CP1 foram o P, K, Cu e Zn, devido a suas maiores concentracdes nas brotacdes. Ao
contrério, o Ca, Mg e Mn apresentaram correlagdes significativas negativas, por suas maiores

concentracdes nas folhas (Tabela 2.2).

Tabela 2.1 - Médias e desvios padrdo das concentragdes de nutrientes minerais em amostras de folhas e
brotacdes completas de E. dunnii nos dois locais e médias e desvios padrdo por tipo de amostra

Local 1 Local 2 Média geral
Nutrientes Folhas Brotacdes Folhas Brotagdes Folhas Brotacdes
Minerais gkg! gkg'! gkg!
N 24,30+0,2 27,77+0,6 28,03+1,1 22,57+1,3 26,17+ 2,16  25,17+£2,99
P 1,73 £0,2 3,80£0,2 1,20+0,0 2,67+£0,3 1,47+ 0,31 3,23 +£0,65
K 11,33+04 18,60+0,2 8,97+0,5 18,60+0,5 10,15+ 1,35  18,60+£0,36
Ca 7,17 £0,3 2,07+0,2 7,13£0,4 3,47+0,5 7,15+ 0,31 2,77+0,83
Mg 2,40 +£0,3 2,20+0,0 2,30+0,3 1,50£0,1 2,35+ 0,24 1,85+0,39
S 1,07 £0,2 1,37+0,2 1,87+0,1 1,63+0,2 1,47+ 0,45 1,50+£0,23

mg kg™ mg kg mg kg™
B 43,67+4,2  38,67%5,5 38,33+1,2 26,00+1,0 41,00£4,00 32,33+7,79
Cu 12,57+1,5 22,07+£0,2 13,60+1,0 19,87+1,3 13,08+£1,29  20,97+1,44
Fe 62,35+4,7 60,53+2,9 73,33+1,9 87,60+2,7 67,84+£6,82  74,07+£15,04
Mn 480,7£58 277,026 899,3+50 582,3+20 690,0£234  429,6+16,85
Zn 33,00+1,0 56,33+ 0,6 17,00+1,0 39,67+£5,1 25,00£8,81  48,00+£9,70

As maiores concentra¢des de P nas brotagdes podem ser atribuidas a elevada demanda
energética dos meristemas, e também por formar parte dos dcidos nucleicos e fosfolipidios
(MARSCHNER, 1995; RAMAGE; WILLIAMS, 2002). O K, cétion de grande mobilidade e o
mais abundante no citoplasma das células das plantas, apresenta grande importancia no
alongamento das células e na sintese de proteinas, fatos que provavelmente determinaram as

maiores concentragdes encontradas (MARSCHNER, 1995; GEORGE; DE KLERK, 2008).
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No caso do Cu, o maior contetido pode ser atribuido aos processos de lignifica¢do, nos quais o
cobre é parte fundamental (MARSCHNER, 1995), ji no caso do Zn, isto poderia ser
explicado pelo seu papel na sintese de AIA e na replicagdo do ADN (DELL et al., 2001;
MARSCHNER, 1995), processos presentes nas brotagdes como produto da elevada atividade

meristematica.

Tabela 2.2 — Componentes principais (CP), variancia proporcional acumulada (VAC) e correlagdes dos teores
dos nutrientes minerais analisados com cada componente

Variaveis
CP VAC

(%) N P K Ca Mg S B Cu Fe Mn  Zn

CPI1 51,9 -0,23  0,94*%* 0,98** -0,97** -0,57* -0,15 -0,50 0,94%* 0,14 -0,75%*%  0,90%*
CP2830 043 029 -007 -0,02 0,76** -0,67* 0,82** -0,06  -0,97** -0,58* 0,40

*=P<0,05e**=P<0,01

Figura 2.3 — Gréficos biplot da ACP para os teores de macro e micronutrientes de amostras de E. dunnii em
fun¢do dos dois primeiros componentes principais. A direita, biplor dos vetores das varidveis
originais, a esquerda, agrupamento das observacdes para tipo de amostra, folhas (F) e brotacdes
(B), em dois locais (01 e 02) e elipses de confianca (P = 0,01)

As folhas apresentaram maior conteido de cdlcio e, provavelmente tanto o seu papel
de componente da parede celular, como a sua mobilidade restrita, sejam as causas do maior
acimulo por parte dos tecidos desenvolvidos e de maior idade (MARSCHNER, 1995). De
forma similar, o maior conteido de Mg nas folhas desenvolvidas e em fotossintese ativa é
decorrente das suas fungdes na molécula de clorofila e nas pectinas da parede celular,
representando 6-25% e 5-10 % do total do Mg, respectivamente (HAWKERFORD et al.,
2012). Para o Mn, entretanto, a sua importancia na evolucdo do oxigénio no processo da
fotossintese (MARSCHNER, 1995; TAIZ; ZEIGER 2006) poderia explicar as maiores

concentragdes deste nutriente nas folhas.
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Para o CP2, que responde por 31,1% da variagdo, contribui¢des significativas foram
determinadas para o Mg, S, B, Fe e Mn (Tabela 2.2 e Figura 2.3). Este componente representa
a diferenca entre os sitios de amostragem, uma vez que estas diferencas somente poderiam ser
atribuidas ao efeito do solo, desde que as condi¢des climdticas, de manejo e o material
genético foram similares. Porém, os teores de macro e micronutrientes das folhas amostradas
em ambos os locais se encontram dentro da faixa de valores nutricionais adequados para E.
globulus e E. grandis (DELL et al., 2001), indicando que estas diferencas ndao implicam
estados nutricionais muito diferentes.

No conjunto, o CP1 e CP2 representam 83% da varidncia acumulada entre as
observacoes (Tabela 2.2), dado que, neste caso, CP3 adicionaria apenas 13,4% a mesma, nao
foi considerado no biplot. A interpretacdo do biplot indica que a maior parte das diferencas
nos teores nutricionais entre as amostras pode ser atribuida as diferencas morfofisiolégicas do
material vegetal do que as diferencas entre os locais amostrados. Além disso as elipses
baseadas no tipo de amostra (P = 0,01) apoiam esta hipétese (Figura 2.3), separando
claramente os grupos de observagoes.

Segundo Romheld (2012), apds a disponibilidade de nutrientes, a idade fisioldgica da
planta ou da parte amostrada da planta € o fator mais importante que afeta a avaliacdo do
estado nutricional. Para eucalipto, a determinacdo do estado nutricional de povoamentos e
mudas baseia-se em andlises quimicas de folhas totalmente desenvolvidas (BELLOTE,;
SILVA, 2000), que considerando estes resultados em E. dunnii, nao condizem com o estado
nutricional das brotacdes coletadas das cepas.

As brotacdes de cepas apresentam maior juvenilidade dentre as possiveis fontes de
material vegetal no resgate de arvores adultas (ALFENAS et al., 2004; ASSIS; MAFIA, 2007;
BONGA, 1982; HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES, 2000). Portanto, seus requerimentos
nutricionais provavelmente sejam mais proximos a brotagdes em condi¢des de crescimento in
vitro do que aqueles indicados pela andlise foliar. Além disso, esta questao impediria o uso de
valores de referéncia de E. dunnii ja publicados para o desenvolvimento do meio basal,

tornando-se imprescindivel a amostragem de material juvenil.

2.3.1.2 Desenvolvimento do meio basal

Com base na discussdo do item anterior, foi calculada a necessidade de nutrientes
minerais para uma producdo de 15 gramas de massa seca por litro de meio basal, tomando
como referéncia os teores médios de cada nutriente mineral, obtidos através da analise

quimica das amostras de brotacdes de cepas de E. dunnii. Em seguida, os valores foram
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transformados a mmol L™ para possibilitar a equivaléncia com os dados do GEOCHEM-EZ e
utilizd-los como referéncia no ajuste do equilibrio i6nico do meio basal. Os dados da tabela
2.3 indicam as concentragdes dos nutrientes minerais de referéncia e as concentracdes para a
solugdo inicial e a final, na forma total e disponivel, obtidos no software GEOCHEM-EZ.

A solucdo inicial estd baseada exclusivamente nos teores de referéncia, a solugdo final
(meio basal EDM) foi ajustada a partir da primeira com base na especiacao ionica da solucdo,

dando prioridade as formas disponiveis dos nutrientes.

Tabela 2.3 — Concentracdes de referéncia, totais e disponiveis dos nutrientes minerais (mmol L) na solugo
inicial e na solug@o final ajustada por disponibilidade no GEOCHEM-EZ

, INICIAL FINAL (EDM)
. . Referéncia
Metais/ Ligantes 1 - -
(mmol L.7) Total Disponivel Total Disponivel
(mmol L")  (mmol L") (mmol L") (mmol L")

N 26,90 26,96 26,96 26,90 26,90
NO;y - 20,97 20,97 20,72 20,72
NH; - 5,993 5,993" 6,185 6,185"
PO,* 1,57 1,57 1,414° 1,84 1,65°
K* 7,14 7,14 7,123 7,18 7,16
#Ca’ 1,04 4,12 3,885 4,11 3,82
Mg* 1,14 1,14 1,09 1,21 1,15
S0~ 0,71 0,71 0,55 0,93 0,72
B(OH),* 0,045 0,045 0,045¢ 0,048 0,048°
Cu** 0,005 0,005 21 x 10° 0,040 0,004
Fe** 0,020 0,020 0,013 0,032 0,020
Mn?* 0,117 0,117 0,110 0,121 0,117
Zn** 0,011 0,011 8,6x 10™ 0,014 0,011
Na* 0,250 0,231 0,231 0,272 0,271
Co™ 0,001 0,001 79x10°® 0,0013 0,0011
Cr 0,200 0,192 0,192 0,208 0,208
MoO,* 0,0006 0,0006 0,0006 0,0006 0,0006
Ni** 0,000026 0,000026 2,8x10° 0,0001 0,000023
EDTA, 0,020 0,01991 - 0,03251 -

*A concentracdo de cdlcio foi maior nas solu¢des do que nos valores de referéncia como
consequéncia do efeito do fon acompanhante do (Ca(NOs;),.4H,0), sal mineral fornecedor de
NO;" a = NH; + NH,; b = H,PO, + HPO,”; ¢ = B(OH), + B(OH);

Segundo a modelagem das solugdes efetuada no GEOCHEM-EZ, na solucdo inicial
foram complexados com EDTA o Cu, Zn, Co e Ni em niveis superiores a 90%. Além disso, o
Fe complexou com o PO43' (30,4% do total Fe e 0,4% do total do PO43'), sobrando apenas
4,5% com EDTA e 62,5% na forma livre. Ao mesmo tempo, alguns macronutrientes como
Ca, Mg e S, também foram complexados, limitando suas especiacdes na forma livre, porém,

em menor grau (Anexo A).
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Os micronutrientes sdo absorvidos preferencialmente na forma i6nica, tanto por fluxo
de massa como por difusdo, sendo este ultimo o processo predominante no caso dos
micronutrientes metalicos (Fe, Zn, Mn, Cu e Ni) (OLIVEIRA, 2010; WENZEL et al., 2011).
De acordo com Marschner (1995), a taxa de absor¢do dos quelatos organicos de
micronutrientes € menor do que a dos cdtions livres € diminui com o aumento do tamanho do
ligante, em decorréncia do tamanho dos poros das membranas celulares.

O EDTA apresenta grande afinidade com os metais, principalmente com Cu e Zn,
formando complexos altamente estdveis, mesmo assim, passiveis de serem absorvidos. O
complexo metal-quelato € absorvido via apoplasto, evitando a banda de Caspary por
disrup¢des nas ramificacdes e pontas jovens das raizes, para atingir o xilema (NOWAK;
SCHWYZER; SCHULIN, 2008). Porém, existe controvérsia em relacdo a proporcao desses
complexos que pode ser metabolizada, por exemplo, o complexo EDTA/Zn** é muito
empregado para induzir deficiéncias de Zn em plantas (DEGRYSE; SMOLDERS; PARKER,
2006; SCHAIDER et al., 2006), evidenciando que mesmo sendo absorvido, ele ndo se
encontre disponivel. Do mesmo modo, para as algas e bactérias, foi demonstrado que os
complexos EDTA/metal ndo atravessam as biomembranas (MA et al., 2003; ZHANG et al.,
2007). Nas plantas, entretanto, este comportamento € dependente, em grande parte, da espécie
(CHEN; LI; SHEN, 2004), e da capacidade da planta para quebrar estes complexos através de
enzimas especificas (ROBINSON et al., 1999; DE LA GUARDIA; ALCANTARA, 2002;
WU et al., 2005).

Diante disso, neste estudo considerou-se como ndo disponiveis os micronutrientes Cu,
Mn, Zn, Co e Ni complexados com EDTA na solu¢cdo modelada no GEOCHEM-EZ. Na
solugdo final ajustada (EDM) foram priorizadas as formas i0nicas livres para estes nutrientes,
igualando-as com os niveis de referéncia.

Além das formas livres calculadas pelo GEOCHEM-EZ, alguns nutrientes podem ser
assimilados pelas plantas sob outras formas. Estes foram adicionados com base nas
informagdes da especiacio i0nica (Anexos A e B) e considerados como disponiveis, sendo:

¢ A amoénia (NHj3), que na forma livre em solugdao somente foi encontrada em minimas
concentracdes (0,003 mmol L'l), sendo predominante na forma de amonio (NHy"),
uma vez que as duas sdo consideradas fontes disponiveis (MARSCHNER, 1995).

e Para P, o fon PO, aparece em infimas quantidades na forma livre, principalmente
por estar combinado com H* (~ 90%) formando os fons H,PO, e HPO42', formas
disponiveis para a absor¢do e assimilagdo pelas plantas (MARSCHNER, 1995,
SCHACHTMAN; RAID; AYLING, 1998).
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e Tanto na solucdo inicial, como na ajustada, a forma idnica livre B(OH)4 se encontra
numa concentracdo muito baixa (0,00002 mmol L'l), sendo predominante como
B(OH);. Uma vez que ambas as formas sdo absorviveis pelas plantas (HU; BROWN,
1997; MARSCHNER, 1995), as duas foram consideradas como disponiveis.

Tabela 2.4 — Concentracdes dos sais minerais, vitaminas e aminoacidos do meio basal EDM

Sais minerais PM mmol L mg L
NH,NO; 80,05 4,75 380
KNO; 101,10 5,34 540
KH,PO, 136,09 1,84 250
Ca(NOs),.4H,0 236,15 4,11 970
Mg(NOs),.6H,0 256,41 1,21 310
(NH4),S04 132,14 0,72 95
NaCl 58,44 0,21 12
Na,EDTA.2H,0 372,24 0,032 12,1
FeSO,4.7H,0 278,02 0,032 9
H;BO; 61,83 0,05 3
MnSO,.H,O 223,06 0,12 20,45
ZnS0,.7TH,0O 287,56 0,014 4
Na,Mo00,.2H,0 241,98 0,0006 0,15
CuS0,.5H,0 249,69 0,04 10
CoCl,.6H,O 237,95 0,0013 0,3
NiCl,.6H,0 237,69 0,0001 0,025
Componentes organicos* PM pmol L™ mg L'
Pirodoxina 205,64 2,43 0,5
Acido nicotinico 123,11 4,0 0,5
Tiamina 337,27 14,8 5,0
Mioinositol 180,16 555,0 100,0
L-Arginina 174,21 40,2 7,0
L-Glutamina 146,15 992,3 145,0
L-Cisteina 121,15 20,6 2,5
Pantotenato de célcio 219,24 5 1,1

* De acordo com Correia et al. (1995)

As vitaminas s@o compostos organicos que podem beneficiar o desenvolvimento e
sobrevivéncia de cultivos de células e/ou tecidos (THORPE et al., 2008). Os aminoécidos, por
sua vez, sdo fonte de N reduzido que pode ser rapidamente absorvido pelos tecidos vegetais
(GEORGE; DE KLERK, 2008). Contudo, a presenca destes compostos no meio basal nem
sempre € necessdria e vai depender das condi¢des de cultivo e da espécie a propagar. Devido a

falta de informagdes para E. dunnii neste aspecto, e considerando que o meio basal JADS foi
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utilizado com sucesso na micropropagacdo de E. globulus (MURILO, 2009), E. grandis
(CORREIA, 2006) e E. grandis x E. urophylla (CORREIA et al., 1995), as concentragdes das
vitaminas e aminodcidos deste meio foram incorporadas ao meio basal EDM, uma vez
ajustado através do GEOCHEM-EZ.

Tanto o Na como o Cl ndo foram inicialmente considerados no ajuste da formulacao
do meio basal, porém, em decorréncia da baixa concentracio do Na,EDTA e do ndo uso de
cloretos como fonte de macronutrientes, o Na e o Cl se encontravam em baixas concentragdes
(0,066 e 0,002 mmol L'l, respectivamente). Tanto o Na como o Cl estdo envolvidos no
controle estomatico (CHEN et al., 2010; KRONZUCKER et al., 2013), além disso, o CI
participa na fotossintese € no controle osmético (MARSCHNER, 1995). Em experimentos
com solucdes nutritivas em tomate, Broyer et al. (1954) definiram valores superiores a 7 pM
por grama de massa seca (0,1 mmol L' para 15 g de massa seca) para evitar sintomas de
deficiéncia, obtendo respostas de crescimento com até 0,35 mmol L' de Cl na solucdo. Por
outro lado, o Na em concentracdes de 0,1 a 10 mmol Lt parece promover o incremento da
biomassa em vdrias espécies glicofitas (SUBBARAO et al., 2003; KRONZUCKER et al.,
2013). Em razdo do exposto, foi adicionado NaCl na formulagao do meio basal (Tabela 2.4),
até atingir niveis de Cl e Na dentro dos limites mencionados e, a0 mesmo tempo, dentro dos
valores encontrados nos meios basais MS, WPM e JADS para estes nutrientes.

O teor final de Ni, micronutriente que na maioria dos meios basais ndo ¢é
especificamente adicionado por ser considerado um contaminante do dgar (GEORGE; DE
KLERK, 2008), resulta coincidente aos niveis recomendados por Witte et al. (2002) para a
cultura de tecidos.

Os dados de especiagdo iOnica das solucdes, fornecidas pelo GEOCHEM-EZ,
permitiram o ajuste das concentracdes dos sais minerais que compdem o meio basal EDM,
visando equiparar os teores dos nutrientes determinados nas brota¢des juvenis de E. dunnii
com os teores na forma absorvivel e metabolizdvel (disponivel) dos mesmos na solugdo, de

acordo com o estabelecido por Spaargaren (1996).

2.3.2 Otimizacao das condicoes de crescimento para a propagacao in vitro de E. dunnii
2.3.2.1 Experimento II - Acondicionamento da espuma fenoélica

O resultado das lavagens consecutivas da espuma fendlica com dgua deionizada a
100°C sugere que duas lavagens consecutivas sao suficientes para elevar o pH aos valores
adequados para a cultura de tecidos mencionados por Bhojwani e Razdan (1996) e George e

De Klerk (2008) (Figura 2.5).
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Com base nos valores de CE, pode-se inferir que com duas lavagens ainda
permanecem residuos na espuma, porém, uma quantidade maior de lavagens ndo teria um
efeito significativo nos parametros avaliados, como evidenciado pelas linhas da regressao
(Figura 2.5). Portanto, foram usadas duas lavagens consecutivas com dgua deionizada a 100°C
como padrdo para os subsequentes experimentos que empregaram a espuma fendlica como

suporte.

Figura 2.5 — Valores observados e funcdes ajustadas para condutividade elétrica (CE) em puS cm™ e potencial
hidrogénio (pH) no lixiviado da espuma fendlica em funcdo do nimero de lavagens com 4gua
deionizada a 100°C

2.3.2.2 Experimento III - Estado fisico do meio de cultura

A interagcdo entre os periodos avaliados (25, 50 e 75 dias) e os tratamentos nao foi
significativa na andlise da variancia.

Tanto a taxa de crescimento relativo (TCR) quanto o massa seca total (MST) foram
significativamente maiores (P < 0,001) no meio solidificado com agar (Figuras 2.6 e 2.7,
respectivamente). As TCR apresentaram tendéncias similares tanto no meio de cultura sélido
como no meio de cultura liquido, sendo elevadas no inicio da experiéncia e estabilizando-se
entre 2,5 a 3,5% aos 75 dias de cultivo (Figura 2.6). Correia et al. (1995), avaliando a TCR de
brotacdes de E. grandis x E. urophylla em meio basal JADS sdlido e liquido durante 42 dias,
determinaram valores inferiores aos encontrados neste estudo, provavelmente decorrentes do

esgotamento de nutrientes essenciais no meio de cultura.
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Figura 2.6 — Dados observados e fungdes ajustadas para taxa de crescimento relativo (%) para brotagdes de E.
dunnii cultivados em meio basal EDM adicionado com 0,1 mg L' de BAP, 0,01 mg L' de ANA e
sacarose 20 g L™'; solidificado com 5 g L™ de dgar, ou liquido com espuma fenélica como suporte

Houve regeneracdo de calos (RC) na base de todos os explantes no meio com agar (P
< 0,001) em relacio ao meio de cultura liquido, onde somente 5,5% dos explantes
apresentaram calos (Figura 2.8 C e D). Além disso, tanto a massa seca dos calos (MSC) como
a propor¢do da massa seca total produzida pelos calos (PCAL) foram maiores no meio de
cultura sélido (P < 0,001). Entretanto, foi observado um maior nimero de brotacdes (NB) e
com maior comprimento (CB) no meio solidificado com dgar (12,3 brotacdes explante'1 e
85,3 mm gema'; P < 0,001) (Figura 2.7). Ressalta-se que os calos presentes na base dos
explantes foram, em sua maioria, organogénicos (Figura 2.8 C), indicando o potencial do
meio basal e do explante para obter este tipo de respostas.

Um dos resultados mais relevantes, considerando que o meio de cultura contém BAP,
citocinina que atua como inibidor da rizogénese nas concentragdes utilizadas (GABA, 2005;
GEISS et al., 2010; SRIVASTAVA, 2002), consiste no enraizamento adventicio em 60% dos
explantes no meio liquido com espuma fendlica como suporte, valor significativamente
superior a 13,3% observado no meio com agar (P < 0,01). Além disso, tanto o NR (P < 0,001)
como o CR (P < 0,001) foram significativamente maiores no meio liquido em relagdo ao
solido (Figura 2.7).

Resultados similares para a rizogénese in vitro foram encontrados para outras espécies

usando espuma fendlica (GEBHARDT, 1985) e outros meios de suporte porosos para meios
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liquidos (AFREEN-ZOBAYED et al., 1999; GANGOPADHYAY et al., 2002; NEWELL;
GROWNS; MCCOMB, 2003). Estas respostas estdo relacionadas as baixas concentragdes de

oxigénio no agar, e explicam porqué algumas espécies enraizam melhor ex vitro do que in

vitro (PIERIK, 1983 apud NEWELL; GROWNS; McCOMB, 2003).

Figura 2.7 — Médias e desvios padrdo de enraizamento (ER), regeneracdo de calo (RC), proporc¢ao do peso dos
calos na massa seca total (PCAL), nimero de brotagdes (NB), nimero de raizes (NR),
comprimento de brotacdes (CB), comprimento de raizes (CR), massa seca total (MST), massa seca
dos calos (MSC) e escores para clorose (CLOR) em brotagdes de E. dunnii cultivados apds 75 dias
de cultivo em meio basal EDM adicionado com 0,1 mg L' de BAP, 0,01 mg L' de ANA e
sacarose 20 g L™, liquido com suporte de espuma fendlica ou solidificado com dgar 5 g L. Niveis
de significancia para diferengas entre tratamentos por cima das barras: ** = P < 0,01; *** = P <
0,001 para: teste de F da anova (PCAL, MST, MSC, NB, CB e CLOR); teste de regressdo logistica
(ER, RC) e teste de Wilcoxon para duas amostras (CR, NR)
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Figura 2.8 — Vistas das brotacdes apés 75 dias de crescimento em meio basal EDM adicionado com 0,1 mg L™
de BAP, 0,01 mg L' de ANA e sacarose 20 g L', gelificado com dgar (A) e com suporte de
espuma fendlica (B). Detalhe das brotacdes apés 75 dias de crescimento em meio gelificado com
agar (C) e meio liquido com suporte de espuma fendlica (D). Setas vermelhas = calos; setas verdes
= calos organogénicos; setas amarelas = sintomas de oxida¢do. Barras =2 cm

A clorose (CL) nas folhas foi maior no meio sélido (P < 0,001), os explantes na
espuma fendlica se apresentaram verdes, porém, com sintomas de oxidacdo, os quais

comecaram a ser observados em estdgios finais do experimento (Figura 2.8 A e B).

Avaliagdes do pH do meio liquido residual apds as transferéncias revelaram que este se

mantém muito dcido, em torno de pH 4, fato que deveria favorecer, principalmente, a
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disponibilidade de Fe e Mn (GEORGE; DE KLERK, 2008), como observado nas andlises
quimicas das brotacdes (Tabela 2.5).

Por outro lado, a andlise quimica das brota¢des obtidas no meio sélido sugere que os
Unicos nutrientes que se encontraram préximos as concentragdes definidas como baixas a
deficientes para minijardim clonal de Eucalyptus sp. e para plantacdes jovens de E. globulus,
E. grandis, E. urophylla e E. grandis x E. urophylla (HIGASHI; SILVEIRA; GONCALVES,
2000; DELL et al., 2001) sao o Mg, o Fe e o Mn (Tabela 2.5). Contudo, o sintoma de clorose
observado coincide somente com os previamente citados para a deficiéncia de Fe na cultura
de tecidos de eucaliptos (HIGASHI, 1996; HIGASHI; GONCALVES, 2006), Corylus
avellana (AL KAI; SALESSES; MOURAS, 1984; NAS; READ, 2004) e Rosa hibrida L.
‘Moneyway’ (VAN DER SALM et al., 1994).

Tabela 2.5 — Concentragdes médias de nutrientes minerais em brotagdes de cepas e em material vegetal in vitro
de E. dunnii apés 75 dias de cultura in virro em meio basal EDM adicionado com 0,1 mg L' de
BAP, 0,01 mg L' de ANA e sacarose 20 g L™ com dgar ou espuma fenélica como meio de suporte

P K Ca Mg S B Cu Fe Mn Zn
Amostra 3 "]
gkg mg kg
Brotagdes 25,17 3,23 18,60 2,77 1,85 1,50 32,33 20,97 74,07 429,6 48,00
Agar 43,70 580 18,60 11,00 1,60 1,80 34,00 176,10 55,30 200,00 114,00

Espuma 40,33 6,00 2295 6,58 140 394 96,25 31,50 188,00 1664,50 82,50

Nao foram observados sintomas de hiperhidricidade, porém, alguns explantes em
ambos os tratamentos apresentaram calos nas folhas (Figuras 2.8 A, B e C), problema ji
mencionado na propagacgdo in vitro de E. dunnii (NAVROSKI, 2011; NAVROSKI et al.,
2013).

Estes resultados evidenciam a grande importancia que exerce o estado fisico do meio
de cultura na qualidade das respostas morfogénicas, assim como as possibilidades de uso para

cada tipo de meio de suporte nas diferentes etapas da propagacao in vitro de E. dunnii.

2.3.3 Experimento IV - Efeito de distintas fontes e quelatos de ferro na multiplicacao
in vitro de gemas axilares de E. dunnii
A interacdo entre as dosagens e os tipos de fonte de Fe foi significativa, indicando a
necessidade de desdobrar a andlise estatistica e analisar separadamente os efeitos simples das
doses e das fontes. Em consequéncia, o teste de Tukey foi conduzido para cada fonte e para

cada concentracdo entre as fontes, separadamente (Tabela 2.6). Isto foi provocado,
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principalmente, pela grande variacdo nas respostas das mesmas dosagens dos quelatos com
EDTA e EDDHA em relacgdo ao citrato e o Fe(SO4),.7H;0.

Os sintomas atribuidos a deficiéncia de Fe (CL) foram minimizados com dosagens
iguais ou maiores a 0,064 mmol L' para EDDHA/Fe e iguais ou maiores a 0,128 mmol L™
para EDTA/Fe (Tabela 2.6; Figura 2.9). Resultados similares foram obtidos em maracujazeiro
por Monteiro et al. (2000) quando a dosagen padrdo do MS foi incrementada de 0,1mmol L'
de EDTA/Fe para 0,2 mmol L. Por outro lado, no mesmo meio basal, dosagens de 0,1 e 0,2
mmol L de EDDHA/Fe incrementaram quase duas vezes o contetdo de clorofila nas folhas
de Carlina onopordifolia em relacao a 0,1 mmol L' de EDTA/Fe (TREJGELL; LIBRONT;
TRETYN, 2012).

O avermelhamento das folhas (AV) é um sintoma geralmente associado a situagdes de
estresse, como as ocasionadas por deficiéncias de N, S e Zn (HIGASHI, 1996; HIGASHI,
GONCALVES, 2006). Dois pigmentos podem ser considerados como responsaveis pelo AV:
os carotenos, que nao sendo afetados pela deficiéncia de Fe ficaram visiveis apds a redugdo da
clorofila (BROADLEY et al., 2012); ou as antocianinas, sintetizadas e acumuladas com os
carboidratos ndo utilizados no metabolismo do N (TAIZ; ZEIGER, 2006). Considerando que
0 AV diminuiu significativamente quando adicionados EDTA/Fe ou EDDHA/Fe em dosagens
iguais ou maiores a 0,064 mmol L'l, sendo 0,256 mmol L' a de melhor resposta, a hip6tese
dos carotenoides permanece como a mais plausivel (Tabela 2.6; Figura 2.9 L).

Dosagens iguais ou menores a 0,128 mmol L™ de Citrato/Fe obtiveram as menores
porcentagens de RC em relacdo as mesmas dosagens nas outras fontes de Fe, porém, foram
observados elevados niveis de OX, baixo desenvolvimento de brotacdes (NB) e baixa MST,
em niveis similares aos tratamentos de Fe(SOy),.7H,O (Tabela 2.6; Figura 2.9), pelo que
ambas fontes deveriam ser desconsideradas na composi¢ao do meio basal. Ao mesmo tempo,
foi possivel atingir baixos niveis de RC com dosagens iguais ou maiores a 0,064 mmol L™ de
EDDHA/Fe em relacdo as mesmas dosagens de EDTA/Fe e Fe(SO4),.7H,0 (Tabela 2.6).

Os niveis de oxidagdo foram diminuidos com dosagens iguais ou maiores a 0,064
mmol L' de EDTA/Fe e para qualquer dosagem de EDDHA/Fe, sendo 0,256 mmol L™ de
EDDHA/Fe o tratamento que apresentou melhor resposta (Tabela 2.6). Este fato,
provavelmente, estd relacionado a restauracdo dos mecanismos de desintoxica¢do de H,O,

com a restitui¢ao dos niveis adequados de Fe.



Tabela 2.6 — Médias e desvios padrdo para as varidveis CL, AV, RC, OX, NB, MST e PCAL, ap6s 50 dias de crescimento em meio basal EDM adicionado com 0,1 mg L'de
BAP, 0,01 mg L' de ANA e sacarose 20 g L™ e suplementado com distintas fontes e dosagens de Fe

Fonte Fe (mmol L") CL AV RC ()¢ ) NB B MST ; PCAL
(1-4) 1-4 (%) (1-4) (nimero explante”)  (mg explante™) (%)
Fe(S04),.7H,O 0,032 2,52 + 0,51Aa 2,20 £ 0,76Aa 76,00 = 16,73Aa 2,04 = 0,54ABa 0,48 + 0,87Ab 7,12 £ 2,51Bb 21,00 + 10,33Ab
0,064 2,50 £ 0,51Aa 2,20 £ 0,62Aa 64,00 £ 16,73Aa 2,30 £ 0,66Aa 0,65 = 0,99Ab 7,63 + 3,19Bb 24,07 £ 15,17Bb
0,128 2,24 + 0,52Aa 2,32 +£0,69Aa 64,00 £ 894Aa 2,20 + 0,58Aa 0,20 £ 0,65Ab 9,38 + 6,43Bb 28,15 + 18,47Aab
0,256 2,42 +0,50Aa 2,46 + 0,59Aa 72,00 £ 10,95Aa 2,28 + 0,68Aa 0,44 + 0,92Ab 9,00 + 4,86Bb 38,31 + 16,70Ba
Citrato/Fe 0,032 2,20 £ 0,58Aa 2,20 £ 0,58Aa 28,00 £ 10,95Bb 2,16 + 0,62Aa 0,08 + 0,40Bb 6,32 £ 1,58Bb 25,55 + 13,29Aab
0,064 2,48 £ 0,51Aa 2,12 £ 0,60Aa 36,00 £ 16,73Bb 2,36 + 0,49Aa 0,16 = 0,47Bab 6,01 = 2,06Bb 19,78 + 14,31Bb
0,128 2,50 £ 0,61Aa 2,05+ 0,51Aa 42,00 £ 14,83Bb 2,20 £ 0,77Aa 0,10 £ 0,45Bb 6,30 £ 1,28Bb 21,18 + 12,63Ab
0,256 248 £ 0,51Aa 2,32 +0,63Aa 84,00 £+ 8,94Aa 2,20 + 0,50Aa 0,72 + 1,24Ba 12,12 + 7,46Ba 36,04 + 17,65Ba
EDTA/Fe 0,032 2,24 + 0,44Aa 2,28 £ 0,68Aa 68,00 £ 17,89Ba 1,68 = 0,56BCa 3,92 + 3,71Ab 38,18 + 27,44Aa 51,47 + 19,14Aa
0,064 2,04 £ 0,45Ba 1,56 £ 0,58Bb 64,00 £+ 8,94Aa 1,44 £ 0,51Ab 6,08 = 2,06Aa 52,60 £ 33,28Aa 41,37 £ 13,01Aa
0,128 1,40 £ 0,50Bb 1,48 £ 0,51Bb 80,00 = 14,14Aa 1,60 + 0,50Ab 5,40 £ 1,78Aab 35,53 + 19,86Aa 28,71 £ 11,49Ab
0,256 1,35+ 0,49Bb 1,25+ 044Bb 86,00 = 894Aa 1,75 + 0,55BCb 4,70 + 2,54Aab 3793 + 26,45Aa 22,55 + 12,44Ab
EDDHA/Fe 0,032 1,70 £ 0,47Ba 1,40 £ 0,50Ba 54,00 = 16,73Ab 1,45 + 0,60Ca 4,35 + 1,79Aa 36,42 + 24,31Aa 23,68 + 16,59Aab
0,064 1,20 £ 0,41Cb 1,16 £ 0,37Bb 36,00 £ 8,94Ab 1,32 + 0,48Ba 5,20 = 3,10Aa 35,52 + 27,23Aa 19,91 + 9,76Bb
0,128 1,16 £ 0,37Bb 1,16 £ 0,37Bb 48,00 = 17,89Ab 1,32 + 0,48Ba 5,12 £ 2,80Aa 43,23 £ 36,93Aa 23,96 £ 17,16Aab
0,256 1,13 £ 0,34Bb 1,04 £ 0,20Bb 44,00 + 8,94Ab 1,17 = 0,38Ca 5,42 + 2,52Aa 45,37 £ 27,20Aa 25,69 + 13,05ABa

Para cada varidvel nas colunas, letras mindsculas diferentes representam diferencas entre as dosagens de cada fonte de Fe e letras maitisculas diferentes representam
diferencas para uma mesma dosagem entre as fontes de Fe a P = 0,05 do teste de Tukey para os efeitos simples (interagdo significativa)

9¢
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Figura 2.9 — Brotacdes de E. dunnii cultivadas 50 dias no meio EDM adicionado com 0,1 mg L' de BAP, 0,01
mg L' de ANA, sacarose 20 g L'e suplementado com dosagens de Fe de A), B) e C) 0,032 mmol
L' D), E) e F) 0,064 mmol L'; G), H) e I) 0,128 mmol L" e J), K) e L) 0,256 mmol L. A), D), G)
e J) correspondem a Citrato/Fe; B), E), H) e K) a EDTA/Fe e C), F), I) e L) a EDDHA/Fe. As
brotacdes nos tratamentos adicionados com Fe(SO,),.7H,0 se apresentaram visualmente similares
aos tratamentos de Citrato/Fe. Barras = 2 cm. Setas amarelas = clorose; setas vermelhas =
avermelhamento; setas pretas = sintomas de oxidacao; setas verdes = brota¢cdes normais
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Tabela 2.7 — Concentracdes médias de nutrientes minerais em brotacdes de E. dunnii apés 50 dias de
crescimento em meio EDM adicionado com 0,1 mg L'de BAP, 0,01 mg L' de ANA e sacarose
20¢g L’l, com distintas fontes e doses de Fe

FONTE Dose de ﬁe N P K : Ca Mg S Cu Fe _Mn Zn
(mmol L) gkg’! mg kg™
Fe(S04),.7TH,O 0,032 - - - - - - - - - -
Fe(S0,),.7H,0O 0,064 27,79 - - - - - - - - -
Fe(S0,),.7H,0 0,128 24,15 - - - - - - - - -
Fe(S0,),.7H,0 0,256 24,22 - - - - - - - - -
CITRATO/Fe 0,032 27,86 - - - - - - - - -
CITRATO/Fe 0,064 28,48 - - - - - - - - -
CITRATO/Fe 0,128 31,92 - - - - - - - - -
CITRATO/Fe 0,256 25,68 - - - - - - - - -
EDTA/Fe 0,032 33,25 7,31 19,13 8,28 1,50 1,38 129,50 105,5 537,0 1150
EDTA/Fe 0,064 29,46 6,13 19,13 7,33 1,50 1,38 86,50 268,0 5955 70,0
EDTA/Fe 0,128 31,72 5,03 16,83 5,73 1,20 1,33 81,50 700,0 513,0 51,0
EDTA/Fe 0,256 - 451 14,54 569 1,10 1,48 76,50 967,0 487,0 43,0
EDDHA/Fe 0,032 - 5,94 20,66 5,84 1,40 1,37 241,50 227,5 544,5 118,5
EDDHA/Fe 0,064 35,24 547 14,54 6,10 1,10 1,64 100,00 411,5 689,0 1275
EDDHA/Fe 0,128 33,81 6,13 22,19 5,83 1,30 1,74 28,00 548,0 580,5 113,5
EDDHA/Fe 0,256 31,75 6,13 19,89 529 1,30 1,52 24,50 859,0 516,0 111,5

- = amostra insuficiente para a determinacao

A MST obtida foi maior para todas as dosagens de EDDHA/Fe ou EDTA/Fe, porém, a
dosagem de 0,032 mmol L' de EDTA/Fe, que corresponde ao meio basal EDM padrio
apresentou 51,47% da massa seca total atribuida a massa de calos (PCAL), evidenciando sua
grande predisposicdo para a formagdo de calos, aparentemente organogénicos, questdo a ser
considerada em futuros experimentos. Por outro lado, segundo Grattapaglia e Machado
(1998), os calos podem comprometer a multiplicacdo de gemas axilares e seu alongamento,
fato observado neste tratamento, que apresentou o menor NB entre as dosagens de EDTA/Fe.
Esta caracteristica foi minimizada com teores iguais ou maiores a 0,128 mmol L' para
EDTA/Fe ou com o uso de EDDHA/Fe em qualquer das dosagens.

Como consequéncia da baixa quantidade de massa seca produzida nos tratamentos
que utilizaram Fe(SO4),.7H,O e Citrato/Fe, ndo foi possivel realizar a andlise quimica do
material vegetal obtido. Contudo, nos tratamentos analisados, foi possivel acompanhar o
incremento do Fe nos tecidos com o incremento das dosagens (Tabela 2.7). Um efeito
secundario do incremento das dosagens de EDDHA/Fe ou EDTA/Fe € uma acentuada
tendéncia na diminuicdo da concentracdo do Cu para ambas as fontes e do Zn quando
utilizado o EDTA/Fe, por causa da maior afinidade de cada quelato com cada ion metalico, de

acordo com a especiacao i0nica dos meios basais EDM e EDMm (Anexo B e C) e a literatura
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(DEGRYSE; SMOLDERS; PARKER, 2006; SCHAIDER et al., 2006; NOWAK;
SCHWYZER; SCHULIN, 2008).

Adicionalmente, houve um decréscimo nas concentracdes de P, K, Ca e Mg com o
incremento das dosagens de EDTA/Fe (Tabela 2.7). No caso do P, esta queda poderia estar
associada a uma maior propor¢ao de P complexado com o Fe nas dosagens maiores de
EDTA/Fe, como ja observado na especia¢do ionica da solucao inicial e do meio EDM (Anexo
A e B). Ao mesmo tempo, o K diminuiu a concentragdo nas brotacdes com doses maiores de
EDTA/Fe, em consonancia com as baixas concentracdes de Zn, como ja observado por
Higashi e Gongalves (2006). Este ultimo poderia ser explicado pela fun¢dao do Zn na sintese
de AIA e seu efeito no relaxamento das paredes celulares para possibilitar a extensdo celular,
evento que demanda inicialmente elevados niveis de K para sustentar a turgéncia dos tecidos
e, posteriormente, de Ca e Mg para a reestruturacdo das paredes celulares (MARSCHNER,
1995; SRIVASTAVA, 2002). Uma vez que ndo se encontraram diferencas na MST entre as
dosagens de EDTA/Fe, estes eventos estdo mais correlacionados com a propor¢do de calos
observada nestes tratamentos (Tabela 2.6), como ja constatado para o Ca em E. urophylla por
Trevizam et al. (2011).

De um modo geral, dosagens de 0,064 mmol L' ou superiores a 0,0-EDDHA/Fe
promoveram o desenvolvimento de explantes com folhas maiores, mais verdes e menor
explantes com regeneracdo de calos e/ou sintomas de oxidacdo. Neste sentido, Al Kai,
Salesses € Mouras (1984) trabalhando com avela, mencionam dosagens de 0,18 mmol L' de
EDDHA/Fe para obter o reverdecimento das folhas, evitando a clorose e o baixo crescimento
na mesma concentragdo de EDTA/Fe. Resultados similares foram obtidos em rosa por Van
Der Salm et al. (1994), substituindo 0,086 mmol L™ de EDTA/Fe. Christensen et al. (2008)
em um estudo mais detalhado com hibisco, relataram o incremento do conteuido de clorofila,
da drea foliar, do nimero de brotacdes e da massa seca, nas dosagens entre 0,098 e 0,394
mmol L' de EDDHA/Fe em relacdo as mesmas dosagens de EDTA/Fe, considerando a
concentracao de 0,295 mmol L' como a mais adequada.

Os resultados deste trabalho sugerem que o meio EDM padrao pode ser indicado para
obter regeneracdo de calos e gemas, sendo necessaria a modificacdo da fonte e concentracio
de Fe para garantir o normal desenvolvimento das brotacdes. Contudo, devido as limitacdes
destes experimentos, principalmente em relacdo das concentracdes de reguladores de
crescimento testadas, pesquisas com objetivos mais especificos deveriam ser realizadas para

confirmar estas hipéteses.
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2.4 Conclusoes

¢ As diferencas morfofisioldgicas entre as brotacdes juvenis de cepas e as folhas de E.
dunnii provocam diferencas nos seus contetidos de macro e micronutrientes.

e A espuma fendlica acondicionada com duas lavagens consecutivas com &4gua
deionizada a 100° C apresenta valores de pH maiores de 5, resultando apropriados
para seu empregada como meio de suporte no cultivo in vitro de brotacdes de E.
dunnii.

¢ O meio basal EDM na forma liquida e com suporte de espuma fendlica favorece o
enraizamento in vitro de brotagdes de E. dunnii.

e O meio basal EDM com 0,032 ou 0,064 mmol L' de EDTA/Fe como fonte de Fe e
solidificado com &4gar induz a uma maior propor¢do de calos em brotagdes de E.
dunnii, evidenciando seu potencial para a organogénese.

e O meio basal EDM com dosagens iguais ou maiores a 0,064 mmol L' de
EDDHA/Fe como fonte de Fe e solidificado com &gar, reduz a formacao de calos, a
clorose e a oxida¢do na multiplicagdo in vitro de brotagdes de E. dunnii.

¢ O meio basal formulado com base nos teores de macro e micronutrientes
determinados em brotacdes de cepas, considerando o conceito de equilibrio dindmico
e priorizando a disponibilidade dos nutrientes minerais, se mostra apropriada para

crescimento de brotagdes de E. dunnii.
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3 REGENERACAO DE PLANTAS DE Eucalyptus dunnii VIA ORGANOGENESE IN
VITRO

Resumo

E. dunnii € uma boa alternativa a outras espécies de eucaliptos para dreas com
ocorréncia de geadas, porém, apresenta limitacOes na disponibilidade de material de
propagacdo. Considerando o grande potencial das técnicas de cultura de tecidos para a
propagacdo de plantas, assim como a sua importancia na obten¢do de plantas transgénicas,
avaliou-se a capacidade de organogénese in vitro em cotilédones e hipocétilos de plantulas de
E. dunnii. Foram testadas vérias combina¢des de ANA ou AIA e BAP (0; 0,1; 0,5 e 1 mg L'l)
em um meio basal desenvolvido especificamente para a espécie (EDM). Além disso, foi
estudado o efeito da topofisis na regeneracdo de gemas e calos em segmentos de hipocétilos.
Por fim, visando a obten¢ao de microplantas, foram testadas sob condicdes ex vitro, distintas
dosagens de AIB e ANA veiculado em pd, nas microestacas obtidas da multiplicagdo in vitro
do material originado através da organogénese. Os segmentos de hipocétilos demonstraram
maior capacidade de organogénese, sendo os distais 0s que apresentaram maior competéncia.
Dosagens combinadas de 0,5 mg L™ de ANA e BAP ou 0,5 mg L de AIA e BAP induziram a
maior quantidade de explantes com regeneracdo de gemas. Entretanto, através da andlise de
regressdo foi estimada uma dosagem 6tima de 0,59 mg L™ de ANA e 0,28 mg L' de BAP
para atingir 26,8% de regeneracdo de gemas. Por ultimo, foi possivel determinar que a
aplicacio de AIB ou ANA veiculado em pd ndo contribuiu com o incremento do
enraizamento ex vitro das microestacas de E. dunnii, obtendo-se em média 51,4 % de
sobrevivéncia apos 70 dias do inicio do experimento, sem a aplicacdo exdgena de hormonios.

Palavras-chave: Propagacdo in vitro; Acido a-naftalenoacético; Acido indolacético; 6-
Benzilaminopurina; Topofisis; Enraizamento ex vitro; Microestacas

Abstract

E. dunnii is a good alternative to other eucalypts species in prone-to-frosts areas,
however, it has limitations in the availability of propagation material. Given the great
potential of tissue culture techniques for plant propagation, as well as its importance in plant
genetic transformation processes, we assessed the competence for in vitro organogenesis of E.
dunnii cotyledons and hypocotyls. Several combinations of BAP and NAA or IAA (0; 0.1; 0.5
and 1 mg L") were added to a specifically developed basal medium (EDM). Moreover, the
effect of hypocotyls topophysis on bud and callus regeneration was studied. Finally, in order
to achieve plant regeneration, microcuttings obtained from in vitro multiplication of the
regenerated buds were treated with different dosages of IBA and NAA (powder based) under
ex vitro conditions. Bud regeneration was observed only in hypocotyls, were the distal
segments showed greater competence. Combined dosages of 0.5 mg L' NAA and BAP or 0.5
mg L"' IAA and BAP induced the highest bud regeneration rates. Regression analysis predicts
an optimal dosage of 0.59 mg L' NAA and 0.28 mg L' BAP to achieve 26.8% of bud
regeneration. Finally, it was observed that the use of IBA or NAA did not significantly
influence the ex vitro rooting of E. dunnii microshoots, yielding an average of 51.4% survival
after 70 days of growth without the application of growth regulators.

Keywords: In vitro propagation; o-Naphthalene acetic acid; 6-Benzylaminopurine; Indol
acetid acid; Topophysis; Ex vitro rooting; Microcuttings
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3.1 Introducao

O enorme potencial de vérias espécies de eucalipto para a producdo de madeira e fibra
para celulose e papel, ligado ao crescente dominio comercial dos membros deste género no
mercado mundial, o tornam um alvo ébvio para a propagacdo in vitro € a manipulagdo
genética (MERKLE; NAIRN, 2005). A disponibilidade de um protocolo de regeneracdo de
plantas é um dos pré-requisitos essenciais para a implementacdo da engenharia genética no
melhoramento (DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009; RAO et al., 2009), constituindo
o principal obstdculo na transformagao genética das arvores (LABATE et al., 2009).

Poucos sdo os estudos que relatam a organogénese in vitro para E. dunnii, Termignoni,
Wang e Hu (1996) reportaram a indug¢do da embriogénese somdtica empregando sementes
recém-germinadas como explante. Posteriormente, o processo de regeneracdo de plantas por
embriogénese somadtica a partir de individuos adultos foi patenteado (TERMIGNONI, 1998),
contudo, sem detalhes disponiveis do protocolo. Finalmente, Oliveira et al. (2011) obtiveram
regeneracdo de gemas trabalhando com um clone hibrido E. benthamii x E. dunni a partir de
explantes foliares.

Conforme Gamborg et al. (1976), tanto a origem do explante como o meio de cultura
sdo fatores determinantes no sucesso da propagacao in vitro. Neste sentido, uns dos explantes
mais utilizados na otimizacdo de protocolos para a regeneracdo de plantas através da
organogénese sdo os cotilédones e/ou hipocétilos de plantulas germinadas in vitro, tanto para
espécies tropicais e subtropicais (TIBOK et al., 1995; BARRUETO CID et al., 1999; BRAVO
et al., 2008; DIBAX et al., 2005; HUANG; ZENG; LU, 2010), como para espécies
temperadas de eucaliptos (AZMI et al., 1997; BANDYOPADHYAY et al., 1999; NUGENT
et al., 2001; GLOCKE; COLLINS; SEDGLEY, 2006). Ao mesmo tempo, trabalhos anteriores
utilizaram os meios basais MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962), WPM (LLOYDS;
MCCOWN, 1980) e JADS (CORREIA, 1993; CORREIA et al., 1995) com pouco sucesso em
E. dunnii e o hibrido E. benthamii x E. dunnii (TERMIGNONI;, WANG; HU, 1996;
OLIVEIRA et al., 2011).

A oxidagdo fendlica € um problema frequente na micropropagacao de plantas perenes,
representando um fator limitante no crescimento das culturas (PREECE, 2008; BARRUETO
CID; TEIXEIRA, 2010). Os danos pelo estresse oxidativo sdo originados quando a producao
das espécies reativas do oxigénio (EROs) ultrapassa a capacidade de desintoxicacdo das
enzimas antioxidantes, como as peroxidasas e catalasas, evento relacionado, dentre outros
fatores, com o teor de sais do meio basal (GEORGE, 1996; CASSELLS; CURRY, 2001) e a
deficiéncia de Fe (MARSCHNER, 1995; RANIERI et al., 2001).
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Segundo Vasil (2008), as células somaticas vegetais podem se désdiferenciar para dar
origem a células embriogénicas totipotentes que possuem a habilidade de proliferar e/ou
regenerar um embrido. A re-especificacdo do tipo celular pode ser induzida em tecidos
adultos das plantas como consequéncia de ferimentos, mudangas nos estimulos externos e/ou
internos ou mudangas na informagdo posicional. Contudo, em muitas espécies, a
reprogramacdo de células adultas para a regeneracdo de 6rgdos se torna dificil, especialmente
em espécies florestais (ABARCA; DIAZ-SALA, 2008), nas quais a perda da capacidade de
regeneracdo estd associada a idade e maturagdo da arvore (BONGA; ADERKAS, 1993; DAY
et al., 2002; VALLEDOR et al., 2010).

A origem do explante determina sua idade ontogénica, sendo os tecidos juvenis os que
normalmente apresentam maior resposta organogénica (VALLEDOR et al., 2007, 2010).
Neste sentido, um mesmo tipo de explante pode produzir respostas morfogénicas diferentes de
acordo com a sua posicdo hierdrquica na planta matriz, efeito denominado topofisis
(OLESEN, 1978; PIERIK, 1997), fato demonstrado para vérias espécies e tipos de tecidos
vegetais (FARI, CZAKO, 1981; KAMEYA; WIDHOLM, 1981; OKUBO; WADA;
UEMOTO, 1991; BREDMOSE; HANSEN, 1996; PEER; GREENWOOD, 2001; HUNG;
TRUEMAN, 2011).

O é4cido naftalenoacético (ANA), o 4cido indol acético (AIA) e a 6-benzilaminopurina
(BAP) tém demonstrado ser efetivos na inducdo da organogénese em vdrias espécies e
hibridos de eucaliptos, em um intervalo de concentragdes de 0,05 a 0,7 mg L! para o ANA,
de 0,05 a 5 mg L para o AIA e de 0,25 a 1 mg L' para o BAP (LE ROUX; VAN
STANDEN, 1991; GLOCKE; COLLINS; SEDGLEY, 2006; DIBAX et al., 2010; OLIVEIRA
et al., 2011). A grande variagdo nas dosagens citadas como eficazes pode estar relacionada ao
fato de que as respostas sdo moduladas pelo genétipo (BHOJWANI; RAZDAN, 1996),
evidenciando a necessidade de otimizagcao destes fatores a nivel de espécie e, caso seja
necessario, a nivel individual.

O 4cido indol acético (AIA) foi o primeiro hormonio vegetal utilizado para estimular o
enraizamento adventicio (COOPER, 1935). Quase ao mesmo tempo, foi descoberto o acido
indol butirico (AIB), que induz o enraizamento mais efetivamente do que o AIA
(ZIMMERMAN; WILCOXON, 1935), fato que pode ser atribuido a maior estabilidade da sua
molécula (GEISS; GUTIERREZ; BELLINI, 2010). Contudo, niveis endégenos elevados de
AIA podem dispensar o uso exdgeno de auxinas, condigdes encontradas geralmente em

tecidos juvenis e em ativo crescimento.
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Um tratamento de enraizamento eficiente deve provocar uma elevada porcentagem de
enraizamento e uma elevada qualidade do sistema radicular, determinada pelo comprimento e
quantidade de raizes e pela auséncia de calos na base do caule (MOHAMMED; VIDAVER,
1990; DE KLERK; TER BRUGGE; MARINOVA, 1997; GONCALVES; DIOGO;
AMANCIO, 1998). O enraizamiento em condi¢des ex vitro produz raizes mais extensas, mais
ramificadas e um maior nimero de raizes finas, em contraposicdo as raizes obtidas em meio
semissolido, as quais s@o geralmente grosas, ndo ramificadas e sem pélos radiculares
(BARRY-ETIENNE et al., 2002; HATZILAZAROU et al., 2006).

Com base no exposto, este trabalho abordou a regeneracio in vitro de microplantas via
organogénese de E. dunnii, testando dosagens e combinacdes de ANA ou AIA e BAP e
distintos tipos de explante, em um meio de cultura desenvolvido especificamente para esta
espécie (EDM). Por fim, avaliou-se a influéncia de diferentes dosagens de AIB ou ANA,
veiculado em pd, no enraizamento ex vitro de brotagdes obtidas por multiplicacdo e

alongamento do material organogénico produzido.

3.1.1 Hipdéteses

¢ Os hipocotilos e cotilédones de plantulas germinadas in vitro de E. dunnii constituem
uma fonte adequada de explantes para obter organogénese.

e Dosagens combinadas de ANA e BAP ou de AIA e BAP nas concentracdes
adequadas induzem respostas morfogénicas nos explantes.

® A posic¢do original dos segmentos de hipocétilos na plantula matriz (topofisis) afeta a
sua competéncia para a organogénese.

¢ (O enraizamento ex vitro de brotacdes obtidas por regeneracdo pode ser induzido com
dosagens adequadas de AIB e/ou ANA.

¢ O meio basal EDM ¢ apropriado para a indu¢do da organogénese adventicia em
explantes de E. dunnii.

¢ O meio basal EDMm € apropriado para a multiplicacao in vitro de gemas axilares de

E. dunnii.

3.1.2 Objetivos
e Definir o tipo de explante de maior resposta organogénica.
¢ Determinar combinac¢des e concentracdes Otimas de AIA ou ANA e BAP para a

inducdo da organogénese.
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e Determinar se a posicao hierdrquica dos segmentos de hipocétilos exerce algum
efeito nas respostas morfogénicas.

¢ Determinar concentragdes 6timas de AIB e/ou ANA para o enraizamento ex vitro das
brotacdes regeneradas de E. dunnii.

e Determinar se o meio basal EDM € adequado para a regeneracdo de plantas de E.
dunnii via organogénese.

e Determinar se o meio basal EDMm € adequado para a multiplicacdo in vitro de

gemas axilares de de E. dunnii.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Organogénese

A fonte das sementes e os procedimentos para a desinfecdo e semeadura in vitro foram
os mesmos que os detalhados no item 2.2.4.

Apés 14 dias em sala de crescimento, as plantulas produzidas foram usadas como
fonte de explantes na forma de cotilédones e/ou hipocétilos. Estes tltimos foram divididos em
duas secOes, distal e proximal (da raiz) para o estudo da topdfise na organogénese (Figura

3.1).

Figura 3.1 — Plantula de E. dunnii de 14 dias de idade germinada in vitro empregada como fonte de explantes, as
linhas pontilhadas indicam as dreas de corte dos hipocétilos. h = hipocétilo; d = segmento distal;
p = segmento proximal e ¢ = cotilédones. Barra =1 cm
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Os meios de cultura foram preparados a partir de solugdes estoque dos sais minerais,
vitaminas e aminodcidos que compdem o meio EDM (Tabela 2.4, p.48), com adicdo de
sacarose 30 g L para os meios de regeneracio e sem adicdo de sacarose para o meio de
germinacdo. A adicdo de reguladores de crescimento ao meio para inducdo da organogénese
foi de acordo com as combinacdes das concentragdes 0; 0,1; 0,5 e 1 mg Lt para AIA, ANA e
BAP. Para o estudo do efeito da topéfise, foi usada uma dosagem de 0,5 mg L' de BAP ¢ 0,5
mg L' de ANA. O pH dos meios foi ajustado para 5,8 utilizando KOH (IN) ou HCI (IN),
prévio a adi¢do de 6 g L' de dgar SIGMA® A7921. Foram adicionados 40 ml do meio de
cultura para cada frasco de vidro de 250 ml. A esterilizagdo foi feita em autoclave a
temperatura de 121°C sob pressdo de 1 kg cm’?, durante 20 minutos.

Os cultivos foram mantidos na sala de crescimento sob condicdes de temperatura de
25 + 2°C, com fotoperiodo de 12 horas e RFA de 22 pumol m” s, fornecida por lampadas

fluorescentes de luz clara, tipo luz do dia. Os subcultivos foram realizados a cada 25 dias.

3.2.2 Anadlise histologica da organogénese

Segmentos de hipocétilos foram amostrados a cada sete dias, desde o inicio do
experimento até o dia 28. Os mesmos foram fixados com solu¢do de Karnovski (1965) e
bomba de vécuo, seguida de desidratacdo alcodlica-etilica em concentragdes crescentes (10 a
100% v/v). As amostras foram emblocadas em resina de hidroxietil metacrilato (Leica®) e
seccionadas longitudinalmente a 5 pm de espessura em microtomo rotativo manual. As
laminas obtidas foram submetidas a dupla coloracdo, utilizando 4cido periédico de Schiff
(PAS) e Naphtol blue black (NBB) (FISHER, 1968) e por fim, montadas em laminas
histolégicas com resina sintética Entellan®. As laminas foram analisadas e fotografadas na
mesma escala com microscépio de luz (Zeiss-Jenemed®) e cAmera digital (Samsung SDC-

313%).

3.2.3 Enraizamento

As gemas e calos organogénicos obtidos no experimento de organogénese foram
multiplicados em meio basal EDM modificado com 0,256 mmol L' de EDDHA/Fe (286 mg
L Basafer® Plus) como fonte de Fe (EDMm) e adicionado com 0,2 mg L' de BAP, 0,01 mg
L' de ANA, 20 g L' de sacarose e 5 g L' de dgar SIGMA® A7921. Ap0s sete subcultivos, as
brotagdes coletadas foram padronizadas a microestacas apicais de 2 a 3 cm de comprimento e
foi retirado o primeiro par de folhas da base. Os procedimentos restantes referentes aos meios

de cultura e condicdes de crescimento foram os mesmos que os mencionados para a
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organogénese. Na base das microestacas, foi aplicado AIB ou ANA (0; 1,5;3;6e 12 g L'l)
veiculado em pd. O enraizamento foi realizado em condi¢des ex vitro em bandejas pldsticas
com células de 13 ml de capacidade, vedadas em recipientes plasticos para evitar a perda de
umidade. O substrato empregado foi uma mistura esterilizada de casca de pinus moida e
compostada, perlita e vermiculita na propor¢do 2:1:1. Desde o inicio, as microestacas foram
aspergidas diariamente com &dgua e, a cada sete dias, com a fracdo mineral do meio EDM e
Captan® (2 g L"), até os 30 dias, momento da saida para a casa de vegetacdo. Até o dia 30, as
condig¢des de crescimento foram as mesmas que as mencionadas para a organogénese e, entre
os dias 30 e 40 as microestacas permaneceram em casa de vegetacdo com UR de 85 + 5% e
temperatura média de 26 + 2°C. Apds 40 dias, as mesmas foram retiradas da casa de
vegetacdo e levadas para a casa de sombra, passados 60 dias, elas foram levadas para area de

pleno sol.

3.2.4 Anadlises estatisticas

Para testar os efeitos do ANA e do BAP na organogénese dos cotilédones e dos
segmentos de hipocétilos, o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado
(DIC) sob arranjo fatorial 4 x 4 (ANA x BAP) com cinco repeti¢cdes para cada tipo de
explante (cotilédones ou hipocétilos). Para estudar o efeito do AIA, foi utilizado o mesmo
delineamento (DIC) sob arranjo fatorial 2 x 5 (tipo de explante x meio de indugdo) e seis
repeticoes. A unidade experimental foi um frasco de vidro de 250 ml contendo nove
hipocétilos ou cotilédones, sendo cada um dos explantes a unidade observacional. As
varidveis, regeneracdo de gemas (RG), nimero de gemas/brotacdes por explante (NG),
regeneragdo de raizes (RR), nimero de raizes adventicias por explante (NR), regeneracao de
calos (RC), oxida¢do (OX) e intumescimento (IN) foram aferidas aos 50 dias de cultivo.

Para avaliar o efeito da topofisis na organogénese, 180 hipocétilos foram seccionados
em dois segmentos, distal e proximal (Figura 3.1), e dispostos sob DIC com 10 repeticdes A
unidade experimental consistiu de um frasco de vidro de 250 ml contendo 18 segmentos de
hipocétilos, nos quais, aos 50 dias de cultivo foram avaliados RG, NG e RC.

No estudo do enraizamento, o delineamento experimental foi DIC com cinco
tratamentos, 27 repeticdes para o teste do AIB e 36 repeticdes para o teste do ANA,
considerando cada estaca como unidade experimental. Aos 70 dias de iniciado o experimento
foi avaliado o enraizamento (ER) e aos 90 dias, a presenca de calos na base das microestacas.

Previamente as andlises, foi verificada a auséncia de outliers, a homogeneidade da

variancia e a normalidade dos erros, posteriormente foi feita a anélise da regressao polinomial
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multipla, regressdo linear quasipoisson ou logistica (1 = enraizamento), em funcdo do tipo da
varidvel resposta. Caso as varidveis ndo se ajustassem as hipéteses necessdrias para as
andlises paramétricas, foram aplicadas as transformag¢des de Box-Cox, e nos casos elas
continuassem nao se ajustando, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis. Todas as andlises
foram realizadas no programa R, versdo 3.0.2 (R CORE TEAM, 2013), com os pacotes
‘MASS’, ‘pgirmess’, ‘rsm’, ‘rms’ e ‘popbio’. A escolha do melhor modelo foi baseada no
critério da informagao bayesiano de Schwarz - BIC (SCHWARZ, 1978), selecionando os

modelos mais simples e, por sua vez, com maior coeficiente de determinagio (R?).

3.3 Resultados e discussao
3.3.1 Organogénese

Ap6s passados 50 dias de cultura, ndo foi observada organogé€nese nos cotilédones,
portanto, as varidveis NR, RR, NG e RG ndo apresentaram respostas para este tipo de
explante. Elevados niveis de oxidagdao (OX) foram observados na maioria destes explantes
(Figura 3.3 A), principalmente nos tratamentos sem adicdo de BAP ou de ANA, e nos de
maior concentracdo de ANA; entretanto, as menores incidéncias de OX foram obtidas com
dosagens de 0,1 mg L de ANA e 0,5mg L' de BAP ou 0,5 mg L' de ANA e 0,1mg L™ de
BAP (Tabela 3.1).

O intumescimento (IN) e a regeneracdo de calos (RC) observadas nos cotilédones
(Figura 3.3 A) apresentaram uma tendéncia a0 aumento nos seus niveis com o incremento das
dosagens de ANA e BAP. A combinacio de 0,5 mg L' de ANA e 0,Img L' de BAP
apresentou os maiores niveis de regeneracdo de calos (77,78%) sem evidenciar
intumescimento (Tabela 3.1). Segundo o modelo de regressdo selecionado, o ponto miximo
predito para RC nas folhas cotiledonares foi 97,6% para as dosagens de 0,74 mg L™ de ANA
e 0,25 mg L de BAP (Figura 3.2), combinacdo que poderia ser experimentada no caso de
implementar-se um processo de inducdo em duas etapas para este tipo de explantes, sendo
primeiramente a inducdo de calos e a posterior inducdo de gemas nos calos obtidos.

Nos segmentos de hipocétilos de E. dunnii, foram observadas tanto RG como RR, as
quais comecaram a ser visiveis a partir dos 21 dias de cultura in vitro (Figuras 3.3 B, C, 3.4 1
e 3.5 C). Elevadas porcentagens de RR foram obtidas nos tratamentos sem BAP, dentre os
quais o tratamento com 1 mg L' de ANA foi o que apresentou melhor resposta, com 77,1%
dos explantes enraizados e 1,2 raizes explante” (Tabela 3.2). Neste sentido, Bandyopadhyay
et al. (1999) reportaram a indugdo de raizes em hipocétilos de E. globulus e E. nitens, porém,

com dosagem de 3 mg L™ de ANA.



Tabela 3.1 - Médias e desvio padrdo para as varidveis regeneracdo de raizes (RR), nimero de raizes adventicias por explante (NR), regeneracdo de gemas (RG), niimero de
gemas por explante (NG), regeneracdo de calos (RC), oxidagcdo (OX) e intumescimento (IN), avaliadas apds 50 dias de cultura in vitro de cotilédones de E.

dunnii em meio basal EDM sob distintas dosagens de ANA e BAP

ANA BAP RR NR RG NG RC 0OX IN
(mg LY (%) (ndmero explante'l) (%) (ndmero explante'l) (%) (%) (%)
0 0 0,00+0,00A 0,02 £ 0,04A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00Ac 95,56+9,94Aa 0,00+0,00Aa
0 0,1 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 11,11£15,71Aa 95,56+£9,94Aa 55,56+13,61Ab
0 0,5 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 13,33£12,17Aab 73,33+£9,94ABb 35,56+14,49Ab
0 1 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 6,67+6,09Abc 66,67+13,61ABb 40,00£23,04Ab
0,1 0 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 4,44+6,09Ac 95,56+£9,94Aa 0,00+0,00Aa
0,1 0,1 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 57,78+14,49Ba 77,78+22,22 ABab 46,67+£12,17Ab
0,1 0,5 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 24,44+12,17Bab 57,78+24,09Bb 46,67+33,70Ab
0,1 1 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 15,56+9,94Bbc 62,22+21,66Bab 40,00£12,67Ab
0,5 0 0,00+0,00A 0,02 £ 0,04A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 22,22+11,11Bc¢ 97,78+4,97Aa 0,00+0,00Aa
0,5 0,1 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 77,78+22,22Ba 57,78+19,88Bb 0,00+0,00Aa
0,5 0,5 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 53,33+14,49Bab 71,11£12,67ABab 62,22+12,67Ab
0,5 1 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 20,00+9,30Bbc 80,00+12,17ABab 57,78+12,17Ab
1 0 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 2,22+4.97Bc 97,78+4,97Aa 0,00+0,00Aa
1 0,1 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 75,56+16,48Ba 95,56+6,09Aa 57,78+21,37Ab
1 0,5 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £ 0,00A 66,67+17,57Bab 88,89+7,86Aa 71,11+18,59Ab
1 1 0,00+0,00A 0,00 + 0,00A 0,00+0,00A 0,00 £+ 0,00A 33,33+15,71Bbc 91,67+£16,67Aa 63,89+5,56Ab

Para as varidveis RC e IN, letras maitsculas diferentes nas colunas indicam diferencas entre dosagens de ANA e letras mindsculas diferentes nas colunas denotam diferencas
entre dosagens de BAP a nivel de P = 0,05 do teste de Tukey para os efeitos principais (interagdo ndo significativa)

Para a varidvel OX, letras maitisculas diferentes nas colunas indicam diferencas entre distintas dosagens de ANA sob a mesma concentragdo de BAP e letras mindsculas
diferentes denotam diferencas entre distintas dosagens de BAP sob a mesma concentracdo de ANA a nivel de P = 0,05 do teste de Tukey para os efeitos simples (interagdo
significativa)

Para as varidveis RR, NR, RG e NG letras maitdsculas diferentes nas colunas indicam diferencas entre tratamentos a nivel de P = 0,05 do teste de compara¢des multiples de
Kruskal-Wallis

6L



Tabela 3.2 - Médias e desvio padrdo para as varidveis regeneracdo de raizes (RR), nimero de raizes adventicias por explante (NR), regeneracdo de gemas (RG), nimero de
gemas por explante (NG), regeneracgdo de calos (RC), oxidag¢do (OX) e intumescimento (IN), avaliadas apds 50 dias de cultura in vitro de hipocétilos de E. dunnii
em meio basal EDM sob distintas dosagens de ANA e BAP

ANA BAP RR NR RG NG RC 0X
(mg LY (%) (ndmero explante'l) (%) (ndmero explante'l) (%) (%)

0 0 2,22 + 497Aa 0,04 £ 0,09Aa 0,00 £ 0,00Aa 0,00 = 0,00Aa 0,00 £ 0,00Ab 95,56 + 9.94Aa

0 0,1 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Ab 0,00 = 0,00Ab 0,00 £ 0,00Aa 100,00 £ 0,00Aa

0 0,5 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Ab 0,00 = 0,00Ab 2,22 + 497Aab 100,00 £ 0,00Aa

0 1 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 0,00 = 0,00Aa 2,22 + 497Aab 66,67 + 13,61Bb
0,1 0 51,11 £ 9,94Bb 0,69 + 0,14ABb 0,00 £ 0,00Ba 0,00 = 0,00Aa 11,11 + 19,25Bb 84,44 + 23,04Aa
0,1 0,1 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 11,11 + 0,00Bb 0,51 + 0,32Ab 95,56 + 6,09Ba 71,11 + 18,59ABa
0,1 0,5 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 17,78 + 6,09Bb 0,58 + 0,46Ab 88,89 + 0,00Bab 55,56 + 17,57Aa
0,1 1 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Ba 0,00 = 0,00Aa 66,67 £ 20,79Bab 60,00 £ 12,67Ba
0,5 0 57,78 £ 21,37Bb 0,96 + 0,43Bb 0,00 £ 0,00Ba 0,00 £ 0,00Aa 64,44 + 21,37Bb 91,11 £ 12,17Aa
0,5 0,1 2,22 + 497Aa 0,04 + 0,10Aa 20,00 + 18,26Bb 0,64 £ 0,60Ab 95,56 + 9,94Ba 24,44 + 9.30Bb
0,5 0,5 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 26,67 + 16,85Bb 1,24 = 1,19Ab 86,67 £ 9,30Bab 33,33 + 7,86Bb
0,5 1 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Ba 0,00 £ 0,00Aa 84,44 + 14,91Bab 51,11 £ 23,04Bb

1 0 71,11 £ 16,85Bb 1,20 = 0,35Bb 0,00 £ 0,00Ba 0,00 £ 0,00Aa 82,22 + 12,67Bb 100,00 + 0,00Aa

1 0,1 11,11 £ 7,86Bab 0,22 + 0,26Aab 17,78 £ 12,67Bb 0,31 £ 0,40Ab 95,56 + 9,94Ba 55,56 + 34,25ABb

1 0,5 0,00 £ 0,00Aa 0,00 £ 0,00Aa 6,67 = 9,94Bb 0,16 £ 0,22Ab 75,56 + 14,49Bab 80,00 £ 12,17Aab

1 1 0,00 + 0,00Aa 0,11 + 0,25Aa 6,67 + 6,09Ba 0,13 £ 0,18Aa 66,67 + 22,22Bab 95,56 + 6,09Aab

Para as varidveis RG e RC letras maitisculas diferentes nas colunas indicam diferencas entre dosagens de ANA e letras mintsculas diferentes nas colunas denotam diferencas
entre dosagens de BAP a nivel de P = 0,05 do teste de Tukey para os efeitos principais (interagdo ndo significativa)

Para a varidvel NG letras maidsculas diferentes nas colunas indicam diferencas entre dosagens de ANA e letras minusculas diferentes nas colunas denotam diferengas entre
dosagens de BAP a nivel de P = 0,05 do teste de Kruskal-Wallis para os efeitos médios

Para a varidvel NR letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferencas entre dosagens de ANA sob a mesma concentracdo de BAP e letras mintsculas diferentes nas
colunas denotam diferencas entre dosagens de BAP sob a mesma concentracdo de ANA a nivel de P = 0,05 do teste de Kruskal-Wallis para os efeitos simples (interagdo
significativa)

Para as varidveis RR e OX nas colunas, letras maitsculas diferentes indicam diferengas entre distintas dosagens de ANA sob a mesma concentragdo de BAP e letras
mintsculas diferentes denotam diferencas entre distintas dosagens de BAP sob a mesma concentracdo de ANA a nivel de P = 0,05 do teste de Tukey para os efeitos simples

(interacdo significativa)
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Figura 3.2 - Modelos de regressio miuiltipla representados em superficies de resposta. R%, valor de P e valores
méximos de predi¢do com intervalos de confianca (95%) para as varidveis RC em cotilédones
(esquerda) e RG em hipocétilos (direita) de E. dunnii

As trés espécies mencionadas sdo consideradas recalcitrantes ao enraizamento,
contudo, estes resultados indicam que a competéncia para a rizogénese € elevada em material
juvenil, ressaltando a importancia da idade ontogénica nesta resposta assim como o potencial
da aplicacdo das técnicas de cultura de tecidos para o rejuvenescimento de material adulto
nestas espécies.

Independentemente dos niveis de ANA, as concentracdes de BAP de 0,1 e 0,5 mg Lt
se apresentaram adequadas para a indu¢do da RG e maior NG, alcancando um méaximo de
26,67% e 1,24 gemas explante'1 no tratamento com a adi¢io de 0,5 mg L' de ANA ¢ BAP
(Tabela 3.2). Neste caso, o maior valor predito pela equacdo de regressdo para RG foi 26,8%
com dosagens de 0,59 mg L de ANA e 0,28 mg L de BAP (Figura 3.2), semelhante aos
niveis observados.

Em relacdo a regeneracdo de gemas para espécies temperadas de eucaliptos, Azmi et
al. (1997) obtiveram boas respostas para E. globulus com dosagens de 0,2 mg L' de BAP ¢
0,01 mg L' oul mg L' de ANA. Para esta mesma espécie, Nugent et al. (2001) obtiveram
elevadas taxas de regeneracio cultivando calos sob concentracdes de 1,1 mg L™ de BAP e 0,2
mg L' de ANA, atingindo 46% dos calos com regeneracdo e 4,8 brotacdes explante.
Entretanto, Bandyopadhyay et al. (1999) determinaram para E. globulus e E. nitens dosagens
6timas de BAP 0,5 mg L' ¢ ANA 1 mg L™ para a indugdo de calos organogénicos ¢ BAP 1
mg L' e ANA 0,5 mg L para a posterior organogénese desses calos, atingindo 13% de

hipocétilos regenerantes. Semelhante aos resultados deste trabalho, em todos os casos
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mencionados foi necessdria a adicio combinada de auxina e citocinina ao meio de cultura
para induzir a organogénese, evidenciando a necessidade de reguladores exdgenos para
restabelecer a relagdo auxina/citocinina apropriada e assim redirecionar as vias de

desenvolvimento.

Figura 3.3 — Respostas morfogénicas de explantes de E. dunnii em meio de cultura EDM sob distintas dosagens
de ANA e BAP; (A) cotilédones intumescidos, com presenga de calos e sintomas de oxidagado; (B)
segmentos de hipocétilos com raizes adventicias; (C) detalhe do extremo do hipocétilo apds 21 dias
de cultura evidenciando estruturas meristemadticas; (D) gemas em desenvolvimento em hipocétilos
apds 28 dias de cultivo; (E) hipocétilo com gemas desenvolvidas e calos oxidados nos extremos
apds 50 dias de cultivo. (F) Gemas regeneradas no meio EDM apés 25 dias de cultura em meio
EDMm; (G) brotacdes apds sete subcultivos no meio EDMm; (H) Microplantas enraizadas de 70
dias de idade e (I) vista das raizes aos 90 dias de idade (raizes finas foram removidas). Barras = 2
cmem (A), (B), (F), (G), (H) e (I); 2 mm em (C), (D) e (E). Setas brancas = sintomas de oxidacao;
setas vermelhas = intumescimento; setas pretas = calos; setas azuis = raizes adventicias, setas verdes
= estruturas meristemadticas e setas amarelas = gemas adventicias
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Para a varidvel RG, o R* da regressdo foi intermedidrio (Figura 3.2), fato que pode ter
sido causado pela variacdo introduzida pelo efeito do gendtipo na expressdo desta
caracteristica, (CHRISTIANSON; WARNICK, 1988; BRAVO et al., 2008; GEISS et al.,
2010), a qual ndo foi caracterizada nos modelos de regressdo por limitacdes do desenho
experimental e serd abordada no capitulo 5. Salienta-se que cada explante, dentro de cada
parcela avaliada, representou a um genétipo distinto. Consequentemente, 26,6% dos
genotipos regeneraram gemas € 71,1% deles regeneraram raizes nos melhores tratamentos
(Tabela 3.2).

Para testar o efeito de distintas concentracdes de AIA na organogénese, foi fixado o
nivel de BAP a 0,5 mg L™, considerada a priori como a concentracdo de maior potencial de
resposta. Nao foi detectada interagdo explante x meio de inducdo para as varidveis analisadas,
portanto os testes de separacao de médias foram conduzidos sobre os efeitos principais.

Semelhante ao observado quando empregado ANA como auxina, os segmentos de
hipocétilos apresentaram maior potencial organogénico do que os cotilédones (Tabela 3.4).
Foi possivel induzir 3,7 % de RG nos cotilédones, porém, sem diferencgas significativas com
relacdo a testemunha, em decorréncia do elevado desvio padrio (Tabela 3.5). A RC
acompanhou o incremento dos niveis de AIA desde 0,1 mg L, atingindo um maximo de
87,04% com a dosagem de 1 mg L deste regulador. Ao mesmo tempo, os niveis de OX e
INT diminuiram com a sua adicdo ao meio de cultura, favorecendo o desenvolvimento dos
explantes (Tabela 3.5).

O intumescimento observado nos cotilédones estd associado ao alongamento celular
resultante da aplicacdo de citocininas (HUFF; ROSS, 1975; THOMAS et al., 1981), evento
atribuivel, nestes experimentos, ao efeito do BAP (Tabelas 3.1 e 3.5). Tanto esta resposta,
como a auséncia de regeneracdo de gemas foram observadas por Bandyopadhyay et al.
(1999), em cotilédones de E. globulus cultivados em meio MS, quando em contato com o
meio na face abaxial, semelhante a este experimento. Contudo, para a mesma espécie, Nugent
et al. (2001), obtiveram regeneracdo de gemas, sem encontrar diferencas em fungdo da
disposicdo dos explantes. Estes autores mencionam a regeneragao de gemas para este tipo de
explantes, em E. globulus, sob vérias combinacdes de thidiazuron (TDZ) 0,05 mg L' e
auxinas, ou formacdo de calos organogénicos para E. globulus e E. nitens sob BAP 0,5 e
ANA 1 mg L', fatos ndio comprovados neste trabalho.

A utilizagao de 2,4-D ou TDZ, assim como o subcultivo dos calos regenerados, para
induzir organogénese indireta em um segundo estdgio, poderiam ser alternativas factiveis para

a obten¢@o de melhores resultados com este tipo de explantes.
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Tabela 3.4 - Médias e desvio padrdo para as varidveis regeneracdo de gemas (RG), nimero de gemas por
explante (NG), regeneragdo de calos (RC), oxidacdo (OX) e intumescimento (IN), avaliadas apds
50 dias de cultura in vitro de hipocétilos e cotiledones de E. dunnii em meio basal EDM sob
distintas dosagens de AIA e BAP

Fxol RG NG RC (0),¢ IN

X

P (%) (nimero explante’l) (%) (%) (%)
Cotilédones 1,48 + 3,84a 0,06 £ 0,21a 49,58 £ 34,93a 63,70 £ 29,02a 13,70 + 19,50a

Hipocétilos 17,04 + 16,95b 0,61 = 0,53b 64,44 £ 36,02a 49,26 £ 33,23a 0,00 = 0,00b

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas entre tratamentos a nivel de P = 0,05 do teste de comparacdes
multiplas de Kruskal Wallis para os efeitos principais

Tabela 3.5 - Médias e desvio padrdo para as varidveis regeneracdo de gemas (RG), nimero de gemas por
explante (NG), regeneracdo de calos (RC), oxidag¢do (OX) e intumescimento (IN), avaliadas apés
50 dias de cultura in vitro de cotilédones de E. dunnii em meio basal EDM sob distintas dosagens

de AIA ¢ BAP
Trat AIA BAP RG NG RC 0X IN

ratl ————
(mg L™ (%) (niimero explante™) (%) (%) (%)

0,0 00 0,00 +0,00a 0,00
0,0 05 1,85 +454a 0,02

[

1 0,00a 0,00 + 0,00a 100,00 * 0,00a 0,00 + 0,00a

2 0,05a 29,63 + 9,07ab 74,07 £ 13,46ab 40,74 = 15,18b

3 01 05 1,85+454a 0,04 0,09a 53,70 + 25,74abc 62,96 + 18,14ab 18,52 + 21,85ab
4 05 05 3,70 +5,74a 0,24 0,45a 77,55 + 13,84bc 48,15 £ 31,95b 3,70 + 9,07a

5 10 05 0,00 +0,00a 0,00 + 0,00a 87,04 + 8,36¢ 33,33 £ 15,71b 5,56 * 9,30ab

+ W

+

Letras diferentes nas colunas indicam diferencas entre tratamentos a nivel de P = 0,05 do teste de comparacdes
multiplas de Kruskal-Wallis para os efeitos principais

Para os hipocétilos, as respostas encontradas foram semelhantes as observadas quando
o ANA foi usado como auxina. Foi induzida a RG em todos os tratamentos adicionados com
AIA, a maior resposta foi observada no tratamento adicionado com 0,5 mg L' de BAP ¢ 0,5
mg L' de AIA apresentando 27,8 % de explantes regenerados e 0,99 gemas explante'1
(Tabela 3.6). A varidvel OX foi inversamente proporcional a organogénese dos explantes e

nao foi observado intumescimento dos segmentos de hipocétilos.

Tabela 3.6 - Médias e desvio padrdo para as varidveis regeneracdo de gemas (RG), nimero de gemas por
explante (NG), regeneragdo de calos (RC), oxidacdo (OX) e intumescimento (IN), avaliadas apds
50 dias de cultura in vitro de hipocdtilos de E. dunnii em meio basal EDM sob distintas dosagens

de AIA e BAP
AIA BAP RG NG RC (0):¢
Trat (mg Lh (%) (nimero explante’l) (%) (%)
1 0,0 0,0 0,00 + 0,00a 0,00 + 0,00a 0,00 £ 0,00a 100,00 = 0,00a
2 0,0 0,5 0,00 = 0,00a 0,00 £ 0,00a 22,22 + 994a 100,00 = 0,00a
3 0,1 0,5 16,67 £ 6,09ab 0,72 + 0,54ab 74,07 + 21,85ab 42,59 + 25,74ab
4 0,5 0,5 27,78 £ 19,56b 0,99 + 0,45b 81,48 + 11,48ab 22,22 + 14,05b

+
+

5 1,0 0,5 14,81 + 11,48ab 0,56 + 0,36ab 88,89 + 12,17b 22,22 + 9,94b
Letras diferentes nas colunas indicam diferencas entre tratamentos a nivel de P = 0,05 do teste de comparacdes
multiplas de Kruskal-Wallis
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Embora a utilizacdo do AIA na organogénese em vdrias espécies de eucalipto tenha
tido sucesso em estudos iniciais (KITAHARA; CALDAS, 1975; LAKSHMI SITA, 1979;
BENNETT; McCOMB, 1982; ARYA; SHEKHAWAT, 1986), torna-se dificil encontrar
estudos mais recentes do seu uso na organogénese de Eucalyptus, sendo o AIA substituido
pelas auxinas sintéticas mais estdveis ANA e 2,4 D (SRIVASTAVA, 2002). Contudo, os
resultados encontrados neste estudo demonstraram que o AIA pode ser utilizado como uma

alternativa ao ANA na regeneracao de gemas em segmentos de hipocétilos de E. dunnii.

Tabela 3.7 — Médias e desvios padrdo para as varidveis RG, NG e RC nos segmentos de hipocétilos na posicio
distal e proximal

Posicdo RG (¥%#%) NG (**%*) RC (ns)
Distal 0,275 = 0,447 0,922 + 1,942 0,817 = 0,387
Proximal 0,156 + 0,363 0,500 + 1,372 0,775 =+ 0,418

ns = ndo significativo, *** = significativo P < 0,001 para regressdo linear logistica (RG e RC) ou quasipoisson
(NG)

Ambas as se¢des dos hipocoétilos regeneraram gemas, 27,5% dos segmentos distais
(0,275 de incidéncia) e 15,6% dos segmentos proximais (0,156 de incidéncia). O efeito da
posicdo do explante foi altamente significativo para RG (P < 0,001) e NG (P < 0,001), porém,
sem efeito para RC (P = 0,166) (Tabela 3.7). Niveis maiores de regeneracdo de gemas em
secoes distais de hipocétilos foram encontrados em varias espécies, E. grandis (BRAVO,
2005), Glycine canescens (KAMEYA; WIDHOLM, 1981), Capsicum annum (FARf;
CZAKO, 1981; ARROYO; REVILLA, 1991), Brassica carinata (YANG; JIA; PUA, 1991),
Morus multicaulis (XI-LING et al., 2011). Isto € atribuido ao fato que os segmentos préximos
do meristema apical apresentam maior conteido de auxinas e, as sec¢des basais, maior
contedido de citocininas (FARI; CZAKO, 1981; OKUBO; WADA; UEMOTO, 1991),
portanto, é possivel que a combinacdo de gradientes hormonais endégenos e exdgenos foi a
que, em ultima instincia, determinou a resposta organogénica. Ao mesmo tempo, gradientes
nutricionais deveriam ser considerados, desde que os segmentos distais estdo mais proximos
aos cotilédones, 6rgdos de reserva destas sustancias, e os proximais, ao meio de cultura.

Neste estudo, foi constatado o maior potencial organogénico dos hipocdétilos em
relac@o aos cotilédones, fato ja determinado para espécies relacionadas como E. globulus e E.
nitens (AZMI et al., 1997; NUGENT et al., 2001), mesmo para E. urophylla (TIBOK et al.,
1995). Por outro lado, embora as dosagens determinadas neste trabalho como apropriadas
para induzir regeneracdo de gemas em E. dunnii ndo sejam muito diferentes das encontradas

na literatura para outras espécies temperadas, estes resultados apresentam maior coincidéncia
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com estudos para E. urophylla e E. grandis (TIBOK et al., 1995; BRAVO, 2005). Neste
sentido, € presumivel que as condi¢des nutricionais promovidas pelo meio basal EDM tenham
provocado uma maior eficiéncia dos reguladores de crescimento nos hipocétilos de E. dunnii,
dispensando dosagens maiores assim como a necessidade de empregar fases intermedidrias de
inducio de calos.

Por outro lado, vale ressaltar que a oxidagdo fendlica dos explantes ndo representou
um obstdculo para a organogénese nos hipocoétilos, evidenciando que a combinacdo de
reguladores de crescimento e o meio basal se mostra apropriada para este objetivo.
Possivelmente, uma maior atividade celular nos explantes com atividade organogénica tenha
ocasionado uma maior producdo de antioxidantes enddgenos, como o 4cido ascoérbico e
enzimas desintoxicantes, minimizando os efeitos negativos das EROs. Por outro lado, o baixo
nivel de ferro no meio basal EDM que provoca a clorose dos explantes (Figura 3.4 C, D e E),
ja destacado no capitulo anterior, ndo foi um impedimento para atingir a regeneracdo de

gemas e/ou diminuir os niveis de oxidag@o.

3.3.2 Analise histologica da organogénese

As observacoes aos sete dias de cultura no meio de indugdo evidenciaram que tanto as
células epidérmicas como as subepidérmicas retomaram a atividade meristematica, dando
origem a estruturas polarizadas em regides com proliferacdo de calo (Figuras 3.4 B, C, D, E e
F). Nas mesmas regides, aos 14 dias foram observados meristemdides subepidérmicos e dreas
meristematicas superficiais (Figuras 3.4 G e H).

Ap6s 21 dias de cultura, comecgaram a ser evidentes gemas com primoérdios foliares
nos extremos dos segmentos de hipocdétilos, observadas tanto a nivel micro como
macroscépico (Figuras 3.3 C,De 3.4 ).

Entretanto, em estdgios mais avangados (28 dias) novas &areas meristemadticas e
meristemoides continuaram a se desenvolver a partir dos calos regenerados nos extremos dos
segmentos de hipocoétilos (Figuras 3.5 A e B), assim como as gemas previamente
diferenciadas (Figura 3.5 C). Ao mesmo tempo, comecou a ser evidente a produgdo e acimulo
de substancias fendlicas nas células dos calos dos hipocétilos (Figuras 3.5 E e F), coincidindo
com a apari¢cdo de sintomas de oxidagdo externos (Figura 3.3 D). Estes eventos estdo
correlacionados, uma vez que o escurecimento € geralmente causado pelas quinonas, produto
da oxidagdo pela polifenoloxidase das substancias fendlicas acumuladas nas células
(ROBARDS et al., 1999). Diante disso, e considerando que tanto as gemas como as estruturas

meristemdticas que as originam j4 tém sido induzidas, seria conveniente retirar os explantes
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do meio de indug@o aos 25 - 30 dias de cultura para iniciar o processo de multiplicagdo das

gemas, minimizando, deste modo, a senescéncia dos explantes por estresse oxidativo.

Figura 3.4 - Vistas dos cortes histolgicos longitudinais em segmentos de hipocétilos de E.dunnii corados com
PAS-NBB. Dia zero: A) extremo distal do explante. Dia sete: B) calo formado no extremo distal
com grupo de células meristemdticas; C) detalhe da drea meristematica em (B); D) conjunto de
células epidérmicas e subepidérmicas em ativa divisdo; E) detalhe das células subepidérmicas em
ativa divisdo e evidente polarizagdo visualizadas em (D); F) detalhe de células epidérmicas e
subepidérmicas em ativa divisdo no extremo proximal. Dia 14: G) meristeméides subepidérmicos
no extremo distal; H) calo formado no extremo proximal apresentando uma zona meristematica.
Dia 21: I) gema adventicia com primoérdios foliares diferenciada no extremo distal. Setas vermelhas
= meristemdides; setas pretas = agrupamento de células meristematicas; setas verdes = células
epidérmicas evidenciando interrup¢do da continuidade; setas azuis = calos nos extremos dos
segmentos de hipocdtilos; pontas de seta amarelas = células em divisdo e polarizacdo. Barras em A,
B, H, =200 um; C, E, Fe G =50 um; D e I = 100 um. pd = protoderme; mf = meristema
fundamental; pc = procdmbio; cc = células regeneradas nos calos; cp = células parenquimadticas do
cortex; pf = protofloema; px = protoxilema; ep = epiderme
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Figura 3.5 - Vistas dos cortes histolégicos longitudinais em segmentos de hipocétilos de E.dunnii corados com
PAS-NBB aos 28 dias de cultura em meio basal EDM: A) por¢do de calo do extremo proximal com
dreas meristemadticas e meristemoéides subepidérmicos; B) detalhe dos meristeméides em (A); C)
corte transversal de uma gema desenvolvida no extremo proximal, com dois primérdios foliares; D)
detalhe das drusas em (C); E) vista de calo do segmento distal evidenciando areas de maior
atividade meristematica e acimulo de substancias fendlicas e F) detalhe das células do calo com
acimulo de fendis em (E). Setas vermelhas = meristemdides; pontas de seta vermelhas = fendis;
pontas de seta verdes = drusas. Barras em A e E = 100 um; C =200 um; B, D e F = 50 um

Os cortes realizados nos hipocétilos amostrados sugerem que cada meristemoéide pode
ter sido originado de sé uma célula subepidérmica (Figura 3.4 D, E e F). Mesmo assim, pode-
se considerar que as brotagdes adventicias se desenvolveram via organogénese indireta
(Figura 3.4 I e 3.5 C), uma vez que todas as estruturas meristematicas observadas foram
regeneradas nos extremos dos explantes, dreas de regeneracdo ativa de calos (Figura 3.4 B, C,
E, F, G, He 3.5 A e B). Provavelmente, as areas de regeneracdo de calos criaram o nicho
apropriado para o desenvolvimento de células pluripotentes caracterizadas pelas divisdes
assimétricas, produto da adequada sinalizacdo e o suporte fisico que redefiniram as vias de
desenvolvimento (SCHERES, 2007; DE SMET; BEECKMAN, 2011).

Foi percebida a aparicao de uma grande quantidade de drusas nas brotacdes de 28 dias
de idade (Figura 3.5 C e D). As drusas sdo cristais de oxalato de Ca de ocorréncia normal em
muitas dicotiledoneas (PRYCHID; RUDALL, 1999), porém, existem estudos que associam o

acumulo destes cristais com um excesso de Ca ou de acido oxalico nos tecidos. Este ultimo
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pode ser originado na redu¢do do nitrato (LIBERT; FRANCESCHI, 1987; FINK, 1991) ou na
oxidacdo do etileno nos tecidos das plantas (TAIZ; ZEIGER, 2006).

Por outro lado, um hipotético excesso de Ca s6 poderia ser atribuido ao meio de
cultura, contudo, o teor de Ca do meio basal EDM nao se mostra excessivo quando
comparado com outros meios (Anexo D). Estas possibilidades deveriam ser estudadas em
futuras pesquisas, dado que todos eles sao fatores de grande relevancia na propagacao in vitro

de plantas.

3.3.3 Enraizamento

As brotacdes advindas das gemas regeneradas dos hipocétilos e multiplicadas no meio
EDMm (Figura 3.3 F e G) apresentaram boas taxas de enraizamento, considerando os
resultados obtidos previamente para o material in vitro da espécie (GRACA, 1997;
BILLARD; LALLANA, 2005; NAVROSKI, 2011).

Segundo os modelos de regressdo logistica, a aplicacio do AIB ndo apresentou um
efeito significativo (P = 0,5) atingindo em média 47,4 % de brotacdes enraizadas. Por outro
lado, o incremento das concentragdes do ANA afetou negativamente ao ER (P < 0,001), onde
a auséncia do regulador (55,5%) e dosagens de 1,5 g Lt (66,6%) e 3 g Lt (62,6%)

forneceram os melhores resultados (Figura 3.6).

Figura 3.6 - Frequéncias de enraizamento ex vitro nas barras e regressao logistica em microestacas de E. dunnii
para as dosagens testadas de ANA (esquerda) e AIB (direita), avaliada aos 70 dias do inicio do
experimento

Em condi¢des semelhantes, Brondani et al. (2011) citaram 22,2% de sobrevivéncia na
saida da casa de sombra para dois clones hibridos de E. benthamii x E. dunnii, sem efeito
significativo da aplicacio de AIB. Entretanto que, para dois clones de E. benthamii, foi

determinada 76% de sobrevivéncia apds aclimatizacdo, sem aplicacdo de reguladores de
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crescimento (BRONDANI et al., 2012b). De forma similar, neste estudo, ficou evidente que a
aplicagdo de AIB ndo apresenta efeitos significativos € que o incremento das dosagens de
ANA afeta negativamente ao enraizamento ex vitro de microestacas de E. dunnii.

A formagdo de calos externos afeta negativamente a qualidade do sistema radicular,
assim como a estabilidade e continuidade das conexdes vasculares (BALTIERRA et al., 2004;
BRONDANI et al., 2012a), prejudicando o desenvolvimento das plantas produzidas
(§TEFANCIC; STAMPAR: OSTERC, 2005). Além do sucesso restrito, o enraizamento in
vitro de E. dunnii induz a presenca de calos na base dos explantes (BILLARD; LALLANA,
2005; NAVROSKI, 2011). Em contrapartida, nenhuma das microplantas avaliadas neste
experimento apresentaram calos visiveis na drea de origem das raizes (Figura 3.4 H e 1),
conforme os resultados do enraizamento ex vitro de E. benthamii (BRONDANI et al., 2012b).

Foi comprovado que o enraizamento ex vitro representa uma alternativa vidvel ao
enraizamento in vitro, sendo mais simples, menos oneroso € apto para produzir plantas com
sistema radicular de boa qualidade (XAVIER; OTONI, 2009; BRONDANI et al., 2012b).

Em geral, estes resultados constituem a primeira referéncia conhecida de regeneracao
de plantas via organogénese in vitro para E. dunnii, estigio essencial para a aplicacdo da
maioria dos métodos de transformacgdo genética de plantas (RAO et al., 2009; LABATE et al.,
2009; GIRIJASHANKAR, 2011), validando a metodologia empregada para o
desenvolvimento do meio basal EDM, empregado com sucesso em todas as etapas de cultura
in vitro. Ao mesmo tempo, a disponibilidade de um meio basal adequado para a regeneracao e
multiplicacdo de material juvenil, encoraja o seu uso na micropropagacao de individuos
adultos de E. dunnii, pois representa a técnica de propagacdo in vifro rotineira para o

rejuvenescimento de gendtipos superiores de eucaliptos (XAVIER; SILVA, 2010).

3.4 Conclusoes

e O tipo de explante utilizado tem um efeito determinante na obtencdo da
organogénese de E. dunnii, resultando os segmentos de hipocétilos os de maior
competéncia para a regeneracdo de gemas.

e As combinagdes de auxinas e citocininas nas dosagens de 0,5 mg L' de ANA e BAP
e 0,5 mg L de AIA e BAP induzem a maior quantidade de explantes regenerados e
o maior nimero de gemas, minimizando a oxidacao dos explantes.

* A topofise nos segmentos de hipocétilos afeta a regeneracdo e o nimero de gemas,
sendo os segmentos distais 0s que apresentam maior competéncia para a

organogénese.
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A aplicacdo de AIB veiculado em pd nas concentragdes testadas nao afeta o

enraizamento ex vitro de microestacas de E. dunnii.

¢ O incremento das concentragdes do ANA veiculado em pé afeta negativamente o
enraizamento ex vitro de microestacas de E. dunnii.

¢ O meio basal EDM se mostra adequado para a regeneraciao de plantas de E. dunnii
através da organogénese em segmentos de hipocétilos.

¢ O meio basal EDMm se mostra adequado para a multiplicacdo e alongamento de
brotacdes juvenis de E. dunnii.

* A regeneracao de gemas foi obtida por via indireta e foi apenas evidenciada nos

extremos dos segmentos de hipocétilos.
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4 ESTADO NUTRICIONAL E RESPOSTAS MORFOFISIOLOGICAS NA
MICROPROPAGACAO DE Eucalyptus dunnii

Resumo

A modulagdo das respostas morfogénicas de um determinado gendtipo na cultura de
tecidos pode ser governada basicamente por duas formas, a nutricdo mineral e os reguladores
de crescimento. Na micropropagacdo, esta possibilidade vai depender de um fragil equilibrio
entre os distintos componentes do meio de cultura. Apenas uma apropriada elei¢cdo do meio
basal pode levar ao sucesso ou ao fracasso da aplicacao desta técnica, uma vez que o meio € o
responsavel de prover as condicdes nutricionais para que os orgaos/tecidos se desenvolvam.
Embora os meios basais JADS, MS e WPM sejam os mais empregados na cultura de tecidos
de eucaliptos, estes ndo tem tido muito sucesso na micropropagacdo de E. dunnii. As
respostas morfofisioldgicas obtidas nestes meios basais, podem ser atribuidas ao fato de que
suas composicdoes geram condi¢des nutricionais diferentes para o desenvolvimento das
brotagdes. Tentar reconhecé-las, compreendé-las e associd-las, pode contribuir para a
otimizacdo dos meios basais empregados na micropropagacao de E. dunnii. Para isto, foram
avaliadas as respostas morfofisioldgicas e os teores de nutrientes minerais em quatro clones
de E. dunnii desenvolvidas nos meios basais EDMm, MS, JADS e WPM ou sob determinadas
restri¢des nutricionais em meio basal EDMm. As condi¢des nutricionais fornecidas pelos
quatro meios basais foram adequadas para a multiplicacdo das brotagdes, porém, apenas as
brotagdes desenvolvidas no meio EDMm se apresentaram sem clorose e oxidagdo, e com
maiores taxas de enraizamento. Entre os meios basais, as principais diferencas nas repostas
morfofisiolégicas foram provocadas pelos teores de Cu, Fe, Mn e Zn, sendo maiores nas
brotagdes desenvolvidas em EDMm. A restricdo de nutrientes no meio EDMm permitiu
associar a clorose das folhas com a deficiéncia de Fe e a deficiéncia de N com a queda de
folhas e a oxidacdo das brotacdes dominantes. Além disso, as restricdes na disponibilidade de
K, Mg, Mn, Zn, Mo, Ni, Co e NaCl causaram menor desenvolvimento das brota¢des, porém,
sem desenvolver sintomas visuais caracteristicos.

Palavras-chave: Cultura de tecidos; Nutricdo mineral; Meio basal; Enraizamento;
Micronutrientes; Sintomas de deficiéncia

Abstract

Morphogenic response modulation of a given genotype in tissue culture could be
assessed essentially by two means, mineral nutrition and grow regulators. In
micropropagation this relies on a delicate equilibrium among the various components of the
culture media. Only an appropriate basal media selection could define the success or failure of
this technique, since it is responsible for recreating the nutritional conditions for the
development of tissues/organs. Although MS, JADS and WPM are the most common basal
media in eucalypts tissue culture, they have shown little success in E. dunnii
micropropagation. The diverse morphophysiological responses reported for this media could
be related to the different nutritional conditions for axillary shoots development induced by
the media composition. Identifying, understanding and associating them, could contribute to
E. dunnii basal media optimization. Having this in mind, morphophysiological responses and
mineral nutrient content of four E. dunnii clones grown in EDMm, JADS, MS and WPM
basal media or under imposed nutritional restrictions were assessed. All media tested were
able to propagate axillary shoots, however, only the shoots grown in EDMm media did not
showed chlorosis or oxidation sympthoms, and were able to root in a fair level. Among the
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media, the main differences in morphophisiologycal responses were caused by the different
levels of Cu, Fe, Mn and Zn, all of them higher in EDMm media. Nutritional restrictions in
EDMm media allow associating leaves chlorosis with Fe deficiency and leaves drop and
oxidation of dominant shoots with N deficiency. Moreover, restriction on K, Mn, Zn, Mo, Ni,
Co and NaCl levels reduced axillary shoot development, however, without visual symptoms.

Keywords: Tissue culture; Mineral nutrition; Basal media; Rooting; Micronutrients;
Deficiency symptoms

4.1 Introducao

As plantas vasculares sdo organismos sésseis que vém evoluindo hd mais de 400
milhdes de anos e que tém conseguido se estabelecer em ambientes extremamente diversos.
Esta caracteristica adaptativa sugere uma grande especializacdo, consequentemente, OS
requerimentos ambientais para o seu 6timo desenvolvimento, dentre eles os nutricionais, vao
diferir entre tdxons, fato reconhecido e aproveitado hd muito tempo na agricultura
(MARSCHNER, 1995).

Na cultura de tecidos, o crescimento e a morfogénese sao muito influenciados pela
composi¢do do meio de cultura e o gendtipo (BHOJWANI; RAZDAN, 1996; KOTHARI,
AGARWAL; KUMAR, 2004). Contudo, desde que Murashigue e Skoog publicaram “A
revised medium for rapid growth and bioassays with Tobacco tissue culture” (1962), a
maioria dos pesquisadores envolvidos na cultura de tecidos comecaram a utilizar esta
combinacdo de minerais (MS) de forma indistinta, para uma grande variedade de plantas
(GRIBBLE, 2002; GEORGE; DE KLERK, 2008).

Na propagacao in vitro do eucalipto, o MS ou versdes modificadas dele, se encontram
entre os meios mais empregados, porém, outros meios basais de menor teor salino, como o
WPM (LLOYDS; MCCOWN, 1980) e o JADS (CORREIA, 1993; CORREIA et al., 1995),
tém demonstrado ser apropriados para vdrias espécies e hibridos (LE ROUX; VAN
STANDEN, 1991; GLOCKE et al., 2006; PINTO et al, 2008; DUTRA; WENDLING;
BRONDANI, 2009; BRONDANI et al., 2012b). Porém, os meios mencionados tém tido
pouco sucesso quando utilizados na propagacdo in vitro de material adulto de E. dunnii.
Trabalhos anteriores indicam que, embora seja possivel atingir taxas de multiplicacdo
razodveis, a clorose, a oxidagao, a hiperhidricidade, a formagao de calos e a dificuldade em
atingir o enraizamento sdo denominadores comuns (GRACA, 1989; GRACA, 1997; GRACA
et al., 2001; BILLARD; LALLANA, 2005; MALYZ et al., 2011; NAVROSKI, 2011;
NAVROSKI et al., 2013).
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Meios de cultura sub6timos podem causar desordens fisioldgicas ou até a morte dos
tecidos (NAS; READ, 2004). Em decorréncia de desequilibrios nutricionais, a alteragdo do
funcionamento normal do metabolismo afeta a sensibilidade dos tecidos e das células aos
reguladores de crescimento (RAMAGE; WILLIAMS, 2002). Por outro lado, o emprego de
reguladores de crescimento pode ser reduzido ou até suprimido do meio de cultura uma vez
que as deficiéncias sdo supridas (PREECE, 1995; KOTHARI; AGARWAL; KUMAR, 2004),
evitando problemas associados ao seu uso em elevadas concentragdes, como a formacao
excessiva de calos, evento citado para E. dunnii (GRACA et al.,, 2001; BILLARD;
LALLANA, 2005; MALYZ et al., 2011; NAVROSKI, 2011; NAVROSKI et al., 2013).

Sempre que os nutrientes minerais se encontrarem em quantidades insuficientes, o
funcionamento normal do metabolismo € afetado antes da apari¢ao de qualquer sintoma visual
(BERGMANN, 1992). Estes estdo sempre presentes nos meios de cultura, a diferenca das
fontes de carbono, os reguladores de crescimento, as vitaminas, os aminodcidos, os
gelificantes e outras substincias que podem ou ndo estar incluidas (GEORGE; DE KLERK,
2008). Diante disso, a defini¢do da composicao mineral do meio de cultura é especialmente
importante para favorecer o desenvolvimento in vitro dos tecidos (MEZZETTI; ROSATI,
CASALICCHIO, 1991).

Na aclimatizagdo, a sobrevivéncia das microplantas estd muito relacionada ao estado
nutricional in vitro, culturas com maior absor¢do de nutrientes e maiores taxas de
multiplicacdo apresentam maior sobrevivéncia (HALLORAND; ADELBERG, 2011),
contudo, esta afirmagcdo ndo pode ser generalizada para todas as espécies e genotipos
(ADELBERG; DELGADO; TOMKINS, 2010). Provavelmente, nutrientes criticos para o
enraizamento € a sobrevivéncia ndo o sejam para o crescimento e multiplicacdo in vitro,
implicando na necessidade de avaliar o processo todo, desde a multiplicacio até o
enraizamento e posterior aclimatizacdo das microplantas.

Meios basais formulados com base nos teores de nutrientes minerais encontrados em
tecidos vegetais tém sido utilizados com €xito na micropropagacao de varias espécies vegetais
(RUGINI, 1984; CORREIA et al., 1995; SOUZA; GONCALVES, 1996; MORARD;
HENRY, 1998; MONTEIRO et al., 2000; GRIBBLE, 2002; NAS; READ, 2004;
BACCHETTA et al., 2008; ARANDA-PERES et al., 2009), indicando o grande potencial que
apresenta esta estratégia.

Uma vez que a maioria dos nutrientes possui uma ou mais fungdes no metabolismo
das plantas, as deficiéncias, em contraste aos excessos, quase sempre provocam sintomas

muito caracteristicos, os quais podem ser considerados boas ferramentas de diagnéstico
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(DELL et al., 2001; ROMHELD, 2012). Mesmo sendo um método simples, a identificacdo
visual de sintomas de defici€éncia ou excesso nem sempre resulta um processo fécil, pois um
mesmo sintoma em distintos estdgios pode ter diferentes descri¢des, ou pior ainda, em
estagios avancados, os sintomas de deficiéncia ou toxidez s@o muito similares. Na medida em
que a deficiéncia se torna mais severa, aparecem sintomas secunddrios devido a perturbacdo
dos estagios sucessivos do metabolismo, tornando a identificacdo ainda mais complexa
(BERGMANN, 1992). Neste sentido, a clorose e a necrose dos tecidos e os seus padroes de
desenvolvimento sdo os critérios importantes para o diagndstico visual (ROMHELD, 2012),
eventos ja observados nas brotacdes de E. dunnii nos capitulos anteriores deste trabalho.

O meio basal EDM, desenvolvido com base na analise de nutrientes minerais de
brotacdes de cepas e da disponibilidade de nutrientes em solugdo, ji demonstrou ser
apropriado para a organogénese e a multiplicacdo de material juvenil, quando modificada a
concentracdo e fonte de Fe (EDMm) de E. dunnii (Capitulo 3). No entanto, para determinar se
sua utilizacdo pode ser vantajosa na micropropagacdo de material adulto desta espécie, torna-
se necessdrio avaliar seu desempenho em relagdo a outros meios de cultura disponiveis. Por
outro lado, € necessario desenvolver ferramentas que permitam otimizar este meio de cultura,
que a priori parece promissor, como a identificacdo de sintomas de deficiéncias in vitro e a
caracterizacdo das respostas morfogénicas em niveis adequados e/ou deficientes de nutrientes
minerais.

Com base no exposto, avaliaou-se o efeito de quatro meios basais, EDMm, JADS, MS
e WPM, assim como o efeito da restricdo parcial e/ou total de nutrientes do meio EDMm na
micropropagacdo de quatro matrizes selecionadas para o volume e forma de fuste de E.

dunnii.

4.1.1 Hipdteses

* As diferentes concentracdes de nutrientes minerais fornecidos através dos distintos
meios basais provocam diferengas nas respostas morfofisoldgicas.

e O apropriado estado nutricional, produto do crescimento das brota¢cdes no meio basal
EDMm, é mais favordvel para a micropropagacao de E. dunnii em relacdo aos meios
basais JADS, MS e WPM.

® As deficiéncias de nutrientes minerais in vitfro estdo associadas a sintomas visuais

reconheciveis.
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4.1.2 Objetivos
¢ Identificar relacdes entre nutrientes minerais e a qualidade e intensidade das respostas
morfofisiolégicas.
e Determinar o meio basal de melhor aptidao para a multiplicacdo in vitro de quatro
clones de E. dunnii.
e [dentificar sintomas associados as deficiéncias nutricionais induzidas por restricdes na

disponibilidade dos nutrientes do meio EDMm.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Material vegetal

Foram utilizados cinco clones do programa de melhoramento genético de E. dunnii do
INTA, selecionados para volume e forma em um teste de progénies localizado em Ubajay,
Entre Rios, Argentina (31°49'33"S 58°13'44"0) (Figura 4.2 A). Os mesmos foram
estabelecidos in vitro através de brotacdes epicormicas de se¢des de tronco de rebrotas (8 a 12
cm de didmetro x 1 m de comprimento). As se¢des, com suas extremidades seladas com cera
de abelhas, foram mantidas em casa de vegetacao por 60 dias sob condicoes de 26 + 2°C, 84 +
5% de UR e sombreamento parcial (Figura 4.2 B e C). As brotagdes foram coletadas a partir
do dia 30, seccionadas em segmentos nodais sem as folhas e submersas por 30 segundos em
dlcool 70%, seguido de 20 minutos em solugdo de hipoclorito de sédio (15 g L") acrescida de
Tween 20 (0,5 ml L) e triplo enxdgue de dgua destilada estéril em fluxo laminar. Por fim, os
segmentos foram introduzidos verticalmente em tubos de 35 ml de capacidade com 10 ml de
meio de cultura. Apés 30 dias, as gemas axilares desenvolvidas em brotagdes (Figura 4.2 D)
foram transferidas para o meio de multiplicagio EDMm, no qual foram subcultivadas a cada
30 dias, 8 vezes, antes do inicio dos experimentos. Explantes padronizados dentre trés e
quatro brotacdes, sem calos e oxidacdo evidente foram utilizados para cada tratamento (Figura
4.2 E).

Para obter as microestacas, apds 90 dias de cultura em cada meio basal, foram
coletadas todas as brotagdes maiores de 2 cm de cada tratamento. As brotagdes foram
padronizadas em microestacas dentre 2 e 3 cm de comprimento, sendo retirado o primeiro par

de folhas da base antes de serem colocadas no substrato.

4.2.2 Maeios de cultura e condicoes de crescimento
Para o estabelecimento do material vegetal, foi empregado o meio basal EDM (Tabela

2.4) sem reguladores de crescimento, adicionado com sacarose 20 g L™ e dgar BRITANIA® 6
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g L', Para a multiplicagdo, usou-se o meio basal EDMm (Tabela 4.1) adicionado com 4cido
o-naftalenoacético (ANA) 0,01 mg L™, 6-benzilaminopurina (BAP) 0,2 mg L™, sacarose 20 g
L' e dgar SIGMA A7921°5 gL

Tabela 4.1 — Sais minerais, vitaminas e aminodcidos que compdem os meios basais empregados no experimento

MS JADS WPM  EDMm
Sais minerais PM mg L
NH,NO; 80,05 1600,00 320,00 400,00 380,00
KNO; 101,10  1900,00 809,00 - 540,00
(NH,4),SO, 132,14 - - - 95,00
KH,PO, 136,09 170,00 408,00 170,00 250,00
K,(S0y,) 174,26 - - 990,00 -
Ca(NO3),.4H,0 236,15 - 1181,00 556,00 970,00
CaCl,.2H,0 147,03 440,0 - 96,00 -
MgS0,.7H,0 246,50 369,8 739,50 370 -
Mg(NO»), 6H,0 256,41 - - - 310,00
Na,EDTA.2H,0 372,24 37,30 74,50 37,30 -
FeS0,.7H,0 278,01 27,80 55,60 27,80 -
H;BO; 61,84 6,20 3,10 6,20 3,00
MnSO4H,0 169,01 16,90 16,90 16,90 20,45
ZnS0,.7H,0 287,56 8,60 4,32 8,60 4,00
Na,Mo0,.2H,0 241,98 0,250 0,15 0,25 0,15
CuS0,.5H,0 249,69 0,025 1,25 0,25 10,00
CoCl,.6H,O 237,95 0,025 0,25 - 0,30
KI 166,02 0,83 - - -
CLLNi.6H,O 237,69 - - - 0,025
NaCl 58,44 - - - 12,00
Basafer® Plus (5% o,0-EDDHA/Fe*") 434,80 - - - 286,00
Componentes organicos mg L

Pirodoxina 205,64 0,50 0,50 0,50 0,50
Acido nicotinico 123,11 0,50 0,50 0,50 0,50
Tiamina 337,27 0,10 5,00 1,00 5,00
Mioinositol 180,16 100,00 100,00 100,00 100,00
L-Arginina 174,21 - 7,00 - 7,00
L-Glutamina 146,15 - 145,00 - 145,00
L-Cisteina 121,15 - 2,50 - 2,50
Glicina 75,07 2,00 - 2,00 -
Pantotenato de célcio 219,24 - 1,10 - 1,10

De acordo com Murashigue e Skoog (1962), Correia et al. (1995) e Lloyds e McCown (1980).

Para o experimento I, os meios basais EDMm, JADS, MS e WPM foram elaborados
de acordo a Tabela 4.1, adicionados com sacarose 20 g L'l, 0,01 mg L'de ANA, 0,1 mg Lt
de BAP e gelificados com 5 g L' de 4gar SIGMA® A7921. Foi adicionado 40 ml de meio de
cultura para cada frasco de 250 ml. Para cada tratamento, trés subcultivos foram realizados a

cada 30 dias, antes da avaliagdo. Em cada subcultivo, os tufos foram divididos até o tamanho
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do explante padrdao original em quatro frascos (repeti¢des) e transferido o material sobrante
para o mesmo meio de cultura, sem dividir os tufos, para multiplicar e alongar o material, e
assim obter brotagdes para a etapa de enraizamento. Portanto, at€é o0 momento da avaliagdo, as
brotacdes de cada clone se desenvolveram por 90 dias no mesmo meio basal, para cada
tratamento.

Para o experimento II, foi empregado o meio basal EDMm, modificado para cada
restricio nutricional segundo a tabela 4.2 e adicionado com sacarose 20 g L', ANA 0,01 mg
L', BAP 0,1 mg L' e dgar SIGMA A7921® 5 ¢ L. Para cada tubo de vidro de 50 ml de
capacidade foi adicionado 10 ml de meio de cultura. O pH de todos os meios de cultura foi
ajustado para 5,8 prévio ao acréscimo do dgar. Em seguida, os tubos e os frascos foram
esterilizados em autoclave a temperatura de 121°C sob pressdo de 1 kg cm™ durante 20

minutos.

Tabela 4.2 - Modificacdes ao meio basal EDMm para cada restricdo nutricional e concentracdo padrdo para os
nutrientes minerais avaliados

Restrigiio Concentfagﬁo Concentr'agf?lo i N
nutricional padmo»1 sob restrlglao Componentes e concentracdes modificadas do EDMm

(mmol L) (mmol L)

Full - - Meio basal EDMm (Tabela 4.1)
Total = 26,9 17,41

-N NO; = 20,7 15,97 NH,NO; =0 mg L™
NH,* =62 1,44

-P 1,84 0,37 KH,PO, =50 mg L + K,SO, =130 mg L™

-K 7,18 1,84 KNO; =0 mg L + NH,NO; =595 mg L'

-Ca 4,11 0,85 Ca(NO;),.4H,0 =200 mg L™ + NH,NO; = 640 mg L™

-Mg 1,21 0,25 Mg(NO3), 6H,0 = 65 mg L + NH,;NO; = 460 mg L™

-S 0,89 0,17 (NH,),SO,=0 mg L' + NH,;NO; = 440 mg L'

-B 0,05 0,00 H;BO;=0mgL"

-Cu 0,04 0,00 CuS04.5H,0 =0 mg L™

- Fe 0,26 0,05 0,0-EDDHA/Fe* =28 mg L' (56 mg L' de Basafer® Plus)

- Mn 0,12 0,00 MnSO,H,0=0mg L'

-Zn 0,014 0,00 ZnS0,7H,0 =0 mg L'

- Co 0,001 0,00 CoCl,.6H,0 =0 mg L™

- Mo 0,0006 0,00 Na,Mo00,.2H,0 =0 mg L™

-Ni 0,0001 0,00 CLNi.6H,0 = 0 mg L

-ORG Padrido (Tabela4.1) 0,00 Componentes orginicos = 0 mg L™

Ap6s a introducao do material vegetal nos tubos e os frascos, sob fluxo laminar,
estes foram vedados com filme de PVC Resinite®. As condi¢des ambientais para o

crescimento das culturas foram as mesmas que as descritas no item 2.2.6.
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Com base nos resultados do capitulo 3, o enraizamento foi conduzido ex vitro, sem
aplicagdo de reguladores de crescimento. Foram utilizadas bandejas plasticas com células de
24 ml de capacidade, os materiais ¢ métodos ndo mencionados para esta etapa foram os

mesmos que os descritos no item 3.2.3.

4.4.3 Anailise nutricional

Para o experimento I, foram coletadas trés amostras para cada tratamento, ja para o
experimento II, para cada nivel de restricdo nutricional foram coletadas quatro amostras (uma
para cada clone). Em seguida, as amostras foram enxaguadas trés vezes com dgua destilada
para retirar qualquer residuo do meio de cultura, secas até peso constante em estufa a 65°C,
moidas com gral e pistilo (almofariz) de porcelana, peneiradas em malha de 20 mesh e
armazenadas em tubos tipo eppendorf.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Tecidos Vegetais do Departamento de
Ciéncia do Solo — ESALQ/USP, seguindo as metodologias propostas por Sarruge ¢ Haag
(1974).

4.4.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Para avaliar os distintos meios basais (experimento I), foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado (DIC) em arranjo fatorial 4 x 4 (4 clones e 4 meios), com quatro
repeticdes e cinco explantes por frasco, sendo a unidade observacional cada explante. O
mesmo delineamento foi empregado para o estudo da restricdo de nutrientes (experimento II),
em arranjo fatorial 20 x 4 (20 tipos de restri¢ao nutricional e 4 clones), com cinco repeticoes,
sendo a unidade observacional cada explante. As varidveis analisadas aos 90 dias do inicio
para o experimento I e, aos 30 dias para o experimento II, foram: nimero de brotacdes (NB);
nimero de brotacdes alongadas (NBA); taxa de multiplicacdo (TM); taxa de crescimento
(TC); e massa seca total (MST). Foram consideradas alongadas, as brotacdes maiores que 20
mm, estimado como comprimento minimo para seu uso como microestacas. A varidvel MST

para o experimento I foi calculada de acordo a eq. (1), ja para o experimento II foi de acordo a

eq. (2).

MST = (MSEF - MSEP) + (MSBA*NBA) (1)

MST = massa seca total por explante (mg);

MSEF = massa seca final por explante (mg);

MSEP = massa seca inicial do explante padrao (média de 10 explantes amostrados ) (mg);
MSBA = massa seca por brotacao alongada (média de 10 explantes amostrados) (mg);
NBA = nimero de brotacdes alongadas.
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MST = (MSEF - MSEP) 2)

MST = massa seca total por explante (mg);
MSEF = massa seca final por explante (mg);
MSEP = massa seca inicial do explante padrdo (média de 10 explantes amostrados) (mg).

A TM foi calculada de acordo com Halloran e Adelberg (2011) e o mesmo conceito

foi empregado para calcular a TC (eq. 3 € 4).

TM = NBF/NBI 3)

NBF = niimero de brotag¢des por explante obtidas no final do periodo de avaliagado;
NBI = niimero de brotagdes iniciais por explante;

TC= MSEF/MSEP “)

MSEF = massa seca final por explante (mg);

MSEP = massa seca inicial do explante padrdo (média de 10 explantes amostrados por tratamento (mg);

Aos 40 dias de idade, foi avaliado o enraizamento (ER) de 28 microestacas para cada
tratamento na escala binomial (0/1).

Verificou-se a auséncia de outliers, a homogeneidade da variincia e a normalidade dos
erros, posteriormente foram conduzidos a anélise da variancia, a regressao linear quasipoisson
ou logistica (1 = enraizamento) e/ou o teste de Tukey, em fungao do tipo de varidvel resposta
e do objetivo da andlise. Quando as varidveis ndo obedeceram as pressuposi¢cdes necessarias
para aplicar as andlises paramétricas, foram aplicadas transformacgdes de Box-Cox, e, nos
casos nos quais as varidveis continuaram ndo se ajustando, foi aplicado o teste de Kruskal-
Wallis. Para a ANOVA e posteriores testes de Tukey e/ou de Kruskal-Wallis das
concentracdes de nutrientes minerais, as andlises foram realizadas para os efeitos principais
(médios) dos tratamentos de restri¢ao.

Além disso, os dados obtidos das andlises quimicas e as varidveis morfofisioldgicas
TM, TC e NBA foram submetidos a andlise de componentes principais (ACP) (JOLLIFFE,
2002) e representados em graficos biplot (GABRIEL; ODOROFF, 1990). Os teores dos
nutrientes minerais foram analisados como varidveis quantitativas e cada meio basal como
varidvel categdrica, sendo utilizados para estimar as elipses de confiangca dos agrupamentos
do experimento .

Todas as andlises foram realizadas no programa R, versao 3.0.2 (R CORE TEAM,

2013), com os pacotes ‘FactoMineR’, ‘laercio’, ‘MASS’, ‘rms’e ‘pgirmess’.
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4.5 Resultados e discussao
4.5.3 Experimento I - Meios basais

Para facilitar a interpretacdo e evitar problemas de multicolinearidade e redundancia
na andlise, na ACP foram consideradas unicamente as varidveis morfofisiolégicas NBA, TM,
TC e ER, assim como todos os nutrientes minerais analisados, totalizando 14 variaveis. A
ACP conseguiu sintetizar em trés componentes 79% da variancia acumulada, os quais sdo
apresentados em quatro gréficos biplot (Figura 4.1 A, B, C e D). Esta andlise multivariada
evidencia que a maior propor¢cdo da variancia pode ser atribuida aos meios basais, uma vez
que os agrupamentos responderam a esta varidvel qualitativa. Nesse sentido, o meio basal MS
promoveu maiores diferencas nas respostas entre os clones avaliados. Além disso, foi
observada uma sobreposi¢ao das observacdes dos meios MS e WPM quando considerados os
CP1 e CP2 (Figura 4.1 B), resposta atribuivel ao fato de compartilharem a mesma composicao
para P, Ca, Mg, os micronutrientes e as substincias organicas. Da mesma forma, quando
considerados os CP2 e CP3, essa sobreposi¢do se estende parcialmente ao meio EDMm,
principalmente em decorréncia dos valores similares de Zn e Mn das brotacdes cultivadas no
WPM (Figura 4.1 E, Tabela 4.5).

O ER e os niveis de Cu, Fe, Mn, Zn ¢ em menor extensdo o N (CP3), foram
determinantes nas respostas observadas no meio EDMm, manifestado tanto pelas correlagdes
destas varidveis com 0s componentes principais, como pelos vetores das varidveis originais
(Tabela 4.3 e Figura4.1 A e C).

Considerando o CP1 e CP2, fica evidente que a TC e a TM sdo favorecidas com o
incremento das concentracdes de K e S, fornecido pelos meios basais MS e WPM, e afetadas
negativamente pelas concentragdes de Fe e Ca do JADS e do EDM. Os elevados niveis de Zn
nas brotacdes desenvolvidas no meio EDMm e de P e Mg obtidas no JADS, correlacionados
significativamente com o CP2, também contribuiram no agrupamento das observagdes,
contudo, sem uma evidente relacdo com as varidveis morfofisioldgicas, denotada pela direcdo
e sentido dos vetores no biplot (Figura 4.1 A e B).

O CP3 apresentou uma correlacdo negativa significativa com o N e, a0 mesmo tempo,
correlagdes positivas com K, ER e NBA, sugerindo um efeito inibidor do N e um efeito
benéfico do K sobre estas varidveis, quando presentes em elevadas concentragdes no meio de
cultura (Tabela 4.3 e Figuras 4.1 C e D). Neste caso, esta resposta € claramente atribuivel aos
elevados niveis de N do meio MS (Tabelas 4.5 e 4.6) e que pode estar relacionada ao fato de
muitas espécies de eucaliptos precisarem da dilui¢do pela metade deste meio basal para atingir

o alongamento e/ou enraizamento in vitro (LE ROUX; VAN STANDEN, 1991).
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Figura 4.1 - Gréficos biplot do ACP para os teores de nutrientes minerais, TC, TM, NBA e ER de quatro clones
de E. dunnii cultivados nos meios basais EDMm, JADS, MS e WPM. A) Biplot dos vetores das
varidveis originais e B) agrupamento das observacdes por meio basal e elipses de confianca (P =
0,05) quando considerados os componentes principais 1 e 2. C) Biplot dos vetores das varidveis
originais e D) agrupamento das observacdes por meio basal e elipses de confianca (P = 0,05)
quando considerados os componentes principais 2 e 3

Tabela 4.3 — Componentes principais (CP), variancia proporcional acumulada (VAC) e correlagdes significativas
das varidveis originais com cada componente, para os teores de nutrientes e varidveis
morfofisiolégicas de quatro clones de E. dunnii cultivados nos meios basais EDMm, JADS, MS e

WPM
CP VAC Varidveis significativas

(%) N p K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn ER TC TM NBA
CP1314 - - 051" 083" - 0697 0,767 093" - - 0,55 -0,58" -0,72" -
CP2585 - -0,797 - - -084" - 058 - 07170977058 - - -
CP379.1 -0,76 - 062" - - - - - - - 054" - - 0,827

*=P<0,05e**=P<0,01



Tabela 4.4 - Médias e desvios padrdo para as varidveis NB, NBA, TM, MST, TC e ER por clone e meio basal ap6s 30 dias da dltima transferéncia e 90 dias de cultura em
cada meio basal

Meio BASAL Clone (nlimerol\l}iplante'l) (nﬁmeroN];é)lante'l) ™ (mg xsgnte'l) Tc (E/l} )
ED_006 8,70 = 2,03 Bb 0,15 + 0,37 ABb 2,18 = 0,51 Bb 35,73 £ 6,04 Cd 5,70 £ 0,79 Cb 0,17 + 0,38 ns
EDMm ED_015 6,35 £ 1,23 Cc 1,25 + 0,55 Aa 1,59 £ 0,31Cc 77,71 £ 8,47 Aa 7,67 £ 0,73 Aa 0,42 + 0,50°
ED_020 10,80 + 2,63 Ba 1,85 + 0,81 Aa 2,23 + 0,50 Bab 51,48 + 13,82 Cc 7,60 + 1,43BCa 0,63 + 0,49 **
ED_023 8,93 + 2,02 Bab 1,67 £ 0,82 Aa 2,70 £ 0,66 Ba 63,36 £ 13,71 BCb 8,50 = 2,02 Ca 0,50 + 0,51 *
Total EDM 8,68 + 2,58 1,20 £ 0,93 2,17 £ 0,65 56,65 £ 19,15 7,35 = 1,69 0,42 + 0,49
ED_006 8,85 + 2,30 Ba 0,25 + 0,44 ABDb 2,21 £ 0,58 Ba 45,59 £ 9,22 Bb 7,00 £ 1,21 Be 0,08 = 0,28 ns
ED_015 6,40 £ 1,23 Cb 0,75 £ 0,79 BCab 1,60 £ 0,31 Cb 64,31 £ 12,63 Ba 6,52 + 1,08 Bc 0,08 = 0,28 ns
JADS ED_020 9,75 £ 2,17 Ba 1,05 £ 0,83 BCa 2,41 £ 0,57 Ba 62,85 + 14,09 BCa 8,37 £ 1,02 Bb 0,08 = 0,28 ns
ED_023 9,65 £ 2,28 Ba 1,05 £ 0,51 Aa 2,44 + 0,54 Ba 70,76 £ 9,83 Ba 10,16 £ 2,05BCa 0,16 = 0,38 ns
Total JADS 8,66 + 2,42 0,78 £ 0,73 2,17 £ 0,61 60,87 £ 14,76 8,01 = 1,98 0,10 = 0,30
ED_006 7,00 = 1,25 Cb 0,00 £ 0,00 Bb 1,75 £ 0,31 Cb 41,42 £ 12,43 BCd 6,45 + 1,64 BCb - £ -
MS ED_015 8,40 + 1,60 Bb 0,15 £ 0,49 Cb 2,10 £ 0,40 Bb 59,46 + 10,81 Bc 6,10 £ 0,93 Bb 0,04 = 0,20 ns
ED_020 10,75 + 2,49 Ba 1,55 + 0,69 ABa 3,09 + 0,78 Aa 77,99 + 12,51 Ab 10,85 + 1,40 Aa 0,08 = 0,28 ns
ED_023 12,35 + 3,13 Aa 1,50 £ 0,76 Aa 2,69 £ 0,62 Ba 92,84 + 11,90 Aa 12,37 £ 1,82 Aa 0,13 = 0,34 ns
Total MS 9,80 + 3,03 0,85 = 0,93 2,45 + 0,76 69,69 + 22,13 9,11 + 3,11 0,08 + 0,24
ED_006 10,73 + 1,67 Ab 0,47 = 0,52 Ab 2,68 £ 0,42 Ab 68,68 + 13,58 Aab 10,04 £ 1,79 Aa 0,13 = 0,34 ns
WPM ED_015 9,75 £ 1,74 Ab 0,85 = 0,59 Bab 2,44 + 0,44 Ab 62,31 + 12,04 Bab 6,35 + 1,03 Bb 0,08 = 0,28 ns
ED_020 14,87 + 3,66 Aa 0,53 £ 0,74 Cb 2,68 £ 0,55 ABb 71,65 £ 18,11 ABa 6,97 £ 1,62 Cb 0,04 = 0,20 ns
ED_023 10,70 £ 2,20 ABb 1,50 = 0,89 Aa 3,72 + 0,92 Aa 57,35 £ 15,56 Cb 11,45 £ 2,64 ABa 0,16 = 0,38 ns
Total WPM 11,33 + 3,02 0,89 + 0,81 2,83 £ 0,75 64,26 + 15,54 8,41 £ 2,74 0,10 £ 0,31

Para cada varidvel nas colunas, letras maidsculas diferentes indicam diferencas entre meios basais em cada clone a P = 0,05 do teste deTukey e letras minusculas diferentes
indicam diferengas entre clones em cada meio basal P = 0,05 do teste de Tukey para os efeitos simples (interacdo significativa)

ns = ndo significativo; (°) P <0,10; (*) P <0,05 e (**) P <0,01 para regressao logistica de todas as combinagdes de clone e meio basal
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Tabela 4.5 — Concentragdes médias de nutrientes minerais em brotacdes de E. dunnii para cada clone e meio basal apds 30 dias da tltima transferéncia e 90 dias de cultura em

cada meio basal

. N P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
Meio basal Clone 3 3
gkg mg kg
ED_006 52,01 4,38 17,34 6,72 0,90 2,06 84,67 1762,17 405,83 136,83
EDMm ED_015 25,06 4,77 22,19 8,59 1,33 3,34 91,67 1269,00 380,33 127,33
ED_020 31,86 5,25 25,76 7,34 1,57 3,19 87,17 1156,67 367,67 160,67
ED_023 29,75 6,01 24,48 8,68 1,73 3,76 103,33 1312,33 433,17 133,67
ED_006 39,07 5,98 20,66 6,24 2,30 2,56 12,17 1406,23 316,67 38,83
JADS ED_015 29,96 8,03 26,78 9,23 3,40 3,80 17,50 1129,33 243,33 38,33
ED_020 27,27 7,84 27,29 7,16 3,33 3,65 14,17 088,83 229,00 35,17
ED_023 32,05 7,92 22,95 9,42 3,23 4,21 16,67 1035,83 209,83 40,50
ED_006 - 4,56 12,41 432 1,03 2,32 11,67 1219,83 279,83 89,83
MS ED_015 55,67 5,27 26,27 4,44 1,43 4,07 11,17 508,50 274,83 85,00
ED_020 49,92 4,92 28,05 3,45 1,27 3,72 9,67 468,17 235,50 101,17
ED_023 55,09 4,30 36,98 4,09 1,40 4,06 7,17 467,00 268,83 97,67
ED_006 35,67 5,90 27,03 3,60 1,07 7,49 12,50 638,17 420,00 98,67
WPM ED_015 26,98 5,07 27,80 4,05 1,13 7,99 13,17 383,50 311,83 92,50
ED_020 29,30 4,75 23,46 3,04 0,90 8,02 13,33 369,17 292,33 114,33
ED_023 29,81 5,14 24,99 2,95 1,00 7,74 15,50 382,33 272,83 122,83

- = amostra insuficiente para analisar

Tabela 4.6 - Concentracdes médias e desvios padrdo de nutrientes minerais em brota¢des de E. dunnii apés 30 dias da ultima transferéncia e 90 dias de cultura em cada meio

basal
. N P K Ca Mg Cu Fe Mn Zn
Meio basal 5] .
gkg mg kg

EDMm  34,67+10,78b 5,10+0,81b 22,44+3,82a 7,83+0,91a 1,38+0,34b 3,09+0,68b  91,71%10,15a 1375,04+246,9a 396,8+31,45a 139,6%24,09a
JADS 32,09+5,18b  7,20+1,41a 24,42+3,65a 8,01+x1,43a 3,07+0,51a 3,56+0,66b  15,13+2,37b 1140,06+£194,2a 249,7+43,33c  38,2+2,68c

MS 53,56+5,67a  4,76+£0,81b 25,93+10,39a 4,08+0,50b 1,28+0,20b 3,54+0,89b 9,92+2,23¢c 665,88+337,9b  264,8+23,29c  93,4+7,14b
WPM 30,443,376 5,22+0,53b 25,82+2,17a  3,41£0,50c 1,03+0,11c 7,81+0,37a  13,63+1,91b 443,29+121,7c  324,3+61,02b 107,1+13,59b

Para cada nutriente mineral nas colunas, letras mintsculas diferentes indicam diferencas entre meios basais de acordo ao teste de Tukey (P = 0,05)

IT1
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Figura 4.2 - A) Vista do teste de progénies de E. dunnii, antes do corte raso da drea onde foram selecionadas as
arvores matrizes; B) por¢des de tronco de rebrotas de 16 meses de idade aos 45 dias da colheita e
acondicionamento em casa de vegetacdo; C) detalhe das brotacdes epicérmicas usadas como fonte
de explantes no estabelecimento in vitro; D) estabelecimento in vitro de segmentos nodais em meio
EDM. Vistas das brota¢des do clone ED_015; E) no inicio do periodo de avaliagdo do experimento
em meio EDMm; F) no final do periodo de avaliacdo do experimento em meio EDMm; G) em meio
basal MS; H) em meio basal JADS; e I) em meio basal WPM. Setas amarelas = oxidacdo; setas
vermelhas = clorose. Barras =10 cm (B), 2 cm (C, D, E, F, G,He )

Os elevados niveis de P, Ca e Mg que caracterizam ao meio basal JADS, foram
refletidos no contetido das brotagdes (Tabelas 4.5 e 4.6). Estas varidveis, assim como 0s
baixos niveis de Zn, Mn, Cu e ER contribuiram com o agrupamento das observacdes do
JADS, como evidenciado pelas correlacdes significativas destas caracteristicas com o CP2
(Tabela 4.3 e Figura 4.1). No caso de WPM, suas elevadas concentragdes de S provocaram

maiores acimulos deste nutriente nas brotacdes, em relacdo aos outros meios de cultura
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(Tabela 4.6) e favoreceram as TM e TC em detrimento do ER (Figura 4.1 A). O meio WPM
promoveu os maiores NB e TC na maioria dos clones, com excecido do clone ED_023 que
apresentou boas respostas também no meio MS para estas varidveis (Tabela 4.4).

Tanto o JADS como o EDMm contém os maiores teores de Fe na sua formulacao,
diferindo na fonte deste nutriente, sendo EDTA/Fe para o JADS e 0,0-EDDHA/Fe’* para o
EDMm (Anexo D). Diferente dos resultados obtidos no MS e WPM, para ambos os meios o
nivel de Fe foi elevado nas brotagdes (Tabela 4.6) e a clorose ndo foi observada (Figuras 4.2
F, H, 4.3 A, B, C e D). Contudo, o menor conteido de Zn e as maiores concentracdes de
EDTA no JADS provocaram quedas na disponibilidade deste nutriente, evidenciado pelas
andlises quimicas e pela modelagem no GEOCHEM-EZ (Tabela 4.6, Anexo D). Efeitos
similares foram observados para o Cu nos meios JADS, MS e WPM, nos quais os menores
teores do nutriente e o emprego do EDTA como agente quelante nos meios basais provocaram
baixas concentracdes nas brotacdes (Tabela 4.6, Anexo D).

Uma maior producdo de biomassa nos clones ED_020 e ED_023 foi observada no
meio MS, por outro lado, o clone ED_015 teve melhor comportamento para esta caracteristica
no meio WPM e o clone ED_006, no meio EDMm. Estas respostas foram similares tanto para
a MST como para a TC, ambas as varidveis que avaliam estas caracteristicas (Tabela 4.4).
Uma particularidade do MS que poderia explicar esta resposta € sua elevada concentracdo
16nica, principalmente devido aos elevados niveis de N e K (Anexo D), muito superiores em
relacdo aos meios EDMm, JADS e WPM, e que poderiam ser considerados excessivos,
aspecto ja mencionado para outras culturas (MONCALEAN et al., 1999; DANTAS et al.,
2001).

No meio basal EDMm foi observado um maior NBA para a maioria dos clones,
contudo, o clone ED_006 (Figura 4.3 A), caracterizado pelo baixo crescimento e alongamento
in vitro, apresentou melhor resposta no meio WPM. Por outro lado, o clone ED_023 nao
apresentou especificidade em relacdo ao meio de cultura para esta caracteristica, manifestando
bom desenvolvimento em todos os meios basais (Figura 4.3 A; Tabela 4.4).

De forma geral, todos os meios basais permitiram multiplicar o material empregado
nesta experiéncia (Figura 4.3 A, B, C e D). O clone ED_006, que nao teve uma boa
predisposicdo para o alongamento nestas condic¢Oes, apresentou elevados niveis de N e de Fe
nos tecidos, indicando que as concentracdes destes nutrientes provavelmente estio fora do seu
intervalo 6timo (Tabelas 4.5 e 4.6). Possivelmente, um ajuste do meio basal e relacdes
apropriadas de reguladores de crescimento poderiam contribuir para superar estes

inconvenientes e otimizar as respostas deste clone, aspecto ndo abordado neste trabalho.
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Figura 4.3. Vistas das brotacdes dos clones A) ED_006; B) ED_015; C) ED_020 e D) ED_023 apés 30 dias do
inicio do experimento, nos meios basais MS, WPM, EDMm e JADS (da esquerda para a direita em
cada imagem). Microestacas aos 7 dias de idade, note-se a oxidag@o incipiente nas folhas das
microestacas advindas das brotagdes desenvolvidas no MS (seta amarela) em E); F) Microestacas
enraizadas aos 40 dias de idade dos clones ED_006, ED_015, ED_020 ¢ ED_023. Barras =2 cm

O fator fundamental que determina as diferengas nas respostas entre os meios basais é
o ER, o qual s6 foi atingido em niveis aceitdveis para os clones ED_015, ED_020 e ED_023
quando as microestacas foram obtidas de brotacdes cultivadas no meio basal EDMm (Tabela
4.4). Em média, os quatro clones avaliados para esta caracteristica atingiram 42% de
enraizamento no meio EDMm, superiores aos valores citados para material adulto de E.
dunnii (GRACA, 1997; BILLARD; LALLANA, 2005; NAVROSKI, 2011) e E. benthamii x
E. dunnii (BRONDANI et al., 2011). Esta resposta possui uma grande relevancia, desde que o
enraizamento adventicio de brotagdes constitui uma das vias mais importantes para a
propagacdo vegetativa e € um pré-requisito para a obtencdo de clones vidveis em nivel

comercial (LI et al., 2009).
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Semelhantes a estes resultados, meios de cultura adicionados com EDDHA/Fe tém
melhorado o aspecto dos explantes e, a0 mesmo tempo, incrementado as taxas enraizamento
em Prunus amygdalus x P.persica (MOLASSIOTIS et al., 2004) e Juglans major x J. regia
(MORENQO et al., 2012).

As brotagdes cultivadas no meio EDMm ndo apresentaram alteracdes visuais ao
normal desenvolvimento, entretanto, sintomas de oxidag¢do foram observados nos meios
restantes e clorose nos meios basais MS e WPM, para todos os clones (Figuras 4.2 F, G, H, I,
4.3 A, B, C e D). Provavelmente, a clorose é decorrente das menores concentragdes de Fe e
do uso do EDTA como agente quelante nas suas composi¢coes (Tabela 4.1 e Anexo D), ambos
os fatores possivelmente envolvidos na clorose e oxidagdo in vitro de E. dunnii, segundo os
resultados do capitulo 2 deste trabalho. As andlises quimicas de nutrientes minerais
corroboram esta hipdtese, uma vez que os valores de Fe foram significativamente menores
nos meios MS e WPM para todos os clones (Tabela 4.6).

A oxidagdo observada nas brotagdes de E. dunnii cultivadas nos meios JADS, MS e
WPM poderia estar relacionada aos baixos teores de Cu encontrados nas brotagdes. Este
elemento tem um papel fundamental na sintese de lignina e na prote¢do contra o estresse
oxidativo, a sua deficiéncia tem demonstrado ocasionar efeitos significativos nas plantas
lenhosas (BERGMANN, 1992; MARSCHNER, 1995). Por um lado, menores concentracdes
de CuZnSOD (superéxido dismutase) podem afetar a capacidade de desintoxicac¢do e, por
outro lado, uma queda na sintese de lignina pode ocasionar um acimulo de substincias
fendlicas (BROADLEY, 2012). Um efeito secunddrio, porém de enorme relevancia neste
caso, que pode se atribuir ao Cu é a enorme diferenca nas respostas observadas quanto ao
enraizamento adventicio das brotagdes advindas dos distintos meios de cultura. De acordo
com Gaspar (1985), a génese da parede celular e a formacio do xilema durante a rizogénese
requerem dos processos de lignificacdo, evento possivelmente afetado nos meios basais
JADS, MS e WPM. Além disso, uma outra evidéncia em favor do Cu € a prematura oxidagdo
observada nas microestacas obtidas das brotagdes desenvolvidas no meio MS (Figura 4.3 E).

O meio MS ja foi mencionado como indutor de clorose em Corylus avellana (NAS;
READ, 2004) e E. benthamii (BRONDANI et al., 2012), e de clorose e oxidagdao na
micropropagacdo de E. erythronema x E. stricklandii (GLOCKE et al., 2006) e na
organogénese de E. benthamii x E.dunnii (OLIVEIRA et al.,, 2011). Neste ultimo caso,
também foram citados elevados niveis de oxidacdo para explantes desenvolvidos no meio

JADS.
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Outro nutriente que apresentou elevada correlacio com o ER foi o Mn (Figura 4.1 A),
presente em maiores concentracdes nas brotacdes desenvolvidas no meio EDMm (Tabela
4.6). Ressalta-se que o conteido de Mn dos meios basais nao difere significativamente entre
eles, em consequéncia, as diferencas observadas nas brotacdes s@o atribuiveis a
disponibilidade do nutriente na solucio como resultado da sua menor afinidade com o
EDDHA (Anexo D). Os niveis deste nutriente também podem estar relacionados a auséncia
de sintomas de oxidag@o nos explantes, uma vez que ele faz parte da MnSOD, como o Cu e o
Zn, porém com atividade especifica na mitocondria e nos peroxissomos. As SOD sdo enzimas
responsdveis pela sobrevivéncia dos organismos aerdbicos na presenca de oxigénio,
protegendo-os dos radicais livres do oxigénio (O;) produzidos nas reacdes enzimdticas,
através da catdlise de reacdes que convertem estes radicais em H,O, (ELSTNER, 1982;
KLIEBENSTEIN; MONDE; LAST, 1998).

O Mn também participa na sintese da lignina como cofator enzimdtico na producdo e
polimerizacdo de compostos fendlicos, além disso, alguns estudos mencionam o Mn como
necessdrio para o alongamento celular nas raizes. Porém, este efeito pode ser atribuido ao fato
do Mn substituir ao Ca e ao Mg em decorréncia dos seus raios i0nicos similares
(BROADLEY et al., 2012), fato ja observado por Higashi (1996) e Higashi e Gongalves
(2006), em brotacdes de E. grandis e E. grandis x E. urophylla, quando omitidos o Ca e Mg
do meio basal JADS.

De forma geral, os resultados referidos a absorcdo de nutrientes por brotacdes
desenvolvidas nos meios de cultura JADS, MS e WPM sio similares aos mencionados por
Almeida (2012) para E. citriodora, em que os maiores niveis de N foram no MS, os de P, Ca,
Mg, Cu e Mn no JADS e o de S, no WPM. Contudo, os clones de E. dunnii neste estudo
apresentaram maiores concentracdoes de Cu, Fe ¢ Mn nos mesmos meios basais, sugerindo
uma maior demanda destes micronutrientes para esta espécie.

Uma vez que o enraizamento foi atingido em niveis aceitdveis apenas nas microestacas
obtidas das brotacdes desenvolvidas no meio EDMm e que neste meio basal ndo foram
observados sintomas de clorose e oxidacdo, pode-se inferir que os micronutrientes metélicos
Cu, Fe, Mn e Zn tiveram uma importancia fundamental, fato que pode ser atribuido
principalmente a protecdo dos explantes contra o estresse oxidativo, através da constitui¢do de
enzimas desintoxicantes e/ou na polimerizacao das substincias fendlicas.

Contudo, o equilibrio idnico do meio EDMm pode ser atingido apenas quando
empregado EDDHA/Fe como fonte de Fe, desde que, com excecdo do Cu, ele apresenta baixa

afinidade por outros nutrientes. Por outro lado, o EDTA tem maior afinidade pelo Cu, Mn e
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Zn, fato que pode provocar baixa disponibilidade destes nutrientes caso se elevem as

concentracdes do quelato, como ja observado para o Zn no capitulo 2 (Tabela 2.7).

4.5.4 Experimento II - Restriciao de nutrientes

A andlise multivariada com o método de ACP foi menos eficiente que no
experimento anterior, precisando de quatro componentes para caracterizar 64% da variancia
entre as observacoes das 13 varidveis analisadas conjuntamente (Tabela 4.7). Provavelmente,
as restri¢des nutricionais incrementaram as diferencas nas respostas entre os gendétipos. Nao
entanto, foi possivel identificar vdrias relacdes entre nutrientes e respostas morfofisiologicas

das brotacdes, de grande importancia para a propagagao in vitro de E. dunnii.

Figura 4.4 - Gréficos biplot do ACP para os teores de nutrientes minerais, TC, TM e NBA de quatro clones de E.
dunnii cultivados sob restricdo de nutrientes. A) Biplot dos vetores das varidveis originais e B)
agrupamento das observacdes para os componentes principais 1 e 2. C) Biplot dos vetores das
varidveis originais e D) agrupamento das observacdes para os componentes principais 3 e 4
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Tabela 4.7 — Componentes principais (CP), variincia proporcional acumulada (VAC) e correlagdes significativas
das varidveis originais com cada componente, para os teores de nutrientes e varidveis
morfofisiolégicas de quatro clones de E. dunnii cultivados nos tratamentos de omissao

CP VAC Varidveis significativas

(%) N P K Ca S Cu Fe Mn Zn ™ TC NBA
CP1 22,6 - - - - - - - 0,49* - 0,87** 0,81** 0,62**
CP2 39,0 -0,55*% -0,54* - 0,48% 0,74%* - 0,62%* - - - - -
CP3 53,5 0,49* - 0,69** - - - - - 0,75%* - - -
CP4 64,1 - 0,61** - - - -0,62%%* - - - - - 0,47°

°=P<0,1;*=P<0,05e*=P<0,01

Tabela 4.8 — Médias e desvios padrio das varidveis NB, NBA, MST, TM e TC para o meio basal EDMm padrao
(FULL) e cada restri¢do nutricional aos 30 do inicio do experimento

Res.tr.igéo NB B NBA B PS B ™ TC
nutricional (ndimero explante” ) (nimero explante”) (mg explante™ )
FULL 15,10 £ 6,41ab 0,60 £ 0,75 a 85,57 +31,70a 3,78 £ 1,60 ab 10,42+2,07 a
-N 11,95 £4,58becde 0,55 £0,83a  72,25+29,58a 2,99 +1,15bcde 8,84+2,09 abc
-P 11,60 £ 547bcde 0,20 £ 041a 69,82 +28,74a 290+ 1,37bcde 8,44+1,86 abed
-K 10,55 £ 4,06 cde 0,35 +049a 7492 +£36,59a 2,64 1,01 cde 8,79+2,74 abcd
-Ca 11,30 £ 298 bcde 045 £ 0,69a 7501 £3444a 2,83+0,74bcde 8,98+2,70 abc
-Mg 9,68 + 3,87 cde 0,32 + 048a 66,48 £36,42a 2,42 +0,97 cde 7,65+2,80 abcd
-S 10,65 £ 3,59 bcde 0,30 £ 0,57a 65,49 £30,84a 2,66 +0,90bcde 7,79+2,10 abcd
-B 12,45 £ 5,12 bed 0,55 +0,89a 72,59 +£36,48a 3,11 +1,28 bed 8,58 +£3,00 abcd
-Fe 17,65 +7,15a 0,55 £ 0,76 a 81,59 £40,32a 4,41+1,79a 9,58+3,18 ab
-Cu 12,05 £496bcde 0,55 +£0,69a 7589 +3840a 3,01 £1,24bcde  8,85+2,95abcd
-Mn 8,60 £ 3,78 cde 0,30 £ 047a 63,09 £28,74a 2,15+0,94 cde 7,62+2,61 abed
-Zn 8,45 £ 2,84 de 0,50 £ 0,69a 70,92 £29.85a 2,11 £0,71de 8,59+2,08 abed
-Co 8,20 £ 3,12 de 0,60 £ 0,68a 59,63 +28,11a 2,05+0,78 de 7,12+2,10 bed
-Mo 7,70 £ 3,18 e 0,40 £ 0,60a 54,90 £29,56a 1,93+0,80e 6,55+2,72 c¢d
-Ni 8,10 + 3,42 de 0,35 +0,49a  52,33+£2282a 2,03+0,85de 6,37+1,80 cd
-NaCl 11,25 £429bcde 0,40 £ 0,50a 62,55 +34,00a 2,81 £1,07bcde 7,26+£2,58 bed
-ORG 12,95 £ 5,05 be 0,20 £ 04la 67,85+32,05a 3,24+ 1,26bc 8,10+£2,92 abcd

Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de P = 0,05% segundo o teste de
Tukey

O CP1 denota correlagdes positivas significativas com Mn, NBA, TC e TM, cujos
vetores no biplot sdo coincidentes com a localizagdo do EDMm padrao (FULL), indicando
que a presenca deste nutriente no meio basal € responsdvel, pelo menos em grande parte, de
um melhor desenvolvimento das brotacdes (Figura 4.4 A e B; Tabela 4.7). Apoiando esta
hipdtese, as concentragdes de Mn sob restri¢do nutricional foram significativamente menores,
assim como o NB e TM (Tabelas 4.8 e 4.9). Contudo, além das respostas observadas, nao foi

possivel identificar sintomas visuais caracteristicos para este nutriente.
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Tabela 4.9 — Concentragdes médias de nutrientes minerais em brotagdes de quatro clones de E. dunnii para o
meio basal EDMm padrao (FULL) e cada restricdo nutricional apés 30 dias de cultura in vitro

Restricdo N P K Ca Mg S Cu Fe Mn Zn
nutricional gkg! mg kg!
Full 35,5a 5,6a 196abc 7,1a 14ab 1,7ab 1043b 1173,6a 607,8a 181,2ab
-N 27,6a 3,7ab 2l,1abc 83a 1,8ab 1,6ab 88,2b 10750a 651,7a 164,0b
-P 35,5a 1,6b 21,8abc 6,1a 1,4ab 20a 99,7b 1101,7a 509,0a 177,2ab
-K 388a 4,7a 143¢c 73a 2,1la 1,6 ab 104,3b 1140,0a 600,3a 181,3ab
-Ca 40,8a 4,3a 18,6bc 2,0b 13bc 1,3bc 928b 857,5ab 613,7a 189,8ab
-Mg 40,4a 45a 26,8a 7,0a 0,7c 1,8 ab 102,7b 1148,5a 6302a 2172a
-S 36,5a 3,8a 226abc 74a 1,7ab 1,2¢ 111,7ab 985,5a 616,2a 188,5ab
-B 41,8a 52a 248ab 72a 18ab 1,6ab 106,7ab  896,7a 583,2a 190,5ab
-Cu 352a 52a 204abc 69a 1,4abc 1,5abc 14,2 ¢ 10672a 531,5a 188,3ab
-Fe 374a 55a 21,7abc 72a 1,7ab 1,3bc 142,0a 420,3b 587,7a 191,8 ab
-Mn 39.,8a 49a 184bc 6,1a 13bc 1,5abc 942 b 9453a 51,6b 197,0ab
-Zn 36,6a 43a 173bc 64a 1,4abc 1,3bc 95,7b  1049,2a 5223a 48,0c
-Co 40,1a 4,6a 17,6bc 6,5a 1,3bc 1,3bc 955b 1066,5a 5432a 179,5ab
-Mo 404a 4,6a 19,5abc 6,7a 1,6ab 1,4bc 101,7b  1075,5a 522,7a 190,2 ab
-Ni 404a 4,0a 19,1abc 64a 1,5ab 13bc 92,0b 1020,2a 511,7a 182,7ab
-NaCl 389a 4,1a 2l14abc 69a 1,6ab 14bc 89,7b  1005,7a 544,7a 180,2 ab
-ORG 36,8a 4,1a 16,1c 64a 12bc 1,0c 88,8b  1006,7a 549,8a 182,8ab

Nas colunas, médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de P = 0,05% segundo o teste de
Tukey

O CP2 apresentou correlagdes significativas negativas com o N e o P, e positivas com
o Ca, S e Fe, sem correlacionar com as varidveis morfologicas, em decorréncia de nao
apresentar diferencas nas respostas morfofisiologicas sob restricdo destes nutrientes (Tabela
4.8), mesmo tendo apresentado diferencas no teor dos nutrientes nas brotagdes sob restricao
(Tabela 4.9).

Um efeito similar pode-se observar para o CP3, que apresentou correlagcdes
significativas para o N, K e Zn, sem associar-se as varidveis de crescimento. Porém,
considerando a ANOVA e posterior teste de Tukey, as restricdes de K e Zn exerceram um
efeito negativo no NB, TM e nos teores de nutrientes, respostas nao detectadas para o N
(Tabela 4.8 € 4.9).

No CP4, foram observadas correlacdes positivas para P e NBA e negativas para Cu,
sugerindo que as maiores concentragdes de P observadas estdo relacionadas a um maior NBA.
Este fato foi evidenciado sob restri¢do deste nutriente, na qual o normal desenvolvimento das
brotacdes foi afetado (Tabela 4.9), porém, sem diferencas significativas em decorréncia dos
elevados desvios padrao (Tabela 4.8). Por outro lado, a relacdo dos menores teores de Cu com

maior NBA, poderia ser interpretada como um efeito de dilui¢do, uma vez que esse nutriente
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ndo afetou a expressao desta caracteristica na sua omissao do meio EDMm, mesmo que suas
concentracoes tenham sido reduzidas significativamente (Tabela 4.8 e 4.9).

Os graficos de biplot permitem observar como as observagdes sob restri¢do do Fe e do
N nido se agruparam em diferentes quadrantes em relagdo do meio basal padrao (FULL) em
relacdo ao CP1 (Figura 4.4 B), mesmo com reducdo dos teores destes nutrientes nas brotagdes
sob restri¢do, sendo significativas para o Fe (Tabela 4.8 e 4.9). Isto resulta pela auséncia de
grandes diferencgas nas varidveis morfofisioldgicas sob restri¢do destes nutrientes € no meio
padrao EDMm, devido ao fato da restri¢do nutricional ndo ter sido suficientemente intensa
para provocd-las. Contudo, para ambos os nutrientes foram identificados sintomas de
deficiéncia, clorose nas brotacdes novas e apari¢do de calos organogénicos para o Fe (Figura
4.4 D, F e G), e queda de folhas, oxidacao e necrose para o N (Figura 4.4 H e I). Neste ultimo
caso, deve-se fazer uma distincdo em quanto a forma do N, uma vez que o NHy4" foi restrito
em maior propor¢cdo do que o NO;3™ (Tabela 4.2).

A maioria das plantas, tecidos e 6rgaos absorvem mais N e crescem mais rapidamente
em solucdes que contenham as duas fontes de N, NH;" e NO3; (GEORGE; DE KLERK,
2008), porém, esta é uma caracteristica que depende da espécie (EDWARDS; HORTON,
1982). Considerando que a omissao de Mo teve efeitos negativos no desenvolvimento dos
explantes, pode-se inferir que as brotacdes de E. dunnii estdao satisfazendo grande parte da sua
demanda de N assimilando o NOj3’, que representa o 75% do N total do meio EDMm (Anexo
D). Futuras pesquisas na micropropagacao de E. dunnii deveriam abordar esta questdo e
verificar se tanto a concentragdo final de N, como a propor¢cio NO3/NH,", sdo 6timas neste
meio de cultura.

A identifica¢do oportuna destes sintomas poderia contribuir para uma rapida correcao
das deficiéncias, minimizando os efeitos negativos dos meios de cultura subdtimos. Ao
mesmo tempo, as concentracdes destes nutrientes sob restricdo nutricional deveriam ser
consideradas como deficientes para o desenvolvimento normal das brotacdes de E. dunnii.

O fato de ndo ter-se observado efeito das restricoes de Fe e N nas varidveis
morfofisiologicas avaliadas € atribuivel a que os efeitos provocados sdo, nesta instancia, de
natureza qualitativa. Contudo, se o estudo tivesse sido prolongado, o impacto nestas varidveis
seria mais evidente, como o caso do NB e NBA na restricio de N, as quais foram

contabilizadas uma vez que nio apresentaram necrose total nas brotacoes (Figura 4.4 H e I).
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Figura 4.4 — A) Fonte de explantes do clone ED_020 em meio EDMm; B) detalhe do explante padrdo do clone
ED_014; C) brotagdes do clone ED_020 aos 10 dias de cultura com grande quantidade de gemas
novas em crescimento; D) brotagdes do clone ED_020 aos 10 dias de cultura no meio EDMm (-Fe),
evidenciando clorose incipiente nas brotagdes novas, as brotagdes originais continuam verdes.
Brotagdes de 30 dias de idade; E) do clone ED_020 em meio EDMm completo; F) do clone
ED_023 em meio EDMm (-Fe); G) do clone ED_021 em meio EDMm (-Fe); H) do clone ED_020
no meio EDMm (-N) e I) do clone ED_023 no meio EDMm (-N). Barras =2 cmem A, C, D, E, F,
He I, = lcm em B e G. Setas amarelas = brotagdes novas normais; setas vermelhas = brotagdes
novas com clorose; setas pretas = brotagdes do explante original; setas azuis = necrosis dos
ponteiros

Todos os nutrientes minerais analisados, com exce¢do do N, apresentaram uma queda
significativa nas suas concentragdes nas brotagdes quando restritos e/ou omitidos do meio
basal EDMm (Tabela 4.9). Contudo, ressalta-se que a deficiéncia ou excesso de um elemento
ndo induz diretamente a aparicdo de um ou mais sintomas, sendo os efeitos iniciais: um

desequilibrio nos processos metabdlicos; o acimulo de alguns produtos intermedidrios
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enquanto produtos finais ndo sdo produzidos em quantidades suficientes; e o retardo ou queda
do metabolismo energético (BERGMANN, 1992). Estas afirmagdes explicam, em parte, por
que nao foram identificados sintomas adicionais para nutrientes que apresentaram uma queda
nos teores das brotagdes, quando restritos e/ou omitidos do meio basal EDMm (Tabela 4.9).

O teor dos micronutrientes metdlicos Co, Ni e Mo nas brotagdes ndo foi analisado por
limita¢des na quantidade de material vegetal, consequentemente, ndo foram incluidas na ACP.
Mesmo assim, foi possivel observar que a omissdo destes nutrientes provocou menor
desenvolvimento das brotacdes (Tabelas 4.8 e 4.9). Estas respostas indicam que a presenca
destes minerais no meio basal € de grande relevancia para manter o adequado
desenvolvimento das brotacdes. Tanto o Ni como o Mo estdo envolvidos no metabolismo do
N, fato que poderia explicar a sua importancia. O Co, embora tenha demonstrado efeitos
benéficos nas plantas superiores e seja mencionado como inibidor da sintese de etileno
(ROUSTAN; LATCHE; FALLOT, 1989; TAIZ; ZEIGER, 2006), é considerado essencial
apenas para leguminosas fixadoras de N (BERGMANN, 1992).

A omissdao de NaCl do meio EDMm afetou ao crescimento das brotagdes, fato
evidenciado no ACP (Figura 4.4 A e B) e pela menor TM em relagdo das brotagcdes
desenvolvidas no EDMm completo (Tabela 4.6). Embora o Na em baixas concentracdes seja
reconhecido como um elemento benéfico para as plantas por sua capacidade de substituir
parcialmente ao K (SUBBARAO et al., 2003; RAPOSO ALMEIDA et al., 2010;
KRONZUCKER et al., 2013), as respostas observadas sob omissao de NaCl dificilmente
possam ser atribuidas a esta suposi¢do, considerando as concentracdes omitidas em relagao
dos teores de K no meio EDMm completo (Tabela 4.2). Por outro lado, o Cl participa na
fotossintese e no controle estomatico e tem demonstrado beneficiar o crescimento em muitas
culturas (MARSCHNER, 1995; CHEN et al., 2010). Contudo, na cultura de tecidos sdo
abundantes apenas as referéncias em relacdo aos efeitos negativos destes nutrientes,
provavelmente em decorréncia das concentragdes utilizadas, geralmente maiores a 20 mmol
L' (MORABITO et al., 1994; CHEN et al., 1998; KENNEDY; DE FILIPPIS, 1999; SOUZA
et al., 2002; ALVAREZ et al., 2003; EHSANPOUR; FATAHIAN, 2003; SHIBLI et al.,
2003).

Nem a restricdo de S nem a omissdo da fracdo organica afetaram as respostas
morfofisiolégicas em forma significativa, porém, apresentaram niveis significativamente
baixos de S nas brotagdes (Tabelas 4.8 e 4.9). A Cisteina, que compde a fracdo organica do
meio EDMm, € o primeiro aminodcido sintetizado pelas plantas no metabolismo do S e

contém 27% deste nutriente. Possivelmente, o S organico é absorvido e metabolizado pelas
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brotagdes de E dunnii com maior preferéncia do que o S inorganico, pelo menor custo
energético ou porque exerce algum efeito sinérgico na assimilagcdo do S inorganico.

Além das interagdes entre nutrientes, claramente identificadas através do ACP e ja
discutidas, os biplots sugerem a existéncia de interacdes adicionais, que sdo evidenciadas
apenas quando considerados os resultados individuais das varidveis. O caso mais evidente é
do antagonismo do Mg e o K. Tanto o K como o Mg afetaram negativamente o NB e a TM
enquanto suas concentragdes decresceram quando aplicada a restricdo, incrementando as
concentracdes do segundo nutriente (Tabelas 4.8 e 4.9). Neste sentido, a deficiéncia de Mg
por competéncia com outros cations, dentre eles o K, € um fendmeno amplamente conhecido
(HAWKESFORD, 2012), fato que deveria ser considerado quando incrementados os niveis
destes nutrientes de forma separada nos meios de cultura.

Vérios dos nutrientes omitidos parcial ou totalmente do meio EDMm, ndo
apresentaram efeitos aprecidveis no desenvolvimento in vitro das brotacdes de E. dunnii.
Estas respostas podem ser atribuidas ao fato que a intensidade da restricdo imposta ndo foi
suficiente para induzir as deficiéncias nos 30 dias de cultura, que no caso dos macronutrientes
e o Fe, foi apenas parcial e passivel de ser incrementada. Para os restantes micronutrientes, a
omissdo total ndo provocou sintomas visuais, porém, com exce¢do do B e Cu, restricdes ao
normal desenvolvimento foram observadas e, provavelmente, um segundo subcultivo nas
mesmas condi¢des tivesse magnificado os efeitos e expressado sintomas mais caracteristicos.

Estas respostas também sugerem que o meio de cultura EDMm, que vinha sendo
utilizado para multiplicar o material empregado no experimento proveu as condi¢des
adequadas para que as brotacdes se desenvolvessem e acumulassem nutrientes, na forma de
substancias organicas ou fons de nutrientes no simplasto ou no apoplasto, que sustentaram, em
maior ou menor medida, o crescimento das brotagdes nas distintas restricdes nutricionais.

Se a deficiéncia de um elemento ndo for considerdvel e os sintomas visuais ndo
estiverem presentes, a inibicdo do crescimento serd apenas detectada. Deficiéncias destas
magnitudes sdo denominadas “deficiéncias latentes” (BERGMANN, 1992). Os sintomas sao
claramente visiveis quando a deficiéncia € importante e o crescimento € reduzido
(ROMHELD, 2012). No entanto, neste estudo, a deficiéncia de Fe se manifestou apenas
através da clorose nas folhas (Figura 4.4 D, F e G), sem afetar o desenvolvimento das
brotagcdes, fato atribuivel a funcdo do Fe na fotossintese e as condi¢cdes mixotroficas da
cultura de tecidos. Por outro lado, a restri¢do de Fe provocou um maior acimulo de Cu nos
tecidos, resposta que pode estar relacionada ao incremento na atividade da CuZnSOD, ja

observada em plantas deficientes de Fe como mecanismo compensatério da baixa atividade da
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FeSOD (ITURBE-ORMAETXE et al.,, 1995; SHARMA; KUMAR; TEWARI, 2004;
TEWARI et al., 2005).

No decorrer destas experiéncias, foi possivel observar a grande influéncia da
composi¢ao mineral dos meios de cultura no crescimento e desenvolvimento das brotagdes de
E. dunnii. Dentre eles, alguns nutrientes como o N, K, Mg, Mn, Fe, Zn, Co, Mo e Ni foram os
mais relevantes na modulacdo das respostas quantitativas e/ou qualitativas, evidenciando a
importancia da sua disponibilidade em niveis adequados no meio de cultura.

A variagdo introduzida pelas respostas caracteristicas de cada gendtipo dificultou a
identificacao de efeitos adicionais, aspecto esperado e ndo aprofundado neste trabalho, uma
vez que a finalidade principal foi criar um meio basal genérico para E. dunnii. A otimizacao
do meio basal para materiais genéticos especificos poderia ser abordada em futuros estudos,
adequando os requerimentos nutricionais para cada caso particular e utilizando como base os
resultados destas experiéncias. Além disso, estudos mais aprofundados do controle genético
da capacidade de propagacdo de individuos/progénies poderiam contribuir para que a
aplicacdo deste conjunto de técnicas e metodologias seja mais eficiente, incrementando no

conjunto a disponibilidade de material de propagagao da espécie.

4.6 Conclusoes

e Todos os meios basais testados possibilitaram a multiplicagdo e o alongamento in
vitro das brotagdes de E. dunnii.

e O enraizamento adventicio ex vitro das microestacas de E. dunnii foi favorecido
quando as brotacdes foram desenvolvidas no meio basal EDMm.

e Os teores de Ca, Cu, Fe, Mn e Zn, determinados nas brotacdes desenvolvidas no
meio EDMm, estdo associados ao maior ER e as menores TM e TC.

e As concentracoes dos macronutrientes S e K, determinadas nas brotacdes
desenvolvidas nos meios MS e WPM, estdo relacionadas com as maiores TM e TC.

® O maior acimulo de N nas brotagdes desenvolvidas nos meios basais testados estd
associado a um menor NBA e menor ER.

e A omissdao de K, Mg, Mn, Zn, Mo, Ni, Co ou NaCl do meio EDMm afetou ao
desenvolvimento in vitro das brotacdes de E. dunnii.

¢ O sintoma de clorose nas folhas e a aparicdo de calos organogénicos nas brotagdes de

E. dunnii é provocado pela deficiéncia de Fe.
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¢ O sintoma de oxidagdo e queda de folhas de brota¢cdes dominantes dos tufos de E.

dunnii esta associado a restri¢ao de N do meio EDMm.
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5 ESTIMACAO DE PARAMETROS GENETICOS PARA CARACTERISTICAS
MORFOFISIOLOGICAS IN VITRO DE Eucalyptus dunnii

Resumo

O gendtipo é provavelmente o fator de maior influéncia ao determinar os niveis de
enraizamento adventicio nos diversos sistemas de propagacdo empregados na silvicultura
clonal. Uma das abordagens utilizadas para afrontar esta caracteristica consiste de intensas
triagens para individuos com boas taxas de enraizamento para usi-los como clones. Porém,
este procedimento acarreta a perda de muitos genétipos com boas caracteristicas
silviculturais. A estimativa de parametros genéticos relacionados a capacidade de propagacao
vegetativa pode contribuir para o planejamento de estratégias de melhoramento de E. dunnii
com o objetivo de melhorar estes caracteres e aumentar a capacidade de propagacdo da
populacdo. Para testar esta hipdtese, foram estimados parametros genéticos para
caracteristicas morfofisiolégicas in vitro em 20 familias de polinizacdo aberta de E. dunnii
através do uso do software SELEGEN REML/BLUP. Os resultados obtidos indicaram que o
enraizamento adventicio (ER) e o comprimento de raizes (CR) apresentam baixas
herdabilidades. Entretanto, herdabilidades de moderadas a elevadas foram determinadas para
o comprimento das brotagdes (CB), nimero de raizes (NR), regeneracdo de gemas (RQG),
nimero de gemas por explante (NG) e regeneragdo de calos (RC), evidenciando elevado
controle genético. Ao mesmo tempo, correlagdes genéticas positivas e de elevada magnitude
para ER-NR e ER-CB indicam que a sele¢do de individuos por maior NR ou CB pode gerar
uma melhora do ER em forma indireta, e estimativamente com maiores ganhos do que a
selecao direta.

Palavras-chave: Melhoramento genético florestal; Herdabilidade; Correlagdes genéticas;
Selecao indireta; Propagagao vegetativa

Abstract

The genotype is possibly the factor that has most influence on adventitious rooting
across the different clonal forestry propagation systems. One common approach to deal with
this issue is to make screenings for more willing to root genotypes and to use them as clones;
however, this procedure involves the risk of losing genotypes with good silvicultural traits in
the process. Genetic parameters estimation can contribute to the development of E. dunnii
breeding strategies to improve characters linked to the vegetative propagation ability. For that
purpose, genetic parameters were estimated for in vitro morphophysiological traits in 20
open-pollinated families of E. dunnii using the SELEGEN REML/BLUP software. The results
showed that adventitious roots (ER) and roots length (CR) have low heritability. However, the
shoot length (SL), number of roots (NR), bud regeneration (RG), number of buds per explant
(NG) and callus regeneration (CR) showed moderate to high heritability, implying a strong
genetic control. At the same time, high positive genetic correlations were determined for ER-
NR and ER-CB enabling the selection of individuals for higher NR or CB to indirectly
improve the ER, with estimative higher gains when compared to direct selection.

Keywords: Tree breeding; Heritability; Genetic correlations; Indirect selection; Vegetative
propagation
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5.1 Introducao

O incremento dos ganhos genéticos por meio da clonagem constitui uma estratégia
usual para o melhoramento genético de eucaliptos tropicais e subtropicais (RUAUD et al.,
1999; WHITE; ADAMS; NEALE, 2007). A sua aplicagdo tem sido dificil para espécies
temperadas, em decorréncia dos elevados niveis de individuos recalcitrantes ao enraizamento
(MAC RAE; COTTERILL, 1997). Para estas espécies, a aplicacdo da silvicultura clonal se
torna complexa, requerendo intensas triagens de gendtipos que combinem boas caracteristicas
silviculturais, tecnoldgicas e capacidade de propagacdo (WILSON, 1992). Neste processo,
muitos genodtipos sdo descartados nas espécies recalcitrantes devido a grande pressao de
selecdo por capacidade de enraizamento adventicio, resultando na perda de variabilidade
genética nas populacdes de melhoramento e de producdo. Torna-se evidente que a elaboracao
de estratégias para melhoramento genético em espécies recalcitrantes ao enraizamento é
necessdria para garantir a disponibilidade de material de propagacdo de qualidade.

O gendtipo constitui um fator condicionante na propagacdo in vitro, tanto para o
crescimento como para a regeneracdo das células e tecidos (GAHAN; GEORGE, 2008). Na
organogénese, as diferengas nas respostas entre progénies sugerem a existéncia de fatores
genéticos que controlam este cardter, que estdo associados aos processos de desenvolvimento
in vitro (CHRISTIANSON; WARNICK, 1988), fato j4 comprovado em algumas espécies
vegetais (REISCH; BINGHAM, 1980; KOORNNEEF; HANHART; MARTINELLI, 1987;
WAN; SORENSEN; LIANG, 1988). Neste sentido, para E. grandis, foi evidenciado que
existe variacdo genética entre e dentro das familias quanto a capacidade de morfogénese de
gemas (SOBROSA; CORDER 2003), caracteristica que se encontra sob elevado controle
genético (BRAVO et al., 2008).

No controle do enraizamento adventicio, o amplo arranjo de processos fisiolégicos e
bioquimicos envolvidos sugere um complexo controle genético (GEISS et al., 2010). Estudos
em Pinus taeda (GREENWOOD; WEIR, 1994), E. grandis, E. urophylla
(GRATTAPAGLIA; BERTOLUCCI; SEDEROFF, 1995), E. tereticornis, E. globulus
(MARQUES et al., 1999) e Quercus robur (SCOTTI-SAINTAGNE et al., 2005) indicam a
competéncia para formar raizes adventicias como um cardter genético quantitativo. Neste
sentido, Ruaud et al. (1999), estudando a habilidade de enraizamento in vitro em E. globulus,
detectaram variagdes genéticas aditivas significativas, porém, sob baixo controle genético.

Segundo Falconer e Mackay (1996), o grau de controle genético de uma caracteristica
sob determinadas condicdes pode ser definido pela herdabilidade, definida por Lush (1940)

como a propor¢do da varidncia fenotipica, causada por efeitos herddveis. Mais



135

especificamente, Visscher, Hill e Wray (2008) a definem como a propor¢do da variancia total
em uma populacdo, para uma varidvel avaliada em uma data ou idade particular, que €
atribuida a uma variag¢ao nos valores genéticos aditivos ou totais, denominados herdabilidade
no sentido restrito (hZ) e herdabilidade no sentido amplo (HZ), respectivamente. Valores
proximos de zero para um cardter denotam que grande parte da variagao fenotipica encontrada
€ causada pelo ambiente e que as diferencas genéticas pouco contribuem para as diferencas
fenotipicas. Ao contrério, valores préximos de 1 (um) indicam um forte efeito do genétipo nas
diferencas fenotipicas. A herdabilidade constitui um parametro chave na genética quantitativa
aplicada ao melhoramento genético (PIEPHO; MOHRING, 2007). Dentre outros aspectos,
este parametro define as estratégias de melhoramento mais apropriadas para a espécie em
questdo (WHITE; ADAMS; NEALE, 2007).

Um dos métodos mais empregados no melhoramento genético florestal para estimar os
componentes da varidncia ¢ o REML (méaxima verossimilhanca restrita), este método
apresenta maior eficiéncia da analise da variancia em andlises de dados de testes florestais, os
quais, frequentemente, apresentam desbalanceamento (FARIAS NETO; RESENDE, 2001;
WHITE; ADAMS; NEALE, 2007).

Tanto no melhoramento genético vegetal como no animal, muitas caracteristicas de
importancia apresentam distribui¢do binomial, como € o caso da avaliagdo da resisténcia a
pragas e doengas ou estresses térmicos ou hidricos. Estas caracteristicas de limiar possuem
uma continuidade subjacente, porém, com um limiar que impde uma descontinuidade sobre a
expressao fenotipica (RESENDE, 2002). Neste sentido, o método REML tem demonstrado
ser muito robusto para a andlise de dados que nao cumpram com a hipétese de normalidade da
escala subjacente (BANKS et al., 1985; WESTFALL, 1987). Esta caracteristica permite o uso
de dados individuais de variaveis binomiais (0/1), ao invés das médias transformadas das
parcelas, fato que melhora as estimativas dos parametros genéticos para este tipo de varidveis
(LOPES; HUBER; WHITE, 2000). Contudo, uma vez obtidas, estas herdabilidades precisam
ser transformadas para a escala normal para fins comparativos (McGUIRK, 1989; TENESA;
HALEY, 2013).

O grau de associac¢do genética entre caracteristicas pode ser expressa pelas correlacdes
genéticas, decorrente de efeitos pleiotropicos, nos quais um lécus de um determinado gene
influi na expressao de mais de uma caracteristica (MODE; ROBINSON, 1959; FALCONER;
MACKAY, 1996). A existéncia de correlagdes genéticas elevadas determina que a selecao de
individuos/populacdes por um cardter afeta os outros caracteres (HAZEL, 1943;

VENCOVSKY, 1992), evento chamado de selecdo indireta. As correlacdes genéticas de dois
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caracteres avaliados na escala binomial, ou um carater avaliado na escala binomial e outro na
escala normal, sdo equivalentes nas duas escalas, fazendo-se desnecessdria qualquer correcao
(McGUIRK, 1989; MANTYSAARI; QUAASP; GROHN, 1991).

Para um carater de distribui¢do normal, o diferencial de selecao (ds) pode ser predito
com base na propor¢do de individuos selecionados em relagdo a populacdo original. Porém,
para caracteres de limiar, o ds atingido serd sempre menor ou igual que isto, uma vez que ele
depende da incidéncia da caracteristica em questdo (McGUIRK, 1989). Uma alternativa para
o melhoramento de caracteres de limiar de baixa herdabilidade envolve a sele¢do indireta
destas caracteristicas através da selecdo de caracteristicas com distribuicdo continua que
estejam geneticamente correlacionadas (McGUIRK, 1989; RESENDE, 2002).

O software Selegen REML/BLUP (REZENDE; OLIVEIRA, 1997), amplamente
utilizado no melhoramento de plantas perenes, constitui uma ferramenta que permite a
estimacdo dos componentes de varidncia por maxima verossimilhancga restrita (REML) e a
predicdo de valores genéticos pela melhor predicdo linear ndo viciada (BLUP), mesmo como
a obtencao das correlagdes genéticas (RESENDE, 2002, 2007).

Com a finalidade de determinar o grau de controle genético de caracteristicas
relacionadas a capacidade de propagacdo, assim como a possibilidade de utilizd-las no
melhoramento genético, foram estimadas as herdabilidades e as correlacdes genéticas para
caracteres morfofisioldgicos in vitro de segmentos de hipocdétilos e de brotagcdes de E. dunnii

aos 30 e 60 dias de cultura, respectivamente.

5.1.1 Hipoéteses
e As caracteristicas morfofisioldgicas in vitro para E. dunnii estdao sob controle genético e
sdo correlacionadas.
® A selecdo indireta do enraizamento representa uma alternativa a selecado direta quando a

incidéncia do cardter é elevada e ha elevada correlacdo genética com caracteres

avaliados de distribui¢do continua.

5.1.2 Objetivos
e Determinar o controle genético e as correlacdes genéticas em caracteristicas
morfofisioldgicas in vitro para 20 progénies de polinizacao aberta de E. dunnii.
e Determinar o ganho genético predito para a selecdo direta e indireta do enraizamento

adventicio.
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5.2 Material e métodos
5.2.1 Material vegetal

Foram utilizadas sementes de 20 progénies de polinizac@o aberta, selecionadas em um
pomar de sementes por mudas (PSM) do INTA, localizado em Del Valle, Buenos Aires,
Argentina (35° 51°52’S; 60° 43°40°°0), evitando individuos aparentados com base nos
registros de pedigree (Tabela 5.1). As sementes foram desinfestadas e semeadas in vitro
seguindo os procedimentos detalhados no item 2.2.4.

Para o experimento I (enraizamento), foram utilizadas brota¢cdes obtidas de plantulas
germinadas in vitro de 45 dias de idade, obtidas através de corte com tesoura cirdrgica na base
do primeiro entrend, composta pelo dpice e um ou dois pares de folhas verdadeiras
desenvolvidas (Figura 2.2 B). No experimento II (organogénese), foram utilizadas secdes
distais de hipocétilos de plantulas germinadas in vitro de 14 dias de idade (Figura 3.1). Em

ambos os experimentos, foi obtido um explante de cada plantula, equivalente a um genétipo.

Tabela 5.1 — Progénie, origem e/ou procedéncia das matrizes do PSM fornecedoras das sementes

Progénie Origem/procedéncia
01R10 Oliveros, Santa Fe, Argentina
05R12 Oliveros, Santa Fe, Argentina
17R10 South of Yabra SF, NSW, Austrilia
18R10 South of Yabra SF, NSW, Austrilia
22R05 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrilia
23R02 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrilia
25R09 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrilia
27R16 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrilia
28R16 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrilia
32R04 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrélia
36R02 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrélia
37R06 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrélia
46R07 Death Horse Track, East of Lagune, NSW, Austrélia
56R03 Oaky Creek, NSW, Austrélia
58R10 Oaky Creek, NSW, Austrélia
59R04 Oaky Creek, NSW, Austrélia
66R13 Boomi Creek, NSW, Australia
67R07 Boomi Creek, NSW, Australia
69R02 Boomi Creek, NSW, Australia
73R13 Acacia Creek, NSW, Australia

5.2.2 Meios de cultura e condi¢oes de crescimento
Para a germinacdo in vitro das sementes, foi empregado o meio basal EDM (Tabela

2.4, p.48) sem sacarose e sem reguladores de crescimento. Para o experimento I, foi utilizado
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o meio basal EDMm (0,0-EDDHA/Fe** como fonte de ferro) (Tabela 4.1), com adicao de
sacarose 20 g L'l, 0,01 mg L' de 4cido a-naftalenoacético (ANA) e 0,1 mg L' de 6-
benzilaminopurina (BAP). O meio permaneceu em estado liquido, com discos de espuma
fenélica GREEN UP® de 5,5 cm de diametro e 1,5 cm de espessura como meio de suporte,
acondicionados com duas lavagens com dgua deionizada (Figura 5.1 A, B e C). Para o
experimento II, foi realizada a indugio no meio basal EDM com a adicdo de sacarose 30 g L™,
ANA 0,5 mg L'e BAP 0,5 mg L' até os 30 dias, e transferido para o meio EDMm com
adicdo de sacarose 20 g L', ANA 0,01 mg L'e BAP 0,1 mg L™, até os 50 dias. O pH de todos
os meios foi ajustado para 5,8 utilizando KOH (1N) ou HCI (1N) e foram gelificados com
agar SIGMA® A7921, 5 g L' para a germinacio das sementes e 6 g L' para o experimento II.

Foram utilizados frascos de vidro de 250 ml de capacidade, contendo 40 ml de meio e
vedados com tampas plasticas. Em seguida, foram esterilizados em autoclave a temperatura
de 121°C sob pressao de 1 kg cm, durante 20 minutos. Ap6s a introducdo do material vegetal
no fluxo laminar, os frascos foram vedados com filme de PVC Resinite®.

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento durante 30 dias, sob condi¢des de
temperatura de 25 + 2°C, com fotoperiodo de 16 horas e RFA de 23 pmol m* s fornecida por

duas 1ampadas fluorescentes tipo luz do dia.

5.2.3 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental usado foi o inteiramente ao acaso com dez repeti¢des
com cinco explantes (gend6tipos) por parcela para o experimento I e quatro repeticdes com
nove explantes (genotipos) por parcela para o experimento I, sob o mesmo delineamento.

O experimento I foi avaliado aos 30 dias de cultivo e aferidas as varidveis,
enraizamento (ER), nimero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR), comprimento de
brotagdes (CB), presenga de calos na base da microestaca (CA), oxidacdo (OX) e peso de
massa seca total (MST). Aos 50 dias, foram aferidas as varidveis regeneracdo de gemas (RG),
nimero de gemas por explante (NG) e regeneragdo de calos (RC) do experimento II.

O material vegetal foi seco em estufa a 65°C até peso constante (48 h), a pesagem foi
realizada em balanga analitica eletromecanica OHAUS AS120™ e os comprimentos aferidos
com paquimetro.

As 20 progénies de polinizacdo aberta de E. dunnii foram consideradas como varidveis
independentes (tratamentos) e as respostas foram avaliadas ao nivel de unidade observacional

(explante = gendtipo) para a estimacao da herdabilidade e das correlagdes genéticas.
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Para obter as estimativas dos componentes das variancias, das herdabilidades e das
correlagdes genéticas, foram utilizados os modelos 80 (eq. 1) e 102 (eq. 2) do software
Selegen REML/BLUP (RESENDE; OLIVEIRA, 1997), indicado para a avaliagdo de
individuos em progénies de polinizacdo aberta com delineamento inteiramente ao acaso € com

vérias observacdes por parcela (RESENDE, 2007).

yv=Xu+Za+Wp+e (D

y = vetor de dados;

u = vetor de efeitos fixos da média geral;

a = vetor dos efeitos genéticos aditivos individuais assumidos como aleatérios;
p = vetor dos efeitos aleatérios de parcela;

e = vetor de erros ou residuos aleatérios;

X, Z ¢ W = matrizes de incidéncia para os referidos efeitos.

Os coeficientes de correlagdo genética aditiva (ry(,y) foram estimados pelo Selegen

REML/BLUP a partir da equagdo 2 (FALCONER; MACKAY, 1996).

VA(x,y) = COVa(x,y)/ NO 4O ay (2)

COV,(yy) = COvariancia genética aditiva entre os caracteres X € y;
0", = variancia genética aditiva para o cardter Xx;
azay = varidncia genética aditiva para o carater y.

Para poder comparar as herdabilidades dos caracteres binomiais com valores de
referéncia que possuem distintos niveis de incidéncia, foi utilizada a equacdo 3 proposta por
Demspter e Lerner (1950). Isto permite transformar as herdabilidades da escala binomial
(W’g;1) para a escala normal padrio (h%,). Aplicdvel para herdabilidades menores ou iguais a
0,3 e para incidéncias entre 25% e 75% (VAN VLECK, 1972; LOPES; HUBER; WHITE,
2000).

W= o [p(1-p))IZ° 3)

h2,, = herdabilidade individual na escala normal, no sentido restrito;
h20/1 = herdabilidade individual na escala binomial, no sentido restrito;
p = frequéncia do fenétipo;

z = ordenada da curva normal padrio correspondente a probabilidade p.

Para a avaliacdo da qualidade experimental, foram calculados os valores de estatistica
F (de Snedecor) (eq. 4) e o coeficiente de variacdo relativa (eq. 5) e comparadas com tabelas

de acuricia seletiva (RESENDE; DUARTE, 2007).
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F=1+bCV,/ /CV, 4)
F = estatistica F de Snedecor;
b = ndmero de repeti¢des;
CV,.i (%) = coeficiente de variagdo genética aditiva individual,
CV,(%) = coeficiente de variagdo residual.

CVr = CV,,/ICV,} (S)
CVr = coeficiente de variagdo relativa.

O ganho genético para a selecdo por ER foi predito a partir da equagdo (6)
(NAMKOONG; SNYDER; STONECYPHER, 1966).

AG = iNo® It (6)
i = intensidade de selecdo ou diferencial de selecdo padronizado = ds/ op;
¢ = variancia fenotipica;
h’? = herdabilidade do carater;
orx = desvio padrdo fenotipico do cardter a selecionar por via direta.

O ganho genético para a selecdo indireta foi predito a partir da equacdo 7

(FALCONER; MACKAY, 1996).

AGy=ix ra hy hx ory (7)

ix = intensidade de selecdo ou diferencial de sele¢do padronizado a selecionar por via direta = ds/ opx;
hx = raiz quadrada da herdabilidade do carédter a selecionar por via direta;

hy = raiz quadrada da herdabilidade do caréter a selecionar por via indireta;

r4 = correlagdo genética entre os caracteres;

ory = desvio padrdo fenotipico do cardter a selecionar por via indireta;

orx = desvio padrdo fenotipico do cardter a selecionar por via direta.

5.3 Resultados e discussao

A varidvel ER apresentou uma média geral de 0,8 (80%) (Tabela 5.2) e herdabilidade
(hzn) de 0,322 (Tabela 5.3), demonstrando um moderado controle genético, semelhante as
herdabilidades para caracteristicas de crescimento de varias espécies florestais (WHITE;
ADAMS; NEALE, 2007). Foi observada variabilidade entre e dentro de prog€nies, com
valores desde 52% até 92% de enraizamento em média (Tabela 5.2), CV,,=10,63% e CVy, =
21,27%, salientando o potencial para a selec@o, principalmente dentro das progénies (Tabela
5.3).

Herdabilidades semelhantes (0,26 a 0, 48) foram determinadas para o enraizamento de
Pinus taeda e E. nitens, porém com o uso das médias das parcelas para as andlises, fato que,
geralmente, diminui a varidncia ambiental, inflacionando os valores de W (ANDERSON et al.,

1999 apud BALTUNIS et al., 2005; TIBBITS et al., 1997). Para andlises com dados
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individuais, Ruaud et al. (1999) menciona h2a = (0,16 para enraizamento adventicio de
microestacas de E. globulus, com taxas de enraizamento de 67% para os materiais juvenis. De
forma similar, para P. taeda, foram reportadas baixas herdabilidades (hz,, =0,12 a 0,16) e
baixas porcentagens de enraizamento (46%) (BALTUNIS et al., 2005).

Os elevados niveis de enraizamento obtidos contrastam fortemente com o
enraizamento do material adulto rejuvenescido pela cultura de tecidos, fato atribuido a
juvenilidade dos explantes utilizados e a natureza epigenética da capacidade de diferenciacao
celular (ABARCA; DIAZ SALA, 2009; VERDEIL, 2007), que, neste caso, os predispde a
uma elevada capacidade de enraizamento, como citado por Souza Junior e Wendling (2003)
na miniestaquia de material juvenil de E. dunnii.

Das restantes caracteristicas avaliadas no experimento I, o NR (1,97 raizes explante'l)
e 0 CB (3,07 cm explante”) merecem destaque (Figura 5.1 D, E e F), uma vez que estas
varidveis apresentaram valores maiores para todos os pardmetros quando comparado com ER,
sendo h%, = 0,504, CV,,=27,30% e CV,,; = 54,60% para NR, e h’, = 0,545, CV,, = 41,49% ¢
CVygui = 82,99% para CB (Tabela 5.3).

Estes resultados sao esperdveis, uma vez que os caracteres ligados a aptidao
frequentemente apresentam h* menores do que os caracteres morfolégicos quantitativos
(VISSCHER; HILL; WRAY, 2008). Além disso, estas caracteristicas evidenciam um controle
genético de moderado a elevado, assim como boas possibilidades para o melhoramento, em
decorréncia da grande variabilidade genética entre e dentro de progénies.

Para o CR (19,96 mm explante'l), mesmo que 0 CVy, = 34,31% e CV,, = 68,63%
indiquem grande variabilidade genética, foi observada uma baixa h2a (0,127), decorrente do
elevado CV, (100,5%) (Tabela 5.3). A baixa herdabilidade estimada pode estar ligada a
grande influéncia do ambiente no crescimento das raizes (MALAMY, 2005), evidenciado
neste experimento pelos elevados desvios padrao do CR (Tabela 5.2) e atribuivel ao diferente
habito de crescimento das raizes dentro ou fora da espuma fendlica, sendo mais alongadas e
finas neste ultimo (Figura 5.1 C).

As varidveis CA e OX apresentaram baixas incidéncias (4% e 20%, respectivamente),
assim como baixas h’y;. A transformacdo para h°, ndo se mostra apropriada para estas
varidveis, uma vez que sua incidéncia extremamente baixa provoca um viés na estimativa
(VAN VLECK, 1972; LOPES; HUBER; WHITE, 2000).

A MST (3,47 mg explante") expressou baixa h°, = 0,218, CV,,; = 36,32% e CV,, =
18,16%, demonstrando a existéncia de um controle genético moderado a baixo e variabilidade

genética passivel de ser explorada para o seu melhoramento.



Tabela 5.2 — Médias, desvios padrdo e totais para as varidveis, enraizamento (ER), nimero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR), comprimento de brotacdes (CB),
presenca de calos (CA), oxidagcdo (OX) e massa seca total (MST) aferidas aos 30 dias de cultivo in vitro para 19 progénies de E. dunnii (Experimento I).
Regeneragdo de gemas (RG), nimero de gemas (NG) e regeneragdo de calos (RC) aos 50 dias de cultivo in vitro para 20 progénies de E. dunnii (Experimento II)

wl

. Experimento [ Experimento 11
Progénie ER' NR CR CB CA 0X MST RG NG RC
0/1) (ndmero explante’l) (mm explante’l) (cm explante’l) 0/1) 0/1) (mg explante’l) 0/1) (ndmero explante’l) 0/1)
0IR10 0,92 £0,2 2,76 = 14 10,55 £ 21,9 326 £+ 1,8 0,10+03 0,20+04 3,36 £ 2,5 0,08 £ 0,28 0,17 = 0,61 0,44 + 0,50
05R12 0,70 £ 0,4 1,70 = 1,2 21,38 + 379 1,55+ 16 0,00+£00 025+04 281 £22 0,08 £ 0,28 0,19 = 0,75 0,44 + 0,50

17R10 0,70 £ 0,4 1,44 = 1,2 17,34 + 20,5 298 +30 00602 026+x04 2,68 £24 0,08 =0,28 0,11 £ 0,40 0,89 = 0,32
18R10 0,88 = 0,3 2,08 + 1,2 38,92 £ 71,2 6,72 + 6,8 004+02 0,14+x03 520 + 3,1 0,28 = 0,45 1,00 £ 1,96 0,69 = 0,47
22R05 0,78 £ 04 1,62 + 1,1 19,36 + 33,2 202 +1,8 00000 03104 296 £ 2,1 0,69 = 0,47 2,75 + 3,38 0,86 = 0,35
23R02 0,90 £0,3 1,88 + 09 37,08 £ 48,5 295 + 2,1 003+£0,1 025+04 329 +£22 041+£0,50 2,22 + 3,79 0,85 + 0,36
25R09 0,67 £04 1,16 = 1,0 23,22 £ 45,2 1,53 + 14 000£00 02904 293 +£28 0,39+049 1,11 £ 1,72 0,86 = 0,35
27R16 0,88 £0,3 325 = 19 8,40 = 9,1 423 £33 0,10+£03 0,13+£03 386 =20 0,09+0,29 0,24 £ 0,79 0,64 = 0,49
28R16 0,80+ 0.4 1,86 + 1,3 20,89 + 28,6 236 23 000£00 0,14+x03 3,60 +*20 033+£048 0,81 £ 1,39 0,92 + 0,28
32R04 0,72+04 1,84 + 1,6 9,66 + 16,1 246 + 26 00602 022+x04 284 +27 0,11+0,32 0,61 £ 2,14 0,47 £ 0,51
36R02 0,78 £ 0.4 1,76 = 1,2 34,84 + 48,0 238 +27 000£00 0,18+03 287 24 0,06=0,23 0,14 £ 0,68 0,64 = 0,49
37R06 0,86 +0,3 1,94 + 09 18,68 + 20,7 1,82 + 1,3 000+£00 030+x04 371 £2,6 0,56+0,50 1,03 £ 1,08 0,92 + 0,28
46R07 0,88 = 0,3 2,04 = 14 11,20 £ 17,5 440 £ 2,8 0,12+03 0,02+0,1 382 £ 1,8 0,28 0,45 0,67 £ 1,31 0,94 + 0,23
56R03 0,52 +£0,5 1,10 = 1,1 17,58 + 42,0 144 + 18 000£00 026+x04 248 £28 0,19+0,40 042 £ 1,16 0,94 + 0,23
58R10 - - - - - - - - - - - - - - 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,53 £ 0,51
59R04 0,76 £ 0.4 1,24 + 0,8 16,82 + 37,8 2,36 + 30 00000 02404 339 +£27 0,64+049 247 + 298 0,94 + 0,23
66R13 0,80 £ 04 244 = 1,6 13,28 + 24,0 370 £ 28 0,08+0,2 0,16+03 353 2,0 0,33 +0,65 0,55 £ 1,09 0,88 = 0,33
67R07 0,88 £0,3 2,64 = 1,5 21,14 £ 43,2 346 £ 38 0,06+02 0,12+x03 382 24 0,07 +0,27 0,22 £ 0,97 1,00 = 0,00
69R02 0,88 +£0,3 2,58 + 14 20,12 + 33,3 380 £ 33 0,08+02 024+04 392 +23 0,28 = 0,45 1,14 + 2,93 0,58 = 0,50
73R13 0,86 £ 0,3 223 + 1,6 20,54 + 36,6 509 +43 009+02 0,17+x03 5,13 + 33 0,25 + 0,44 0,72 £ 147 0,89 + 0,32
Total 0,80 = 0,4 197 + 14 19,96 + 37,0 307 £33 0,04+02 020+04 347 25 026+045 0,82 £ 1,94 0,76 £ 0,43




Tabela 5.3 — Pardmetros genéticos para as varidveis, enraizamento (ER), nimero de raizes (NR), comprimento de raizes (CR), comprimento de brotagdes (CB), presenca de
calos (CA), oxidacdo (OX) e massa seca total (MST) aferidas aos 30 dias para 19 progénies de E. dunnii (Experimento I), Regeneracdo de gemas (RG), nimero
de gemas (NG) e regeneracdo de calos (RC) aos 50 dias de cultivo in vitro para 20 progénies de E. dunnii (Experimento II)

Experimento | Experimento II
Parametros
ER' NR? CR’ CB* CA' ox' MST? RG' NG® RC'

o 20 0,029 1,154 193,8 6,568 0,004 0,009 1,602 0,142 2,147 0,126
o 2 0,181 2,289 1525 12,05 0,044 0,178 7,332 0,215 4,133 0,195
o 2, 0,017 0,183 150,46 0,939 0,004 0,018 0,689 0,015 0,327 0,014
o2 0,134 0,952 1181 4,543 0,036 0,150 5,040 0,057 1,657 0,055
", - 0,504 0,127 0,545 - - 0,218 - 0,519 -

Won 0,158 - - - 0,087 0,055 - 0,662 - 0,644
., 0,322 - - - .. .. - . - .

CVei (%) 21,27 54,60 68,63 82,99 1422 48,00 36,32 146,5 178,3 46,42
CVep (%) 10,63 27,30 34,31 41,49 71,10 24,00 18,16 73,26 89,17 23,21
CV, (%) 27,72 37,57 100,5 54,51 252.,8 107,5 39,94 71,35 101,1 23,02
CVr 0,767 1,453 0,683 1,522 0,563 0,447 0,909 2,053 1,764 2,017
F 7,906 14,08 7,146 14,70 6,063 5,019 9,184 9,213 8,054 9,066

aAzga = variancia genética aditiva; G ; = variancia fenotipica individual; aAzep = variancia ambiental entre parcelas; aAze = variancia residual (ambiental + ndo aditiva); hza =
herdabilidade individual, no sentido restrito; h20/1 = herdabilidade individual na escala binomial, no sentido restrito; hzn = herdabilidade na escala normal transformada
segundo equagdo proposta por Dempster e Lerner (1950) a partir da h%y,; CV,, (%) = coeficiente de variagdo genética aditiva individual; CV,p (%) = coeficiente de variagdo
genética entre progénies; CV, (%) = coeficiente de variacdo residual; CVr = coeficiente de variacdo relativa; F' = F de Snedecor. 1 = varidveis binomiais (0 = auséncia, 1=
presenga); 2 = niimero explante™'; 3 = mm explante™; 4 = cm explante™; 5 = mg explante™; .. = ndo se aplica dado numérico

eyl
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Figura 5.1 — Explantes de E. dunnii aos 30 dias de cultura. A) Vista superior dos explantes dentro do frasco; B)
vista de grupo de explantes no momento da avaliacdo; C) vista lateral dos explantes com as raizes
expostas; D) explante com calo na base e sem raizes adventicias; E) explante com raizes adventicias
e sem calo na base e; F) explante enraizado com numerosas raizes adventicias e calo na base.
Explantes aos 60 dias de cultura em meio EDMm, evidenciando distintos graus de resposta
organogénica; G) progénie 22R05; H) progénie 37R06 e I) progénie 05R12. Barras =2 cm

No experimento II, todas as varidveis avaliadas apresentaram elevadas herdabilidades,
sendo hzo/] = 0,662 para RG, hza = 0,519 para NG e hzo/] = 0,644 para RC. Ao mesmo tempo
foram observados elevados niveis de variabilidade genética individual e entre progénies,

principalmente para RG e NG (Figura 5.1 G, H e I; Tabela 5.2). De acordo com as
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observacoes feitas por Van Vleck (1972) e Lopes, Huber e White (2000), as n, para RG e RC
nao foram calculadas em decorréncia das elevadas hzo/] obtidas para ambos os pardmetros.

Semelhantes a estes resultados, moderadas a elevadas 4’ na regeneracdo de gemas e
calos foram determinadas para Licopersicum esculentum x L. peruvianum (KOORNNEEF;
HANHART; MARTINELLI, 1987), Medicago sativa (KIELLY; BOWLEY, 1997);
Helianthus annus (NESTARES et al.,, 2002) e E. grandis (BRAVO et al., 2008).
Considerando que a capacidade de regeneragao in vitro € atribuida a poucos genes (REISCH;
BINGHAM, 1980; KOORNNEEF; HANHART; MARTINELLI, 1987; WAN; SORENSEN;
LIANG, 1988) e que as herdabilidades estimadas foram de moderadas a elevadas, o
melhoramento por selecdo recorrente para essas caracteristicas se apresenta como uma
estratégia vidvel, que poderia proporcionar ganhos substanciais em poucas geracdes
(BINGHAM et al., 1975; KIELLY; BOWLEY, 1997).

Um dos parametros mais importantes para a avaliacdo genotipica € a acurécia seletiva
(HENDERSON, 1984), a qual depende basicamente da proporc@o entre a variagao residual
média e a variacdo genotipica (RESENDE, 2002). Baseando-se nestas informagdes e no
nimero de repeti¢des, dois parametros podem ser calculados, a CV, e a estatistica F (de
Snedecor), e os resultados comparados com as tabelas de acurdcia (RESENDE, 2002).

Considerando nove repeti¢des para o experimento I (por causa de parcelas perdidas), a
CV,.= 1,453 da variavel NR se traduz em uma acuracia de entre 97 e 98%, coincidente com a
estatistica F (14,08), considerada como muito alta. De forma similar, o CB apresenta valores
semelhantes para CVr e F (Tabela 5.3), demonstrando as acurdcias muito altas. Ja para ER, a
acurdcia foi menor, contudo, em niveis aceitaveis. Para o experimento II foram determinadas
acurdcias entre 0 95 e 97%, baseado nos valores de CV, e F. Segundo Steel e Torrie (1980),
valores de F superiores a 5,26 devem ser obtidos para uma inferéncia estatistica segura,

valores atingidos para todas as varidveis avaliadas nestes experimentos.

Tabela 5.4 — Correlacdes genéticas aditivas (r,) para as varidveis: enraizamento (ER), nimero de raizes (NR),
comprimento de raizes (CR), comprimento de brotacdes (CB), presenca de calos (CA), oxidacdo
(OX) e peso de massa seca (MST), aos 30 dias de cultivo in vitro para 19 progénies de E. dunnii

Varidveis ER NR CR CB CA 0X MST
ER 1
NR 0,756 1
CR 0,103 -0,241 1
CB 0,618 0,570 0,177 1
CA 0,527 0,725 -0,474 0,639 1
0X -0,446 -0,505 0,119 -0,610 -0,583 1

MST 0,671 0,516 0,228 0,858 0,389 -0,455 1
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Dentre as varidveis de maior 4’ do experimento I, foram encontradas correlagdes
genéticas elevadas e favordveis entre as varidveis ER e NR (0,756), mesmo entre ER e CB
(0,618) e ER e MST (0,671). O CB apresentou uma correlacdo elevada e favordvel com a
MST (Tabela 5.4), resposta atrivuivel a contribui¢do da massa das brotacdes para com a MST.
Mesmo com herdabilidade baixa, a presenca de calos na base dos explantes (CA) apresentou
correlagdes elevadas com o NR (0,725) e CB (0,639), e moderadas com ER (0,527) e CR
(-0,611). Ressalta-se que estes calos ndo foram em detrimento do enraizamento, sendo muito
comum encontrar explantes com raizes adventicias e calo na base (Figura 5.1 F).

Uma alternativa para o melhoramento de caracteres de limiar de baixa herdabilidade
envolve a selecdo indireta (McGUIRK, 1989; RESENDE, 2002) que, neste caso, poderia ser
aplicada as varidveis NR e CB para melhorar indiretamente a capacidade de enraizamento
adventicio de E. dunnii. A varidvel MS, mesmo tendo elevada correlacdo genética, ndo seria
apropriada como cardter para selecdo indireta por causa da sua menor herdabilidade, maior
complexidade na avaliacdo do que o NR e CB e, principalmente, porque o seu aferimento
implicaria a destrui¢ao do explante.

Simulacdes realizadas com os dados obtidos na andlise com o Selegen REML/BLUP
permitiram observar o efeito da sele¢do individual por NR no ganho genético predito do ER
da populacdo selecionada (Tabela 5.5). Foi possivel observar como os ganhos pela selecao
indireta superam amplamente os ganhos preditos para a sele¢do direta do ER (4G = 3,16 %)
com o méaximo diferencial de selecao possivel (ds = 100% - 80% = 20%), evidenciando o ja
mencionado efeito limitante que exerce a incidéncia da varidvel (Figura 5.2). De forma
similar, poderiam ser selecionados individuos/progénies pelo CB para, indiretamente,
melhorar o ER, porém, menores ganhos preditos seriam obtidos para as mesmas intensidades
de selec@o, em decorréncia da menor correlagdo entre esta varidvel e o ER.

Uma outra possibilidade consiste na modificacdo das condi¢des ambientais para obter
incidéncias menores e assim incrementar o ds (McGUIRK, 1989; RESENDE, 2002). Neste
caso, a estratégia poderia consistir em trabalhar com material de menor juvenilidade, como
minicepas a partir de mudas de sementes e clonagem via miniestaquia. Desta forma, Lemos et
al. (1998) determinaram elevadas herdabilidades (h2 = 0,54) para porcentagens de
enraizamento de 20% em média, resultados que sugerem que, neste caso, elevados ganhos

podem ser atingidos através da selecdo direta do enraizamento.



147

Tabela 5.5 — Diferencial de selecdo (ds) para NR, intensidade de sele¢do para NR, individuos selecionados da
populacdo avaliada e ganho predito para ER através da sele¢@o indireta

Intensidade de ds para NR Individuos selecionados Ganho predito
sele¢do para NR P n (%) para ER (%)
0 0 895 100,00 0,00
0,2 0,33 667 74,53 1,98
0,4 0,63 446 49,83 3,78
0,6 0,93 283 31,62 5,58
0,8 1,23 169 18,88 7,38
1,0 1,53 97 10,84 9,18
1,2 1,83 55 6,15 10,98
1,4 2,13 32 3,58 12,78
1,6 2,43 18 2,01 14,58
1,8 2,73 10 1,12 16,38
2,0 3,03 4 0,45 18,18
2,2 3,33 1 0,11 19,98
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Figura 5.2 - Individuos selecionados da populac@o avaliada (%) e ganho predito para ER (%) através da selecao
indireta em funcdo de distintas intensidades de selecdo, A linha verde pontilhada denota o ganho
maximo predito possivel de ser obtido pela selecdo direta do ER

Os testes de progénies clonais, nas quais os individuos de cada progénie sao clonados,

permitem incrementar os ganhos genéticos através da redugdo da variancia ambiental pelos

efeitos de micrositio e pela possibilidade de caracterizar, a0 mesmo tempo, a variancia
genética aditiva e ndo aditiva (MULLIN; PARK, 1992; SHELBOURNE; 1992; ROSVALL;
LINDGREN; MULLIN, 1998; WHITE; ADAMS; NEALE, 2007).

Nos programas de melhoramento florestal de espécies recalcitrantes ao enraizamento,

este tipo de delineamento experimental poderia contribuir na geragdo de informacdo sobre a



148

capacidade de enraizamento no momento da clonagem das mudas, necessdria para a selecao
de individuos/progénies que combinem bom crescimento e boa capacidade de propagagdo. Ao
mesmo tempo, esta estratégia permitiria, a longo prazo, demonstrar se estas caracteristicas
apresentam correlacdes juvenil-adulto, questdo que determinaria a possibilidade de
implementar a selec@o ja na etapa de producdo de mudas, diminuindo assim a quantidade de

individuos/progénies a serem testados no campo para as caracteristicas de crescimento.

5.4 Conclusoes

e Existe moderada a elevada variagdo genética entre e dentro das progé€nies para os
caracteres avaliados.

e Os caracteres ER e CR apresentam moderadas a baixas herdabilidades.

® Os caracteres NR, CB, RG, NG e RC apresentam elevadas herdabilidades.

e Existem correlacdes genéticas elevadas e positivas entre ER e as caracteristicas NR,
CB e MST.

® A selecdo in vitro de genétipos de E. dunnii com maior capacidade de enraizamento
pode se basear em avalia¢des ndo destrutivas dos caracteres NR e CB.

® A selecdo indireta do ER, através da selecdo de individuos com maior nimero de
raizes, permite maiores ganhos genéticos para o enraizamento adventicio do que a

selecdo direta, nesta populacdo de E. dunnii.
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6 CONCLUSAO GERAL

A clonagem de E. dunnii representa um dos grandes desafios para garantir a
disponibilidade de material de propagacdo melhorado de eucaliptos tolerantes as geadas. Isto
gera uma demanda permanente por novas tecnologias que permitam incrementar a eficiéncia
dos atuais processos de propagacdo para esta e outras espécies de eucaliptos que se adaptem a
essa restricdo ambiental.

Neste trabalho, foi possivel obter um novo meio basal para a propagacao in vitro de E.
dunnii, com base nos teores nutricionais de brotacdes de cepas desta espécie. O meio basal
obtido demonstrou ser adequado para a inducdo da organogénese de gemas e raizes
adventicias em segmentos de hipocétilos, quando a fonte de Fe compds-se de 9 mg L' de
FeSO,4.7H,O e 12,1 mg L' de Na,EDTA.2H,0 (meio basal EDM).

De forma similar, uma versdao modificada deste meio (meio basal EDMm) favoreceu a
multiplicagdo in vitro em gemas axilares de material juvenil e adulto de E. dunnii. Esta
resposta € atribuivel a modificacdo da fonte de Fe que, nutriente que neste meio basal, foi
fornecido pelo quelato EDDHA/Fe (286 mg L™ de Basafer® Plus).

As brotagdes desenvolvidas no meio basal EDMm ndo apresentaram sintomas
evidentes de clorose, oxidacdo, formagdo excessiva de calos ou hiperhidria, eventos
normalmente observados em meios basais sub-6timos. A restricdo nutricional de Fe permitiu
confirmar que a clorose nas folhas € atribuivel a deficiéncia deste nutriente. Por outro lado, a
restri¢ao nos niveis padrdo de N provocaram a oxidacdo e queda das folhas nas brotacdes
dominantes, provavelmente pela ciclagem interna deste nutriente para as brota¢des mais
jovens. Além disso, as brotagdes produzidas neste meio basal apresentaram maiores taxas de
enraizamento, na maioria dos clones, associadas a um maior acimulo de Cu, Fe, Zn e Mn nos
tecidos.

A aplicacdo desta metodologia para o desenvolvimento dos meios basais poderia
resultar vantajosa para outras espécies de eucaliptos, assim como para outras espécies
vegetais, nas quais os meios basais tradicionais nao tenham sido eficazes.

Finalmente, as estimativas das herdabilidades e dos ganhos genéticos para as
caracteristicas relacionadas ao enraizamento e a regeneracdo de gemas adventicias indicam
que as mesmas estdo sob moderado a elevado controle genético, consequentemente, poderiam
ser melhoradas substancialmente através da sele¢do dos individuos/progénies superiores.

No conjunto, estes resultados contribuem para com o estado da arte na propagacao
vegetativa de E. dunnii, indicando as bases para futuras pesquisas na drea, na procura da

melhora continua dos processos de propagacdo in vitro desta espécie.
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Anexo A - Especia¢do i6nica da solucdo inicial obtida no GEOCHEM-EZ

NOy SO,* Zn™* MoO”
100,00 % livre 77,40 % livre 7,88 % livre 98,09 % livre
16,15 % complexado com Ca 0,23 % complexado com SO* 1,91 % complexado com H
NH; 0,05 % complexado com Na 0,65 % complexado com PO*

0,05 % livre
99,95 % complexado com H

POS>

7,98 % complexado com Ca
0,39 % complexado com Fe

1,43 % complexado com Mg
90,20 % complexado com H

0,04 % complexado com Fe
2,30 % complexado com K
3,60 % complexado com Mg
0,46 % complexado com Mn

90,96 % complexado com EDTA
0,22 % complexado com NO;
0,06 % complexado com OH

Ni2+

0,11 % livre
99,88 % complexado com EDTA

Na*

EDTA

B(OH),

0,05 % livre
99,95 % complexado com H

99,84 % livre
0,01 % complexado com Cl
0,14 % complexado com SO,

K+

Cu2+

C02+

99,77 % livre
0,23 % complexado com SO,

0,04 % livre
99,95 % complexado com EDTA

CaZ+

Fez+

94,17 % livre

2,79 % complexado com SO,
3,03 % complexado com PO,

Mg2+

95,76 % livre

2,25 % complexado com SOy
1,97 % complexado com PO,
0,01 % complexado com NO;

62,48 % livre

1,47 % complexado com SO,
30,40 % complexado com PO,
4,55 % complexado com EDTA
1,09 % complexado com NOj;

7,91 % livre

0,29 % complexado com SO,
0,36 % complexado com PO,
91,27 % complexado com EDTA
0,02 % complexado com B(OH),
0,14 % complexado com NO;

0,36 % complexado com Ca
4,59 % complexado com Co
4,55 % complexado com Fe
50,21 % complexado com Zn
16,04 % complexado com Mn
24,13 % complexado com Cu
0,13 % complexado com Ni

Ccr

Mn2+

94,43 % livre

0,04 % complexado com Cl
2,80 % complexado com SOy
2,74 % complexado com EDTA

99,78 % livre

0,02 % complexado com Ca
0,02 % complexado com Na
0,10 % complexado com K
0,05 % complexado com Mg
0,02 % complexado com Mn

LST



Anexo B - Especiacdo idnica da solucio final (fracdo mineral do meio basal EDM) obtida no GEOCHEM-EZ

NO; SO, Mn™* Cr
99,99 % livre 77,37 % livre 96,24 % livre 99,77 % livre
15,85 % complexado com Ca 0,04 % complexado com Cl 0,02 % complexado com Ca
NH; 0,06 % complexado com Na 3,70 % complexado com SO4 0,02 % complexado com Na

0,05 % livre
99,94 % complexado com H

POS>

7,90 % complexado com Ca

0,63 % complexado com Fe

1,49 % complexado com Mg
0,06 % complexado com Zn

0,03 % complexado com Cu

0,13 % precipitado sélido com Cu
89,76 % complexado com H

0,07 % complexado com Fe
2,31 % complexado com K
3,78 % complexado com Mg
0,05 % complexado com Zn
0,48 % complexado com Mn
0,02 % complexado com Cu

0,01 % complexado com

EDTA

Zn2+

B(OH)4

0,05 % livre
99,95 % complexado com H*

82,36 % livre

0,02 % complexado com
3,17 % complexado com
8,02 % complexado com
3,53 % complexado com
2,26 % complexado com
0,64 % complexado com

cl
SO,
PO,
EDTA
NO;
OH

0,10 % complexado com K
0,06 % complexado com Mg

0,02 % complexado com Mn

M0042-

98,08 % livre
1,92 % complexado com H

2
Ni+

Cu2+

Na*

K+

99,70 % livre
0,30 % complexado com SO,

C aZ+

92,89 % livre
3,58 % complexado com SO,
3,53 % complexado com PO,

9,30 % livre

0,45 % complexado com SO,

1,25 % complexado com PO,

8,67 % precipitado séolido com PO,
79,58 % complexado com EDTA
0,32 % complexado com NO;

0,31 % complexado com NH;

0,10 % complexado com OH

99,80 % livre
0,02 % complexado com
0,19 % complexado com

Cl
SOy

C 02+

22,06 % livre

0,85 % complexado com SO,
1,11 % complexado com PO,
75,18 % complexado com EDTA
0,17 % complexado com B(OH),
0,60 % complexado com NOj
0,04 % complexado com NH;

M g2+

F e2+

94,81 % livre

2,90 % complexado com SOy
2,27 % complexado com PO,
0,01 % complexado com NO;

61,53 % livre

1,88 % complexado com SOy
35,50 % complexado com PO,
0,02 % complexado com EDTA
1,06 % complexado com NO;

85,75 % livre

4,15 % complexado com
4,65 % complexado com
3,67 % complexado com
0,26 % complexado com
1,48 % complexado com
0,03 % complexado com

SO,
PO,
EDTA
B(OH),
NO;
NH,

EDTA

0,14 % complexado com Co
0,02 % complexado com Fe
1,51 % complexado com Zn
0,04 % complexado com Mn
98,05 % complexado com Cu
0,24 % complexado com Ni

8S1



Anexo C - Especiacdo idnica da fragdo mineral do meio basal EDM sem Na,EDTA e Fe(SO,)7H,0, adicionado com 0,256 mmol L' de 0,0-EDDHA/Fe**, denominado

EDMm, obtida no GEOCHEM-EZ

NO¥ S04* Zn™ MoO4*
100,00 % livre 77,42 % livre 85,49 % livre 98,08 % livre
0,04 % complexado com Na 0,10 % complexado com EDDHA 1,92 % complexado com H
NH; 2,31 % complexado com K 0,02 % complexado com Cl

0,05 % livre
99,95 % complexado com H

PO

7,80 % complexado com Ca
0,06 % complexado com Zn
1,47 % complexado com Mg
88,45 % complexado com H
2,21% precipitado solido com Fe

15,89 % complexado com Ca
0,05 % complexado com Zn

0,48 % complexado com Mn
3,79 % complexado com Mg

3,18 % complexado com SO4
8,20 % complexado com PO4
2,34 % complexado com NO3
0,66 % complexado com OH

2
Ni+

B(OH)4

Na*

0,05 % livre
99,95 % complexado com H+

2
Cu™

99,80 % livre
0,02 % complexado com Cl
0,18 % complexado com SO4

76,24 % livre

14,37 % complexado com EDDHA
0,13 % complexado com NH3

2,83 % complexado com SO4

3,77 % complexado com PO4

2,08 % complexado com NO3

0,57 % complexado com B(OH)4

EDDHA

K+

99,71 % livre
0,29 % complexado com SOy

Ca2+

93,05 % livre
3,46 % complexado com SO,
3,49 % complexado com PO,

1,26 % livre

98,41 % complexado com EDDHA
0,04 % complexado com NH3
0,06 % complexado com SO4

0,17 % complexado com PO4

0,04 % complexado com NO3

0,01 % complexado com OH

Ccr

99,78 % livre

0,02 % complexado com Na
0,10 % complexado com K
0,02 % complexado com Ca
0,02 % complexado com Mn
0,06 % complexado com Mg

84,16 % complexado com Fe
15,40 % complexado com Cu
0,09 % complexado com Co

0,35 % complexado com Mn

Fe3+

C02+

M g2+

94,94 % livre

0,01 % complexado com NO;
2,80 % complexado com SO,
2,24 % complexado com PO,

84,16 % complexado com EDDHA
15,84 % in solid form with PO4

Mn2+

95,67 % livre

0,73 % complexado com EDDHA
0,04 % complexado com Cl

3,56 % complexado com SO4

73,62 % livre

17,48 % complexado com EDDHA

0,02 % complexado com NH3
3,44 % complexado com SO4
3,93 % complexado com PO4
1,27 % complexado com NO3
0,22 % complexado com B(OH)4

651



Anexo D - Concentragdes totais, livres e disponiveis para N total, {ons de macro e micronutrientes, EDTA e 0,0-EDDHA (mmol L'l) nas solugdes modeladas no GEOCHEM-
EZ correspondentes a cada meio basal com pH fixo em 5,8. Neste caso o meio meio basal EDM sem Na,EDTA e Fe(SO,4) 7H,0, adicionado com 0,256 mmol L!
de 0,0-EDDHA/Fe*" (EDMm)

Total (mmol L")

Livre (mmol L)

Disponivel (mmol Lh

Metal/Ligando

MS JADS WPM EDMm MS JADS WPM EDMm MS JADS WPM EDMm
N total 60,00 26,00 14,70 26,91 39,41 22,00 9,71 20,723 60,00 26,00 14,70 26,91
NO;y 39,40 22,00 9,70 20,72 39,40 22,00 9,71 20,72 39,40 22,00 9,70 20,72
NH," 20,60 4,00 5,00 6,19 0,01 0,002 0,003 0,003 20,60 4,00 5,00 6,19
PO,* 1,25 3,00 1,25 1,84 6,23x10®° 1,18x107 485x10% 6,34x10® 1,16 2,62 1,16 1,62
K* 20,00 11,00 12,60 7,18 19,93 10,90 12,31 7,16 19,93 10,90 12,31 7,16
Ca® 3,00 500 3,00 4,11 2,78 4,26 2,26 3,82 2,78 4,26 2,26 3,82
Mg* 1,50 3,00 1,50 1,21 1,42 2,66 1,19 1,15 1,42 2,66 1,19 1,15
S04* 1,70 332 740 0,89 1,39 2,47 6,10 0,69 1,39 2,47 6,10 0,69
B(OH), 0,10 0,05 0,10 0,05 491x10° 240x10° 4,74x10° 226x10° 0,10 0,05 0,10 0,05
Cu®* 0,0001 0,005 0,001 0,04 2,55x 107 3,58x10%  2,65x10°® 0,0005 2,55x 107 3,58x10° 2,65x10%  0,0005
Fe™* * 0,10 0,20 0,10 0,26 0,04 0,03 0,04 1,20x 102 0,0379 0,026 0,035 1,20x 102
Mn?** 0,07 0,10 0,10 0,12 0,04 0,03 0,06 0,116 0,04 0,03 0,06 0,116
Zn* 0,03 0,015 0,03 0014 1,52x10*  2,14x10° 1,57x10* 0,012 1,52x 10* 2,14x10° 1,57x10* 0,01
Na* 0,20 0,40 0,20 0,21 0,20 0,40 0,20 0,21 0,20 0,40 0,2 0,21
Co™ 0,0001 0,001 - 0,001 506x 107 1,43x10° - 0,0009 506x 107 1,43x10° - 0,0009
I 0,005 - - - 0,01 - - 0,005 - - -
Cr 5,98 0,002 1,30 0,21 5,96 0,002 1,30 0,21 5,96 0,002 1,3 0,21
MoO,> 0,001  0,0006 0,001 0,0006 0,001 0,0006 0,001 0,0006 0,001 0,0006 0,001 0,0006
Ni** - - - 0,0001 - - - 8,02x 107 - - - 8,75x 107
0,0-EDDHA - - - 0,256 - - - 2,85x 107! - - - -
EDTA 0,10 0,20 0,10 - 325x10" 8,01x10" 1,89x 10" - - - - -
Totais 94,04 5229 4238 4329
NO;/NH,* 1,91 5,50 1,94 3,35

~ . 3
* = os valores de Fe** na solu¢io do meio EDMm correspondem a Fe™*
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