/] \UELS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

THAIS TEIXEIRA VALERIO CAETANO

INDUCAO E CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA DE
CALOS E SUSPENSAO CELULAR DE EUCALIPTO

LAVRAS - MG
2021



THAIS TEIXEIRA VALERIO CAETANO

INDUCAO E CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA DE CALOS E
SUSPENSAO CELULAR DE EUCALIPTO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduagédo
em Agronomia/Fisiologia Vegetal, para a
obtencdo do titulo de Mestre.

Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva
Orientador
Dra. Rafaeli Aparecida Vieira de Souza

Coorientadora

LAVRAS - MG
2021



Ficha catalografica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Caetano, Thais Teixeira Valério.
Inducdo e caracterizacdo morfoanatdmica de calos e suspenséo
celular de Eucalipto / Thais Teixeira Valério Caetano. - 2021.
92p.:il

Orientador(a): Luciano Vilela Paiva.

Coorientador(a): Rafaeli Aparecida Vieira de Souza.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2021.

Bibliografia.

1. Embriogénese somética. 2. inducéo de calos. 3. suspensdo
celular. I. Paiva, Luciano Vilela. Il. de Souza, Rafaeli Aparecida
Vieira. Ill. Titulo.




THAIS TEIXEIRA VALERIO CAETANO

INDUCAO E CARACTEF\’NIZACAO MORFOANATOMICA DE CALOSE
SUSPENSAO CELULAR DE EUCALIPTO

INDUCTION AND MORPHOANATOMIC CHARACTERIZATION OF CALLUS
AND CELL SUSPENSION OF EUCALYPTUS

Dissertacdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de P6s-Graduacédo
em Agronomia/Fisiologia Vegetal, para a
obtencdo do titulo de Mestre.

APROVADA em 31 de agosto de 2021
Dr. Diogo Pedrosa Corréa da Silva, UFLA
Dra. Vanessa Cristina Stein, UFSJ

Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva
Orientador
Dra. Rafaeli Aparecida Vieira de Souza

Coorientadora

LAVRAS - MG
2021



AGRADECIMENTOS

Agradeco,

A minha mae Jaqueline, e meu pai Geraldo, que sempre acreditaram em meus estudos e
fizeram o possivel para que eu conseguisse vir para Lavras fazer o mestrado. As minhas tias
Maria, Rita e Judite que nunca deixaram de acreditar em meu potencial, e me apoiam, desde
sempre, mesmo que de longe. Ao meu irmdo Daniel, que se fez presente nos momentos que

mais precisei, e por sempre tentar ajudar como pode.

Ao meu orientador, prof. Luciano, que me acolheu como aluna de pds-graduacdo em seu
laboratério. A minha co-orientadora, Rafaeli, que me acompanhou em todas as etapas durante
meus dois anos de mestrado, que me aconselhou e me ensinou, e me acolheu de todas as
formas possiveis. Muito obrigada pelo apoio e paciéncia, sem vocé ndo teria conseguido! A
todos do Laboratorio Central de Biologia Molecular, Heliete, Ricardo, Fabricio, R6, Renan,
Wesley, e Tati, obrigada pelas conversas na hora do café, pelos jogos de xadrez no meio da

tarde, pelas conversas jogadas fora, obrigada por me acolherem.

Aos meus amigos que a graduacdo me deu, Camila Amaro, Jéssica, Sara, Lucas, Camila
Moreno e Bruna, obrigada por estarem presente em mais uma etapa da minha vida. Mesmo de
longe todo o apoio de vocés fez muita diferenca. Ndo conseguiria sem vocés. Aos meus
amigos que Lavras me deu, Livia, Ananda e Otavio, obrigada por serem meu porto seguro,
por terem me acolhido e serem a familia que eu escolhi. Aos meus amigos de Divindpolis,
Leticia e Matheus, por todos esses anos de amizade, e sempre acreditando em mim e sendo
meu respiro nos momentos dificeis. Aos meus amigos e companheiros da fisiologia vegetal,
Dani, Victor, Mateus, Lud, Leticia, Ana, Geovane, Josy, Marina e Alex, obrigada por
compartilharem sorrisos e lagrimas, por todos os encontros na cozinha da fisiologia, pelas
horas de conversa e conselhos e por serem apoio nessa loucura que foi esses dois Ultimos

anos.

Todo meu agradecimento e gratidao a Universidade Federal de Lavras e ao setor de Fisiologia

Vegetal, onde pude realizar meu trabalho e concluir essa etapa dos meus estudos.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de Financiamento 001.

A todos, absolutamente, todos que de alguma forma me fortaleceram nessa jornada! Eu sou
eternamente grata a todos vocés!!!



RESUMO

Eucalipto é uma planta lenhosa de grande aplicabilidade nas inddstrias madeireira, de
celulose e papel e até mesmo na industria farmacéutica com producdo de dleos essenciais.
Porém, o eucalipto possui um alto nivel de heterozigosidade, que dificulta os processos de
melhoramento convencional. Embora a transformacéo genética de plantas seja uma tecnologia
em potencial para auxiliar as técnicas convencionais de melhoramento genético, para espécies
perenes, esta tecnologia continua dificil de ser adotada devido a auséncia de um sistema
efetivo de regeneracdo de plantas transformadas. Tendo isso em vista, uma das estratégias em
potencial utilizadas da cultura de tecidos é a embriogénese somatica que somada ao cultivo de
suspensdo celular, pode trazer beneficios quando aplicada a cultura de espécies lenhosas,
como o eucalipto. Esta estratégia traz vantagens como a propagacao clonal em massa em
curto periodo e facilidade na obtencéo de cultivares com as qualidades de interesse desejadas.
Contudo, uma das dificuldades enfrentadas para espécies recalcitrantes como o eucalipto é a
baixa eficiéncia de inducdo de calos embriogénicos e/ou a baixa frequéncia de germinacéo
dos embrides, tornando sua aplicacdo limitada. Por isso, 0 objetivo desse trabalho foi testar
meios de cultivo MS e MS modificado com reducdo de 50% da concentracdo de NH4NO3,
com a adicdo de citocininas (BAP, KN e 2-iP) bem como os meios basicos de cultivo N6, MS
e JADS, com adicdo de picloram (0, 100, 200, 400 e 800 uM) na indugdo de calos
embriogénicos e obter um protocolo eficiente mediante 0 uso de suspensdo celular de
eucalipto e regeneracdo dos respectivos embrides somaticos. Os resultados mostraram que a
reducdo de nitrato de amonio do meio de cultivo ndo pareceu favorecer a inducéo de formacéo
de calos em E. grandis. A utilizacdo de 2-iP ajudou na formacdo de calos amarelos semi-
fridveis e a utilizacdo de BAP favoreceu a formacédo de calos amarelos compactos. Os calos
oriundos de hipocaétilo e folha cultivados em meio N6 e JADS tém potencial para obtengdo da
embriogénese somatica.

Palavras-chave: Eucalipto; embriogénese somatica; citocininas; picloram; calogénese



ABSTRACT

Eucalyptus is a woody plant with major applicability in the timber, cellulose and paper
industries and even in the pharmaceutical industry with the production of essential oils.
However, eucalyptus has a high level of heterozygosity, which hinders the conventional
breeding processes. Although the genetic transformation of plants is a potential technology to
assist conventional techniques of genetic improvement, for perennial species, this
methodology remains difficult to be adopted due to the absence of an effective regeneration
system for transformed plants. In this context, one of the potential strategies used in tissue
culture is somatic embryogenesis, which added to the cultivation of cell suspension, can bring
benefits when applied to the culture of woody species, which includes eucalyptus. This
approach brings advantages, as for instance, mass clonal propagation in a short period of time
and also assist in obtaining cultivars with qualities of interest. Nevertheless, one of the
difficulties faced by recalcitrant species such as eucalyptus is the low efficiency of inducing
callogenesis and the low frequency of germination of embryos, making its application limited.
Therefore, the goal of this work was to test the culture media MS and modified MS with its
NH4NO3 reduced up to 50% of its concentration, adding cytokinins (BAP, KN and 2-iP) to
the culture. N6, MS and JADS media were also tested with the addition of picloram (0, 100,
200, 400 and 800 uM) in order to induce embryogenic calluses and to obtain an efficient
protocol for eucalyptus cell suspension and regeneration of the respective somatic embryos.
The results showed that the reduction of ammonium nitrate in the culture medium did not
seem to favor the induction of callus formation in E. grandis. The use of 2-iP helped in the
formation of semi-friable yellow calluses, and the use of BAP favored the formation of
compact yellow calluses. Calli originated from hypocotyl and leaf, that were cultivated in N6
and JADS medium showed potential for obtaining somatic embryogenesis.

Keywords: Eucalyptus; somatic embryogenesis; cytokinins; picloram; callogenesis
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1 INTRODUCAO GERAL

A embriogénese somatica ¢ um processo assexual no qual as células haploides ou
somaticas se desenvolvem e seguem o0s estagios caracteristicos do desenvolvimento dos
embrides zigoticos, produzindo descendentes sem a fusdo de gametas (SILVA et al., 2017). E
uma técnica que foi desenvolvida com o objetivo de aprimorar a multiplicacdo e propagagédo
de plantas in vitro. Nesse sentido, avancos nas areas de cultura de tecidos visam proporcionar
a embriogénese somatica, ndo apenas como uma pesquisa basica, mas também com aplicagao
em escala comercial. Hoje em dia, essa técnica estd sendo usada tanto para a producdo
homogénea e em grande escala de mudas clonais de espécies lenhosas, como também como
aplicacdo na silvicultura como meio de melhoramento florestal (KENDURKAR &
RANGASWAMY, 2018).

O eucalipto ¢ um dos géneros mais importantes comercialmente de arvores plantadas
para producdo de madeira, papel, celulose ¢ até mesmo 6leos essenciais e, ¢ responsavel, por
1,3% do PIB bruto nacional e 6,9% do PIB industrial (Relatério Anual da Industria Brasileira
de Arvores, 2020). As técnicas de melhoramento genético convencional para obtencdo de
melhores linhagens de eucalipto, constituem processo dificil e demorado, pois o eucalipto
possui alto nivel de heterozigosidade. As técnicas biotecnoldgicas podem contribuir para uma
maior celeridade no melhoramento convencional, no entanto, para algumas espécies, a falta de
um sistema efetivo de regeneracdo de plantas faz com que esta tecnologia se torne custosa e
demorada.

A embriogénese somadtica, tem o potencial de suprir as necessidades que a engenharia
genética demanda, trazendo beneficios quando aplicada a cultura de espécies lenhosas,
proporcionando vantagens como a propagacao clonal em massa em curto periodo de tempo e
maior facilidade de obtencdo de cultivares com qualidades de interesse (MONTEIRO, 2013;
TORRES, 2014).

Contudo, baixos niveis de potencial embriogénico foram observados em espécies de
eucalipto (TORRES et al., 1993; PAIS, 2019) apresentando recalcitrancia a embriogénese
somatica e dificultando sua eficiéncia na obten¢dao de embrides somaticos. Esse fator negativo
dos embrides somaticos de eucalipto nao conseguirem atingir a maturidade completa e
germinar, e, também, devido a possibilidade de ocorréncia de variagdo somaclonal tém se
tornado limitante para o uso dessa técnica no ambito comercial (CORREDOIRA et al., 2019;

MOURA et al., 2019). Apesar disso, a embriogénese somatica possui potencial para viabilizar
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protocolos de transformacdo genética eficientes, ja que a regeneragdo de plantas a partir de
tecidos transformados via organogénese pode frequentemente dar origem a producdo de
quimeras, enquanto a regeneragao via embriogénese somatica pode oferecer a vantagem de
uma unica origem celular que reduz esse problema (CORREDOIRA et al., 2015).

Atualmente ndo hd nenhum protocolo eficaz para a embriogénese somatica do
Eucalyptus que seja utilizado comercialmente. Como a embriogénese somatica ¢ gendtipo-
dependente, as buscas por um protocolo eficiente ainda sio feitas a partir de tentativa e erro, e
por isso as condigdes ideais para a indu¢ao da embriogénese somatica sdo Unicas para cada
espécie (CORREDOIRA et al., 2019). Sendo assim, nesse trabalho o foco foi: i) avaliar o uso
de diferentes citocininas, idade de explantes e bem como o efeito do nitrato de amonio na
inducdo de calos embriogénicos de E. grandis; ii) avaliar diferentes meios de cultivo e doses
de Picloram na inducdo de calos embriogénicos de E. grandis e E. urograndis; iii) obtencéo

de um protocolo eficiente de suspencdo celular e regeneracdo dos embrides somaticos.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Descricdo da espécie e importancia econémica

Eucalipto é uma planta lenhosa, originada da Australia (GIRIJASHANKAR, 2011),
que pode ser encontrado em mais de 90 paises, sendo as maiores plantagdes presentes no
Brasil, India e China. Pertencente & familia Myrtaceae, possui 894 espécies, incluindo
subespécies e hibridos (CORREDOIRA, 2018). Os Eucaliptos sdo conhecidos por sua alta
taxa de crescimento e grande producao de biomassa.

Esse género, por ter propriedades fisicas e quimicas diversas, também consegue se
desenvolver em uma ampla variedade de ambientes, e por isso fazem com que os eucaliptos
sejam utilizados para as mais diversas finalidades na industria madeireira, de papéis e
celulose, producao de 6leos essenciais, carvao vegetal, chapas de fibras, geragdo de energia e
até medicamentos (GIRIJASHANKAR, 2011). Essa gama de propriedades também faz com
gue esse género seja utilizado para suprir as demandas mundiais de plantas lenhosas, podendo
prevenir o desflorestamento de florestas naturais (KENDURKAR & RANGASWAMY,
2018).
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Esse género ¢ responsavel por aproximadamente 1,3% do PIB bruto nacional e 6,9%
do PIB industrial, gerando uma receita de aproximadamente 6 bilhdes por ano. Atualmente,
estima-se que ha aproximadamente 6,97 milhdes de hectares de florestas plantadas de
eucalipto no Brasil que representam 77% de area plantada do territério nacional, e sdo
responsaveis por mais de 90% de toda a madeira utilizada para fins produtivos, segundo o
Relatorio Anual da IndUstria Brasileira de Arvores de 2020.

Atualmente, técnicas biotecnologicas como a micropropagagdo in vitro, clonagem e
outras técnicas da cultura de tecido tém sido utilizadas para a producdo de linhagens
melhoradas de eucalipto. Para as espécies de eucalipto, as técnicas de melhoramento genético
convencional constituem um procedimento dificil e demorado, principalmente devido ao alto
nivel de heterozigosidade. Embora a transformacdo genética de plantas apresente um alto
potencial, esta estratégia continua dificil para a maioria das espécies perenes, devido a
auséncia de um sistema efetivo de regeneracdo de plantas transformadas. Uma das técnicas da
cultura de tecidos com maior potencial para este fim é a embriogénese somatica, permitindo
para varias espécies a propagacdo clonal em massa em curto periodo. Entretanto, o eucalipto
apresenta recalcitrancia a embriogénese somatica, levando a baixa eficiéncia de inducéo e
baixa frequéncia de germinacgdo de embrides, tornando a sua aplicagdo limitada (GRANJA,
2014; CORREDOIRA et al., 2015).

2.2 Embriogénese somatica do Eucalipto

A embriogénese somatica é o processo em que uma célula somatica se desdiferencia
em uma célula embriogénica totipotente que tem capacidade de gerar um embrido in vitro
(GUAN et al., 2016). A embriogénese pode seguir dois caminhos de desenvolvimento
distintos in vitro: o modelo direto, no qual os embribes somaticos surgem diretamente nos
tecidos dos explantes, e 0 modelo indireto, no qual a formacgdo dos embrides passam por uma
fase intermediaria de células desdiferenciadas, chamadas de calos embriogénicos
(MONTEIRO, 2013; ABIRI et al., 2020).

Pesquisas com diversas espécies de eucalipto vém sendo feitas usando diferentes tipos
de explantes, diferentes condigdes fisiologicas da planta-mae, diferentes tipos de combinagéo
de auxinas e diferentes meios de cultura. Para a maioria dessas espécies, 0s resultados foram
insatisfatorios, principalmente pela falta de um protocolo eficiente e passivel de reproducgéo
para serem usados tanto em pesquisas béasicas, como também em escala comercial. Os

resultados esperados da embriogénese somatica também podem ser afetados pela ocorréncia
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de variagdo somaclonal, baixa eficacia para iniciagdo da competéncia embriogénica e
incapacidade de os embriGes somaticos atingirem a maturagdo completa (PAIS, 2019; ABIRI,
et al., 2020). Apesar da baixa frequéncia de germinagdo de embrides somaticos em espécies
de eucalipto, a embriogénese somadtica ¢ o procedimento ideal para protocolos de
transformagdo, uma vez que a regeneracdo de plantas a partir de tecidos transformados via
organogénese pode frequentemente dar origem a producdo de quimeras, enquanto a
regeneragdo via embriogénese somatica pode oferecer a vantagem de uma origem celular
unica (CORREDOIRA et al., 2015). Além disso a embriogénese somatica possui vantagens
sobre outros tipos de técnicas de propagacdo por possuir altas taxas de multiplicacdo do
material e possibilidade de cultivo em meio liquido dentro de biorreatores (CORREDOIRA et
al., 2019).

Em algumas espécies de plantas nao-lenhosas, a oxidagdo do calo dificulta o inicio do
processo embriogénico podendo causar a morte do explante. Porém, nas espécies lenhosas,
como 0 eucalipto, a oxidagdo do calo é um processo que pode anteceder a formagdo do
embrido. A oxidagdo dos tecidos ocorre, normalmente, em resposta a uma situacdo de
estresse, que em baixos niveis pode causar mudancas na fisiologia e no metabolismo das
células vegetais, induzindo mecanismos de adaptagdo como processos de cicatrizagdo,
organogénese e embriogénese somatica (MOURA et al., 2019).

A competéncia embriogénica de células somaticas cultivadas in vitro pode ser
estimulada por varios fatores, como altos niveis de auxina, pressdo osmotica, pH, temperatura
ou ferimento mecénico de explantes. A embriogénese somatica pode ser induzida em culturas
de varios tipos de explantes como peciolos, folhas, raizes, filamento de antera, meristemas
caulinares, sementes, cotilédones, hipocotilo, segmento nodal e embrides zigoticos imaturos e
maduros. Embora o tecido vegetal maduro seja desejavel como fonte de explante, na maioria
dos experimentos de indu¢dao de embriogénese somatica em eucalipto, 0 material juvenil tem
tido melhores respostas, por serem ricos em tecido meristematico. Além disso, o efeito do
genotipo tem sido considerado um fator crucial na indugdo de embriogénese somatica em
eucaliptos (GUAN et al., 2016; KENDURKAR & RANGASWAMY, 2018; MOURA et al.,
2017; GRANJA et al, 2018).

E necessario salientar que a sele¢do do estagio especifico de desenvolvimento do
explante, as transferéncias sequenciais e as condigdes apropriadas de cultivo, como meio de
cultura, temperatura e luz sdo importantes para o sucesso do protocolo, especialmente para a

aquisi¢ao de competéncia embriogénica. Ja para a multiplicagdo das culturas embriogénicas,
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geralmente hd uma redug@o nos niveis dos reguladores de crescimento do meio de cultura.
Essa redugdo permite ciclos repetitivos de divisdo celular e o controle dos processos de

diferenciagdo. E geralmente nessa fase que suspensdes celulares sdo estabelecidas

(MONTEIRO, 2013).

2.2.1 Meio de inducéo

A cultura de tecidos vegetais parte do principio da totipoténcia, onde as células
vegetais sdo capazes de se desdiferenciar e se regenerar em uma planta completa em meio
nutritivo apropriado e em condi¢des assépticas (TEIXEIRA, 1983; PAIS, 2019). Além do tipo
de explante utilizado, os meios de cultivo onde estes serdo cultivados sdo os fatores mais
frequentemente decisivos para o sucesso do cultivo de tecidos vegetais (PASQUAL,;
HOFFMANN; RAMOS, 2001).

O objetivo principal do meio de indugdo ¢ fazer com que as células somaticas do
explante inicial adquiram a competéncia embriogénica (CORREDOIRA et al., 2019). Existe,
porém, uma dificuldade em atender as demandas de cada espécie com um Unico meio de
cultura e, portanto, muitas vezes séo utilizados reguladores de crescimento e modificacdes de
meios ja existentes ou meios inerentes a determinadas espécies vegetais. O crescimento e
desenvolvimento dos explantes e das plantas como um todo, podem entdo, ser modificados
pela adicdo de reguladores de crescimento (fitohormonios naturais ou versdes sintéticas) em
diferentes etapas do desenvolvimento ou maturagdo (PHILLIPS & GARDA, 2019).

Estudos sistematicos em espécies lenhosas, testando diferentes meios de cultura para a
selecdo do meio mais apropriado para uma determinada espécies sdo escassos. O meio de
cultura mais utilizado para a indu¢do de embriogénese somatica em espécies lenhosas ¢ o
meio Murashige & Skoog conhecido como MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e suas
modificagdes, como o MS de meia forca (*2 MS). Os meios de cultura geralmente séo
compostos por macro e micronutrientes em diferentes proporgdes, vitaminas, aminoacidos,
fontes de carbono (sacarose, maltose, glicose etc.) e reguladores de crescimento e um agente
solidificante como o agar ou Phytagel (MONTEIRO, 2013; CORREDOIRA et al., 2019).

O meio MS foi criado originalmente para a cultura de tabaco, mas ¢ amplamente
utilizado tanto para as dicotiledéneas assim como para as monocotileddneas, e produz um
bom meio de regeneragdo das plantas, devido aos altos niveis de nitrogénio nas formas de
nitrato e aménio (PHILLIPS & GARDA, 2019).
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O meio N6 (CHU et al., 1975) foi originalmente desenvolvido para cultura in vitro de
arroz (Oryza sativa L.), sua composi¢cdo com baixas concentragdes de sulfato de amonio e
nitrato de potassio como principal fonte de nitrogénio ajuda na iniciacdo e diferenciacdo de
calos.

O meio JADS (CORREIA et al., 1995) foi proposto para propagacdo in vitro de
Eucalyptus sp., mas também ¢ utilizado para propagagdo de outras culturas lenhosas como a
Myrciaria aureana. O meio JADS possui maiores concentracdes de Fosforo (P), Magnésio
(Mg) e Cobre (Cu) e menores concentracbes de Enxofre (S), Zinco (Zn), Manganés (Mn) e
Boro (B) quando comparado com o meio MS (FARIA et al., 2019). Mas a diferenca mais
significativa entre os meios JADS e MS ¢ a quantidade de Calcio (Ca) que € quase dez vezes
maior no meio JADS. No meio MS a fonte de Ca ¢ o cloreto de calcio, ja no meio JADS ¢é o
nitrato de célcio. Diferentes fontes do mesmo nutriente podem gerar diferentes respostas na
célula vegetal devido a sua formula¢ao quimica, que pode influenciar em sua absorcdo e em
sua translocacéo no tecido vegetal (MOURA et al., 2019).

Na maioria das espécies, a_alta concentragdo de auxina, parece ter uma capacidade
quase Unica de estimular a embriogénese somatica em muitas espécies de plantas. O tipo e a
concentracdo de auxina exogena também sdo fatores que influenciam na indugdo da
embriogénese somatica e sdo altamente varidveis entre as espécies. O Picloram (&cido 4-
amino-3,5,6-tricloropicolinico) vem sendo eficaz na inducdo da embriogénese somatica em
espécies de cevada, tulipa, pupunha, macaiba e também na espécie hibrida de eucalipto, o
Eucalyptus urograndis (MOURA et al., 2017).

Normalmente, a indugdo de embriogénese somatica pela alta concentracdo de auxina ¢
seguida pela sua diminuicdo em um gradiente de concentracdo até sua completa auséncia
(MONTEIRO, 2013; CORREDOIRA et al., 2019) e concomitantemente, aplica-se um outro
regulador de crescimento no meio de cultura, como citocininas, que sdo responsaveis pela
formacéo do eixo embrionario e 0 meristema bipolar, ou poliaminas que estao associadas com
a divisdo celular e tolerdncia ao estresse, fazendo com que ocorra desenvolvimento e
maturagdo dos embrides soméaticos (CARVALHO, 2009; MOURA et al., 2019).

Além disso, a utilizacdo de auxinas pode ser acompanhada por combinagbes de
citocininas, que em conjunto, podem ser fatores chaves na determinacdo da competéncia
embriogénica, provavelmente por fazerem parte da regulagdo do ciclo e da diviséo celular
(CARVALHO, 2006). As citocininas mais utilizadas na inducdo da embriogénese somatica

sdo: 6-benzilaminopurina (BAP), Cinetina (KN), Zeatina (Z) e 2-isopenteniladenina (2-iP). O
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papel das citocininas na indu¢do da embriogénese somatica ainda ndo foi completamente
elucidado por serem componentes, por vezes, facultativos no meio de indugéo e sdo utilizadas
em baixas concentracdes (CORREDOIRA et al., 2019). A utilizagéo de citocininas, como o 2-
iP e BAP, em combinacdo com Picloram ja foram relados na embriogénese somatica de
Acrocomia aculeata (MOURA, 2007; GRANJA, 2014), e para o hibrido Eucalyptus
urograndis (MOURA et al., 2019).

Na embriogénese somatica, 0 efeito de poliaminas, principalmente a putrescina, tem
sido descrita e estudada em diversas espécies. Poliaminas sdo moléculas pequenas, alifaticas,
de baixo peso molecular que possuem trés grupamentos amino policatidnicos capazes de
interagir eletrostaticamente com acidos nucleicos, fosfolipidios e proteinas da parede celular.
As principais poliaminas encontradas em plantas sdo a Putrescina, Cadaverina, Espermidina e
Espermina. que estdo associadas com a regulacdo de processos fisiologicos durante a divisao
celular, sintese de proteinas, replicacdo do DNA e respostas a estresse, atuando em processos
como organogénese, embriogénese, florescéncia, senescéncia e maturacao de frutos (MOURA
etal., 2019).

Além de poliaminas, é comum utilizar-se de outros suplementos no meio de cultura
para ajudar no aumento da eficiéncia da indugdo da embriogénese somatica, como alguns
aminoacidos (Prolina) ou complexos de aminoacidos (caseina hidrolisada e extrato de malte)
fornecendo uma fonte alternativa de nitrogénio. Outro componente bastante utilizado no meio
de cultura é o nitrato de prata que controla os efeitos deletérios do etileno no tecido vegetal
(CORREDOIRA et al., 2019).

2.3 Regeneracado dos embrides

A regeneracgdo das plantas ¢ um processo limitante da embriogénese somatica, visto
que ha dificuldades em se adequar protocolos de regeneracao devido a ocorréncia de plantas
anormais, variagdes somaclonais, baixa eficacia na iniciagdo embriogénica, ineficiéncia dos
embrides somaticos atingirem a maturacdo completa e a inducao de calos ndo embriogénicos,
sendo estes ndo funcionais na embriogénese somatica (TORRES et al., 2013; ABIRI et al.,
2020).

Para que o processo de regeneracdo se dé inicio, € necessario fornecer estimulos
fisiolégicos e bioquimicos para que os ciclos de divisdo celular sejam interrompidos e dar
inicio a diferenciacdo e regeneracdo dos embrides. Geralmente, é utilizado meios de cultura

sem o acréscimo de reguladores de crescimento. O tipo e a concentracdo do carboidrato
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utilizado no meio de cultura também sdo importantes para o desenvolvimento e conversdo dos
embrides somaticos em plantas. Além do seu papel como fonte de carbono, os carboidratos
estdo envolvidos na regulacdo do potencial osmotico das células vegetais. A concentracdo do
carboidrato pode influenciar nos processos de iniciacdo e diferenciacdo dos embrides
somaticos, uma vez que o0 seu metabolismo, em plantas, € regulado de acordo com a variagao
da sua concentracdo (CARNEIRO et al., 2014; GRANJA, 2014).

Em algumas culturas de palmeiras, foi observado o uso de citocininas ou ABA na fase
de regeneracdo dos calos. A inclusdo de poliaminas, como a putrescina, na embriogénese
somatica contribui para a multiplicacdo e manutencdo das massas embriogénicas e para a
regeneracdo de embrides somaticos (CARVALHO, 2009).

Combinacdes de acido abscisico (ABA), polietilenoglicol (PEG) e carvéo ativado séo
utilizadas efetivamente em culturas de algumas coniferas e cenoura, e por isso ja foram
testadas em espécies de eucalipto (E. grandis e E. dunnii). Porém a utilizacdo de ABA e PEG
em eucalipto resultou na alta inducdo da taxa de divisdo celular levando a alta taxa de

proliferacdo de calos, sendo necessario realizar mais testes nessa area (WATT et al., 1999)

2.4 Suspenséo Celular

A suspensdo celular é uma estratégia que pode ser utilizada para a micropropagacao,
melhoramento genético e conservagao de recursos genéticos. Assim, a cultura de células e/ou
agregados e sua posterior regeneracéo, utilizando-se da embriogénese somética, € uma técnica
de grande aplicabilidade por poder possibilitar a obtencdo de grandes quantidades de
explantes com baixo custo de producdo (MONTEIRO, 2013).

As culturas em suspensdo sdo geralmente iniciadas com calos friaveis em um meio
liquido sob agitacdo (TORRES, 1989). Os calos fridveis sdo mais indicados em comparagéo
com os calos compactos, ja que os calos fridveis ndo possuem elementos de conexdo vascular,
estando, entdo, desconexos um dos outros, facilitando sua dispersdo em um meio liquido e
aumentando sua superficie de contato com o meio de cultura (MOURA et al., 2019). Além
disso, a utilizacdo de meio de cultura em culturas de células em suspensdo pode ser diferente
do utilizado em culturas de calos, devido ao fato de que muitos meios tém pouca capacidade
de tamponamento e o pH pode mudar consideravelmente quando as células séo introduzidas
na suspensdo (TORRES, 2013).

O crescimento de cultura de celulas em suspensdo pode ser quantificados atraves de

pardmetros selecionados em intervalos durante o ciclo de crescimento como por exemplo:
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peso fresco, peso seco, numero de células, indice mitético, densidade celular e volume de
células compactadas. O periodo de inicio da cultura a fase estacionaria é determinado
principalmente pela densidade inicial celular, duracao da fase de laténcia (fase lag) e pela taxa
de crescimento celular (TORRES, 1989).

Para as culturas de eucalipto, 0s primeiros registros de estabelecimento de cultura de
suspensdo celular foram feitos em 1965 (WATT et al., 1993). Até entdo, as células cultivadas
em meio liquido tém sido usadas para regenerar calos, mas, nesta fase, a regeneracdo das

plantulas ainda ndo foi alcancada.
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RESUMO

O eucalipto, por apresentar recalcitrancia a embriogénese somatica, torna 0 processo pela
busca de um protocolo eficiente, trabalhoso e demorado. O sucesso do protocolo para
obtencdo da embriogénese somatica depende da selecdo do estagio especifico de
desenvolvimento do explante, das transferéncias sequenciais e das condi¢cdes apropriadas de
cultivo, como componentes do meio de cultura, temperatura e luz. Sendo assim, de modo
geral, as condicdes ideais para a indu¢do da embriogénese somatica sdo unicas para cada
espécie. No presente trabalho foram avaliados a calogénese de explantes de Eucalyptus
grandis de 15 e 30 dias de idade, cultivados em dois meios de cultura, sendo eles: 0 meio
basal MS (30 g.L™ de sacarose, 500 mg.L™ de caseina hidrolisada, 1 g.L™ de L-Prolina, 5 g.L"
lde 4gar); e 0 meio MS modificado (MSM) com 50% da concentracdo de nitrato de aménio
(30 g.L™* de sacarose, 500 mg.L™ de caseina hidrolisada, 1 g.L™ de L-Prolina, 5 g.L™* de agar).
Além disso, foram acrescentados aos meios: Picloram 9 uM e trés combinacdes de citocininas
a 0,9 uM (2-iP, BAP e Cinetina). Os resultados mostraram que a reducéo de nitrato de aménio
do meio de cultivo ndo pareceu favorecer a indugéo de formacdo de calos em E. grandis. A
utilizacdo de 2-iP ajudou na formacédo de calos amarelos semi-fridveis e a utilizacdo de BAP
favoreceu a formacéo de calos amarelos compactos.

Palavras-chave: Embriogénese Somatica. Calogénese. Reguladores de Crescimento.
Biotecnologia. Eucalipto.
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1 INTRODUCAO

A embriogénese somatica € umas das técnicas da cultura de tecidos que traz beneficios
quando aplicada a cultura de espécies lenhosas, podendo trazer vantagens como a propagacgéo
clonal em massa em curto periodo e facilidade de obtencdo de cultivares modificadas
geneticamente com qualidades desejadas (GRANJA, 2014; CORREDOIRA et al., 2015).
Porém, a forma mais tradicional de propagacdo do eucalipto ainda é através de sementes e
propagacdo vegetativa in vivo, devido a espécie apresentar recalcitrancia a embriogénese
somatica (ABIRI et al., 2020). Apesar disso, a embriogénese somatica ¢ o procedimento ideal
para protocolos de transformacdo, ja que a regeneracdo de plantas a partir de tecidos
transformados através da organogénese pode dar origem a produgdo de quimeras, enquanto a
regeneragdo via embriogénese somatica pode oferecer a vantagem de uma origem celular
Unica capaz de reduzir esse problema (CORREDOIRA et al., 2019).

A embriogénese somatica pode ser induzida em culturas a partir de varios tipos de
explantes, tais como folhas, raizes, sementes, cotilédones, hipocotilo, segmento nodal e
embrides zigdticos imaturos ¢ maduros. Muitos estudos apontam que 0s embrides somaticos
de eucalipto tendem a se desenvolver melhor através de folhas, embrides zigoticos,
hipocétilos e cotilédones, sendo os trés Gltimos os mais utilizados por serem derivados de
partes mais juvenis da planta e ricas em tecido meristematico (MOURA et al., 2017;
TRUEMAN et al., 2018). Em eucalipto, observa-se certa dificuldade na obtencdo de
protocolos efetivos de embriogénese somatica a partir de material adulto utilizando-se
explantes oriundos de arvores selecionadas. Em razdo disso na maioria dos trabalhos em que
obtencdo de embrides somaticos foi parcialmente alcangada, utilizou-se material juvenil
originando-se de sementes ou tecidos embriogénicos (TITON et al., 2007).

Outros fatores como o tipo e concentracdo de regulador de crescimento e meio de
cultura interferem no sucesso da embriogénese somdtica. A combina¢do de auxina e
citocininas pode ser fator chave na determinag¢dao da formacdo da embriogénese somatica,
provavelmente por serem dois tipos de reguladores que fazem parte da regulacédo do ciclo e da
divisdo celular. A composi¢do do meio de cultura, além de conter nutrientes necessarios a
sobrevivéncia da planta, ¢ imprescindivel para favorecer o crescimento e o desenvolvimento
do material vegetal (CARVALHO, 2006).

Tambeém ja foi relatado que a diminuicéo de fosfato e nitrato no meio de cultura, ajuda

na formacdo de calos friaveis embriogénicos em Manihot esculenta, pois 0 meio de cultura
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com reducdo desses componentes, diminui o crescimento de calos ndo embriogénicos
(UTSUMI et al., 2017).

Atualmente, ainda ndo ha protocolo eficaz para a embriogénese somatica em eucalipto
que seja eficiente comercialmente, justamente pelo fato da embriogénese somatica ser
genotipo-dependente (CORREDOIRA et al., 2019). Sendo assim, visando gerar mais
conhecimentos a respeito dos fatores que afetam a embriogénese somatica em eucalipto, 0
foco deste trabalho foi avaliar a combinacdo da auxina picloram com diferentes citocininas, a
idade de explantes, bem como o efeito da reducdo de nitrato de aménio na inducéo de calos

embriogénicos de E. grandis.

2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Biologia Molecular localizado
na Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.1 Desinfestacdo e germinacéo das sementes

Sementes de E. grandis foram desinfestadas utilizando-se alcool 70% por 1 min e
hipoclorito de sédio 3% em um eppendorf de 2 mL por 20 min. Ap6s a lavagem com agua
destilada autoclavada por 3 vezes, as sementes foram inoculadas em potes estéreis contendo
40 mL de meio de cultivo ¥2 MS (30 g.Lde sacarose, 5 g.L™ de &gar), com pH ajustado para
5,8 £ 0,01, previamente autoclavado a temperatura de 120°C e pressdo de 1 atm durante 20
minutos. As sementes foram mantidas em sala de crescimento por 15 e 30 dias em
fotoperiodo de 16h/8h.

2.2 Inducéo da calogénese

Plantas com 15 e 30 dias foram utilizadas para dar inicio a calogénese. Os explantes
foram excisados em fluxo laminar horizontal, utilizando-se bisturi e pincas para a retirada do
hipocétilo (0,2 - 0,3 mm) e cotilédones (1cm x 1cm). Os explantes foram, em seguida,
inoculados em placas de Petri estéreis descartaveis (90 mm x 15 mm) contendo 25 mL de
meio de cultivo com pH ajustado para 5,8 + 0,01, previamente autoclavado a temperatura de
120°C e presséo de 1 atm durante 20 minutos. Foram utilizados dois meios de cultura, sendo
eles: meio basal MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) (30 g.L™ de sacarose, 500 mg.L™ de
caseina hidrolisada, 1 g.L™ de L-Prolina, 5 g.L™* de agar); e meio MS modificado (MSM) com
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50% da concentracdo de nitrato de amodnio (30 g.L™ de sacarose, 500 mg.L™ de caseina
hidrolisada, 1 g.L™* de L-Prolina, 5 g.L™ de 4gar). A suplementagdo dos meios de cultura foi
estabelecida de acordo com experimentos realizados previamente pelo grupo de estudos
(dados ndo publicados). Em ambos os meios, foram acrescentados 9 uM de picloram e trés
combinagBes de citocininas a 0,9 uM: 2-iP, BAP e Cinetina (KN), totalizando assim 16

tratamentos como mostrado na tabela 1 abaixo.

Tabela 1 - Idade dos explantes, meios de cultura e reguladores de crescimento usado nos 16
tratamentos do experimento.

Idade do explante  Meio de cultura Citocininas (0,9 pM)

15 dias MS bésico -

15 dias MS bésico 2-iP
15 dias MS basico BAP
15 dias MS bésico KN
15 dias MSM -

15 dias MSM 2-iP
15 dias MSM BAP
15 dias MSM KN
30 dias MS basico -

30 dias MS basico 2-iP
30 dias MS bésico BAP
30 dias MS bésico KN
30 dias MSM -

30 dias MSM 2-iP
30 dias MSM BAP
30 dias MSM KN

Fonte: Da autora (2021).

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento no escuro sob temperatura de

27+1°C. Os calos foram avaliados com 35 dias.
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Apbs 35 dias, os calos foram transferidos para 0 meio MS basico (30 g.L™ de
sacarose, 50 mg.L™ de L — cisteina, 6 g.L™ de 4gar) no qual foi mantido a concentracéo de 9
uM de picloram, mas aumentou-se para 4,5 uM a concentracdo das citocininas utilizadas em

cada tratamento.
2.3 Andlise histolégica

Ap0s 43 dias no meio de maturagdo, os calos foram avaliados hovamente e amostras
foram coletadas para analise histologica. As amostras coletadas foram fixadas em FAA 70%
(10% de solugdo de formaldeido 40% + 5% de &cido aceético glacial + 50% de alcool etilico,
v/V) por 24 horas sob temperatura ambiente e depois desidratadas em série etilica a 70, 80, 90
e 100% por 1 hora cada, repetindo a série etilica de 100% mais uma vez. As amostras foram
infiltradas durante 24 horas com solucdo 1:1 de resina epdxi (Historesin® Leica) e etanol e
depois 24 horas em resina pura. Apos infiltracdo, as amostras foram emblocadas na proporc¢ao
15:1 de resina e polimerizador e mantidas na estufa a 35°C por 48h. Cortes com espessura de
5 um foram realizados em microtomo (Easypath EP-31-20091), posteriormente corados com
solucéo de azul de toluidina a 0,05% (O’BRIEN et al., 1965) e visualizados em microscopio

de luz (Zeiss, Axio Scope).
2.4 Analise estatistica

Para avaliacdo desse experimento foi utilizado um fatorial duplo 2x3 (Fator 1: meio;
Fator 2: citocininas).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repeticdes por
tratamento. Cada repeticdo foi composta de trés plantulas (cotilédones e a regido do
hipocdtilo) conforme demonstrado na Figura 1. As variaveis analisadas foram porcentagem de
calos e calos amarelos semi-friavel. O software utilizado foi o SISVAR versdo 5.6
(FERREIRA, 2008).
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Figura 1 — Cotilédone e hipocétilo apds serem inoculados em meio de indugcdo MSM.
Fonte: Da autora (2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducéo de calos em cotilédones com 15 dias

Para a variavel analisada formacdo de calos, os resultados da andlise estatistica
mostraram que ndo houve interacéo entre os fatores.

Para a varidvel analisada calo amarelo semi-friavel, os resultados da anélise estatistica
mostraram que ndo houve interacdo entre os fatores (meio de cultivo x citocininas), apenas o
fator citocininas apresentou diferencas estatisticas (Tabela 2). O teste de média mostrou que o
tratamento controle (sem citocininas) apresentou média superior na formacao de calo amarelo
semi-friavel (62,50%).

Tabela 2 - Média de calos amarelos semi-fridveis de E. grandis, apds 35 dias no meio de
inducdo de calos.

Citocininas Calo amarelo semi-fridvel
Controle 62,50 a
2-iP 35,00 ab
BAP 20,00 b

KN 30,00 ab
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CV (%) 70,07

Letras mindsculas iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Fonte: Da autora (2021).

3.2 Inducéo de calos em cotilédones com 30 dias

Para a variavel analisada formacdo de calos, os resultados da andlise estatistica
mostraram que houve interacdo entre os fatores analisados (Tabela 3). Os resultados
mostraram que 0 meio MS mostrou-se eficaz em todos os tratamentos, sendo que o tratamento
sem citocinina e o tratamento com adi¢do de KN apresentaram 100% de formacdao de calos. J&
para 0 meio MSM, o tratamento com adi¢cdo de BAP se mostrou menos eficaz na formacéo de
calos (35,00%), enquanto o tratamento utilizando 2-iP e KN no meio foram superiores com

média de 95,00% e 80,00%, respectivamente.

Tabela 3 - Média de formacdo de calos de E. grandis, apds 35 dias no meio de indugdo de

calos.
Citocininas Meio MS Meio MSM
Controle 100,00 Aa 75,00 Aab
2-iP 95,00 Aa 95,00 Aa
BAP 90,00 Aa 35,00 Bb
KN 100,00 Aa 80,00 Aa
CV (%) 29,99

Letras maiUsculas iguais na linha (entre os meios), letras minusculas iguais na coluna (entre
as citocininas), nao diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Para a formacgdo de calo amarelo semi-fridvel houve interacdo significativa entre os
fatores avaliados (meios de cultivo x citocininas) (Tabela 4). A adicdo de 2-iP no meio MS
(70,00%) mostrou superioridade de formagdo de calos amarelos semi-friaveis, do que a
utilizacdo da mesma citocinina no meio MSM (15,00%). A utilizagdo de 2-iP no meio MS
também apresentou média superior significativa quando comparados aos outros tratamentos

utilizando o meio MS.

Tabela 4 - Média de calos amarelos semi-friaveis de E. grandis, apés 35 dias no meio de
inducdo de calos.
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Citocininas Meio MS Meio MSM
Controle 05,00 Ab 35,00 Aa
2-iP 70,00 Aa 15,00 Ba
BAP 00,00 Ab 10,00 Aa
KN 35,00 Aab 00,00 Aa
CV (%) 74,24

Letras maiUsculas iguais na linha (entre os meios), letras minusculas iguais na coluna (entre
as citocininas), ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

3.3 Inducéo de calos em hipocoétilos com 30 dias

Para a variavel analisada calo amarelo semi-friavel ndo houve interacdo para entre 0s
fatores avaliados (meios de cultivo x citocininas), houve diferenca significativa somente para
o fator avaliado citocinina (Tabela 5). Os tratamentos, controle (50,00%) e com adic¢do de 2-iP
(65,00%) apresentaram as maiores médias de formacdo de calos amarelos semi-friaveis

diferenciando estatisticamente dos outros dois tratamentos.

Tabela 5 - Média de calos amarelos semi-friavel de E. grandis, ap6s 35 dias no meio de
indugéo de calos.

Citocininas Calo amarelo semi-friavel
Controle 50,00 a

2-iP 65,00 a

BAP 30,00 b

KN 30,00 b

CV (%) 94,19

Letras minudsculas iguais ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Fonte: Da autora (2021).

A média superior de formacdo de calos amarelos semi-fridveis no tratamento sem
citocinina (tabela 2) corrobora com o fato de as auxinas possuirem uma capacidade quase
unica de estimularem a embriogénese somatica em muitas espécies de plantas (MOURA et
al., 2017; PAIS, 2019). Segundo Carvalho (2006) a auxina é considerada o horménio mais
importante na regulacdo da formacdo de embrides somaticos e € provavel que essa regulagdo

seja essencial para iniciar a simetria bilateral durante a inducao da embriogénese somatica.
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Contudo, a inclusdo da citocinina ao meio suplementado com auxina, pode garantir
uma divisdo celular mais eficiente permitindo a formagdo e multiplicacdo das estruturas
embriogénicas. A utilizagdo de citocininas em conjunto com auxina na indugdo da
embriogénese somatica ja foi reportada por Granja (2014), trabalhando com embrides
zigoticos maduros de Acrocomia aculeata em que relatou que 0 balango auxina
(picloram)/citocinina (2-iP) foi mais favoravel na indugdo de células embriogénicas do que
apenas em um meio suplementado com Picloram. A utilizacdo de 2-iP no presente trabalho se
destacou das outras citocininas utilizadas para a formacao da caracteristica desejada de calos
amarelos semi-friaveis (Tabela 4 e 5), que, como reportado por Titon (2005) trabalhando com
Eucalyptus grandis relatou que os calos amarelos de aparéncia friavel ou semi-fridvel,
apresentaram maior caracteristicas embriogénicas.

A adicdo de BAP pareceu influenciar na formacéo de calos amarelos compactos tanto
em cotilédones quanto em hipocotilos. A utilizacdo de BAP em combina¢do com uma auxina
(2,4-D) foi relatada por Carneiro et al. (2014) em Agave sisalana, que obteve calos
embriogénicos de aparéncia compacta ou semicompacta. Moura et al. (2019) também obteve
calos embriogénicos no hibrido Eucalyptus grandis x E. urophylla utilizando Picloram em
combinacdo com BAP.

Quanto aos meios MS e MSM, apenas ha diferenga significativa quando se utiliza
cotilédone com 30 dias como explante (Tabelas 3 e 4). Segundo Utsumi et al. (2017) a
reducdo de nitrato nas formas de nitrato de aménio (NH4NO3), parece se fazer necessaria para
a inducdo da embriogénese somaética de Manihot esculenta. A reducdo de 50% da
concentragdo de NH;NO; e/ou KNO3 no meio MS vem sendo estudada na embriogénese
somatica de Corymbia citriodora, E. dunii e E. microtheca (TRUEMAN et al., 2018). A
utilizacdo de uma fonte alternativa de nitrogénio como suplemento de nitrato é utilizada em
espécies lenhosas, como constatado por Corredoira et al. (2019). O nitrogénio pode ser
fornecido nas formas de aminoacidos, como a prolina, ou como complexos de aminoacidos,
como no caso da caseina hidrolisada. No presente trabalho, a redugdo de NH4;NO3; no meio
MSM pareceu ndo ser eficiente e/ou ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao
meio MS.

A oxidagdo de calos em cotiledone com 30 dias apresentou maiores médias no
tratamento sem adigéo de citocininas. A oxidacao dos tecidos ocorre devido a uma situagdo de
estresse ocorrendo liberagdo de compostos fenolicos, que em baixos niveis, pode causar

mudangas na fisiologia e no metabolismo da célula vegetal, induzindo mecanismos de
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adaptacdo como processos de cicatrizagdo, organogénese e embriogénese somatica. Moura et
al. (2019) relatou que no hibrido E. urograndis, diferentemente de algumas espécies néo-

lenhosas, a oxidagdo calo ¢ um processo que pode anteceder a formagdo do embrido.
3.4 Andlise histoldgica

Apds 40 dias no meio de indugdo, amostras foram retiradas para a analise histologica.
Foi possivel observar que alguns calos apresentaram estruturas organizadas, mostrando algum
nivel de diferenciacdo celular (seta). Alguns calos contendo estruturas brancas, encontradas
principalmente em calos oxidados, apresentaram células isodiamétricas pouco vacuoladas,
caracteristicas comuns de células meristematicas. Na figura 2, pode-se observar o inicio de

formacéo de estruturas organizadas.

Figura 2 — Calo formado a partir de cotilédone (15 dias) ap6s 45 dias em meio de indu¢do MS sem
adicdo de citocinina. (A) Visualizagdo em lupa com aumento de 0,65x; (B) Lamina histologica corada
com azul de Toluidina visualizado em microscopio de luz em aumento de 10x.
Fonte: Da autora (2021).
Na figura 3, ha estruturas que se assemelham ao inicio de formacdo de globular do
embrido (seta), com possivel diferenciagdo cotiledonar e estruturas que se assemelham ao

estagio cordiforme (seta hachurada).
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Figura 3 — Calo formado a partir de cotilédone (15 dias) apds 45 dias em meio de indugdo MSM sem
adicdo de citocinina. (A) Visualizagdo em lupa com aumento de 0,65x; (B) Lamina histologica corada
com azul de Toluidina visualizado em microscopio de luz em aumento de 10x.

Fonte: Da autora (2021).

Na figura 4, é possivel visualizar organizacdo celular, podendo visualizar a

protoderme (seta), com meristema apical em formacao.

Figura 4 - Calo formado a partir de cotilédone (30 dias) apos 45 dias em meio de indugdo MS com
adicdo de 2-iP. (A) Visualizacdo em lupa com aumento de 0,65x; (B) Lamina histolégica corada com
azul de Toluidina visualizado em microscépio de luz em aumento de 20x.

Fonte: Da autora (2021).

Na figura 5, pode-se observar a formagéo de uma protuberéncia consistindo de celulas

parenquimais (seta).

: . ; ":t? ) B
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Figura 5 - Calo formado a partir de hipocétilo (30 dias) apés 45 dias em meio de indugcdo MS com
adicdo de 2-iP. (A) Visualizacdo em lupa com aumento de 0,65x; (B) Lamina histologica corado com

azul de Toluidina visualizado em microscépio de luz em aumento de 20x.
Fonte: Da autora (2021).

4 CONCLUSAO

Apos a realizacdo do presente estudo, pode-se concluir que a utilizagdo de citocininas
em concentracdo baixa de 0,9 uM acompanhadas da auxina Picloram, é facultativo para a

formacdo de calos amarelos semi-friaveis em E. grandis, visto que a formagdo ocorreu no
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grupo controle apenas com a adigdo de auxina no meio. A adi¢do da citocinina BAP parece
influenciar na formacéo de calos compactos

A reducdo de nitrato de amonio do meio de cultivo ndo pareceu favorecer a inducéo de
formacéo de calos.

Novos estudos a respeito da embriogénese somatica do eucalipto precisam ser feitos ja
que a fase de maturacdo e regeneracdo dos embrifes ndo foi completamente elucidada,

necessitando de protocolos que sejam reproduziveis.
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CAPITULO 2

CARACTERIZAGCAO MORFOLOGICA E HISTOLOGICA DE CALOS DE
Eucalyptus grandis OBTIDOS A PARTIR DE DIFERENTES MEIOS, EXPLANTES E
DOSES DE PICLORAM
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RESUMO

A embriogénese somatica € uma das técnicas da cultura de tecidos que traz beneficios quando
aplicada a cultura de espécies lenhosas, trazendo vantagens como a propagacdo clonal em
massa em curto periodo de tempo e facilidade de obtencdo de cultivares com qualidades
desejadas. Entretanto, o eucalipto apresenta recalcitrancia a embriogénese somatica, levando a
baixa eficiéncia de inducdo e baixa frequéncia de germinacdo de embrides, tornando a sua
aplicacdo limitada. Por isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar trés meios de cultivo, MS,
N6 e JADS, para a indugdo de calos embriogénicos, contendo diferentes concentragdes da
auxina picloram (&cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico) (0, 100, 200, 400 e 800 uM), usando
como explantes folhas e hipocoétilo de plantulas de eucalipto com 30 dias. As avaliacGes
foram realizadas ap6s 30 dias e foram avaliados a porcentagem de formacdo de calos e
formacdo de calo amarelo, calo amarelo com oxidagdo e calo oxidado. Os trés
meios apresentaram alta formacdo de calos em todos os tratamentos testados. Para 0s
explantes hipocétilo e folha, os meios N6 e JADS tém potencial para obtengdo da
embriogénese  somatica. Os  tratamentos  testados  mostraram  que &
possivel obter calos embriogénicos de eucalipto de alta qualidade, fato comprovado mediante
as analises histologicas.

Palavras-chave: Auxina. Calogénese. Meio de Cultura. Biotecnologia. Embriogénese

Somatica.
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1 INTRODUCAO

O género Eucalyptus é conhecido por ter espécies lenhosas de grande aplicabilidade
nas industrias madeireira, de celulose e papel e até mesmo na industria farmacéutica com
producdo de 6leos essenciais. A propagacdo do Eucalipto ocorre principalmente através de
sementes e propagacdo vegetativa, porem quando aplicada as técnicas de melhoramento
genético convencional para obtencdo de melhores linhagens, costuma-se ter um processo
demorado, pois o eucalipto possui alto nivel de heterozigosidade (PADUA et al., 2018).

As técnicas biotecnoldgicas surgiram como forma de contribuir para uma maior
celeridade no melhoramento convencional, no entanto, para algumas espécies, a falta de um
sistema efetivo de regeneracdo de plantas faz com que esta tecnologia se torne onerosa e
demorada (DOBROWOLSKA et al., 2016).

A embriogénese somatica é um processo assexual no qual as células haploides ou
somaticas se desenvolvem e seguem os estdgios caracteristicos do desenvolvimento dos
embrides zigoticos, produzindo descendentes sem a fusdo de gametas (SILVA et al., 2017). A
formacdo indireta de embrides somaticos passa pela formacdo de calos, que sdo massas
celulares desdiferenciadas que podem ser induzidas a partir de diferentes partes da planta em
condicdes in vitro, sob influéncia dos meios de cultivo e reguladores de crescimento (SHWE
& LEUNG, 2020).

O meio de cultura mais utilizado na inducdo da embriogénese somatica de diversas
espécies de eucalipto € 0 meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), que é rico em
nitrogénio na forma de nitrato de aménio e tem se mostrado benéfico para a inducdo de
embriogénese somatica para algumas culturas (KENDURKAR & RANGASWAMY, 2018).

Contudo, baixos niveis de potencial embriogénico foram observados em espécies de
eucalipto (TORRES et al., 1989; PAIS, 2019), apresentando recalcitrancia a embriogénese
somatica e dificultando sua eficiéncia na obtencdo de embries somaticos (ABIRI et al.,
2020). Sendo assim, ainda nao ha nenhum protocolo eficaz para a embriogénese somatica de
eucalipto que seja eficiente e reprodutivel. As buscas para otimizacdo de protocolos séo feitas
a partir de tentativa e erro, e por isso as condigdes ideais para a indugdo da embriogénese
somatica sdo Unicas para cada espécie (CORREDOIRA et al., 2019). Nesse trabalho o foco
foi avaliar os diferentes meios de cultivo MS, N6 e JADS com suplementacdo da auxina

picloram na inducéo de calos embriogénicos de E. grandis.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério Central de Biologia Molecular localizado
na Universidade Federal de Lavras (UFLA).

2.1 Teste 1
2.1.1 Desinfestagdo e germinacéo de sementes

Sementes de E. grandis foram desinfestadas utilizando-se alcool 70% por 1 min e
hipoclorito de sédio 3% em um eppendorfs de 2 mL por 20 min. Apos a lavagem com &gua
destilada autoclavada por 3 vezes, as sementes foram inoculadas em potes estéreis contendo
40 mL de meio de cultivo ¥2 MS (30 g.L™ de sacarose, 5 g.L™ de &gar), com pH ajustado para
5,8 + 0,01, previamente autoclavado a temperatura de 120°C e pressdo de 1 atm durante 20
minutos. As sementes foram mantidas em sala de crescimento por 30 dias em fotoperiodo de
16h/8h.

2.1.2 Inducéo da calogénese

Apos 30 dias, os explantes hipocétilo (0,2 - 0,3 mm) e folhas (1cm x 1cm) foram
excisados com auxilio de bisturis e pingcas em fluxo laminar horizontal. Os explantes foram,
em seguida, inoculados em placas de Petri estéreis descartaveis (90 mm x 15 mm) contendo
25 mL de meio de cultivo com pH ajustado para 5,8 + 0,01, previamente autoclavado a
temperatura de 120°C e pressao de 1 atm durante 20 minutos.

Foram testados trés meios de cultivo de inducdo para obtengdo de calos
embriogénicos, sendo: MS; JADS (CORREIA et al., 1995); e N6 (CHU et al., 1975), todos
contendo 30 g.L ™" de sacarose e 6 g.L™ de 4gar, com pH ajustado para 5,8 + 0,01, previamente
autoclavado a temperatura de 120°C e pressdo de 1 atm durante 20 minutos. Foram
adicionados ao meio de cultura 100; 200; 400 e 800 UM de picloram e um tratamento sem
adicéo de regulador de crescimento (controle) como mostrado na tabela 1. Os explantes foram

mantidos em sala de crescimento no escuro sob temperatura de 27+1°C.

Tabela 1 - Reguladores de crescimento e meio de cultura usado nos 15 tratamentos do
experimento.
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Tratamento Meio de cultura Picloram (uM)
T1 MS 0
T2 MS 100
T3 MS 200
T4 MS 400
T5 MS 800
T6 JADS 0
T7 JADS 100
T8 JADS 200
T9 JADS 400

T10 JADS 800
T11 N6 0

T12 N6 100
T13 N6 200
T14 N6 400
T15 N6 800

Fonte: Da autora (2021).

Apo6s 60 dias, os calos amarelos com aspecto friavel ou semi-friavel foram
selecionados e transferidos para o meio de cultura N6 (30 g.L™ de sacarose, 6 g.L™ de &gar),
contendo 2 puM de picloram e foram mantidos em sala de crescimento no escuro sob
temperatura de 27+1°C. Ja os calos remanescentes, de coloragdo escura (oxidado) e/ou que
apresentaram estruturas brancas, semelhantes ao aspecto embrionério, foram transferidos para
0 meio ¥ MS (20 g.L™* de glicose, 5 g.L™ de 4gar) e mantidos em sala de crescimento sob

“meia luz” em fotoperiodo de 16h/8h e temperatura de 27+1°C.
2.1.3 Analise histologica

Apo6s 60 dias no meio de indugdo do teste 1, os calos foram avaliados e amostras
foram coletadas para analise histologica. As amostras coletadas foram fixadas em FAA 70%
(10% de solucédo de formaldeido 40% + 5% de acido acético glacial + 50% de alcool etilico,

v/v) por 24 horas sob temperatura ambiente e depois desidratadas em serie etilica a 70, 80, 90
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e 100% por 1 hora cada, repetindo a série etilica de 100% mais uma vez. As amostras foram
infiltradas durante 24 horas com solucdo 1:1 de resina epOxi (Historesin® Leica) e etanol e
depois 24 horas em resina pura. Apos infiltracdo, as amostras foram emblocadas na proporcao
15:1 de resina e polimerizador e mantidas na estufa a 35°C por 48h. Cortes com espessura de
5 um foram realizados em micrétomo (Easypath EP-31-20091), posteriormente corados com
solucdo de azul de toluidina a 0,05% (O’BRIEN et al., 1965) e visualizados em microscopio

de luz (Zeiss, Axio Scope).

2.1.4 Andlise estatistica

Para avaliagdo do teste 1 foi utilizado um fatorial duplo 3x5 (Fator 1: Meios; Fator 2:
Doses de Picloram).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repeticdes por
tratamento. Cada repeticdo foi composta de trés plantulas, conforme demonstrado na Figura 1.
As variaveis analisadas foram porcentagem de calos, calo amarelo, calo amarelo com
oxidacéo e calo oxidado. O software utilizado foi o SISVAR versao 5.6 (FERREIRA, 2008).

Figura 1 — Placas de Petri contendo hipocétilo (esquerda) e folha (direita) de E. grandis.
Fonte: Da autora (2021).

2.2 Teste 2

2.2.1 Desinfestacéo e germinacgdo das sementes

Sementes de E. grandis foram desinfestadas utilizando-se alcool 70% por 1 min e
hipoclorito de sodio 3% em eppendorfs de 2 mL por 20 min. Apo6s a lavagem com agua

destilada autoclavada por 3 vezes, as sementes foram inoculadas em potes estéreis contendo
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40 mL de meio de cultivo ¥ MS (30 g.L™" de sacarose, 5 g.L™* de &gar), com pH ajustado para
5,8 £ 0,01, previamente autoclavado a temperatura de 120°C e pressdo de 1 atm durante 20
minutos. As sementes foram mantidas em sala de crescimento por 30 dias em fotoperiodo de
16h/8h.

2.2.2 Inducéo de calos

Apos 30 dias, os explantes foram excisados em fluxo laminar horizontal, utilizando-se
bisturi e pingas para a retirada do hipocétilo (0,2 mm - 0,3 mm) e folhas (1cm x 1cm). Os
explantes foram, em seguida, inoculados em placas de Petri estéreis descartaveis (90 mm x 15
mm) contendo 25 mL de meio de cultivo com pH ajustado para 5,8 + 0,01, previamente
autoclavado a temperatura de 120°C e pressao de 1 atm durante 20 minutos.

O teste 2 consistiu entdo, da repeticdo do melhor resultado do meio de cultura obtido
no teste 1. Sendo assim, 0 meio N6 (30 g L™ de sacarose, 6 g L™ de 4gar), com pH ajustado
para 5,8 + 0,01, previamente autoclavado a temperatura de 120°C e pressdo de 1 atm durante
20 minutos, foi utilizado para obtencdo novamente dos calos embriogénicos. Foram repetidas
as concentragdes do regulador de crescimento do teste 1. Desta forma, foram adicionados ao
meio de cultura 100; 200; 400 e 800 uM de Picloram e um tratamento como controle foi
utilizado, sem adicdo da auxina, como mostrado na tabela 2. Os explantes foram mantidos em

sala de crescimento no escuro sob temperatura de 24+1°C.

Tabela 2 - Concentracdo de Picloram utilizados no teste 2.

Tratamento Meio de cultura Picloram (uM)
T1 N6 0
T2 N6 100
T3 N6 200
T4 N6 400
T5 N6 800

Fonte: Da autora (2021).

2.2.3 Andlise estatistica

Para avaliacdo desse experimento foi utilizado um fatorial duplo 2x5 (Fator 1:

Explantes; Fator 2: Doses de Picloram).
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O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com cinco repeti¢cdes por
tratamento. Cada repeticdo foi composta de trés plantulas (3 pares de folhas e a regido do
hipocétilo foram seccionados e inoculados em meio de inducdo de calos). As variaveis
analisadas foram porcentagem de calos, calo amarelo intenso, calo amarelo com oxidacéo,
calo oxidado e calo oxidado com estrutura branca. O software utilizado foi o0 SISVAR versao
5.6 (FERREIRA, 2008).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste 1l

A partir da calogénese, aos 60 dias no meio de indugdo, obteve-se calos das mais
diversas caracteristicas. Os calos foram analisados quanto a cor, friabilidade, aspecto
mucilaginoso, presenca de estruturas brancas na superficie do calo e presenca de raizes. A
friabilidade e as diferencas organograficas foram avaliadas de forma visual, a medida que se
destacavam dentro de um tratamento especifico. Calos amarelos de aparéncia friavel ou semi-
friavel foram os calos de interesse como mostrado nas figuras 2 e 3.

Os calos amarelos fridveis ou semi-fridveis foram reportadas por Titon et al. (2007)
como potencial material vegetal para obtengdo de células embriogénicas em E. grandis. Por
serem friaveis, foram o material de interesse para a possivel iniciacdo de suspencdo celular.
Porém, como ndo ha nenhum protocolo eficaz reprodutivel para a embriogénese somatica do

eucalipto, outras caracteristicas ndo foram ignoradas no presente trabalho.
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N6 MS JADS

100 pM

200 uM

400 uM

800 pM

Figura 2 - Diferentes calos amarelos obtidos a partir de folhas de E. grandis, no meio de indugéo com
60 dias. (a) Calo amarelo claro; (b) Calo amarelo intenso; (c) Calo amarelo com mucilagem (d) Calo
amarelo aquoso com estrutura compacta; (e) Calo amarelo aquoso; (f) Calo amarelo oxidado; (g) Calo
amarelo oxidado com estrutura branca; (h) calo amarelo compacto; (i) Calo amarelo compacto com
oxidacdo; (j) Calo amarelo aquoso com oxidacdo; (k) Calo amarelo oxidado aquoso com estrutura
compacta; (1) Calo amarelo aquoso com oxidacao e raiz.
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Figura 3 - Diferentes calos amarelos obtidos a partir de hipocétilo de E. grandis, no meio de inducao
com 60 dias. (a) Calo amarelo fridvel; (b) Calo amarelo oxidado; (c) Calo amarelo semi-friavel (d)
Calo amarelo; (e) calo amarelo claro; (f) calo mucilaginoso com oxidagéo; (g) estrutura mucilaginosa;
(h) calo amarelo aquoso com oxidacao; (i) calo amarelo com oxidacao; (j) Calo oxidado com estrutura
branca; (k) calo amarelo oxidado aquoso; (I) Calo amarelo claro aquoso.
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3.1.1 Explante folha

A utilizacdo de altas concentragdes de auxina parece ter um efeito positivo na inducao
de embriogénese somatica do eucalipto (KENDURKAR & RANGASWAMY, 2018). No
presente trabalho, altas doses de Picloram foram testadas, utilizando-se trés meios diferentes.

Na andlise estatistica do teste 1, utilizando folha como explante, mostrou que para a
variavel analisada calo amarelo, houve interacdo dupla entre os fatores (meios de cultivo x
doses de Picloram) (Tabela 3). Os resultados mostraram que o tratamento utilizando meio N6
na concentracdo de 200 uM foi superior para formacgdo de calos amarelos em comparagao
com os demais meios de cultivo. O meio JADS, conseguiu a formacdo de calos amarelos
apenas no tratamento com adicdo de 400 puM, sendo superior aos outros meios N6 (13,33%) e
MS (0,0%) quando utilizando essa mesma concentracdo de Picloram. Para 0 meio MS, as
concentragfes de 100 e 200 uM de Picloram tiveram médias maiores de formacdo de calo
amarelo, com 26,66% e 26,64% respectivamente, em relacdo as outras doses de Picloram

utilizadas no mesmo meio.

Tabela 3 — Média de calos amarelos de E. grandis explante folha, ap6s 60 dias no meio de
indugéo de calos.

Folha
Picloram (uM)
N6 MS JADS
0 00,00 Ab 00,00 Ab 00,00 Ab
100 13,33 Ab 26,66 ABa 00,00 Bb
200 53,32 Aa 26,64 ABa 00,00 Bb
400 13,33 ABb 00,00 Bb 33,33 Aa
800 10,00 Ab 10,00 Aab 00,00 Ab

CV (%) = 75,02

Letras maiusculas iguais na linha (entre os meios de cultivo), letras minusculas iguais na coluna (entre
as doses de Picloram), ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Esse resultado mostrou que as doses elevadas de Picloram (800 pM) nos trés
diferentes meios de cultura, ndo foram eficazes para a formacéo de calos amarelos em folhas
de E. grandis. A concentragdo de 200 uM de Picloram no meio N6 atingiu a maior média de
formacéo de calos amarelos, passando de 50% de formagéo. Ja 0 meio JADS ndo apresentou
formagéo de calos amarelos em nenhum dos tratamentos, exceto quando utilizou-se 400 uM
de Picloram. A diferenca da eficacia entre os meios de cultura, pode estar relacionada com a
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composigdo do meio cultura e a disponibilidade de cada nutriente, alterando o modo como
cada componente € absorvido pela planta, e consequentemente, influenciando o
desenvolvimento do tecido vegetal (MOURA et al., 2019).

Essa diferenca entre os meios de cultura pode, possivelmente, ter causado as
diferengas organograficas, influenciando a formacdo de calo amarelo com oxidacéo, calo
oxidado e calo oxidado com estrutura branca, como é mostrado nos resultados seguintes.

A analise estatistica para a variavel calo amarelo com oxidacdo mostraram interacao
dupla entre os fatores analisados (meios de cultivo x doses de Picloram) (Tabela 4). Ao
aumentar as doses de Picloram no meio JADS, ha aumento na formacdo de calos amarelos
com oxidacdo sendo que os tratamentos com 400 e 800 UM de Picloram tiveram maiores
médias, 66,66% e 73,32% respectivamente. Em relacdo ao meio MS, os tratamentos com 100
e 800 uM tiveram ambos, média de formacdo de calo amarelo com oxidacdo de 13,33%, e
para o tratamento com 400 uM, houve média de 19,99%. Para o meio N6, a dose de 200 uM
diferiu estatisticamente das demais doses, com média superior de 26,64% de formagdo de

calos amarelos contendo oxidac&o.

Tabela 4 — Média de calos amarelos com oxidacdo de E. grandis explante folha, ap6s 60 dias
no meio de inducdo de calos.

Folha
Picloram (uM) NG MS JADS
0 00,00 Ab 00,00 Ab 00,00 Ab
100 13,33 Aab 13,33 Aa 13,33 Ab
200 26,64 Aa 00,00 Bb 56,66 Aa
400 23,33 Bab 19,99 Ba 66,66 Aa
800 00,00 Bb 13,33 Ba 73,32 Aa

CV (%) = 51,58

Letras maiusculas iguais na linha (entre os meios de cultivo), letras minudsculas iguais na coluna (entre
as doses de Picloram), ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Para a variavel calo oxidado, os resultados mostraram interacdo dupla entre os fatores
analisados (meios de cultivo x doses de Picloram) (Tabela 5). A adi¢cdo de 100 (86,66%) e
200 puM (26,64%) ao meio JADS resultou em média superior de formag&o de calos oxidados
em relagdo aos outros meios de cultivo com as mesmas doses de Picloram. Para 0 meio N6 e

MS, as doses de Picloram ndo diferiram estatisticamente.
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Tabela 5 — Média de calos oxidados de E. grandis explante folha, ap6s 60 dias no meio de

inducéo de calos.

_ Folha
Picloram (uM)
N6 MS JADS

0 00,00 Aa 00,00 Aa 00,00 Ac
100 13,33 Ba 13,00 Ba 86,66 Aa
200 00,00 Ba 00,00 Ba 26,64 Ab
400 00,00 Aa 00,00 Aa 00,00 Ac
800 13,33 Aa 00,00 Ba 13,33 Abc

CV (%) = 65,08

Letras maiusculas iguais na linha (entre os meios de cultivo), letras minusculas iguais na coluna (entre
as doses de Picloram), ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

A formacdo de calo oxidado com estrutura branca foi observada em alguns
tratamentos, e por vezes apresentavam visualmente, caracteristicas semelhantes a estruturas
embrionarias. A analise estatistica dessa varidvel mostrou que houve interacdo dupla entre 0s
fatores analisados (meios de cultivo x doses de Picloram) (Tabela 6). Para o0 meio JADS, nédo
houve nenhuma formacédo de calo com essas caracteristicas. Para 0 meio N6, a aplicacdo de
100 uM de Picloram resultou em maior média (39,99%) em relacdo aos tratamentos com
outras doses de Picloram, e também em relagdo a mesma dose aplicada ao meio MS
(19,99%). Para 0 meio MS, o tratamento que apresentou maior média de formacdo de calo

oxidado com estruturas brancas foi o tratamento com 200 uM de Picloram (26,66%).

Tabela 6 — Média de calos oxidados com estrutura branca de E. grandis explante folha, apds
60 dias no meio de inducdo de calos.

Folha
Picloram (uM)
N6 MS JADS
0 00,00 Ac 00,00 Ab 00,00 Aa
100 39,99 Aa 19,99 Bab 00,00 Ca
200 06,66 Bbc 26,66 Aa 00,00 Ca
400 26,66 Aab 06,66 Bab 00,00 Ba
800 00,00 Ac 00,00 Ab 00,00 Aba

CV (%) = 70,27
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Letras maiusculas iguais na linha (entre os meios de cultivo), letras minusculas iguais na coluna (entre
as doses de Picloram), ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

3.1.2 Explante hipocotilo

Utilizando hipocotilo como explante, a analise estatistica mostrou que para a variavel
calo amarelo, os resultados mostraram interacdo dupla entre os fatores (meios de cultivo x
doses de Picloram) (Tabela 7). O meio JADS apresentou diferenga para o tratamento com 800
UM de Picloram, onde apresentou a maior média (39,60%) em comparacdo com 0s demais
meios. O tratamento com 100 uM de Picloram, apresentou maiores médias de formacdo de
calo amarelo nos meios N6 (39,60%) e MS (53,00%) em comparacdo com o meio JADS
(0,0%). No meio MS, conforme se elevou a dose de Picloram, 100 uM (53,00%); 200 puM
(33,00%); 400 uM (0,00%) e 800 uM (26,40%) houve diminuicdo na porcentagem média de
formacdo de calo amarelo. Para 0 meio N6, a diminui¢do ocorre quando se eleva a dose para
400 uM (06,60%). No meio JADS ocorreu o inverso, conforme se aumenta as doses de

Picloram, aumenta-se o nUmero de calos amarelos.

Tabela 7 — Média de calos amarelos de E. grandis explante hipocétilo, ap6s 60 dias no meio
de inducdo de calos.

Hipocotilo
Picloram (uM)
N6 MS JADS
0 00,00 Abc 00,00 Ab 00,00 Ab
100 39,60 Aab 53,00 Aa 00,00 Bb
200 59,40 Aa 33,00 ABa 19,80 Bab
400 06,60 Abc 00,00 Ab 26,40 Aab
800 06,60 Bbc 26,40 ABab 39,60 Aa

CV (%) = 68,06

Letras maiusculas iguais na linha (entre os meios de cultivo), letras mindsculas iguais na coluna (entre
as doses de Picloram), ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Para a variavel analisada calo amarelo com oxidacéo, resultaram em interacdo dupla
entre os fatores a (meios de cultivo x doses de Picloram) (Tabela 8). Para o meio N6, o
tratamento com 100 uM de Picloram (53,00%) apresentou maior média em relacdo as outras
concentracdes da auxina no mesmo meio. A mesma dose de 100 uM de Picloram aplicada ao

meio JADS resultou na média de formacdo de 100% de calos amarelos com oxidagdo. O meio
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MS, apresentou menores médias de formac&o de calos amarelos com oxida¢do em relagdo aos

outros meios.

Tabela 8 — Média de calos amarelos com oxidagdo de E. grandis explante hipocotilo, apds 60
dias no meio de inducao de calos.

Hipocotilo
Picloram (uM)
N6 MS JADS
0 00,00 Ab 00,00 Ab 00,00 Ac
100 53,00 Aa 19,00 Ba 100,00 Aa
200 13,20 Bb 33,00 ABa 73,20 Aab
400 00,00 Bb 26,40 Aa 46,60 Ab
800 00,00 Bb 00,00 Ba 59,40 Aab

CV (%) = 68,06

Letras maiusculas iguais na linha (entre os meios de cultivo), letras mindsculas iguais na coluna (entre
as doses de Picloram), ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Os resultados estatisticos mostram que a utilizacdo do meio N6 com adicao de 200 uM
de Picloram resultou numa média superior de formacéo de calos amarelos para folhas (tabela
3) e hipocétilos (tabela 7). Souza et al. (2016), trabalhando com linhagens de milho, obteve
melhores resultados de formacéo de calos embriogénicos em meio N6 em comparagdo com 0
meio MS. O meio N6, tem em sua composi¢ao sulfato de amonio como fonte de NH;" em vez
de NH4NOs3, forma utilizada no meio MS. Além disso 0 meio N6 possui maior concentracdo
de nitrato de potassio do que o meio MS. J& comparando o meio MS com o JADS, a grande
caracteristica que os difere é sua maior concentracdo de Calcio no meio JADS. A disposi¢do
desse nutriente no meio MS ¢ o cloreto de calcio, ja& no meio JADS ¢ o nitrato de calcio
(FARIA et al., 2019).

Diferentes fontes do mesmo nutriente podem gerar diferentes respostas na célula
vegetal devido a sua formulagdo quimica, que pode influenciar em sua absorcédo e em sua
translocacédo no tecido vegetal (MOURA et al., 2019). Diferentemente de Moura et al. (2019),
que trabalhando com o hibrido E. urograndis obteve melhores resultados na obtencéo de calos
friaveis utilizando JADS em comparagdo com o0 meio MS, no presente trabalho, o meio JADS
néo gerou resultados satisfatorio na formacéao de calos amarelos.

Todos os tratamentos apresentaram calos oxidados ou calos amarelos com oxidagéo.

Levando em conta que Moura et al., (2019) relatou que no hibrido E. urograndis a oxidac&o
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do calo antecedeu a processo de formacgdo de embrides, alguns calos oxidados e ou calos

oxidados com estrutura branca foram mantidos e trocados para um meio de maturacao.
3.1.3 Multiplicacéo e regeneracgdo

Apls 60 dias, os calos amarelos com aspecto fridvel ou semi-friavel foram
selecionados e transferidos para o meio de cultura N6 (30 g.L™* de sacarose, 6 g.L™* de 4gar),
contendo 2 uM de Picloram (baseados em dados ndo publicados). Ja os calos remanescentes,
de coloracdo escura (oxidado) e/ou que apresentaram estruturas brancas, semelhantes ao
aspecto embrionario, foram transferidos para 0 meio % MS (20 g.L™ de glicose, 5 g.L™ de
agar).

Normalmente, a inducdo de embriogénese somatica pela alta concentracdo de auxina ¢
seguida pela sua diminuicdo em um gradiente de concentracdo até sua completa auséncia
(MONTEIRO, 2013; CORREDOIRA et al., 2019).

As caracteristicas de calos amarelos semi-friaveis foram mantidas ao serem
transferidos para 0 meio N6 com adigdo de 2 uM de Picloram, como mostrada nas figuras 4 e
5.

A B

Figura 4 - Calo formado a partir de folha em meio de multiplicagdo N6 com adicdo de 2 UM de
Picloram. Visualizagcdo em lupa com aumento de 0,65x (A) Calo vindo do meio MS 100 puM de
Picloram; (B) Calo vindo do meio JADS 800 pM de Picloram

Fonte: Da autora (2021).
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A B
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Figura 5 - Calo formado a partir de hipocotilo em meio de multiplicagdo N6 com adi¢do de 2 uM de
Picloram. Visualizacdo em lupa com aumento de 0,65x (A) Calo vindo do meio MS 200 uM de
Picloram; (B) Calo vindo do meio JADS 800 uM de Picloram

Fonte: Da autora (2021).

Para os calos transferidos para o meio de regeneracdo Y2 MS na auséncia de
reguladores de crescimento, observou-se a oxidacao do tecido e/ou formacdo de raizes, muita

das vezes originadas das estruturas brancas formadas no calo oxidado (Figura 6).

Figura 6 - Calo formado a partir de hipocétilo em meio ¥2 MS. Visualizagdo em lupa com aumento de
0,65x
Fonte: Da autora (2021).

3.1.4 Analise histoldgica
3.1.4.1 Calos de E. grandis obtidos no meio N6

A embriogénese somatica indireta em espécies do género Eucalyptus, é caracterizada
pela proliferacdo de células desorganizadas (calo) antecedendo a formacdo de embriGes.

Diferentes autores tém considerado células meristeméaticas como sindnimo de células
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embriogénicas em fun¢do do compartilhamento de caracteristicas, como tamanho reduzido,
formato isodiamétrico, alta relacdo nucleo/citoplasma, vacuolos pequenos (TISSERAT et al.,
1979; WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986; FRAGA et al., 2015; CORREDOIRA et al.,
2017). Neste estudo, era esperado que aos 60 dias obtivéssemos muitos cortes histoldgicos
caracterizados como células meristematicas, como obtidos em outros estudos (dados
confidenciais), no entanto, foi possivel observar que calos com 60 dias do explante hipoc6tilo
de E. grandis, apresentaram uma grande quantidade de pro-embrides como podem ser

visualizados na Figura 7.

N e 0%
AR e

e

a1

Figura 7 - Cortes histologicos de calos oriundos de folhas de E. grandis apds 60 dias no meio de
inducdo N6, em diferentes tratamentos. A-C: 100 uM; D-F: 200uM; G-I: 400 uM; J-K: 800 puM.
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Fonte: Da autora (2021).

Calos com 60 dias evidenciaram protuberancias isolando-se completamente do tecido
materno mediante fechamento completo da protoderme, o que caracteriza nitidos embrifes
somaticos em estagio globular (Figura 7 C, F, K). Esse tecido é considerado o primeiro que
pode ser identificado histologicamente no processo de embriogénese (WEST; HARADA,
1993; YEUNG; RAHMAN; THORPE, 1996), bem como um pré-requisito para o
desenvolvimento dos estadios embriogénicos posteriores (JONG et al., 1992). Houve
diferenciacdo da protoderme, caracterizada por células dispostas de forma conjuntas, aléem do
inicio da formacgdo do procdmbio. Observa-se também, formagdo da estrutura bipolar,
caracteristica em embrides, com regides de meristema apical caulinar e de meristema apical
radicular (Figura 7 D).

Formacdo de embrides foram observadas em todos os tratamentos com Picloram no
explante estudado folha, o que confirma que doses elevadas de auxinas sdo necessarias na
embriogénese somatica de E. grandis. Outro fator que deve ser considerado é a excelente
resposta dessa espécie E. grandis na inducdo de calos e também pela presenca de pro-
embrides.

Para o explante hipocotilo, foram observados presenca de células meristematicas
(Figura 8), no entanto, a presenca de pré-embrides ndo ocorreu como observado no explante
folha. Nos cortes do tratamento com 800 uM de Picloram observou-se conjunto de células

embriogénicas em intensa divisdo celular em dire¢ao a protoderme (Figura 8 D-F).
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Figura 8 - Cortes histologicos de calos de hipocétilo de E. grandis ap6s 60 dias no meio de indugdo
N6, em diferentes tratamentos. A-C: 100 uM; D-F: 800uM.
Fonte: Da autora (2021).

3.1.4.2 Calos de E. grandis obtidos no Meio MS

O meio MS é o meio de cultivo mais estudado na embriogénese somatica de eucalipto.
Os calos obtidos no presente estudo no meio MS, apresentaram coloragcdo amarela escura e a
presenca de oxidacdo (ver apéndice). Em algumas espécies ndo lenhosas, a oxidacdo dos calos
provoca auséncia do processo embriogénico e até a morte do explante (TAKAMORI et al.,
2015). Em espécies lenhosas, como o Eucalyptus, tem-se observado que a oxidacao dos calos
embriogénicos é um processo que antecede a formacao do embrido (MOURA, 2016).

Foram observadas presenca de células meristematicas e a formacdo de pro-embrides
(Figura 9 D-F). Houve diferenciacdo da protoderme em alguns tratamentos oriundos do
explante folha (Figura XX D-F).
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Figura 9 - Cortes histologicos de calos de folha de E. grandis apds 60 dias no meio de indugdo MS, em
diferentes tratamentos. A-C: 200 uM; D-F: 800uM.
Fonte: Da autora (2021).

Para o explante hipocétilo no meio MS, também foram observadas células
meristematicas (Figura 10) e formacdo de pro-embrides (Figura 10 A, B). Células
embriogénicas e pro-embrides encontravam-se envolvidos por células parenquimaticas
aparentemente em degradacdo. Essas células vacuoladas e com modificagcbes na parede
celular, podem servir como fonte de nutrientes para os pro-embrides em desenvolvimento
(FRANSZ; SCHEL, 1991).
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Figura 10 - Cortes histoldgicos de calos de hipocétilo de E. grandis apds 60 dias no meio de indugao
MS, em diferentes tratamentos. A-C: 200 uM; D-F: 400uM; G-1: 800 pM.
Fonte: Da autora (2021).

3.1.4.3 Calos de E. grandis obtidos no Meio JADS

O meio JADS propiciou a formacao de pré-embrides tanto no explante folha, como no
explante hipocétilo (Figura 11; 12). Nesse tratamento, também foi verificado o fechamento
completo da protoderme. No momento da coleta, foi observado que os calos presentes nos
tratamentos desse meio apresentavam oxidacao e presenca de estruturas circulares brancas e
presenca de mucilagem.

No meio JADS foi possivel observar escurecimento do meio, em funcéo do contato do
meio com os calos, ocasionado possivelmente por oxidacdo de compostos fendlicos. Apesar
dos efeitos negativos ao cultivo in vitro dos produtos da oxidacdo de compostos fendlicos
(NAZ; ALI; IQBAL, 2008; AHMAD et al., 2013), a sua presenca em sistemas embriogénicos
é recorrente na literatura (CORREDOIRA et al., 2017; GRANIJA et al., 2018) com indicios de

efeitos positivos nessa via morfogénica. No entanto, ndo esta claro de que modo os compostos
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fenodlicos favorecem/promovem a embriogénese somatica (REIS; BATISTA; CANHOTO,
2008).

Observaram-se areas internas intensamente coradas e areas periféricas vacuoladas e
com células dispersas (consisténcia mucilaginosa) (Figura 11C). As regifes protodermicas,

exibem células embriogénicas (Figura 14A).

Figura 11 - Cortes histologicos de calos de folha de E. grandis ap6s 60 dias no meio de indugdo JADS,
em diferentes tratamentos. A-C: 200 uM; D-F: 800uM.
Fonte: Da autora (2021).

Nas amostras dos tratamentos com hipocotilo, mostrou diferenciacdo da protoderme,
formacdo da estrutura bipolar, caracteristica em embrides, com regides de meristema apical
caulinar e de meristema apical radicular (Figura 12 D).

O aspecto viscoso, apresentando mucilagem nos calos em meio JADS, encontrados no
momento da retirada das amostras para a analise histoldgica, podem estar relacionados com a
compostos da parede celular vegetal, como os polissacarideos da classe das pectinas,
classificados frequentemente como mucilagens. As pectinas sdo polissacarideos acidos, que
em solugdo aquosa apresentam a capacidade de produzir géis ou solucdes altamente viscosas
(SEYFRIED et al., 2016).

A presenca marcante dessa mucilagem nos tratamentos com JADS, pode estar
relacionada a alta concentracdo de Calcio desse meio de cultura. O Célcio forma um

complexo ao se ligar com a pectina, dando firmeza & membrana vegetal. O teor inadequado de
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calcio nos tecidos pode ter sido causado pelo desbalango entre pectina e calcio resultando na
aparéncia mucilaginosa vista nos calos (YAMAMOTO et al., 2011).

Figura 12 - Cortes histologicos de calos de hipocdtilo de E. grandis apds 60 dias no meio de indugdo
JADS, em diferentes tratamentos. A-C: 100 uM; D-F: 200uM; G-1: 400 puM.
Fonte: Da autora (2021).

3.2 Teste 2

Como observado no teste 1, 0 meio N6 resultou em maiores médias de formacdo de
calos amarelos. Em decorréncia disso, um novo teste utilizando apenas o meio N6 foi feito.
Repetiu-se as mesmas concentragdes de Picloram utilizadas no teste 1.

Para a varidvel analisada calo amarelo intenso, os resultados mostraram que houve

interacdo entre os fatores (explantes e doses Picloram) (Figura 11).

Tabela 9 — Porcentagem média de calos amarelos obtidos com os explantes hipocétilo e
cotilédone com diferentes doses de Picloram.

Picloram (uUM) Folha Hipocétilo
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0 00,00 Aa 00,00 Ac
100 00,00 Aa 13,20 Abc
200 00,00 Ba 46,20 Aa
400 13,20 Ba 33,00 Aab
800 00,00 Aa 6,60 Abc

CV (%) 86,00

Letras maiusculas na linha mindscula (entre explantes) e minusculas na coluna (entre doses de
Picloram), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Fonte: Da autora (2021).

Os resultados mostraram que o meio N6 suplementado de 200 uM gerou maior
formacdo de calos amarelos para o explante hipocétilo (46,20%). Ja para o explante folhas, a
concentracdo de 400 pM (13,20%) foi o Unico tratamento que gerou formacdo de calos
amarelos. Esses resultados corroboram com Trevizam et al. (2011) que afirma que o 6rgdo
que serve como fonte de tecido, a idade fisiologica e ontogenética do 6rgdo, 0 tamanho do
explante e a qualidade da planta doadora séo fatores que influenciam no comportamento do

explante no meio de cultura.

3.3 Caracteristicas morfoldgicas versus analises histoldgicas de calos de E. grandis

Para algumas espécies, as caracteristicas morfolégicas de calos embriogénicos ja
foram definidas, como, por exemplo, calos embriogénico de linhagens de milho tropical, de
café e de dendé, sendo estes, calos de coloracdo amarelo de estrutura fridvel. Para outras
espécies, como 0 pinus, os calos embriogénicos sdo definidos por apresentar coloracdo
amarelo claro aquoso. No entanto, para se determinar essas caracteristicas, faz-se necessario
verificar seus aspectos morfologicos e histologicos, a fim entdo defini-lo como embriogénico.
Em algumas espécies, a regeneracdo de embriGes somaticos ocorre de maneira facilitada, ndo
sendo necessario a etapa de analises histologicas.

Para a cultura do eucalipto, ainda ndo existe ou ndo esta em dominio publico um
protocolo eficiente de embriogénese somatica. Temos na literatura inimeros trabalhos com o
objetivo de obtencdo de protocolo eficiente, entretanto, sdo apresentados como resultados
somente a obtencdo de calos embriogénicos, sem a regeneracéo final de uma planta completa
de eucalipto. Com base nos resultados obtidos neste trabalho, pode-se verificar que a
embriogénese somética do eucalipto € um processo muito complexo e apenas a caracterizacao

morfolégica dos calos ndo garante eficiéncia na selecdo de calos embriogénicos.
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Neste estudo, foi possivel obter calos amarelos semi-fridveis quando utilizado o meio
N6, e as analises histoldgicas do explante folha evidenciaram a formacdo de embrifes em
todos os tratamentos estudados. Para o explante hipocotilo, nos tratamentos com o mesmo
meio N6, as analises histologicas mostraram a presenca de células meristematicas e de células
vacuoladas. Esses resultados reforcam que calos amarelos podem ser os calos mais indicados
na embriogénese somatica de E. grandis, no entanto, ndo foi possivel obter a regeneracdo
desses calos em planta. Esse resultado pode ser devido a longa permanéncia dos calos nas
altas concentracdes de picloram, sugerindo que, para futuros ensaios, seria interessante
realizar testes de diferentes periodos em contato com a auxina, mantendo as mesmas
dosagens.

Neste trabalho, foi possivel verificar que calos com 60 dias em meio de inducao,
transferidos, posteriormente, para meio de multiplicacdo com 2 uM de picloram, demonstrou
ser eficiente na multiplicacdo, porém, pode ter prejudicado o desenvolvimento dos embrides e
sua regeneracao em plantas.

O meio MS foi considerado inferior aos demais meios testados, em relacdo a media de
calos amarelos. Foi observado grande oxidacdo nesses calos, no entanto, nos resultados
obtidos das andlises histologicas do explante folha, o tratamento 200 pM de picloram
apresentou regifes com células meristematicas, e o tratamento 800 puM de picloram
apresentou formacdo de estruturas semelhante a embrido. Resultado semelhante também foi
encontrado no explante hipocétilo nos tratamentos 200, 400 e 800 uM de picloram.

Calos obtidos em meio JADS, apresentaram oxidacdo e presenca de mucilagem nos
tratamentos estudados do explante folha e hipocotilo. Calos amarelos foram obtidos em um
maior nimero de tratamentos do hipocétilo e as analises histoldgicas revelaram a presenca de

embrides em calos oriundos de folhas e hipocétilos cultivados no meio JADS.

4 CONCLUSAO

Com base dos resultados da analise histologica e morfologica, pode-se levantar
algumas hipoéteses, a respeito da embriogénese somatica de E. grandis:

- Os calos oriundos de hipocotilo e folha cultivados em meio N6 e JADS tém potencial
para obtencao da embriogénese somatica;

- O tempo dos explantes no meio de inducéo de calos deve ser reduzido para 30 e/ou
15 dias;
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- Calos amarelos fridveis, calos amarelos semi-friaveis, calos amarelos com oxidacao,
calos oxidados e calos oxidados com estrutura branca e/ou com mucilagem devem ser
utilizados em experimentos de maturacao;

Novos estudos a respeito da embriogénese somatica do eucalipto precisam ser feitos ja
que a fase de maturacdo e regeneracdo dos embribes ndo foi completamente elucidada,
necessitando de protocolos que sejam reproduziveis.

Ensaios utilizando carvao ativado, acido abscisico, polietilenoglicol na maturagdo e

GA; na germinacdo podem ser testados.
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CAPITULO 3

MEIO N6 NA INDUCAO DE CALOS EMBRIOGENICOS E SUSPENSAO CELULAR
DE E. urograndis
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RESUMO

A inducdo de calos embriogénicos € uma das principais etapas no processo de
embriogénese somatica. Varios sdo os fatores que afetam a indugdao de culturas
embriogénicas: tipo do explante, estagio de desenvolvimento, condicdes fisioldgicas da planta
matriz, composicédo e balango hormonal do meio de cultura, gendtipo da planta, dentre outros.
O objetivo desse estudo foi avaliar o meio N6 e diferentes concentracGes de Picloram na
indugéo de calos embriogénicos de eucalipto, bem como otimizar a suspensao celular. Neste
estudo foi utilizado como explante, o hipocotilo de E. urograndis oriundos de plantulas com
30 dias de idade. O meio de inducdo foi o meio N6 sais e vitaminas, com diferentes
concentracdes de Picloram (0, 100, 200, 400 e 800 uM). Apds 60 dias no meio de inducéo,
foram avaliados a porcentagem de formagéo de calos, presenca de calos amarelos intensos
semi-friavel, calo amarelo aquoso e calo amarelo com oxidagdo. Apos a obtencdo dos calos,
foi iniciada uma suspenséo celular foi iniciada utilizando o meio N6M5. Foram realizados
testes de regeneracdo dos calos embriogénicos e da suspensao celular, em meio de sinalizacéo
(ABA e PEG em diferentes combinagdes) e a maturagcdo com diferentes fontes de carbono
(sacarose e maltose). O meio N6 se mostrou eficiente na inducdo de calos de E. urograndis.
Calos semi-friaveis de coloragdo amarela intensa obtidos no meio N6 com 400 uM de
picloram, e a suspensdo celular obtida apresentaram potencial embriogénico. Néo foi
observado presenca de embrifes em nenhum dos tratamentos de regeneracdo estudados.
Novos testes de regeneracdo devem ser realizados com os calos e a suspensdo de E.
urograndis.

Palavras-chave: Cultura de Tecidos. Calogénese. Regulares de Crescimento. Auxina.

Regeneracao.



69

1 INTRODUCAO

A aplicacdo da biotecnologia tornou-se de extrema importancia para a industria
florestal, pois acelera o processo de melhoramento genético, através do uso de técnicas como,
marcadores moleculares, cultura de tecidos e a engenharia genética. A embriogénese somatica
tem sido apontada como tecnologia promissora na clonagem de eucalipto, visto que apresenta
potencial para ser usada na propagacdo massal de genotipos selecionados e como técnica
basica para auxiliar programas de transformacdo genética (KENDURKAR &
RANGASWAMY, 2018).

Reguladores de crescimento, principalmente as auxinas, Sd0 0S aspectos mais
investigados na inducao de embriogénese somatica em Eucalyptus sp., sendo as auxinas mais
empregadas o 2,4-D, o Dicamba e o Picloram (PAIS, 2019). A presenca de altas
concentragOes de auxina tém sido apontada como gatilho inicial na aquisi¢do de competéncia
embriogénica (FEHER, 2015). Entre os meios de cultivo testados para a embriogénese
somatica de eucalipto, 0 meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) é o mais utilizado. O
elemento chave deste meio nutritivo é a presenca de elevados niveis de nitrogénio na forma de
nitrato de aménio (NH4NO3) que tem se mostrado benéfico para a inducdo de embriogénese
somatica para algumas culturas. No entanto, percebe-se que ainda existe uma caréncia de
metodologia eficiente e reprodutivel para a cultura do eucalipto, uma vez que na maioria dos
casos se relata grande oxidacéo e rizogénese dos calos, bem como, baixa taxa de obtencédo de
embrides normais com capacidade a serem convertidos em plantas.

Linhagens de milho que apresentaram recalcitrncia in vitro como é o caso do
eucalipto, apresentaram melhoria na inducdo de calos embriogénicos quando se utilizou o
meio basal N6 (CHU et al., 1975) em comparacdo com o meio MS (SOUZA et al. 2016). A
maior diferenca existente entre estas duas formulac6es de meio € seu conteddo em nitrogénio
inorganico, o meio basal MS possui 3,03 e 1,4 vezes mais NH4 e NOg, respectivamente, do
gue o meio N6. Ainda ndo existem relatos do uso do meio N6 na embriogénese somatica de
eucalipto.

Uma estratégia que pode ser empregada na embriogénese somatica apds a obtengao de
calos embriogénicos ¢ a multiplicagdo em larga escala através do estabelecimento de
suspensoes celulares (GUERRA et al., 1999). Em alguns casos, a taxa de proliferagdo de
células embriogénicas ¢ maior e as culturas tornam-se mais sincronizadas, pois as células
desenvolvem-se como estruturas separadas e podem ser separados facilmente (VON
ARNOLD et al., 2002).
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Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi testar o meio N6 sais e vitaminas na inducéo
de calos embriogénicos de E. urograndis, bem como o estabelecimento de suspensdes

celulares a partir de calos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencgéo e multiplicacao dos calos embriogénicos

Para obtencdo dos calos embriogénicos foram utilizados como explantes, hipocotilos
de plantulas de E. urograndis germinadas in vitro com 30 dias. Os hipoc6tilos foram
seccionados com tamanho de 0,2 - 0,3 mm e colocados em contato com o0 meio de inducgéo
que continha o meio N6 sais e vitaminas (CHU et al. 1975), acrescido de 50 mg.L™ de L-
cistefna, 30 g.L™" de sacarose, diferentes concentracdes de Picloram (0; 100; 200; 400; 800
UM) e 6 g.L™ de 4gar. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C. As placas
foram fechadas com filme PVC e incubadas no escuro em sala de crescimento com
temperatura de 27°C por 60 dias.

O delineamento utilizado para esse experimento foi o inteiramente casualizado, com
10 repeticdes por tratamento. Cada repeticdo foi composta de trés fragmentos de hipocotilo.
As variadveis analisadas foram porcentagem de total de calos, calos amarelo intenso, calo
amarelo claro e calo amarelo com oxidagdo. O software utilizado foi o SISVAR versédo 5.6
(FERREIRA, 2008).

Apos 60 dias, os calos foram transferidos para 0 mesmo meio, com a concentracao de
Picloram reduzida para 10 uM. Calos com 90 dias foram submetidos a analise histoldgica.
Apbs 90 dias, os calos foram transferidos para 0 mesmo meio, com a concentracdo de
Picloram reduzida para 2 pM, sendo este denominado de meio de multiplicacdo de calos,
sendo repicados a cada 30 dias.

2.2 Suspenséao celular

Para instalacdo da suspenséo celular, foram utilizados frascos Erlenmeyer de 25 mL,
com 7,5 mL de meio liquido N6M5 (A composicdo do meio N6M5: Meio N6 sais e
vitaminas, 50 g.L™ de sacarose, 100 mg.L™ de L-glutamina, 10 mg.L™ biotina, 2 pM de
Picloram, 1000 M de putrescina, 10 mg.L™ &cido ascérbico; pH 5,3).
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O meio N6M5 foi formulado em referéncia aos meios liquidos utilizados na suspensao
celular de banana que incluem L- glutamina e biotina, assim como agentes antioxidantes
como acido ascorbico (MORAIS-LINO et al., 2008).

Ap0s autoclavagem do meio N6M5, foram adicionados ao meio a putrescina e o acido
ascorbico que foram filtro-esterilizados. Foram transferidos aproximadamente 150 mg de
calos a0 meio N6M5. Os frascos ficaram sob agitagdo em 110 rpm no escuro em sala de
crescimento com temperatura de 27°C.

Ap0s 14 dias, a suspensdo foi filtrada com auxilio de peneira de inox - malha 0,5 mm
para a retirada de estruturas maiores que apresentavam oxidacdo. A suspensdo filtrada foi
transferida para frascos Erlenmeyer de 50 mL, com 15 mL de novo meio liquido N6M5,
mantidas sob agitacdo em 110 rpm no escuro em sala de crescimento com temperatura de
27°C.

Apo6s o periodo de 30 dias da suspensdo estabelecida, a mesma foi transferida para
frascos Erlenmeyer de 125 mL, com 30 mL de meio liqguido N6M5, nas mesmas condicBes
anteriores. Foram realizadas analises histoldgicas ap6s 60 dias da suspensdo celular

sedimentada.

2.2.1 Analises histoquimicas

As amostras coletadas para a anélise histoldgica foram fixadas em FAA 50% (10% de
solucdo de formaldeido 40% + 5% de &cido acético glacial + 50% de alcool etilico, v/v) por
24 horas sob temperatura ambiente e depois desidratadas em série etilica a 70, 80, 90 e 100%
por 1 hora cada, repetindo a série etilica de 100% mais uma vez. As amostras foram
infiltradas durante 24 horas com solucdo 1:1 de resina epdxi (Historesin® Leica) e etanol e
depois 24 horas em resina pura. Apos infiltragdo, as amostras foram emblocadas na proporc¢éo
15:1 de resina e polimerizador e mantidas na estufa a 35°C por 48h. Cortes com espessura de
5 um foram realizados em micrétomo (Easypath EP-31-20091), corados com solucédo de azul
de Toluidina a 0,05% (O’BRIEN et al., 1965) e visualizados em microscépio de luz (Zeiss,
Axio Scope) e selados com Entellan®.

Para o teste de dupla coloragdo com carmim acético (CA) e azul de Evans (AE)
visando a confirmagdo da existéncia de células embriogénicas, utilizou-se suspenséo celular
sedimentada apds 60 dias em meio liquido N6M5. Coletou-se 1 mL de suspensdo celular e
adicionou 200 pL de CA (2%), deixando agir por 1 minutos e, em seguida, lavou-se o

material com agua destilada, para retirar 0 excesso do corante. Em seguida, adicionou-se ao
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material 100 pL de AE (0,1%) por 30 segundos, repetindo o processo de lavagem do material
com agua destilada para a retirada do excesso de corante, conforme metodologia adaptada de
Valente (2007) e Reis (2010).

As fotomicrografias foram obtidas a partir de camera digital acoplada em microscépio

optico (Zeiss, Axio Scope) utilizando o sistema de captura de imagem AxioVision 4.8.
2.3 Regeneracao dos calos em meio semissélido

Nesse teste de regeneragdo foram utilizadas suspensdes celulares obtidas no meio
N6M5 e calos de E. urograndis obtidos na etapa de inducdo que estavam no meio de
multiplicacao.

As suspensdes foram passadas em peneira de malha 0,5 mm e, aproximadamente, 3
mL de células sedimentadas da suspenséo foram diluidas em 50 mL de meio liquido N6 sais e
vitaminas com 30 g.L™ de sacarose e pH 5,8. Em seguida, cada placa de Petri (tratamentos)
receberam um disco de malha e 0,5 mL de suspenséo diluida.

Nesse teste, a suspensdo e os calos foram inoculados primeiro no meio denominado
‘meio de sinalizacdo’ (Meio N6 sais e vitaminas; 60 g.L™ de sacarose; 100 mg.L™ de mio-
inositol; 1,5 g.L™ de carvdo; pH 5,8; 7 g.L™" de 4gar, com diferentes combinacdes de ABA
(50,100 e 150 uM) e PEG (25 g.L ™).

Os tratamentos dos meios de sinalizacdo, por 15 dias, estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Combinacédo dos tratamentos aplicados no meio de sinalizacao.

Tratamentos Combinacdo ABA x PEG

T1 Controle sem ABA e sem PEG

T2 13,15 mg.L " de ABA (50 pM)

T3 26,31 mg.L™ de ABA (100 pM)

T4 39,46 mg.L™ de ABA (150 pM)

T5 00,00 mg.L™ de ABA + 25 g.L™ de PEG 6000
T6 13,15 mg.L ™" de ABA + 25 g.L™" de PEG 6000
T7 26,31 mg.L™ de ABA + 25 g.L ™ de PEG 6000
T8 39,46 mg.L™ de ABA + 25 g.L™ de PEG 6000

Fonte: Da autora (2021).
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Apo6s 15 dias no meio com ABA e/ou PEG 6000, tanto os calos como as celulas da
suspensdo foram transferidos para diferentes meios de maturacdo, testando diferentes
concentragdes de sacarose e maltose (Meio N6 sais e vitaminas (CHU et al., 1975); 100 mg.L"
! de mio-inositol; pH 5,8; 7 g.L™ de agar. Tratamentos aplicados: T1: 30 g.L™ de sacarose, T2:
60 g.L™ de sacarose, T3: 90 g.L™ de sacarose, T4: 30 g.L™ de maltose, T5: 60 g.L™ de maltose,
T6: 90 g.L ™" de maltose.).

As avaliaces foram realizadas apds 60 e 90 dias de cultivo no meio de maturacéo

para verificar a presenca e a contagem de possiveis embrides.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Obtencao de calos embriogénicos

Na inducdo de calos, foram obtidas massas celulares de estrutura aquosa a semi-
friavel (Figura 1). O calo friavel é o mais adequado para iniciar culturas em suspensdo,
comparado ao calo compacto, pois as células se apresentam desconectadas uma das outras,
com a auséncia de elementos vasculares e intercaladas com espacos intercelulares (FRANSZ,
CHEL, 1991).

Foi observado a inducdo de calos nos hipocotilos em todos os tratamentos contendo
Picloram a partir do décimo dia. Diferentemente, no tratamento controle ocorreu oxidagao dos

explantes, ndo havendo formagé&o de calos.

Figura 1 - Calos obtidos a partir de hipocétilo de E. urograndis, no meio de indugdo N6 com 60 dias.
(A) Calo amarelo claro aquoso; (B) Calo amarelo intenso semi-friavel; (C) Calo amarelo com
oxidacdo.

Fonte: Da autora (2021).

Ap0s 60 dias de cultivo, para a variavel formacao de calos (Tabela 2), foi observado

uma reducdo na inducdo de calos conforme se aumentou as concentragdes da auxina.
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Tabela 2 — Porcentagem de calos obtidos ap6s 60 dias no meio de inducdo N6 com diferentes
concentragdes de Picloram

Formacdode  Caloamarelo  Caloamarelo  Calo amarelo

Picloram (uM)

calos intenso claro com oxidacéo
0 00,00 b 00,00 b 00,00 ¢ 00,00 b
100 86,80 a 13,20 ab 73,20 a 00,00 b
200 80,20 a 19,80 ab 59,80 ab 00,00 b
400 80,20 a 33,00 a 13,20 bc 33,00 a
800 60,40 a 33,00 a 6,60 c 19,80 a
CV (%) 45,77 42,93 48,54 46,48

Letras minusculas iguais na coluna (entre as doses de Picloram), ndo diferem estatisticamente pelo
Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

As concentragdes de 100, 200 e 400 uM de Picloram apresentaram as maiores
médias de formacdo de calos (86,80%, 80,20%, 80,20%, respectivamente), seguidos da
concentracdo de 800 uM de Picloram, que apresentou média de formacéo de calos de 60,40%
(Tabela 2).

Para a variavel calo amarelo intenso, as concentracdes de 400 e 800 uM de Picloram
apresentaram 0s melhores resultados (33%), seguidos de 19,80% e 13,20% para as
concentracdes de 200 uM e 100 uM (Tabela 2).

Para a varidvel calo amarelo claro, 100 e 200 uM de Picloram apresentaram as
melhores médias (73,20% e 59,80%, respectivamente) (Tabela 2).

Os tratamentos com as doses mais elevadas de Picloram (400 e 800 uM)
apresentaram calo amarelo com oxidacdo, obtendo 33% e 19,80%, respectivamente (Tabela
2).

Apds 90 dias, a linhagem “calo amarelo intenso”, obtidos no tratamento contendo 400
MM de Picloram, apresentaram caracteristicas homogéneas - coloragdo amarela e estrutura
semi-fridvel, em relagdo aos demais tratamentos estudados. Este tratamento de inducéo foi o
unico em que os calos de E. urograndis multiplicaram sem apresentar oxida¢do ou mudanca
na sua estrutura.

A anélise histoldgica nos calos de E. urograndis (Meio N6 + 400 puM de Picloram)
apresentaram células meristematicas, nucleo e nucléolo evidentes e presenca de células
vacuoladas (Figura 2). Células vegetais podem adquirir competéncia em diferentes estadios de
exposicdo do tecido ao meio de cultura acrescido de reguladores de crescimento. Quando
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adquirem novamente atividade meristemética, estas sdo chamadas de células competentes
(ROCHA et al.,, 2012), estabelecendo, dessa forma, competéncia para se diferenciar em
embrides.

No presente estudo, foi utilizado como explante hipocotilos de plantas com 30 dias, e
0s resultados revelaram que esse explante se mostrou eficiente na obtengdo de calos com

potencial embriogénico.

A B : ('l.] A A

Figura 2 - (A) Calo de E. urograndis com 60 dias; (B) analise histolégica (50x), presenca de regides
meristematicas, e células em divisao.
Fonte: Da autora (2021).

3.2 Suspensdao celular de E. urograndis

Calos de E. urograndis com 90 dias oriundos do tratamento N6 + 400 uM de
Picloram e ap6s analise histoldgica, foram utilizados para dar inicio a suspensédo celular. Os
calos semi-fridveis se desintegraram no meio liquido sem a necessidade de maceracdo dos
mesmos. As trocas de meios foram realizadas inicialmente a cada 30 dias, no entanto, por
causa da oxidacdo ocorrida em alguns frascos, as trocas de meio foram antecipadas
primeiramente para 21 dias, e depois a cada 15 dias.

Apds 60 dias do inicio da suspensdo celular em meio N6M5, foi possivel verificar a
ocorréncia de células que mantiveram a colorag&o inicial do calo (calo amarelo intenso) e uma
estrutura granular muito homogénea. Segundo Jalil et al. (2003), a pigmentacdo amarelada
indica o carater embriogénico das células em suspensao, que foi atestado por posteriores
analises histoquimicas.

O crescimento celular ocorreu de forma intensa e, na Figura 3-B, é possivel

verificar que a quantidade celular no momento da troca (aproximadamente 1 mL de suspenséo



76

celular sedimentada) ndo preenchia o fundo do frasco, e apds 15 dias a quantidade de células
foi quase 10 vezes maior (Figura 3-D).

Figura 3 - Suspensdo celular de E. urograndis em meio N6M5.
Fonte: Da autora (2021).

De um frasco pode-se obter aproximadamente 10 novos frascos. Quando
comparado com a multiplicacdo de calos em meio semissolido, as suspensdes celulares
exibem alta taxa de divisdo celular (GUREL et al. 2002), permitindo assim esse crescimento
acelerado que € devido ao contato direto das células com os nutrientes do meio (LOYOLA-
VARGAS & VAZQUES-FLOTA, 2006), conforme observado na suspensdo celular de
eucalipto.

A acdo da putrescina na indugdo de pro-embribes sométicos foi relatada como
positiva em explante juvenil de Eucalyptus grandis x E. uroplhyla (MOURA et al., 2016). Na
embriogénese somatica do dendé, a putrescina na concentracdo de 1000 uM foi eficiente na
proliferacio e regeneracdo de embrifes somaticos (CORREA et al., 2016).

Essas poliaminas tém funcgdes de regulacdo de processos fisioldgicos durante a divisao
celular (AHMAD et al., 2012), e tém sido estudadas como reguladores de crescimento em
cultura de tecidos, bem como compostos de reducdo do estresse nas plantas (REIS et al.,
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2016). O efeito das poliaminas, principalmente da putrescina, sobre a embriogénese somética
tem sido descrito para vérias espécies (KEVERS et al., 2002; SAKHANOKHO et al., 2005;
SILVEIRA et al., 2006; MALABADI & NATARAJA, 2007; NIEVES et al., 2008; WU et al.,
2009; SILVEIRA et al., 2013; RAJESH et al., 2014).

Nesse estudo, a putrescina no meio liquido promoveu multiplicacdo e homogeneidade
das células, bem como inibiu a formacdo de raizes em estagios posteriores a suspensao em

comparagdo com outros meios testados anteriormente (dados néo publicados).

3.3 Andlise histoldgica e teste de dupla coloracéo da suspensao celular de E. urograndis

As suspensdes apresentaram caracteristicas embriogénicas, tais como células pequenas
e isodiamétricas (Figura 4), formando massas pro-embriogénicas, apresentando nucleo e
nucléolo proeminente e citoplasma denso. Em algumas células foi possivel a visualizagdo de
celulas em diviséo, indicando multiplicacéo celular ativa.

O teste de dupla coloracdo com os corantes carmim acético (CA) e Azul de Evans
(AE) possibilita a diferenciacdo de culturas embriogénicas. Esse teste fornece informagoes
importantes sobre a qualidade da suspensdo (STEINER et al. 2005). As massas pro-
embriogénicas apresentam dois grupos de células, o primeiro é formado por células
isodiamétricas, pequenas e com citoplasma denso, e sdo reativas ao corante CA, resultando
em coloracdo vermelha. O outro grupo é formado por células ndo embriogénicas, vacuoladas
e permeaveis ao AE, resultando em coloracdo azul. Os resultados obtidos nesses estudos
mostraram a forte reacdo da massa celular reagindo ao Carmim-acético e apresentando a
coloracéo vermelha, caracteristica de massas pro-embriogénicas, sendo um bom indicativo da

competéncia e viabilidade da suspensao celular de eucalipto.
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Figura 4 - Suspensédo celular de E. urograndis em meio N6M5. (A) Corte histolégico; (B) teste de
dupla coloragéo — forte reacdo ao Carmim acético. Aumento de 50x.
Fonte: Da autora (2021).

3.4 Regeneracao e Maturacao
3.4.1 Suspensdes celulares

As suspensdes ficaram 15 dias em meios semissolidos em diferentes combinacGes de
ABA e PEG 6000 e, posteriormente, foram transferidas para meios de maturacdo, com
sacarose ou maltose. Apos 60 dias nos meios de maturacdo, as estruturas celulares da
suspensdo cresceram e apresentaram aspecto uniforme, conforme pode ser visualizado pela
Figura 5.

De todos os tratamentos deste teste, somente essas duas caracteristicas foram
observadas, células com coloracdo amarela (Figura 5. A, B) e com coloragéo branca (Figura
5. C, D), apds 60 dias de cultivo. Entretanto, para as avalia¢cbes aos 90 e 120 dias, foram
observados crescimento e oxidacdo das células, ndo havendo formacdo de embrifes em
nenhum dos tratamentos testados.

Nas condi¢BGes analisadas, as células de formato isodiamétrico que apresentaram
reacdo ao CA, ndo foram competentes para a diferenciacdo em embrides. De acordo com
George et al. (2008), para haver a proliferacdo das massas pré-embriogénicas, um suprimento
de auxina é exigido, sendo que, ap6s o periodo de inducdo da embriogénese, a fonte de auxina
é reduzida ou eliminada por completo do meio de cultivo, podendo, assim, os embrides iniciar
o0 seu desenvolvimento. Neste trabalho, a redugdo da auxina Picloram a concentracdes baixas,
como 2 UM na multiplicacdo de calos e na suspensdo, e a retirada da auxina nos meios de
maturacdo, aparentemente ndo contribuiram para a conversdao em embrifes. O tratamento
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controle, sem ABA ou PEG, néo apresentou diferencas em relacdo aos tratamentos aplicados

com diferentes concentracfes dessas substancias.

y

Figura 5 - Suspensdes celulares apds 60 dias em meios de maturacdo. (A) e (B): tratamento
com maltose; (C) e (D): tratamento com sacarose.
Fonte: Da autora (2021).

3.4.2 Calos embriogénicos

As imagens obtidas mostram os calos que ficaram, primeiramente, 15 dias nos

tratamentos do meio de sinalizacdo e 60 dias no meio de maturagéo (Figura 6.1 — 6.8).



Figura 6.1 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio Controle sem ABA e sem PEG. Meio de
maturacdo A) T1: 30 g/L sacarose; B) T2: 60 g/L sacarose, C) T3: 90 g/L sacarose, D) T4: 30
o/L maltose, E) T5; 60 g/L maltose, F) T6: 90 g/L maltose.

Fonte: Da autora (2021).

Figura 6.2 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio 13,15 mg/L de ABA. Meio de
maturacdo (A) T1: 30 g/L sacarose; (B) T2: 60 g/L sacarose; (C) T3: 90 g/L sacarose; (D) T4:
30 ¢g/L maltose; (E) T5; 60 g/L maltose; (F) T6: 90 g/L maltose.

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 6.3 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio 26,31 mg/L de ABA. Meio de
maturacdo (A) T1: 30 g/L sacarose; (B) T2: 60 g/L sacarose; (C) T3: 90 g/L sacarose; (D) T4:
30 ¢g/L maltose; (E) T5; 60 g/L maltose; (F) T6: 90 g/L maltose.

Fonte: Da autora (2021).

Figura 6.4 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio 39,46 mg/L de ABA. Meio de
maturacdo (A) T1: 30 g/L sacarose; (B) T2: 60 g/L sacarose; (C) T3: 90 g/L sacarose; (D) T4:
30 ¢g/L maltose; (E) T5; 60 g/L maltose; (F) T6: 90 g/L maltose.

Fonte: Da autora (2021).



Figura 6.5 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio 00,00 mg/L de ABA + 25 g/L de PEG.
Meio de maturagédo (A) T1: 30 g/L sacarose; (B) T2: 60 g/L sacarose; (C) T3: 90 g/L
sacarose; (D) T4: 30 g/L maltose; (E) T5; 60 g/L maltose; (F) T6: 90 g/L maltose.

Fonte: Da autora (2021).

Figura 6.6 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio 13,15 mg/L de ABA + 25 g/L de PEG.
Meio de maturagdo (A) T1: 30 g/L sacarose; (B) T2: 60 g/L sacarose; (C) T3: 90 g/L
sacarose; (D) T4: 30 g/L maltose; (E) T5; 60 g/L maltose; (F) T6: 90 g/L maltose.

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 6.7 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio 26,31 mg/L de ABA + 25 g/L de PEG.
Meio de maturacdo (A) T1: 30 g/L sacarose; (B) T2: 60 g/L sacarose; (C) T3: 90 g/L
sacarose; (D) T4: 30 g/L maltose; (E) T5; 60 g/L maltose; (F) T6: 90 g/L maltose.

Fonte: Da autora (2021).

Figura 6.8 - Calos de E. urograndis, 15 dias no meio 39,46 mg/L de ABA+ 25 g/L de PEG.
Meio de maturacdo (A) T1: 30 g/L sacarose; (B) T2: 60 g/L sacarose; (C) T3: 90 g/L

sacarose; (D) T4: 30 g/L maltose; (E) T5; 60 g/L maltose; (F) T6: 90 g/L. maltose.
Fonte: Da autora (2021).
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Os calos também foram avaliados aos 90 e 120 dias e ndo foram observadas nenhuma
mudanca em relacdo a avaliacdo realizadas aos 60 dias.

O fitohormbdnio ABA esta relacionado a resposta ao estresse e desempenha papel
significativo no crescimento e desenvolvimento das plantas. No entanto, a influéncia no
crescimento e na diferenciacdo esta relacionada a sua concentracdo dentro das plantas, que é
equilibrada entre a biossintese e o catabolismo nas plantas (NAMBARA & MARION-POLL,
2005). O ABA tem um papel importante na formacdo de estruturas embrionarias pré-
globulares, no aumento do nimero de embrifes soméaticos (FERNANDO, WEERAKOON,
GUNATHILAKE, 2004) e na tolerancia do embrido a dessecacdo (ANGOSHTARI et al.
2009), no entanto, em tamareira limitou o crescimento do calo e de embrides (AL-KHAYRI,
AL-BAHRANY, 2004; 2012).

A combinacdo do ABA com um ou varios agentes osmoticos, tem se mostrado
eficiente para o processo de maturacdo em varias espécies florestais, incluindo as coniferas
(STEINER et al., 2007; STEINER et al., 2008). Agentes osmoticos sdo utilizados para
diminuir o potencial osmotico do meio de cultura, dentre eles, o PEG é o mais utilizado
devido ao seu carater ndo plasmolisante. A maltose, assim como outros carboidratos, atua
como fonte de carbono e agente osmotico (SHOJI et al., 2006). A sua quebra disponibiliza
glicose que € prontamente assimilavel pelas células vegetais. Em Pinus, a utilizacdo da
maltose é preferida em relacdo a sacarose, por promover aumento no numero de embrides
somaticos (SALAJOVA et al., 1999). Adicionalmente, esta substancia mantém o potencial
osmatico do meio negativo e constante por um longo periodo, devido a sua quebra mais lenta
em relacdo a sacarose.

A recalcitréncia ou competéncia a embriogénese somatica depende também do fator
genético, como ja demonstrado para o eucalipto por Pinto et al. (2008).

Apesar de a auxina ser necessaria, essa € insuficiente para criar a iniciacdo da
embriogénese em células vegetais somaticas por conta propria (FEHER, 2005). Um modelo
plausivel da indugdo de embriogénese somatica, portanto, pode basear-se em pelo menos dois
fatores: auxina, que é responsavel por um fator apropriado ceélula-ambiente, e outro
desconhecido, incluindo o estresse e o fator genetico, que desencadeiam o programa
embriogénico (FEHER, 2005). Neste trabalho, foi proposto o uso do ABA e PEG na
sinalizac&o e o uso de diferentes fontes de carbono, a maltose e a sacarose, na maturagdo, com

0 intuito de potencializar a regeneracdo de embrides somaticos de E. urograndis.
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Entretanto, diante dos resultados obtidos nesse trabalho, o ABA e o0 PEG, bem como,
as fontes de carbono, devem ser testados em outras concentracGes para verificar a sua

eficiéncia na formacéo de estruturas embrionarias e de embrides somaticos de E urograndis.
4 CONCLUSAO

O uso do meio N6 com 400 uM da auxina Picloram promoveu a inducdo de calos
embriogénicos para E. urograndis.

O meio liquido N6M5 pode ser utilizado na multiplicacdo em larga escala das células
embriogénicas.

Novos testes de regeneracdo em meio semissolido devem ser realizados a fim de

obtencdo e regeneracdo de embrifes somaticos.
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APENDICE

[~

Figura A - Calos oriundos de folha e seus respectivos cortes histolégicos de E. grandis ap6s 60 dias no
meio de inducdo N6, em diferentes tratamentos. a-b: 100 yuM; c-d: 200uM; e-f: 400 uM; g-h: 800 pM.
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Fonte: Da autora (2021).

Figura B - Calos oriundos de hipocotilo e seus respectivos cortes histoldgicos de E. grandis apds 60
dias no meio de inducdo N6, em diferentes tratamentos. a-b: 100 uM; c-d: 800 uM.
Fonte: Da autora (2021).
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Figura C - Calos oriundos de folha e seus respectivos cortes histolégicos de E. grandis ap6s 60 dias no
meio de inducdo MS, em diferentes tratamentos. a-b: 200 uM; c-d: 800 uM.
Fonte: Da autora (2021).
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Figura D - Calos oriundos de hipocétilo e seus respectivos cortes histolégicos de E. grandis ap6s 60
dias no meio de indugdo MS, em diferentes tratamentos. a-b: 200 uM; c-d: 400uM; e-f: 800 uM.
Fonte: Da autora (2021).
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Figura E - Calos oriundos de folha e seus respectivos cortes histoldgicos de E. grandis ap6s 60 dias no
meio de inducdo JADS, em diferentes tratamentos. a-b: 200 uM; c-d: 800 uM.
Fonte: Da autora (2021).
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Figura F - Calos oriundos de hipocétilo e seus respectivos cortes histolégicos de E. grandis ap6s 60
dias no meio de indugdo JADS, em diferentes tratamentos. a-b: 100 uM; c-d: 200 pM; e-f: 400 pM.
Fonte: Da autora (2021).



