LUCIANA COELHO DE MOURA

INDUCAO DE EMBRIOES SOMATICOS EM
Eucalyptus spp.

Tese apresentada a Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do Programa de Pés-
Graduacao em Ciéncia Florestal, para obtencéo do
titulo de Doctor Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vigosa

Moura. Luciana Coelho de. 1986-

M9291 Inducdo de embrides somaticos em Eucalyptus spp. /
2016 Luciana Coelho de Moura. — Vicosa. MG. 2016.

ix. 83f. : il. (algumas color.) : 29 cm.

Orientador: Aloisio Xavier.
Tese (doutorado) - Universidade Federal de Vicosa.
Inclui bibliografia.

1. Eucalipto - Propagacdo in vitro. 2. Micropropagacao.
3. Embriogénese somatica. 4. Genética florestal.
5. Melhoramento genético. I. Universidade Federal de Vicosa.
Departamento de Engenharia Florestal. Programa de
Pos-graduacdo em Ciéncia Florestal. II. Titulo.

CDD 22 ed. 634.973766




LUCIANA COELHO DE MOURA

INDUCAO DE EMBRIOES SOMATICOS EM
Eucalyptus spp.

Tese apresentada a Universidade Federal de Vicosa,
como parte das exigéncias do Programa de PQs-
Graduacédo em Ciéncia Florestal, para obtencédo do
titulo de Doctor Scientiae.

APROVADA: 27 de setembro de 2016.

Elizabete Keiko Takahashi Ana Claudia Ferreira da Cruz
Eduardo Euclydes de Lima e Borges Wagner Campos Otoni
(Coorientador) (Coorientador)

Aloisio Xavier
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela saude, forca e clareza para vencer mais essa grande etapa da minha
vida.

A Universidade Federal de Vigosa (UFV), ao Programa de P6s-Graduacéo em
Ciéncia Florestal e ao Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO),
pela realizagdo do curso de doutorado e deste trabalho.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concesséo de bolsa de estudo.

A Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) e
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq) pelo apoio
financeiro ao trabalho desenvolvido.

Ao meu orientador Aloisio Xavier pelos ensinamentos e confiaraggs meus
coorientadores Wagner Campos Otoni, Miranda Titon e Eduardo Euclydes de Lima e
Borges por todas as contribui¢ces tanto ao trabalho como a minha formacéao académica.

Aos membros da banca examinadora Ana Claudia Ferreira deeGlizabete
Keiko Takahashi, e ao pesquisador Marcos Deon Vilela de Resende, pelas valiosas
sugestdes/criticas dadas aos trabalhos.

Aos meus pais, Claudia e Jovani, eternos apoiadores das minhas decisdes, por
nao terem medido esforcos para a minha formacao; a minha avé Cordlia e as minhas
irmas Patricia e Cristiane pelo valioso apoio.

Ao grupo de silvicultura, pela eXeate convivéncia, em especial Ricardo e
Eliane, por estarem sempre presentes nos momentos de trabalho e de descontracao; aos
amigos do LCTII, em especial a Helen, por estarem sempre disponiveis a ajudar ou
compartilhar conhecimentos; as companheiras de republica; aos amigos distantes, em
especial Cris e Vinicius, pela verdadeira amizade e por se manterem presentes em
minha vida.

Aos colegas de laboratério Elyabe, Andréa e Ana Claudia pelo auxilio durante
0Ss expementos e aos professores da UEVda UFVJIM, pelos conhecimentos
adquiridos e pela agradavel convivéncia.

A todos aqueles que ndo foram mencionados, mas colaboraram de alguma

forma, para o desenvolvimento deste trabalho.



BIOGRAFIA

LUCIANA COELHO DE MOURA, filha de Jovani Marcio Coelho de Moura e de
Claudia Lucia Lopes Coelho, nasceu em 22 de novembro de 1986, em Diamantina,

Minas Gerais.

Concluiu o 1° grau em 2001, e o 2° grau em 2004, no Colégio Tiradentes da Policia

Militar de Minas Gerais (CTPMMG), em Diamantina, Minas Gerais.

Em agosto de 2005, ingressou no Curso de Engenharia Florestal da Universidade
Federal dos Vales Jequitinhona e Mucuri (UFVJIM), em Diamanitna, Minas Gerais,

concluindo o curso em dezembro de 2009.

Em marco de 2010, ingressou no Curso de Pés-Graduacdo em Ciéncia Florestal, em
nivel de Mestrado, na Universidade Federal dos Vales Jequitinhona e Mucuri (UFVJM),
concluindo os requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Magister Scientiae em 28
de fevereiro de 2012.

Em abril de 2013, iniciou o Curso de Pds-Graduacdo Ciéncia Florestal, em nivel de
Doutorado, na Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais, concluindo os
requisitos necessarios a obtencao do titulo de Doctor Scientiae em 27 de setembro de
2016.



SUMARIO

RESUMO ..ottt ettt ettt ettt e et e et as et ese et e e st e e sae e s testeteseereseaneaeens Vi
F = E S 2 7\ TR viii
INTRODUGAO GERAL ...ttt e, 1
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ocoeieieeeee ettt 3

EFEITO DO TIPO DE EXPLANTE, DO MEIO DE CULTURA E DOS
REGULADORES DE CRESCIMENTO DICAMBA E PICLORAM NA
INDUCAO E PROLIFERACAO DE EMBRIOES SOMATICOS EM Eucalyptus

grandis X E. UTOPNYIIA ........ccoiiii i e e e e e e e e e 6
I | 110 1 5160V 6
2. MATERIAL E METODOS ... uuuuttttittitiieiiietttaaaaaaeeaaaessssssssssssssssssssseseeeeeeeaeaasaasaaassssnnnnns 7

2.1, Material VEgEtal ..........uuuiiiiiiiiiee e 7
2.2. Induc@o de embrifes SOMALICOS ........uuuuuuiiiiiieei e e eeee e e e e e 8
2.3. Proliferacdo de embriBes SOMALICOS........c.uuueiiiieiiiiiiiiie e 9
2.4. Coleta € analise de dadosS ........ccccciiiiiiiiiiiiiie e 9
2.5. CaracterizaGao anatOMICA ............uuuuuuuuiiiiiiieeeeeeeeeee e e e e e e e e e eeeaeeaanne 10
T 10y /.Y 10 1 F PP 10
3.1. Inducao de embriBes SOMALICOS .......uuuuuiiiiieieeeeeeeeee e e e e e e e e e e eeaaaanns 10
3.2. Proliferac@o de embrifes SOMALICOS.........oiiuuiiiiieeiiiiiiie e 13
4. DISCUSSAD....cettuuuteeeeettt e e e e ettt e e e et e et e e e et ee et e e e et e eaa e e e et eeata e e e e eesta e e e e e eerna e eeas 15
TR @ o] N0 I L]0 ] =1 PP 17
6. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS.....cciiittiieeetetita e et et e e e e eete e e e e e et e e e e eenna e 18

EFEITO DO CALCIO, BAP E PUTRESCINA NA INDUCAO DE EMBRIOES

SOMATICOS EM Eucalyptus grandis X E. Urophylla...........c.ccceevveeeoeeeeieieieeeee, 22
L. INTRODUGAO. ... iteti ettt e ettt e et e et e ettt e et et e e e et e e e e et e et et e e e ea e e e e ann e eeeannas 22
2. MATERIAL E METODOS ... ttttetttuntaaeeeettiaaaeeeeessnaaaeesesssa s eeeesssa s e eeeessnn s e eeeennnnnaaens 24

2.1, Material Vegetal ... 24
2.2. Efeito do calcio da inducdo de embrifes SOMALICOS............eevvvveeiiieieieeeeeennn. 25
2.3. Efeito de BAP e putrescina na inducéo de embrides somaticos.................... 25
2.4. Coleta € analise de dadosS .........cccciiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
2.5. Caracterizagao anatOmICaA ........cceeuiiiiiiiiiiiiiiiiii it e e e 26
3. RESULTADOS. ..ttt ettt e e e e et et e e e e e e e e e e e 27
3.1. Efeito do calcio na inducéo de embrifes SOMALICOS........ceeveeieeeeeeeeerrrereiiinnns 27
3.2. Efeito do BAP e putrescina na inducdo de embrides SOmaticos....................... 30
4. DISCUSSAOD. ... iietueeeti e ettt e e et e e et e e e et e ettt e et et e e e et e e e et e e e e e era e e eaans 31
5. CONCLUSOES . ...ttt eeteette e ettt ettt e e ettt e e e e ettt e e e e e e et b e e e e e e e tbn e e e e eenna e aaas 35
6. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS.....ciitittiieeeeeeeiia e e e ettt e e e e eetts e e e e e eatb e e e e e eeannaeeeas 35

EFEITO DO PULSO DE AUXINA NA INDUCAO DE EMBRIOES SOMATICOS

DE Eucalyptus grandis X E. UrOphYIla ............oovviiiiiiiiiiiieeee e 42
I | =T 5 1007\ T 42
2. MATERIAL E IMETODOS ...uuuiiiiiiitti e eeeeettia e e e e eeetaa s e e aeeetasaeeseesssa e e e eeessanaaeeeeesnans 44



2.1, Material Vegetal .........ooooiiiiiiiiii 44
2.2. Induc@o de embrifes SOMALICOS .......uuuuuuuiiiiiee e e e e e 44
2.3, ANAlISE dOS UAUOS .....uviiiiiiiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e 46
3. RESULTADOS. ...ttt ittt ettt et e e e e e e e e e e e e e e bbb bbbt bt ettt et e e e e e aaeeaeaaeeeenenannans a7
3.1, EXPEIIMENTO L ..ottt e e r e e e e e e e e e e e as a7
B (o 1= ] .01 ] o PP 50
A, DISCUSSAD....cetuuuieaeeeettia e e et eet e e e e e ea it e e e et ettt e e e e eeeaa e e et eesba e e e e eesta e e eeeenbnanaaaaas 52
5. CONCLUSOES .. .ottt i ittt ettt et e e e e e e e e e e e e s s e bbbttt b e ettt e e e eeaaaaeeeeaaaesassannnnnns 55
6. REFERENCIASBIBLIOGRAFICAS.....cciiittiiieeeeeeiia e ettt e e et e e e e et e e e e eeana e 56
GENETIC CONTROL AND SELECTION FOR IN VITRO PROPAGATION
CHARACTERISTICS OF Eucalyptu SHYBRID CLONES...........cccoociiiiiiiiiieeeeee, 62
1. INTRODUCTION. . .uuutttuttttttneeeeteetteeeaaaaesaassassssssassnssssssssssssseeeeeeeeeeaaaaaeaeessssssnannnnnnnns 62
2. MATERIALS AND IMETHODS. ....cccttuuiiiiiiittie e e e eeetiee e e e e eeetia e e e e eeas e e e e eesaa e e e aeeeenannns 64
2.1. Induction of somatic embryogenesis and data collection ............................. 64
2.2. Estimates of genetic parameters and correlations .............cccccvvviiiiieieiienennnn. 66
T LU I S PP PPPPPRRPR 66
3.1, Structural @analYSiS .......coooiiiiiiiiii e 66
3.2. Genetic control Of the traitS ........cuuvviiiiiiiiii e 67
3.3. Estimation of genetiC Parameters ..........ccoccuuiiiiiiiiiiiieii e 67
3.4, GENELIC COMTEIATIONS ...ttt e e e e e e e e e e e e eeeeas 67
3.5. Ranking of the genotypes and auUXiNS..............eeeeiiiiiiiiiiieieiii e 70
A, DISCUSSION....iiiiiuuiitttttttteeeeeeeeeeeaaaaaaaaaaeaaasssaaaaa s sabbbbbbbsseaeeeeeeeeaaaaaaeeaeaasssnsnnnnnnnnns 71
4.1. Genetic control and PArameters ... 71
4.2. GenetiC COITElatioNS ........coeiiiiiiiiiii e eeees 73
4.3. Ranking of the genotypes and aUXINS...........cccccuuiiiiiiiiiiiiiiiiieee e e 74
5. CONCLUSIONS ... ttttttetttttteee e e e e et e e e e e e e e s et b bbbttt ettt e e e aaaaaaaeaeaeeeesssaaannnnsenebbesneenees 74

T = = 1 =] = N[ =X TR 75
CONCLUSAO GERAL



RESUMO

MOURA, Luciana Coelho de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, setembro de
2016. Inducdo de embrides somaticos em Eucalyptus spfrientador: Aloisio
Xavier. Coorientadores: Eduardo Euclydes de Lima e Borges, Miranda Titon e Wagner
Campos Otoni.

O objetivo do presente estudo foi determinar o conjunto de fatores que interferem no
estagios iniciais da embriogénese somatica de Eucalyptus, tendo por base o0s seguintes
objetivos especificos: 1) verificar o efeito de tipos de explantes, tipos e concentracdes
de auxinas na inducédo; tipos de meio de cultura e concentracbes de auxina na
proliferacdo de embribes somaticos em explantes juvenis de Eucalyptus gr&ndis
urophylla; 2) verificar o efeito de concentracdes e fontes de célcio; concentragdes e
tempo de efeito de citocinina e poliamina, na inducéo e desenvolvimento de embrides
somaticos em explantes juvenis de Eucalyptus granéis urophylla; 3) verificar o

efeito do pulso de auxina em diferentes estdgios de desenvolvimento de embrides
somaticos em explantes juvenis de Eucalyptus grandis. urophylla; 4) estimar a
correlacdo genética entre as caracteristicas de inducdo de embribes sortgiticds, a
estudar o controle genético relacionado as mesmas a fim de averiguar sua utilidade na
selecao de gendtipos com competéncia embriogénica de clones hibridos de Eucalyptus.
A inducédo de pré-embrides somaticos de Eucalyptus granBisurophylla pode ser

obtida utilizando sementes ou cotilédones como fonte de explantes, e dicamba e
picloram como reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura Para
obtencdo de médias mais altas no porcentual de inducdo de pré-embrides somaticos
deve-se utilizar picloram e cotilédones como fontes de explantes. Para a proliferacéo de
pré-embribes somaticos secundarios, pode-se utilizar meio de cultura liquido
adicionado de picloram. O meio de cultura JADS proporcionou maior calogénese em
explantes cotiledonares de Eucalyptus grandis x E. urophylla, quando comparado ao
meio de cultura MS. A adicdo de 28,36 pM de putrescina ao meio de cultura
proporcionou maior porcentual de inducdo de embriogénese somética nesses mesmos
explantes. O namero de pré-embrides somaticos formados por explante foi superior
guando se acrescentou BAP e principalmente putrescina ao meio de cultura se
comparado com o meio contendo somente picloram. Acréscimos na concentracdo de
calcio nos meios MS e JADS néo proporcionam melhorias no que se refere a indugéo de
embriogénese somatica. Tratamentos com pulso da auxina picloram (207,02 uM)

podem ser utilizados como fonte de estresse inicial para aquisicdo da competéncia

Vi



embriogénica em explantes cotiledonares em Eucalyptus grartgisurophylla. A

inducdo média de calos embriogénicos foi superior no intervalo de dois dias de pulso de
auxina, em relagéo aos outros dois intervalos testados tanto aos 30 dias, como aos 37 e
44 dias de avaliacdo. A oxidacao dos explantes, quando colocados em meio de inducéo,
pode ser considerada um indicio de formacao de calos embriogénicos. A presenca de
pectinas em regibes periféricas de pro-embribes somaticos pode ser vista como
marcador de embriogénese somatica em explantes cotiledoneres de Eucalyptus gradis x
E. urophylla. A caracteristica porcentual de pré-embriées somaticos apresenta controle
genético. A correlacdo genética alta e positiva entre calogénese emnterdimade e
inducdo de pro-embribes somaticos indica que a selecdo para a primeira caracteristica
resulta em consistentes respostas na segunda. Os hibridos triplos utilizados no presente
estudo apresentaram maiores valores genéticos para porcentual de inducdo de pro-
embrides somaticos, quando comparados aos demais hibridos estudados, indicando

maior facilidade na inducdo de embriogénese somatica para essa espécie.

Vi



ABSTRACT

MOURA, Luciana Coelho de, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, September, 2016.
Induction of somatic embryos in Eucalyptus spp.Adviser: Aloisio Xavier.Co-
advisers: Eduardo Euclydes de Lima e Borges, Miranda Titon and Wagner Campos
Otoni.

The objective of this study was to determine the set of factors that interfere in the early
stages of somatic embryogenesis of Eucalyptus, and by the following specific objectives
based on: 1) verify the effect of explants types, types and concentrations of auxin in the
induction; types of culture media and auxin concentrations on the proliferation of
somatic embryos in juvenile explants of Eucalyptus grardts urophylla; 2) verify

the effect of concentrations and sources of calcium; and cytokinin and polyamine
concentrations and effect of time, in the induction and development of somatic embryos
in juvenile explants of Eucalyptus grandi€. urophylla; 3) verify the effect of auxin

pulse at different stages of development of embryos in juvenile explants of Eucalyptus
grandisx E. urophylla; 4) estimate the genetic correlation between the somatic embryo
induction characteristics, in addition to studying the genetic control related to them to
ascertain its usefulness in the selection of genotypes with embryogenic competence of
hybrid clones of Eucalyptus. The induction of somatic pro-embryos of Eucalyptus
grandisx E. urophylla. can be obtained using cotyledon or seed as a source of explants,
dicamba and picloram as growth regulators added to the culture medium. However, to
obtain higher means the percentage of somatic pro-embryos induction should be used
picloram and cotyledon as source of explants. For the proliferation of secondary somatic
pro-embryos may be used a liquid culture medium added picloram. The JADS culture
medium showed higher callus formation in cotyledon explants of Eucalyptus grandis x
E. urophylla when compared to MS medium. Addition of 28.36 uM of putrescine to the
culture medium provided a higher percentage of somatic embryogenesis induction in
these same explants. The number of somatic pro-embryos formed per explant was
higher when added BAP and mainly putrescine to the culture medium compared to
medium containing only picloram. Increases in calcium concentration in the MS and
JADS media does not provide improvements with regard to the induction of somatic
embryogenesis. Treatments with pulse auxin picloram (207.02 uM) can be used as a
source of initial stress for the acquisition of embryogenic competence in cotyledons and
Eucalyptus grandig E. urophylla. The average of embryogenic callus induction was

better in the interval of two days auxin pulse of the two other ranges tested both after 30
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days and after 37 and 44 days of assessment. Oxidation of the explants, when placed on
induction medium, can be considered a sign of formation of embryogenic callus. The
presence of pectin in peripheral regions of somatic pro-embryos can be seen as a marker
of somatic embryogenesis in cotyledon explants of Eucalyptus grandis x E. urophylla.
The characteristic percentage of somatic pro-embryos has genetic control. High and
positive genetic correlation between callus formation in average intensity and somatic
pro-embryos induction indicates that selection for the first feature should lead to
consistent responses in the second. Tree-cross hybrids used in this study showed higher
genetic values of somatic pro-embryos induction when compared to other hybrids

studied, indicating greater ease in inducing somatic embryogenesis in this species.



INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, tem-se assistido a um constante aumento no interesse pela
silvicultura clonal, decorrente das vantagens como possibilidade de contornar problemas
de determinadas doencas, com a selecdo de clones resistentes, ou ainda contornar
problemas com a heterogeneidade e produtividades dos plantios florestais (XAVIER et
al., 2013). Dentre as técnicas de propagagdo vegetativa utilizadas nesse processo de
clonagem, t€m-se observado uma tendéncia evolutiva nos processos de producéo massal
de mudas clonais do género Eucalyptus; inicialmente, os propagulos eram coletados no
campo e propagados através da estagsia técnica foi aprimorada com o surgimento
da miniestaquia e a manutencdo de um minijardim para coleta de propagulos em
viveiro; e, porteriormente, observou-se o incremento da participacdo da biotecnologia,
mais especificamente da micropropagacédo, a cada etapa do avangco da pesquisa e
implementagdo em nivel operacional (XAVIER et a., 2013).

Apesar das técnicas de micropropagacdo por meio de gemas axilares
proporcionarem altas taxas de propagacédo de plantas de Eucalyptus, os casos de sucesso
em outras espécies de arvores indicam que as taxas de multiplicacdo podem ser
potencialmente maiores através da embriogénese somética (PARK et al., 2006).

A embriogénese somética permite a producdo em larga escala de plantas,
possibilitando reduzir significativamente o custo por unidade de muda produzida
(PINTO et al., 2009), além de ser a Unica técnica de propagacédo vegetativa que produz
mudas clonais com raizes pivontantes. Em condi¢cdes apropriadas, os embrides
somaticos podem ser produzidos de forma sincronizada, com elevado grau de
uniformizacéo clonal e conformidade genética, o que torna a embriogénese somatica
uma importante técnica de propagacdo de plantas em programas de melhoramento
genético (VON ARNOLD et al., 2002; CHE#&t al., 2010; LU et al., 2011; PINTO et
al., 2011; SIVANESAN et al., 2011).

A técnica da embriogénse somética possui outras aplica¢cdes, como: producao de
sementes sintéticas; conservacao de germoplasma, por criopreservagao, proporcionando
flexibilidade ao programa de melhoramento, dadas mudanca de objetivos e/ou
condicbes ambientgismanipulacdo genética, pelo desenvolvimento de plantas
transgénicas (BONGA; N ADERKAS, 1992; HOGBERG et al., 1998; PARK et al.,

1998 QUIROZ-FIGUEROA et al., 2006; BAKHSHAIE et al., 2010; CAPELO et al.,



2010; KHAN et al., 2010; KONIECZNY et al., 2010; MING-HUA; SEM-RONG
2010); rejuvenescimento de clones com caracteristicas de interesse, mas que possuem
desvantagens como baixa porcentagem de enraizamento ou crescimento plagiotropico
das mudas (XAVIER et al., 2013).

O processo de embriogénese somatica inicia-se com a etapa da inducdo
embriogéncia de uma Unica célula somatica ou pequeno grupo de células somaticas,
resultando em uma estrutura bipolar, contendo meristemas apicais aéreos e radiculares,
diferenciados em polos opostos simultaneam@ieRAMI et al., 2009;. ROCHA;
DORNELAS, 2013). Essas células passsam por estagios similares aqueles observados
na embriogénese zigotica, caracterizando-se como uma estrutura sem nehuma conexao
vascular com o tecido materno (VON ARNOLD et al., 2002).

Por se tratar de um mecanismo complexo, diversos fatores influenciam na etapa
de inducdo de embrides somaticos. Alguns desses, como juvenilidade do tecido
materno, niveis hormonais e pH internos e externos a célula, principalmente a variacao
temporal e espacial de auxinas (FEHER, 2015), tipo e composi¢cdo do meio de cultura,
condicBes de incubacéo e o efeito genético (CORREA et al., 2015), dentre outros ainda
nao elucidados, interferem nos diversos estadios de formacdo completa do embrido
somatico. Em condi¢cdes de laboratoério, pode-se estudar e determinar o conjunto de
fatores manipulaveis necessario a inducao de embries somaticos.

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi determinar o conjunto de fatores que
interferem nos estadios iniciais da embriogénese soméatica de Eucalyptus grandis
urophylla, tendo por base os seguintes objetivos especificos: 1) verificar o efeito de
tipos de explantes, tipos e concentracdes de auxinas na inducao; tipos de meio de
cultura e concentra¢cfes de auxina na proliferacdo de embrides somaticos em explantes
juvenis de Eucalyptus grandis x E. urophylla; 2) verificar o efeito de concentracdes e
fontes de célcio; concentracbes e tempo de efeito de citocinina e poliamina, na inducéo
e desenvolvimento de embrides somaticos em explantes juvenis de Eucalyptus grandis
x E . urophylla; 3) verificar o efeito do pulso de auxina em diferentes estagios de
desenvolvimento de embrides soméaticos em explantes juvenis de Eucalyptus grandis x
E . urophylla; 4) estimar a correlagdo genética entre as caracteristicas de irelucdo d
embrides somaticpalém de estudar o controle genético relacionado as mesmas a fim de
averiguar sua utilidade na selecdo de genotipos com competéncia embriogénica de

clones hibridos de Eucalyptus.
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EFEITO DO TIPO DE EXPLANTE , DO MEIO DE CULTURA E DOS
REGULADORES DE CRESCIMENTO DICAMBA E PICLORAM NA INDUGAO E
PROLIFERAGCAO DE EMBRIOES SOMATICOS EM Eucalyptus grandis x E.

urophylla

Resumo - O objetivo do presente estudo foi testar o efeito do tipo de expdante
concentracdes de auxinas na inducédo, bem como o efeito do meio de cultura e de
concentracdes de auxina na proliferacdo de embrides sométicos de Eucalyptus grandis x
E. urophylla. Sementes e cotilédones foram utilizados como explantes e inoculados em
meio de cultura de inducéo contendo 1,13; 2,26; 3,39 e 4,52 uM de dicamba ou 4,14;
10,35; 20,71 e 31,06 pMk picloram. Calos embriogénicos induzidos nos tratamentos
com picloram foram utilizados como explantes e inoculados em meio semissdlido ou
liguido contendo 4,14; 10,35; 20,71 e 31,06 uM de picloram e mantendo-se o a origem
dos calos embriogénicos (sementes ou cotilédones) e a concentracdo de picloram em
gue 0s mesmos estavam na fase de inducdo. A inducédo de pré-embribes somaticos em
material vegetal juvenil de Eucalyptus grandisE. urophylla pode ser realizada
utilizandose sementes ou cotilédones como fonte de explantes, e dicamba e picloram
como reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura. O uso de cotilédones
como fonte de explantes e picloram adicionado ao meio de cultura resultou em maiores
médias na inducdo de pré-embrides somaticos, quando comparadas com o0 uso de
sementes. A proliferacdo de pro-embrides somaticos secundarios pode ser obtida
utilizando meio liquido adicionado de picloram.

Palavras-chave:propagacao in vitro, micropropagacambriogénese somatica.

1. Introducao

Sistemas de regeneracdo de plantas in vitro tém sido muito utilizados em
meétodos de melhoramento e biotecnologia como na micropropagacédo, na producéo de
hapldéides, na producdo de plantas livres de doencas, no rejuvenesceneato
transformacao genéticRAI; SHEKHAWAT 2014; US-CAMAS et al.,, 2014)A
embriogénese somética tem suas aplicapiésncializadas quando h& ocorréncia de
embriogénese somatica secundaria, quepéoducdo de novos embribes a partir de

embrides somaticos pré-existentes. B¢emas de calos embriogénicos sédo altamente



regeneraveis e podem gerar gramiemero de propagulos e se manter por longos
periodos.

Desde décadas passadas, alguns autores jA& demonstravam interesse pela
embriogénese somatica para diversas espécies do género Euc®lgpius as baixas
taxas de iniciacdo embriogénica observadas em espécies de Eucalyptus (PINTO et al,
2002; MURALIDHARAN; MASCARENHAS, 1995),a incapacidade dos embrides
somaticos em atingir a plena maturacdo e germinar (MURALIDHARAN et al., 1989;
MURALIDHARAN; MASCARENHA, 1995) ea ocorréncia de variagdo somaclonal,
(MERKLE, 1995; JAIN, 2006) podem limitar ou inviabilizar a ado¢do da embriogénese
somatica como técnica comercial na propagacdo clonal, sendo esses entraves
limitadores do nimero de gendtipos utilizados.

Fatores como idade ontogenética do tecido materno, niveis hormonais, tipo de
meio de cultura utilizado, dentre outros, interferem nas diversas fases de formacao do
embrido somatico. A presenca de altas concentracdes de auxina, por exemplo, tem sido
apontada como gatilho inicial na aquisicdo da competéncia embriogénica (FEHER,
2015. Titon et al. (2007) obervaram estruturas semelhantes a embrides somaticos
induzidos em expantes juvenis Hucalyptus grandis em tratamentos com as auxinas
dicamba e picloram. A composicdo do meio de cultura assim como a facilidade de
assimilacdo desses compostos com a presenca ou ndo de um agente gelificante (ZIV,
1995) podem interferir no desenvolvimento das estruturas embrionarias.

Diante disso, o0 objetivo desse trabalho foi testar o efeito de tipo de explante e de
concentragdes de auxinas na inducdo, bem como o efeito do meio de cultura e
concentracdes de auxina na proliferacdo de embrides soméatieasadgptus grandis x

E. urophylla.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

Para a obtencdo dos dois tipos de explantes (semente e cotilédone) utilizados no
presente trabalho, foram utilizadas sementes hibridas de Eucalyptus graBdis
urophylla provenientes da APS 13 da empresa Gerdau, localizada em Trés Marias-MG,
coletadas em janeiro de 2011. Para desinfestacdo das sementes utilizadas na

experimentacdo, essas foram previamente lavadas em agua corrente e, em camara de
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fluxo laminar horizontal, imersas em alcool 70% durante 30 segundos e em seguida em
hipoclorito de sédio 5% durante 15 minutos, sendo adicionado 4 gotas de detergente
tween 20 a cada 100 mL de solugcdo. Apds o tratamento de desinfestacdo, as sementes
foram lavadas seis vezes em agua autoclavada. Para obtencdo dos cotilédones, as
sementes ja desinfestadas foram colocadas para germinacdo em placas de Petri estéreis
descartaveis (90 x 15 mm) contendo 30 mL de meio de cultura semissélido previamente
autoclavado a temperatura de %2@ pressdo de 1 atm durante 20 minutos. O meio de
cultura utilizado continha 50% dos sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), 1,5%le sacarose, 50 mg‘ide mio-inositol, 2,8 g.t.de Phytagél e pH ajustado

para 5,8 £ 0,01. As sementes foram mantidas durante 7 a 10 dias em sala de cultivo a 24
+ 1 °C e fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 33 pmol m™ s* (quantificada por
radidmetro (LI-COR, LI-250A Light Meter), proporcionada por duas lampadas

fluorescentes tubulares (Luz do Dia Especial, 40W, Osram, Brasil).
2.2. Inducédo de embriGes somaticos

Sementes e cotilédones foram utilizados como explantes e inoculados em placas
de Petri estéreis descartaveis (60 x 15 mm) contendo 15 mL de t&a®m 100%
dos sais e vitaminas, 100 mg.He mio-inositol, 3% de sacarose, 2,8 de Phytagél
e pH ajustado para 5,8 + 0,01, previamente autoclavado a temperatura®@eel20
pressdo del atm durante 20 minutos. Foram adicionados ao meio de cultura 1,13; 2,26;
3,39 e 4,52 uM de acido 3,6 dicloro-o-anisico (dicamba) ou 4,14; 10,35; 20,71 e 31,06
UM de addo 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (picloram), e um tratamento sem adicao
de reguladores de crescimento (controle). Os explantes foram mantidos em sala de
cultura no escuro sob temperatura de 241

Para as andlises estatisticas, consideramdwois experimentos distintos, um
com as concentracdes de dicamba e outro com concentragdes de picloram. Para ambos,
utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x5,
constituido por dois tipos de explantes (sementes e cotilédones) cinco concentracdes de
reguladores de crescimento (dicamba + controle ou picloram + controle), com 6

repeticbes e 10 explantes/parcela.



2.3. Proliferacdo de embrides somaticos

Calos embriogénicos induzidos nos tratamentos com picloram foram uslizado
como explantes e inoculados em placas de Petri estéreis descartaveis (6@, 15
contendo 15 mL de meio semissolido ou em erlenmeyers contendo 30 mL de meio
liquido MS com100% dos sais e vitaminas, 100 mgle mio-inositol, 3% de sacarose,

2,8 g.L' de Phytagél (para o meio semissolido) e pH ajustado para 5,8 + 0,01,
previamente autoclavado a temperatura de°d2€ pressdo de 1 atm durante 20
minutos Foram adicionados ao meio de cultura 4,14; 10,35; 20,71 e 31,06 uM de
picloram, mantendo-se o0 a origem dos calos embriogénicos (sementes ou cotilédones) e
a concentracéo de picloram em que os mesmos estavam na fase de inducgéo.

Os explantes foram mantidos em sala de cultura no escuro sob temperatura de
24+1 °C e agitacdo de 50 rpm (meio liquido), para manter a oxigenacdo no meio de
cultura.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x4
(duas origens de explantes e quatro concentracdes de picloram). Considerou-se dois
experimentos: o primeiro em meio semissoélido que conteve 4 a 10 repeticdes e 1 calo
embriogénico por parcela e, o segundo, em meio liquido, que conteve 5 repeticdes e 2
calos embriogénicos por parcela.

2.4. Coleta e andlise de dados

Foram avaliados, aos 40 dias, o porcentual de pro-embrides somaticos (%PES),
de calogénese (%CAL) e de rizogénese (%RIZ) formados por explante para cada
tratamento no experimento de inducdo de embribes, bem como o numero de pro-
embrides somaticos secundarios (PESS) formados em cada explante em meio
semissolido, para o experimento de proliferagao.

Para todas as analises dos dados obtidos, utilizou-se o programa estatistico R,
versdao 3.0.3 (R Core Team, 201d4) o pacote ExpDes (Experimental Designs)
(FERREIRA el al., 2013), sendo as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade quando necessario

Para todos os experimentos, foi realizada uma anélise descritiva contemplando

cor, forma, aspecto e origem dos PES ou PESS, documentagdo fotogréafica in vivo



realizada através de uma camera digital (Olympus E-330) acoplada a um microscopio
estetoscopio binocular e coleta de material vegetal para andlise estrutural.

A analise descritiva no experimento de proliferacdo utilizando o meio liquido foi
realizada aos 40 e 80 dias. Ainda neste experimento, PESS foram coletadas aos 80 dias,
compactadas in vivo, coradas com azul de evans 0,5% durante 3 minutos e carmim
acético 0,1% durante outros 3 minutos e fotografadas em fotomicroscopio (AX70TRF,

Olympus Optical, Téquio, Japdo) equipado com o sistema U-Photo.

2.5. Caracterizacdo anatdomica

Para a caracterizacdo anatdmica, foram coletados calos embriogénicos de todos
0s tratamentos realizados nos experimentos aos 40 dias para o experimento de inducéo e
aos 40 e 80 dias para o experimento de proliferacao.

As amostras foram fixadas em solucdo de glutaraldeido (KARNOVSKY, 1965,
modificado— 2,5% glutaraldeido, 4% paraformaldeido, 3% sacarose,,GaM em
tampéo cacodilato 0,1 M pH 6,8), por no minimo uma semana, desidratadas em série
etilica e incluidas em metacrilato (Historresin, Leica). Para a obtencdo de cortes
transversais e longitudinais com 5um utilizou-se micrétomo rotativo de avanco
automatico (RM 2255 Leica) equipado com navalha de vidro. Os cortes foram corados
com azul dedluidina a pH 4,4 (O’BRIEN; McCULLY, 1981) por 10 minutos, ¢ as
laminas montadas com resina sintética (Permount). As imagens foram obtidas em
fotomicroscopio (AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japdo) equipado com o sistema
U-Photo.

3. Resultados

3.1. Inducado de embribes soméaticos

Com base nos resultados obtidos nas avaliagbes na condicédo in vitro, foram
encontradas diferencas entre os fatores (tipo de explante e concetracdo de dicamba) para
todas as caradisticas avaliadas (%PES, %CAL e %RIZ). Para o porcentual de pro-
embrides somaticos (%PES), o uso do explante cotilédone proporcionou maior média
em relacdo ao explante semente na concetracdo de 3,4 UM de dicamba (Figura 1A).

Para o explante cotilédone, observa-se uma tendéncia crescente do %PES a medida em

10



gue se aumenta a concetracdo de dicamba, sendo as concentracdes de 3,4 e 4,5 uM
superiores as concetracdes de 0,0 e 1,1 uM (Figura 1A). Para o explante cotilédone,
observa-se maiores médias de %PES na concentracdo de 3,4 uM, seguida da
concentracdo de 4,5 uM (Figura 1A).

Com a analise desses resultados, pode-se concluir que as concentracdes de
dicamba utilizadas no presente trabalho foram baixas no intuito de alcancar inducao
méxima de pro-embrides somaticos, no que se refere ao explante semente. Para o
expante cotilédone, também seria interessante repetir o experimento utilizando
concentracdo mais altas dessa auxina.

Para o explante semente, o porcentual de calogénese (%CAL) permaneceu
estavel a medida que se aumentou a concentragdo do dicamba (Figura 1B). Para o
explante cotilédone, houve aumento do %CAL acompanhando 0 aumento da
concentracdo de dicamba, sendo a concentracdo de 4,5 uM a que proporcionou maiores
médias de %CAL (Figura 1B). Para as concetracbes de 3,4 e 4,5 uM, o explante
cotilédone foi superior ao explante semente eatgélao %CAL (Figura 1B).

O porcentual de risogénese (%RI2) foi superior no explante semente, em relacao
ao explante cotilédone, em todas as concentracfes de dicamba utilizadas (Figura 1C).
Observa-se que na medida em que se aumenta a concentracdo de dicamba, %RIZ
descresce para o explante semente, sendo as maiores médias encontradas nas duas
concentracbes mais baixas; e, em contraste, cresce para o explante cotilédone, com
miores médias nas duas concentrac6es mais elevadas (Figura 1C).

Foram encontradas interacdes entre os fatores (tipo de explante x concentracéo
de picloram) para todas as caracteristicas avaliadas (%PES, %CAL e %RI1Z). O explante
cotilédone foi superior ao explante semente em todas as concentracfes de picloram para
as caracteristicas %PES e %CAL (Figuras 1D e 1E), com excessdo do tratamento
controle (0 Mu de picloram), em que os tipos de explantes ndo diferiram entre si, ja que
nao houve ocorréncia de PES e a ocorréncia de CAL foi quase nula para ambos os
explantes.

Para %RIZ, o efeito da auxina picloram mostrou-se negativo para ambos 0s
explantes utilizados, sendo a as médias mais altas ocorrentes na auséncia desse
regulador de crescimento (Figura 1F). Nas concentracdes de 0,0 e 20,71 uM, o explante
semente proporcionaou maiores médias de %RIZ em relacdo ao explante cotilédone.

Dentre as auxinas avaliadas, o picloram mostrou-se mais eficiente na indugéo de

%PES e %CAL para espécie em estudo, apresentando valores de %PES de 80%;
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engquanto que o maior valor encontrado para o dicamba n&o ultrapassou 50% (Figuras

1A e 1D). Em realacdo a %RIZ, o dicamba proporcionou maiores médias quando se

consideram os dois tipos de explantes em conjunto no presente estudo.
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Figura 1: Pacentual de pro-embrides somaticos (%PES) em relacdo a concentracdes de
dicamba (A) ou picloram (D); porcentual de calogénese (%CAL) em relagdo a

concentracdes de dicamba (B) ou picloram (E); e porcentual de rizogénese (%RIZ) em
relacdo a concentragbes de dicamba (C) ou pricloram (F) de explantes juvenis de
Eucalyptus grandis x E. urophylla. Barras contempladas com a mesma letra maiuscula
[para o explante semente (A, B, D e E) e os tipos de explantes dentro das concetragbes
de dicambgC)] e mindscula [para o explante cotilédone (A, B, D e E) e os tipos de

explantes dentro das concetracdes de picloram (F)] ndo diferem entre si pelo teste

Tukey a 5% de probabilidade.
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Quando se utilizou sementes inteiras como explantes, observou-se que as
mesmas germinaram e a indugéo de calos ou PES ocorreu em tecidos cotiledonares e
radiculares da plantula germinada (Figuras 2A e 2B). E interessante observar que,
quando se utilizou o picloram, os calos e PES foram induzidos na parte aérea do
explante. Em contraste, com o uso do dicamba, observou-se formacéo de calos e PES na
parte radicular do explante (Figuras 2A, 2B).

No geral, os pré-embrides sométicos primarios tinham aspecto brilhante,
amarelados e formados nas faces adaxial e abaxial dos cotilédones. Os calos
embriogénicos séo fridveis e oxidados (Figuras 2C e 2D).

Em alguns pro-embrides somaticos, observou-se inicio de diferenciacdo da
protoderme, caracterizada por células organizadas adjacentemente, além do inicio da
formacdo do procambio. No geral observa-se formacdo de um corddo fendlico
delimitando as células formadoras dos pro-embrides somaticos (Figuras 2E, 2F e 2G), o

que é caracteristico na pré-formacao de embrides somaticos em algumas espécies.

3.2. Proliferacdo de embrides somaticos

No geral, as médias de pro-embrides somaticos secindarios (PESS) formados
foram baixas e grande parte dos explantes oxidou e morreu apos 40 dias de cultivo em
meio semissélido. Os numeros médios encontrados para PESS no explante semente
foram 0,00; 0,00; 1,00 e 0,8para 4,14; 10,35; 20,71 e 31,06 uM de picloram
respectivamente, e para o explante cotilédone foram 1,57; 0,88; 1,14 e 0,80 para 4,14;
10,35; 20,71 e 31,06 puM de picloram respectivamente.

Para o experimento de proliferagdo em meio liquido, foram realizadas somente
analises descritivas. Obsevou-se que pro-embrides somaticos secundarios (PESS) e
primérdios radiculares (PR) se soltaram do calo embriogeénico (CE) e se proliferaram
em todos os tratamentos realizados (Figuras 3A e 3D). Os PESS tinham aspecto
amarelado e brilhante e se destacavam ou se desenvolviam a partir do calo
embriogénico inicial (Figuras 3B e 3D). Tais estruturas sdo de origem embriogénica ou
meristeméatica, o que foi comprovado pela coloracdo avermelhada obtida apds coloragéo
com azul de evans e carmim acético (Figura 88Jno no experimento anterior, alguns
PESS iniciaram o processo de formacao da protoderme e procambio (Figura 3E), porém

alguns outros ndo formam essas estruturas ou quando ha a formagéo da protoderme, por
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algum motivo as células perdem essa capacidade e passam a proliferar novamente,

impedindo a concluséo de sua formacéo.

e
o

Figura 2: Pré-embribes somaticos (PES) em Eucalyptus grandis x Eucalyptus
urophylla (A, B, C, D capturados por estetoscopia; e seccdes longitudinais de PES (E,
F, G) obtidas por fotomicroscopia de luz. PES induzidos a partir de sementes (A, B, D,
E, e G) ou cotilédones (C e F), em meio de cultura contendo dicamba nas concentracdes
de 2,26uM (A e E), 3,39 uM (B) e picloram na concentragao de 10,35 uM (C, D, F, G).
As barras das figuras A, B, C e D equivalem a 1mm, a das demais figuras equivalem a
50 um. Pt=Protoderme, Pc=Procambio e CF=Corddo Fendlico, OXl=oxidacdo, *=Pro-
embrido somaético.
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Figura 3: Pré-embribes somaticos secundarios (PESS) em Eucalyptus grandis X
Eucalyptus urophylla (A, B e D) capturados por estetoscopia; estrutura compactada in
vivo (C) e seccéo longitudinal de PESS (E) obtidas por fotomicroscopia de luz. PESS
induzidos a partir de calos embriogénicos (CE), em meio de cultura contendo picloram
nas concentracdes 4,14 uM (A) e 20,71 pM (B, c, D e E). A figura D corresponde ao
meio de proliferacdo liquido contendo PEEX e primérdios raduculares (PR).
barra da figura E equival a 100 uM e as demais barras das demais figuras equivalem a 1

mm. Pt= Protoderme; Pc= Procambio.

4. Discussao

No presente estudo, tanto sementes inteiras como cotilédones foram fontes de
explantes eficientes para a inducdo de embriogénese soméatica em Eucalyptus urophylla
x E. grandis. O potencial embriogénico tem sido maior em estruturas embrionarias
(sementes, cotilédones, apices radiculares), provavelmente por serem ricas em tecidos
meristematicos e, normalmente, esse potencial tende a diminuir na medida em que a

estrutura se torna mais madura (folhas, peciolos, caules) (FEHER, 2005). Semelhante ao
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presente estudo, Titon et al. (2007) obtiveram embrides somaticos em sementes e
cotilédones de Eucalyptus grandis, sendo o segundo tipo de explante o mais eficiente.

Outro fator determinante na inducdo de embrides somaticos em Eucalyptus e em
diversas outras espécies € o nivel de auxina presente na célula, que serve como agente
causador do estresse inicial as células que passam a se desdiferenciarem (FEHER,
2015). Em relacdo as auxinas, o picloram mostrou mais eficiente do que o dicamba na
inducdo de embriogénese somética nas condicdes em que o presente trabalho foi
conduzido. Titon et al. (2007) também obtiveram embrides somaticos em diversas fases
de desenvolvimento utilizando 20,71uM de picloram em explantes de Eucalyptus
grandis.

Em nivel celular, as auxinas regulam a divisdo, expansdo e diferenciacédo
celular. Dependendo do tecido especifico, as auxinas podem promover alongamento
axial, expansao lateral ou expansao isodiamétricas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Além disso,
as auxinas sintéticas agem indiretamente por perturbar o metabolismo da auxina
enddgena, promovendo reorganizacdo celular e induzindo a embriogénese somatica
(FEHER et al., 2003). Dessa forma, o tipo e a concentracdo de auxina exdgena
necessaria para induzir a embriogénese somatica sao altamente variaveis entre as
espécies.O picloram, por exemplo, tem sido eficaz na inducdo de embriogénese
somatica em espécies como cevada (SENER et al.,, 2008), tulipa (PTAK; BACH,
2007), pupunheira (STEINMACHER et al., 2007), macauba (MOURA et al. 2009) e
dend§ SCHERWINSKI-PEREIRA et al. 2010).

Para o experimento de proliferacdo, o meio liquido mostrou-se mais promissor
em relacdo ao meio semissolido para induzir a embriogénese secundaria. E provavel que
esse resultado seja por causa do aumento da disponibilidade de &agua, nutrientes,
vitaminas e auxinas proporcionado por esse meio de cultivo (LEVIN et al., 1997,
CHEN; ZIV, 2001), no qual ndo existe resisténcia fisica para a difusdo desses
componentes, quando comparado aos meios de cultura de consisténcia semissolida.
Além disso, o0 maior contato dos explantes com o meio faz com que a taxa de
assimilacdo dos compostos pelo material vegetal em cultivo seja favorecida no meio
liquido (ZIV, 1995).

Apesar da formacéo incompleta dos embrides somaticos observada no presente
estudo, eventos como a coloracdo avermelhada das estruturas durante o teste com azul
de evans e carmim acético; inicio de formacdo da protoderme; presenca de cordao

fendlico circundando as estruturas embriondrias e a desconexdo entre as estruturas
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primarias e secundarias evidenciam a pré-formacédo de embrides somaticos primarios e
secundarios. Esses eventos ocorrem durante a embriogénese somética em espécies como
a macauba, onde se observou a presenca de compostos fendlicos, intensa divisao celular
e os corddes de procambio sofrendo intensas multiplicacdes e diferenciacao dos tecidos
(MOURA et al., 200%

Vale salientar que a proliferacdo de embrides secundérios a partir de embrides
primarios pré-formados, pode ter ocasionado a mé formacgdo desses novos embrides,
levando-os a oxidacdo e morte. Nessa situacdo, pode ter ocorrido o desvio de células
ainda nao diferenciadas e que ainda estavam expressando totipoténcia.

Apesar da inducao inicial para embries somaticos e a proliferacdo de embrides
somaticos secunddrios, essas estruturas ndo se desenvolveram para germinacdo e
formacdo de uma plantula (dados ndo publicados). Obviamente, a iniciacdo do
desenvolvimento embriogénico em uma célula diferenciada requer uma reprogramacao
celular completa (FEHER, 2005). A recalcitrancia ou competéncia a embriogenese
somatica depende também do fator genético, como ja demosntrado para o eucalipto por
Pinto et al., 2008.

Nos ultimos anos, tornou-se aceito que o controle preciso de modificacbes da
cromatina em resposta a estimulos ambientais e de desenvolvimento determina a
expresséo espacial e temporal correta dos genes (FEHER, 2015). 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 induc&o
de embriogénese somatica, portanto, pode basear-se em (pelo menos) dois fatores:
auxina, que € responsavel por um fator apropriado célula-ambiente, e outro
desconhecido (s), incluindo o estresse e o fator genético, que desencadeiam o programa
embriogénico (FEHER, 2005). Assim, estudos moleculares seriam interessantes para
género Eucalyptus, a fim de elucidar quais genes e fatores estdo ligados em todo o
processo embriogénico, além da experimentacdo de outros componentes do meio de
cultura, como pH, concentracdes de calcio ou vitaminas, ou ainda outras concentracoes,

combinacgdes e tipos de reguladores de crescimento.

5. Conclusdes

¢ Ainducao de pré-embrides somatiea material vegetal juvenil de Eucalyptus

grandisx E. urophylla pode ser obtida utilizando sementes ou cotilédones como
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fonte de explantes, e dicamba e picloram como reguladores de crescimento
adicionados ao meio de cultura;

e O uso de cotilédones como fonte de explantes promoveram maiores médias na
inducéo de pré-embrides somaticos, quando comparadas com o uso de sementes.

e O uso de picloram adicionado ao meio de cultura promoveram maiores medias
na inducdo de pro-embrides somaticos, quando comparadas com o uso de
dicamba;

o A proliferacdo de pré-embrides somaticos secundarios pode ser obtida utilizando

meio liquido adicionado de picloram.
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EFEITO DO CALCIO , BAP E PUTRESCINA NA INDUCAO DE EMBRIOES

SOMATICOS EM Eucalyptus grandisx E. urophylla

Resumo -O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito de concentragdes e fontes
de célcio, concentracbes e tempo de efeito da citocinina BAP e da poliamina putrescina,
na inducdo e desenvolvimento de embrides somaticos em explantes juvenis de
Eucalyptus grandig E. urophylla. No primeiro experimento, explantes cotiledonares
foram inoculados em meio de cultura contendo cloreto de calcio (meio MS) ou nitrato
de célcio (meio JADS) como fontes de calcio. Variaram-se também as concentracdes de
célcio, sendo: para o meio de cultura MS 4,40'ddontrole— Ca), 6,60 g.I* (aumento

de 50% em relacdo ao controle - Ca50) e 8,89 ¢aumento de 100% em realacdo ao
controle -Cal00) de cloreto de célcio; e para o meio JADS 11,8% ¢0a), 17,72 g.l*

(Ca50) e 23,62 gL (Cal00) de cloreto de célcio. No segundo experimento, 0s
explantes cotiledonares foram inoculados no meio de inducédo primaria (MIP) que
continha apenas 20, M de picloram como regulador de crescimento. Aos 10, 20 e 30
dias de inducdo priméria, os explantes foram transferidos para um novo meio de
inducdo secundaria (MIS) contendo 20,71 uM de picloeabi,10 uM de BAP ou

28,36 UM de putrescina. O meio de cultura contendo nitrato de calcio proporcionou
maior calogénese quando comparado ao meio contendo cloreto de célcio. O aumento na
concentracdo de célcio dos meios utilizados no presente estudo ndo proporcionaram
maiores porcentuais de inducdo de pré-embrides somaticos. A adicdou®8,d86
putrescina ao meio de cultura proporcionou maior porcentual de inducdo de
embriogénese soméatica. O numero de pré-embries soméaticos formados por explante
foi superior quando se acrescentou BAP e putrescina ao meio de cultura se comparado
com o0 meio contendo somente picloram.

Palavras-chave:micropropagacao, propagacao in vitro, embriogénese somBiiog,

poliamina.

1. Introducéo

Diante do constante aprimoramento da clonagem de Eucalyptus e da busca de

novas tecnologias para a producdo de mudas da espécie, a embriogénese somatica tem

22



despertado interesse de instituicbes de pesquisa e empresas florestais brasileiras que
possuem avancados programas de melhoramento genético e de clonagem.

Na literatura cientifica sdo encontradas varias publicacbes referantes
propagacao via embriogénese somatica para algumas espécies do género Eucalyptus,
como Eucalyptus grandis (MAJOR et al, 1997), Eucalyptus nitens
(BANDYOPADHYAY et al., 1999; BANDYOPADHYAY; HAMILL, 2000),
Eucalyptus urophylla (TIBOK et al., 1995; ARRUDA et al., 2000), Corymbia
citriodora (MURALIDHARAN; MASCARENHAS, 1987; 1995) e Eucalyptus globulus
(BANDYOPADHYAY et al., 1999). Entretanto, a aplicacdo da técnica em nivel
comercial torna-se limitada devido a inexisténcia de um protocolo completo, eficiente e
reproduzivel, desde a inducdo do embrido somatico até a aclimatacdo da plantula
progagada.

Sao varios os fatores, bem como complexas as suas interacdes, que podem fazer
com que células de tecidos vegetdornem-se competentes a programas de
neoformacgédo e, assim, desenvolvam novos Orgdos ou um novo organismo completo.
Como principal fator, podse citar altas doses de auxinas, essenciais para a aquisicao
da competéncia embriogénica (FEHER, 2015).

Porém, diversos outros fatores interferem durante e nos processos subsequentes
a inducado, como citocininas, poliaminas e ions de célcio. Em plantas, as citocininas sao
necessarias para o estabelecimento da estrutura bipolar em embriées, além de melhorar
o desenvolvimento embrionario ap6s a inducdo do embrido somatico (REE; GUERRA,
2015).

As poliaminas tém funcdes de regulacdo de processos fisiolégicos durante a
divisdo 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., 2016). O efeito das poliaminas, principalmente da putrescina, sobre
a embriogénese somatica tem sido descrito para varias espécies (KEVERS et;al., 2002
SAKHANOKHO et al., 2005 SILVEIRA et al., 2006 MALABADI; NATARAJA,

2007; NIEVES et al., 2008VU et al., 2009SILVEIRA et al., 2013; RAJESH et al.,
2014).

Os ions de célcio desempenham funcédo de transducdo de sinal a estimulos
ambientais e também de mensageiros intracelulares em diversos processos do
desenvolvimento da planta (POOVAIAH; REDDY, 1993; BUSH, 1995; WHITE;

BROADLEY, 2003), dentre eles, o desenvolvimento embrionario. Alguns autores
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sugerem que o aumento dos niveis de calcio citoplasmatico pode ser um importante
fator de resposta embriogénica em diversas espécies (JANSEN et gl ETEONE
et al, 1997; ARRUDA et al, 2000 MALABADI; STANDEN, 2006;
RAMAKRSIHNA et al., 2011).

Diante disso, o objetivo do presente estudo, foi verificar o efeito de
concentracdes e fontes de calcio, concentracdes e tempo de efeito da citocinima BAP
da poliamina putrescina, na inducdo e desenvolvimento de embrides somaticos em

explantes juvenis de Eucalyptus grandis. urophylla.

2. Material e métodos
2.1. Material vegetal

Para a obtencdo dos explantes utilizados no presente trabalho foram utilizadas
sementes hibridas de Eucalyptus gramdis. urophyllaprovenientes da APS 13 da
empresa Gerdau, localizada em Trés Marias-MG, coletadas em janeiro de 2011.

Para desinfestacdo, as sementes foram previamente lavadas em &gua corrente e,
em camara de fluxo laminar horizontal, imersas em alcool 70% durante 30 segundos e
em seguida em hipoclorito de sdédio 5% durante 15 minutos, sendo adicionado 4 gotas
de detergente tween 20 a cada 100 mL de solucdo. Apoés o tratamento de desinfestacao,
as sementes foram lavadas seis vezes em agua autoclavada e inoculadas em placas de
petri estéreis descartavé® x 15 mm) contendo 30 mL de meio de cultura semissélido
previamente autoclavado a temperatura de°@2€ pressdo de 1 atm durante 20
minutos. O meio de cultura utilizado continha 50% dos sais e vitaminas MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), 1% de sacarose, 50 mg‘lde mio-inositol e 2,8 gL
! de Phytagél e pH ajustado para 5,8 + 0,01. As sementes foram mantidas durante 7 a
10 dias em sala de crescimento a 24 + 1 °C com fotoperiodo de 16 horas com
irradiancia de 33 pmol m? s* (quantificada por radidmetro (LI-CORLI-250A Light
Meter), fornecida por duas lampadas fluorescentes tubulares (Luz do Dia Especial,
40W, Osram, Brasil).

24



2.2. Efeito do calcio da inducédo de embrides somaticos

Foram utilizados os cotilédones das plantas germinadas in vitro como fonte de
explantes, os quais foram inoculados em placas de petri estéreis descartaveis (60 x 15
mm) contendo 15 mL de meio de cultura MS ou JADS (CORREIA et al., 1995) com
100% dos sais (exceto célcio) e vitaminas, 100 thgé mio-inositol, 3% de sacarose,

7 g.L'* de Agar MerR, 20,71uM mg.L* de &cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
(picloram) e diferentes concentracdes da solucao de calcio. A fonte de céalcio do meio de
cultura MS foi o cloreto de calcio, adicionada na concentracdo de 4,49 g.L
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). No meio de cultura JADS, a fonte de célcio foi o
nitrato de célcio na concentracdo de 11,81'g(CORREIA et al., 1995). Os
tratamentos aplicados consistiram no aumento da concentracdo do calcio nos dois meios
de cultura utilizados, sendo: para o meio de cultura MS, as concentracées de 4,40 g.L
(Ca - controle), 6,60 g:t(Ca50 - aumento de 50% em relacdo ao controle) e 8,80 g.L
(Cal00 - aumento de 100% em relacdo ao controle) de cloreto de calcio; e para o meio
JADS as concentracdes de 11,81'y(Ca), 17,72 g.L* (Ca50) e 23,62 g:t (Cal100) de

cloreto de calcio. O meio de cultura teve seu pH ajustado para 5,8+ 0,01 e foi
autoclavado a temperatura de %20e pressdo de 1 atm durante 20 minutos. Os
explantes foram mantidos em sala de cultura no escuro sob temperatura 4. 24+1

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3
(dois tipos de meio de cultura e trés concentracbes da solucdo de célcio), com 6

repeticdes e 10 explantes/parcela.
2.3. Efeito de BAP e putrescina na inducdo de embrides somaticos

Foram utilizados os cotilédones das plantas germinadas in vitro como fonte de
explantes. Esses foram inoculados em placas de petri estéreis descartaveis (60 x 15 mm)
contendo 15 mL de meio de cultura JADS com 100% dos sais e vitaminas, 100 mg.L
de mio-inositol, 3% de sacarose e 7 f.de agar. O meio de cultura teve seu pH
ajustado para 5,8+ 0,01 e foi autoclavado a temperatura d€ &2pressédo de 1 atm
durante 20 minutos.

Os explantes foram mantidos em sala de cultura no escuro sob temperatura de
24+1°C no meio de inducédo priméria (MIP) que continha apenas 20,71 uM de picloram

como regulador de crescimento. Aos 10, 20 e 30 dias de indug&o priméaria, os explantes
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foram transferidos para um novo meio de indugcédo secundaria (MIS) contendo 20,71 uM
picloram e 11,1uM de 6-benzilamino purina (BAP) ou 28,86/ 1,4-butanodiamina
(putrescina).

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3
(dois tipos de meio de inducdo secundaria - contendo BAP ou putrescina - e trés
intervalos de tempo entre o meio de inducdo primaria para 0 meio de inducgdo

secundaria), com 10 repeticdes e 10 explantes/parcela.

2.4. Coleta e andlise de dados

Para ambos os experimentos de inducdo de embrides somaticos foram avaliados,
aos 40 dias o porcentual de pré-embrides soméaticos (PES); o porcentual de calogénese
(CAL), que foi dividida em niveis alto (CA), médio (CM) ou baixo (CB); o porcentual
de explantes oxidados (OXI); o porcentual de formacéo de calos friaveis (CF); e nUmero
médio de pré-embrides somaticos formados por explante (NES).

Para todas as andlises dos dados obtidos, utilizou-se o programa estatistico R,
versdo 3.0.3 (R Core Team, 201d) o pacote ExpDes (Experimental Designs)
(FERREIRA el al., 2013), sendo as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade quando necessario.

Foi realizada também uma anadlise descritiva com documentacado fotogréfica in
vivo realizada através de uma camera digital (Olympus E-330) acoplada a um

microscopio estetoscépio binocular.

2.5. Caracterizacao anatdomica

Para a caracterizacdo anatémica, foram coletados calos embriogénicos de todos
os tratamentos realizados nos experimentos aos 40 dias de inducéo.

As amostras foram fixadas em solucdo de glutaraldeido (KARNOVSKY, 1965,
modificado— 2,5% glutaraldeido, 4% paraformaldeido, 3% sacarose,, GafM em
tampéao cacodilato 0,1 M pH 6,8), por no minimo uma semana, desidratadas em série
etilica e incluidas em metacrilato (Historresin, Leica). Para a obtencdo de cortes
transversais e longitudinais com 5um utilizou-se micrétomo rotativo de avanco
automatico (RM 2255 Leica) equipado com navalha de vidro. Os cortes foram corados
com azul de toluidina a pH 4,4 (O’BRIEN; McCULLY, 1981) por 10 minutos, e as
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laminas montadas com resina sintética (Permount). As imagens foram obtidas em
fotomicroscopio (AX70TRF, Olympus Optical, Téquio, Japdo) equipado com o sistema
U-Photo.

3. Resultados

3.1. Efeito do célcio na inducdo de embrides somaticos

Foram encontradas diferencas entre os meios de cultura para as caracteristicas
porcentual de calogénese total e seus niveis (CAL, CA, CM e CB) e para o porcentual
de formacédo de calos fridveis (CRs médias no meio contendo nitrato de calcio foram
superiores para todas essas caracteristicas (PES, CAL, CA, CM, OXI e NES), exceto
para o porcentual de calogénese em nivel baixo (CB), em que o meio contendo cloreto
de calcio foi superior. As médias do meio de cultura contendo nitrato de calcio foram
CAL: 92%, CA: 24%, CM: 54%, CB: 13% e CF:. 56% e para o0 meio de cultura
contendo cloreto de calcio foram: CAL: 74%, CA: 1%, CM: 37%, CB: 38% e CF: 24%.

Em relacdo a concentracdo de calcio, diferencas foram encontradas para as
médias das caracteristicas porcentual de oxidacao (OXI), porcentual de calogénese total
(CAL), porcentual de calogénese em nivel baixo (CB) e porcentual de formacédo de
calos fridveis (CF), considerando as médias dos dois meios de cultura estudados (Figura
1).

Para o porcentual de explantes oxidados, a média na concentracdo de Ca do
controle foi significativamente superior a média daquela na concentracdo Ca50
(concentracédo 50% mais alta em relacdo ao controle) (Figura 1A).

Em relacdo ao porcentual de calogénese, a média na concentracdo Ca (controle)
foi superior a médiaa concentragcdo Cal00 (concentracdo 100% mais alta em relacdo
ao controle) para as caracteristicas calogénese total (CAL) e calogénese em mivel baix
(CB) (Figura 18B.

Para as caracteristicpsrcentual de calos friaveis e porcentual de formacédo de
pro-embrides somaticos, a média na concentracdo Ca (controle) foi significativamente

superior a médiaaconcentracdo Cal00 (Figuras 1C e 1D).
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Figura 1: Porcentual de oxidacdo (A); porcentual de calogénese total (CAL) e
porcentual de calogénese em nivel baixo (CB) (B); porcentual de calos friaveis (C) e
porde inducdo de pré-embrides somaticos (PES) (D) em relacdo as diferentes
concentracdes de calcio adicionadas ao meio de cultura ¢Gatrole; Ca50 (aumento

de 50% em relacdo ao controle) e Cal00 (aumento de 100% em relacdo ao controle)],
em explantes cotiledonares de Eucalyptus grandis x E. urophylla aos 40 dias. Médias
contempladas com a mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. Letras
contempladas com um asterisco foram comparadas pelo teste Tukey a 7% de
probabilidade.

Pode-se observar que os pré-embribes somaticos sao induzidos indiretamente,
com a proliferacdo de células desorganizadas (calo) antecedendo a sua formacdo. No
geral, os PES induzidos em Eucalyptus grandi&. urophylla se destacam por
apresentarem cor amarelada e brilhante (Figuras 2A e 2B). Houve diferenciacdo da
protoderme, caracterizada por células dispostas de forma contigua além do inicio da
formacdo do procambio. Obsrva-se também, formacdo da estrutura bipolar,
caracteristica em embrides, com regides de meristema apica caulinar (SAM) e de

meristma apical raducular (RAM) (Figura G
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Flgura 2 Calos embrlogenlcos contendo pro- embrloes somatlcos (PES) capturados por

estetoscopia (A e B) e seccdes longitudinais obtidas por fotomicroscopia de luz (C, D,
E, F e G) em Eucalyptus grandi€. urophyllas. Embrido zigotico (semente) (C e E);
Pro-embrido somético induzido em meio de cultura contendo nitrato de calcio na
concentracdo Ca50 (G); PES induzido em meio de inducdo secundaria (MIS) contendo
putrescina com 30 dias (B) entre o meio de inducdo primaria (MIP) e o MIS; PES
induzidos em MIS contendo BAP com 10 dias (D e F) e 30 dias (A) entre o MIP e 0
MIS. As barras das figuras A e B equivalem a 1 mm e as barras das demais figuras
equivalem a 50 uM. C= citoplasma; CF= cordao fendlico; Cf= compostos fendlicos;
NV= ndcleo volumoso; Pc= procambio; Pt= protoderme; V= vacuolo; RAM= meristma
apical radicular; SAM= meristema apical caulinar; *= pré-embrides somaticos.
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No geral, as médias do numero de pro-embrides somaticos (NES) foram baixas:
1,0; 1,5 e 1,2 par&a Ca50e Cal00 respectivamente, no meio contendo cloreto de
calcio; e 1,0; 0,8 e 1,4 pafaa, Ca50e Cal00 respectivamente, no meio de cultura

contendo nitrato de calcio.

3.2. Efeito do BAP e putrescina na inducdo de embrifes somaticos

Observou-se interagdo signigicativa entre os fatores testados para a caracteristica
porcentual de oxidacdo dos explantes (OXI). No intervalo de 10 dias entre 0 meio de
inducdo primaria (MIP) e o meio de inducdo secundaria (MIS), o MIS contendo a
putrescina resultou em explantes oxidados significativamente superiores em relacao aos
MIS contendo o BAP. Nos demais intervalos de tempo entre MIP e MIS, os tipos de
MIS néo diferiram estatisticamente entre si em relacdo ao OXI (Figura 3A). So MI
contendo o BAP, o intervalo de 30 dias entre MIP e MIS foi superior ao intervalo de 10
dias, no que se refere ao porcenteakxplantes oxidados (Figura 3A).

Houve diferenca significativa entre os intervalos de tempo entre o meio de
inducdo priméria (MIP) e o meio de indugdo secundéaria (MIS) para caracteristica
porcentual de calogénese em nivel alto (CA) (Figura 3B). O intervalo de 30 dias entre
MIP e MIS foi superior ao intervalo de 20 dias em relacdo a CA (Figura 3B). Va
ressaltar que a ocorréncia de calos fridveis foi alta nesse experimento como pode ser
observado na Figura 3B.

Para a caracteristica porcentual de formacao de pré-embrides somaticos (PES), o
MIS contendo a putrescina (média 47%) mosgeniais eficiente na inducéo de ES do
que o MIS contendo BAP (média 23%) (Figura 3C). Observando a Figura 2, os PES
foram formados de forma indireta e com cor amarelada e brilhante (Figuras 2A e 2B).
Observasetambém o inicio de diferenciacdo da protoderme, caracterizada por células
organizadas adjacentemente (Figuras 2F). No geral, as células formadoras de embrides
possuem alta relacdo nucleo/citoplasma, possuem vacuolos menores, como pode ser
observado nas semelhancas entre as figuras 2E e 2F, onde a primeira corresponde a um
embrido zigético e a segunda um pro-embrido somatico. Observa-se ainda, formacgéo de
um corddo fendlico delimitando o PES, bem como presen¢a de compostos fendlicos
dentro da célula (Figuras 2C, 2D e 2F), o que é caracteristico na pré-formacao de

embrides somaticos e zigoticos em algumas espécies.
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E interessante ressaltar que, as médias de NES encontradas nesse segundo
experimento foram até quatro vezes maiores do que as encontradas no experimento

anterior, como podem ser observadas na Figura 3D e comparando as figurd®. 2A e 2
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Figura 3: Porcentual de oxidacao (A); porcentual de calogénese em nivel alto (CA) e de
calos friaveis (CF) (B); porcentual de inducdo de pré-embriées somaticos (PES) (C); e
namero médio de pré-embrides somaticos ocorrentes por explante (NES) em relacéo
aos diferentes meios de inducdo secundaria (MIS), com BAP ou putrescina (PU) e em
relacdo aos diferentes intervalos de tempo entre 0 meio de inducado primaria (MIP) e o
MIS, em explantes cotiledonares de Eucalyptus graxdis urophylla aos 40 dias.
Médias contempladas com a mesma letra mailscula, ndo diferem entre si, em relacao
aos tipos de MIS no intevalo de 10 dias; e médias contempladas com a mesma letra
minuscula, ndo diferem entre si, em relacdo aos intervalos de tempo entre MIP e MIS;
pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

4. Discussao

A embriogénese somatica indireta, caracteristica de espécies do género
Eucalyptus, tendo sido aquela onde ha formacao de uma massa desorganizada de células
(calo) precedendo a formac&o do embrido. Sendo assim, as caracteristicas de calogénese
avaliadas no presente estudo, servem como indicios positivos de formacgéo de embrides
somaticos futuros, em especial quando ha formacado de calos fridveis. O calo friavel é
mais adequado para iniciar culturas em suspensao, se comparado ao calo compacto, pois
as células se apresentam desconectadas umas das outras, com auséncia de elementos

vasculares e intercaladas com espacos intercelulares (FRACHEL, 1991).
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No presente estudo, foram observados altos porcentuais de oxidacdo dos
explantes. A oxidagdo pode ocorrer quando, em contato com o meio de aultura,
explante excisado produz metabdlitos secundarios resultando numa cor amarronzada do
tecido (Figuras 2A e 2B). Em algumas espécies néo 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 oxidacéo
dos calos embriogénicos é um processo que antecede a formagéo do embrido.

Em nivel histologico e celular pode-se observar a presessaabeddo fenolico
e de compostos fendlicos dentro das células de calos embriogénicos do presente estudo
(Figuras 2D e 2F). A oxidacdo de tecidos normalmente é observada em situacdes de
estresse, que, em niveis mais baixos, provocam alteracdes na fisiologia e no
metabolismo das células e induzem mecanismos de adaptacdo (FEHER, 2003) como
cicatrizacdes, organogénese e embriogénese somatica.

No presente estudo, observou-se a interferéncia das concentracdes de calcio na
calogénese dos explantes. Um aumento na concentragdo de calcio, até certo limite, inibe
o transporte intercelular nas plantas através do fechamento de plasmodesmas (TUCKER
1990). Este isolamento das células iniciais € importante para dar inicio a formacéo de
calos friaveis e o processo embriogénico (WILLIAMS; MAHESWARAN 1986).

A calogénse em todos os seus niveis e a producéo de calos friaveis foi superior
guando se usou o meio de cultura JADS, em que a fonte de célcio foi o nitrato de calcio,
em relacdo meio MS, em que a fonte de calcio foi o cloreto de calcio. Uma das
principais diferencas entre os dois meios de cultura é a quantidade e a fonte do célcio,
sendo que o meio JADS possui mais do que o dobro de célcio em sua formulagéo
Experimentos com bloqueadores e quelantes de célcio inseridos no meio de inducéo de
embriogénese somatica de sandalo e cenoura indicaram que o influxo de calcio exdégeno
€ essencial para o inicio da embriogénese soméatica (OVERVOODE; GRIMES, 1994;
ANIL; RAO, 2000; ANIL et al., 2000). ConcentracBes maiores de calcio no meio de
cultura favoreceu a manutengcdo do potencial embriogénico e producdo de embribes
somaticos em culturas de células de cenoura (Daucus cQIANSEN et al., 1990),
seringueira (Hevea brasiliesis) (ETIENNE et al.,, 1997), eucalipto (Eucalyptus
urophylla) (ARRUDA et al., 20003 café (Coffea canephorédRAMAKRISHNA et al.,

2011).

Em Pinus, os ions de calcio funcionam como um segundo mensageiro na

transducdo de sinal da embriogénese somética (MALABADI; STANDEN, 2006). O
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calcio também participa do inicio da polaridade celular durante a embriogénese
somatica (OVERVOORDE; GRIMES, 1994; TIMMERS et al,. 1989, 1996). Em
estudos com cenoura, observarsenvariagcbes temporais e espaciais do célcio
endogeno. As concentracbfes de calcio variavam de acordo com o estagio de
desenvolvimento embrionario, de acordo com o nivel de auxinas e citocininas, e se
concentravam nas regibes do nucléolo e na protoderme do embrido somético
(TIMMERS et al.,, 1996). Esses estudos mostram o0 qudo sensivel e variavel € a
concentracdo de calcio dentro de células embriogénicas, sendo intererssante estudos
mais detalhados sobre esse macronutriente na embriogénese somatica do Eucalyptus.

A acdo da putrescina na inducdo de pré-embrides somaticos de Eucalyptus
grandisx E. urophyllaem explante juvenil foi positiva no presente estudo. O porcentual
de embriogénese somatica (ES) do meio de inducdo secundaria (MIS) contendo
putrescina foi o dobro daquele de ES no MIS contendo BAP.

Apesar da citocinina endbégena exercer funcdes essenciais no processo
embriogénico, observou-se no presente estudo que sua aplicagdo exdgena promoveu
ganhos somente refereneguantidade de pro-embrides somaticos por explante. Uma
alternativa a adicdo de citocininas no meio de inducéo de ES é a inclusdo de poliaminas
como a putrescina, que também podem ser classificadas como agentes reguladores de
crescimento em plantas.

As poliaminas sdo moléculas pequenas, de baixo peso molecular, alifaticas que
tém grupos amino-policatidbnicos capazes de interagir eletrostaticamente com moléculas
de acidos nucléicos, fosfolipidios, compostos da parece celular e proteinas (BARON;
STASOLLA, 2008; TIBURCIO et al., 2014). As principais poliaminas ocorrentes em
plantas sdo a putrescina, cadaverina, espermidina e espermina, geralmente associadas
com a regulacdo de processos fisioldégicos durante a divisdo celular, sintese protéica,
replicacdo do DNA e respostas a estresse abibtico, atuando em processos de
organogénese, embriogénese, desenvolvimento de flores, senescéncia e maturagdo de
frutos (AHMAD et al., 2012).

O comportamento das poliaminas parece seguir um padrdo semelhante em
algumas espécies como MVitis vinifera (BERTOLDI et al., 2004), Coffea canephora (DE-
LA-PENA et al., 2008), Pinus sylvestris (VUOSKU et al., 2012) e cana de acucar
(SILVEIRA et al., 2013) durante a inducdo da embriogénese somatica, com a presenca
de uma grande concentracdo de putrescina, seguido de um intermediario contetudo da

espermidina e um menor teor de espermina. Reis et al. (2016) sugerem que a funcao da
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putresina pode estar relacionada com a modulacdo da expresséo de peroxidases e outras
proteinas responséveis pelo suporte as células ao estresse oxidativo induzido por uma
excessiva producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Em Pinus, o acréscimo de um inibidor da biossintese de putrescina no meio de
cultura inibiu a inducéo de ES (MALABADI; NATARAJA, 2007). Em cana de acUcar,
a incorporacdo da putrescina exdgena reswudtouelevado contetdo intracelular de
putrescina livre, responsavel por induzir melhor desempenho na maturagdo dos
embrides somaticos (REIS et al., 2016). Em algodéo, a inclusédo da putrescina promoveu
a germinacao e a regeneracao de plantulas produzidas vVilAKHASNOKHO et al.,
2005).

Durante a inducdo da embriogénese somatica em plantas, a forma mais comum
de se induzir o estresse inicial € com a aplicacéo de altas concentracdes de auxinas. Ha a
interacdo da auxina exdégena com horménios enddgenos, modificacdo da expressao
génica e inducdo da desdiferenciacao e rediferenciacéo celular em estado embriogénico
(JIMENEZ, 2005). Ap6s o impulso inicial para o processo embriogénico, a aplicacio
exdégena de outros reguladores de crescimento pode ser essencial, como citocininas,
responsavel pela formacdo de eixos e estabelecimento do meristema bipolar em
embrides (REE; GUERRA, 2015), ou poliaminas muitas vezes associadas com a divisao
celular e tolerancia ao estresse (KAUR-SAWHNEY et al., 2003). Por esse motivo,
objetivou-se no presente estudo elucidar em qual fase da inducdo da embriogénese
somatica deverse acrescentar outros tipos de reguladores de crescimento. Entretanto,
ndo foram observadas diferencas significativas para o intervalo de acréscimo da
putrescina ou o BAP no meio de inducao de embriogénese somética.

No que se refere ao numero de ES produzidos por explante, tanto a aplicacdo de
BAP como a de putrescina promoveram maior producdo de pré-embribes, se
comparados ao experimento em que se adicionou somente picloram. Com a adi¢céo de
putrescina ao meio de cultura, a producao de embrides soméaticos de cana de acucar foi
quase triplicada em relagéo ao controle (REIS et al., 2016). Esse acréscimo na producéo
de embrides sométicos pode ser atribuido ao aumento da divisdo celular, fungéo

regulada tanto por citocininas como por poliaminas.
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5. Conclusoes

¢ O meio de cultura contendo nitrato de calcio proporcionou maior calogénese em
explantes cotiledonares de Eucalyptus grand E. urophylla, quando
comparado ao meio contendo cloreto de célcio;

e O aumento na concentracao de calcio dos meios utilizados no presente estudo
nao proporcionaram maiores porcentuais de indugdo de pro-embrides sométicos;

e A adicdo de 28,3uM de putrescina ao meio de cultura proporcionou maior
porcentual de inducdo de embriogénese somatica em explantes cotiledonares de
Eucalyptus grandis E. urophylla;

e O numero de pré-embrides somaticos formados por explante foi superior quando
se acrescentou BAP e principalmente putrescina ao meio de cultura se

comparado com o meio contendo somente picloram.
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EFEITO DO PULSO DE AUXINA NA INDUCAO DE EMBRIOES SOMATICOS DE

Eucalyptus grandisx E. urophylla

Resumo -O objetivo do presente estudo foi verificar o efeito de diferentes intervalos de
pulsos de auxina na inducdo de embrides somaticos de Eucalyptus graBdis
urophylla, bem como a observacdo do comportamento embriogénico de calos sob efeito
do estresse auxinicGotilédones foram inoculadesn meio de cultura contendo 207,07

MM de picloram, tratamento considerado como pulso de auxina. Com base nesse
material instalado, foram realizados dois experimentos. No experimento 1, explantes
gue estavam no tratamento de pulso de auxina foram transferidos para meio semissélido
ou liquido, contendo 20,71 uM de picloram, apos 1, 2, 4 ou 8 dias de pulso de auxina.
No experimento 2, explantes que estavam no tratamento de pulso de auxina foram
transferidos para meio semissdlido contendo 20,71 uM de picloram, apés 1, 2 ou 3 dias
de pulso de auxina. Tratamentos com pulso da auxina picloram (207,02 uM) podem ser
utilizados como fonte de estresse inicial para aquisicdo da competéncia embriogénica
em explantes cotiledonares e Eucalyptus grandis x E. urophylla. A inducdo média de
calos embriogénicos foi superior no intervalo de dois dias de pulso de auxina, em
relacdo aos outros dois intervalos testados tanto aos 30 dias, como aos 37 eel4 dias d
avaliacdo. A oxidacao de explantes cotiledonares de Eucalytptus grandis x E. urophylla
pode ser considerada um indicio de formacao de calos embriogénicos. A presenca de
pectinas em regides periféricas de pré-embrides somaticos pode ser vista como
marcador de embriogénese soméatica em explantes cotiledoneres de Eucalyptus gradis x
E. urophylla.

Palavras-chave: embriogénese somatica, estresse auxininico, micropropagacao,

propagacao in vitro.

1. Introducéo

A embriogénese somatica foi desenvolvida com o intuito de alcancgar altas e
rapidas taxas de multiplicacéo in vitro de espécies vegetais, e 0s avangos das pesquisas
nesse sentido visam proporcionar sua utilizacdo ndo somente como uma técnica de

pesquisa, mas com aplicagdo na escala comercial (PINTO, et. al. 2009).
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Na area florestal, a adocdo da embriogénese somatica visa, entre outras
aplicacdes, sua utilizacdo na producdo em larga escala de mudas clonais, como técnica
de propagacao vegetativa dentro de programas do melhoramento florestal, ou ainda
como técnica de rejuvenescimento de clones com propadsitos na silvicultura clonal.

Entretanto, baixas taxas de iniciacdo embriogénica observadas em espécies de
Eucalyptus (PINTO et al, 2002; MURALIDHARAN; MASCARENHAS, 1995; WATT
et al.,, 1999), incapacidade dos embriGes somaticos em atingir a plena maturidade e
germinar (MURALIDHARAN et al., 1989; MURALIDHARAN; MASCARENHAS
1995) e ocorréncia de variacdo somaclonal, (MERKLE, 1995; JAIN, 2@86) t
limitado a sua ado¢ao como técnica comercial.

Dentre os vérios fatores que interferem na propagacdo via embriogénese
somatica, sabe-se que altas doses de auxina sdo essenciais como gatilho inicial na
aquisicdo da competéncia celul@rovocando a desdiferenciacdo e rediferenciacao
embriogénica (FEHER, 2015). Porémexposicio continua do explante aos reguladores
de crescimento, sobretudo auxinas, pode provocar efeitos negativos sobre a morfologia
das plantas propagadas in vitro, como hiperidricidade, nanfasmacao, distor¢do de
estruturas (AHMAD; ANIS, 2012) ou variagdo somaclonal

Uma estratégia para utilizacdo da dosagem de auxina necesséria para inducao de
embrides somaticos, mesmo em espécies recalcitrantes, como é o caso do Eucalyptus,
sem provocar grandes danos a plantula propagada, seria o uso de tratamentos com pulso
de auxina.

Tratamentos de pulso com a auxina 2,4dbido diclorofenoxiacéticoloram
utilizados para inducdo de embrides somaticos em espécies vegetaisamouca
(Daucus carota) (KITAMIYA et al.,, 2000), goiabeira serrana (Feijoa Selpwina
(GUERRA et al., 2001), batata (Solanum tuberosumL.) (SHARMA et al., 2007) e
mamao (Caric apapaya L.) (KOEHLER et al.,, 2013), e com a auxina ANA (4cido
naftalenoacético) erfieijdo de corda (Vigna unguiculata L.) (AASIM, 2010).

Pulsos de diferentes auxinas promoveram também, morfogénese de raizes
adventicias em Eucalyptus gran@f®COLI et al., 2006). Contudo, na literatura, ndo ha
relatos sobre tratamentos de pulso de auxina na indugdo de embrides somaticos de
espécies de Eucalyptus.

Diante disso, o0 objetivo do presente estudo, foi verificar o efeito de diferentes

intervalos de pulsos de auxina na indugdo de embriGes somaticos de Eucalyptgs grandi
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x E. urophylla, bem como a observacdo do comportamento embriogénico de calos sob

efeito do estresse auxinico.

2. Material e Métodos

2.1. Material vegetal

Para a obtencdo dos explantes utilizados no presente trabalho foram utilizadas
sementes hibridas de Eucalyptus gramdis. urophyllaprovenientes da APS 13 da
empresa Gerdau, localizada em Trés Marias-MG, coletadas em janeiro de 2011. Para
desinfestacao, as sementes foram previamente lavadas em agua corrente e, em camara
de fluxo laminar horizontal, imersas em alcool 70% durante 30 segundos e em seguida
em hipoclorito de sédio 5% durante 15 minutos, sendo adicionado 4 gotas de detergente
tween 20 a cada 100 mL de solucdo. Apos o tratamento de desinfestacdo, as sementes
foram lavadas seis vezes em agua autoclavada. Para obtencdo dos cotilédones, as
sementes ja desinfestadas foram colocadas para germinacdo em placas de Petri estéreis
descartaveis (90 x 15 mm) contendo 30 mL de meio de cultura semissélido previamente
autoclavado a temperatura de 2@ presséo del atm durante 20 minutos. O meio de
cultura utilizado continha 50% dos sais e vitaminas MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), 1,5% de sacarose, 50 mb.te mio-inositol e 2,8 giide Phytagél e pH
ajustado para 5,8 + 0,01. As sementes foram mantidas durante 7 a 10 dias em sala de
cultivo a 24 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas com irradidncia de 33 pumol m? s?
(quantificada por radiémetro (LI-COR LI-250A Light Meter), fornecida por duas

lampadas fluorescentes tubulares (Luz do Dia Especial, 40W, Osram, Brasil).
2.2. Inducédo de embrides somaticos

Cotilédones foram utilizados como explantes e inoculados em erlenmeyers de
250 mL contendo 20 mL de meio liquido MS com 100% dos sais e vitaminas, 100
mg.L de mio-inositol, 3% de sacarose e pH ajustado para 5,8 + 0,01, previamente
autoclavado a temperatura de %20e pressdo de 1 atm durante 20 minutos. Foi
adicionado ao meio de cultura 207,A% de acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico

(picloram), tratamento considerado como pulso de auxina.
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Os erlenmeyers, contendo 20 explantes (cotilédones) cada, foram mantidos em
sala de cultura no escuro sob temperatura de 28+tom agitacdo de 50 rpm para
manter a oxigenagcédo no meio de cultura para o tratamento de pulso de auxina. Com base
nesse material instalado, foram realizados dois experimentos, conforme descrito a

seqguir.
2.2.1. Experimento 1:

Explantes que estavam no tratamento de pulso de auxina foram transferidos para
placas de Petri estéreis descartaveis (60 x 15 mm) contendo 10 mL de meio MS
semissélido ou para erlenmeyers de 125 mL contendo 10 mL de meio MS liquido. O
meio de cultura utilizado nessa etapa (meio de inducdo de embrides somaticos), foi
preparado com100% dos sais e vitaminas, 100 TndeLmio-inositol, 3% de sacarose,

2,8 g.I'* de Phytagél (para 0 meio semi-sélido) e 20,71 uM de picloram, pH ajustado
para 5,8 + 0,01, previamente autoclavado a temperatura € #2pressdo del atm
durante 20 minutos.

A transferéncia dos explantes do meio de pulso de auxina para 0 meio de
inducdo de embrides somaticos foi realizada apos 1, 2, 4 ou 8 dias de pulso de auxina.
Foi realizado também o tratamento controle, onde os explantes foram inoculados
diretamente no meio de inducdo de embrides somaticos, sem o pré-tratamento com
pulso de auxina.

Todos os explantes foram mantidos em sala de cultura no escuro sob
temperatura de 242C e agitacdo de 50 rpm (meio liquido) para manter a oxigenacao
no meio de cultura.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x5,
constituido por dois tipos de meio de cultura (semissolido ou liquido) e cinco tempos de
pré-tratamento com pulso de auxina (0, 1, 2, 4 e 8 dias), com 6 repeticbes e 10
explantes/parcela.

Apbs 30 dias de inducéo, foram avaliados os porcentuais de calogénese, de calos
friaveis e de calos que continham pré-embrides somaticos (calos embriogénicos). Foi
avaliada também, aos 30 dias, a presenca ou auséncia de oxidacdo dos explantes/calos
Foram realizadas coletadas amostras para analise de microscopia de luz e para
documentacéo fotografica in vivo realizada através de uma camera digital (Olympus E-

330) acoplada a um microscopio estetoscépio binocular.
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2.2.2. Experimento 2:

Explantes que estavam no tratamento de pulso de auxina foram transferidos para
placas de Petri estéreis descartaveis (60 x 15 mm) contendo 15 mL de meio MS
semissélido, preparado com 100% dos sais e vitaminas, 100 g tio-inositol, 3%
de sacarose, 2,8 g'lde Phytagél e 20,71 pM de picloram, pH ajustado para 5,8
0,01, previamente autoclavado a temperatura déCl8(ressao de 1 atm durante 20
minutos.

A transferéncia dos explantes do meio de pulso de auxina para 0 meio de
inducdo de embrides sométicos foi realizada apds 1, 2 ou 3 dias de pulso de auxina.
Todos os explantes foram mantidos em sala de cultura no escuro sob temperatura de
24+1°C.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com trés tratamentos (1, 2
ou 3 dias de pulso de auxina) com 10 repeticdes e 10 explantes/parcela.

Aos 30, 37 e 44 dias de inducédo foram avaliados os porcentuais de oxidacao
calogénese, de calos friAveis e explantes contendo pré-embrides sométicos (calos
embriogénicos). Avaliou-se ainda o numero médio de pro-embrides somaticos e o
namero médio de pré-embrides somaticos por calo embriogénico. Em todas as datas de
avaliacdo, foram realizadas coletas de amostras para andlise de microscopia de luz e
para documentacdo fotografica in vivo realizada através de uma céamera digital

(Olympus E-330) acoplada a um microscépio estetoscopio binocular.
2.3. Analise dos dados

A homocedasticidade dos dados foi analisada pelo teste Cochran a 5% de
probabilidade e a normalidade dos residuos pelo teste Shapiro-Wilk a 5% de
probabilidade. Para a analise estatistica dos dados, as variancias foram comparadas
através do teste F a 5% de probabilidade e as médias foram comparadas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade. Os dados de oxidacao, em razao da distribuicdo binomial
(0 = auséncia e 1 = presenca), foram analisados em funcdo de todas as variaveis de
crescimento in vitro, usando a funcéo ligadoralogit, sendo utilizado o modelo linear
generalizado. O modelo foi escolhido com base na significAncia dos coeficientes,

utilizando-se o teste z a 7% de probabilidade.
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Para as analises estatisticas, utilizou-se o programa estatistico R, versdo 3.0.3 (R
Core Team, 2014) e o pacote ExpDes (Experimental Designs) (FERREIRA et al.,
2013). Além da andlise estatistica, foi realizada uma andlise descritiva dos dados,

através de médias e desvios padrdes.

2.4. Analise anatdmica e histoquimica

Para analises anatdomicas e histoquimicas pela microscopia de luz, foram
coletadas amostras de calos embriogénicos na qual foram fixadas em solucdo de
glutaraldeido (KARNOVSKY, 1965, modificado- 2,5% glutaraldeido, 4%
paraformaldeido, 3% sacarose, Ga&{1M em tampao cacodilato0,1 M pH 6,8), por no
minimo uma semana, desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato
(Historresin, Leicalnstruments, Heidelberg, Alemanha). Para a obtencdo de cortes
transversais com 5um utilizou-se micr6tomo rotativo de avanco automatico (RM 2255,
Leica Microsystems Inc., Deerfield, EUA). Para a caracterizagdo estrutural, os cortes
foram corados durante 10 minutos em azul de toluidina pH 4,0 (O’BRIEN; MCCULLY,

1981). Para a caracterizacao histoquimica, os cortes foram corados durante 10 minutos
em Vermelho de Ruténio (JOHANSEN, 1940) para evidenciar pectinas. As laminas
foram montadas com Permount e as imagens capturadas utilizando fotomicroscopio

(AX70TRF, Olympus Optical, Toquio, Japdo) equipado com o sistema U-Photo.

3. Resultados

3.1. Experimento 1

A relacdo entre a probabilidade de ocorréncia de oxidacdo nos calos e o
porcentual de calos embriogénicos foi positiva e crescente de acordo com a funcéo
ligadora logit a 7% de probabilidade. Obsesesgue a medida que o porcentual de
calos embriogénicos aumenta maior € a probabilidade de ocorréncia de oxidacdo nos
calos (Figura 1A). Ainda, observa-se calo embriogénico com grande parte do tecido
oxidado e a presenca de pro-embrides somaticos, formados de forma indireta (com
calogénese no explante, precedendo a inducao de pro-embrides) (Figura 3A

Foram encontradas diferencas significativas tanto entre os tipos de meio de

cultura utilizados como entre os dias de pulso de auxina para a caracteristica percentual
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de calogénese (Figura 1B)lo meio semissolido, o porcentual de calogénese foi de
96%, e no meio liquido, 64%. Em relacdo ao niamero de dias de pulso de auxina,
observou-se que 1 e 2 dias de pulso de auxina proporcionaram médias significativas
maiores no porcentual de calogénese em relacdo a 8 dias de pulso de auxina (Figura
1B).
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Figura 1: Probabilidade de oxidacdo (%) em relagdo ao porcentual de calos
embriogénicos, segundo a funcéo ligadora Logit (A), porcentual de calogénese em
relacdo aos dias de pulso de auxina (B), porcentual de calos fridveis (C) e porcentual de
calos embriogénicos (D) em relacdo aos dias de pulso de auxina e ao tipo de meio de
cultura, de explantes de Eucalyptus gramxli€. urophylla aos 30 dias. Médias
contempladas com a mesma letra minUscula [entre os dias de pulso (B) para o meio
liguido C)] e mailscula [entre os dias de pulso para o meio semissélido (C)] nao
diferem entre si pelo teste Tukey a 5%. As barras representam os desvios padrdes.

Para o meio de cultura liquido, 1 e 2 dias de pulso de auxina proporcionaram
maiores porcentuais de calos friaveis do que os demais intervalos de pulso de auxina
(Figura 1C). Para o0 meio de cultura semissélido, a média do porcentual de calos friaveis

aos 4 dias de pulso de auxina foi significativamente superior a média de calos friaveis a

1 dia de pulso de auxina.
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. ~ 29 o

Figura 3 — Fotografia capturada por estotoscopia (A), sec¢des longitudinais obtidas por
fotomicroscopia de luz (B, C, D, E e F) durante a inducdo de culturas embriogénicas em
cotilédones de Eucalyptu sgrandis x E. urophylla, obtidas nos tempos de 30 (C), 37 (B,
D, E e F) e 44 (A) dias de inducédo, submetidas aos tratamentos de 1 dia (E e F), 2 dias
(A, B e D) e 3 dias (C) de pulso de auxina com 50uM de picloram. Secc¢des transversais
submetidasao azul de toluidina (analise estrutural) (B, C e D) e ao vermelho de ruténio,
com reacdao positiva para pectinas (E e F). CF= cordao fendlico; Gt: Goticulas de 6leo;
OXI: Oxidagdo Pec= Pectina;, PES= pro-embrides somatiéis Protoderme. Barras

100 um (B); 50 um (D e E); 20 um (C e F); 1 mm (A).
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Para a caracteristica percentual de calos embriogénicos ndo foram encontradas
diferencas significativas entre a interacdo e entre os tratamentos. Entretanto, pode-se
observar na Figura 1D, tendéncia semelhante entre os dois tipos de meio de cultura
(liquido e semissolido), em que ha um crescimento no porcentual de calos
embriogénicos até o intervalo de 2 dias de pulso de auxina, seguido do decréscimo

dessa caracteristica a partir desse intervalo.

3.2. Experimento 2

Aos 30 dias de avaliagdo, a média de oxidacdo relativa a 1 dia de pulso de
auxina foi superior a média de oxidacao aos 3 dias de pulso de auxina (Figura 2A). Esse
mesmo comportamento permaneceu aos 37 e 44 dias de avaliacdo, com o porcentual de
oxidacdo decrescendo na medida em que se aumentou o intervalo de dias de pulso de
auxina (Figura 2A).

Para as caracteristicpsrcentual de calogénese e porcentual de calos fridveis,
observou-se médias proximas a 100% em todos os tratamentos de pulso de auxina e em
todos os intervalos de avaliacéo (Figuras 2B e 2C).

Na avaliacdo aos 30 dias para a porcentual de calos embriogénicos (%ES), a
média foi significativamente superior com 2 dias de pulso de auxina em relacdo aos
demais dias testados, aos 30 dias de avaliacdo (Figura 2D). Para das demais datas de
avaliacdo, 37 e 44 dias, observou-se esse mesmo comportamento, com médias aos 2
dias de pulso de auxina superiores as médias a 1 ou aos 3 dias de pulso de auxina para o
porcentual de calos embriogénicos (%ES) (Figura 2D).

Para as caracteristicas nimero médio de pré-embrides somaticos (NES) e o
namero médio de pré-embrides somaticos/calo embriogénico (NES/ES), observou-se
comportamentos semelhantes nas trés avaliacOes realizadas, aos 30, 37 e 44 dias de
indugdo. Houve tendéncia crescente de NES e NES/ES na medida em que se aumentou
o intervalo de 1 dia de pulso de auxina para 2 dias de pulso de auxina e decrescente apos
aumentar o pulso de auxina de 2 para 3 dias (Figuras 2E e 2F). Pode-se observar pelas
Figuras 2E e 2F a ocorréncia de desvios padrbes de alta magnitude para as
caracteristicas NES e NES/ES. Essa situacdo ja era esperada, ja que os dados das
caracteristicas NES e NES/ES n&o seguem distribuicdo normal (p<0,05 pelo teste
Shapiro-Wilk). Observaram-se em ambas as caracteristicas, NES e NES/ES, a
ocorréncia de dados discrepants todas aos intervalos de avaliagdo, como por
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exemplo, a presenca de até 32 pro-embrides somaticos em estagio globular (Bigura 3A
num mesmo explante tratados com dois dias de pulso de auxina aos 44 dias de
indugéo/avaliagéo.
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Figura 2: Pacentual de oxidacdo (A), porcentual de calogénese (B), porcentual de
calos fridveis (C), porcentual de calos embriogénicos (ES%) (D), nimero médio de pro-
embrides somaticos (NES) (E) e o nimero médio de pré-embrides somaticos por calos
embriogénico (F) em relacdo namero de dias de pulso de auxina de explantes de
Eucalyptus grandix E. urophylla aos 30, 37 e 44 dias. As barras representam os
desvios padrdes das médias.

No presente trabalho foi observado que a inducéo de embriogénese soméatica em

Eucalyptus grandis x E. urophylla é assincrénica, pois em todos os tempos de avaliagdo
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foi possivel observar o inicio de desdiferenciacdo do explante cotiledonar para a
formacao de calosembriogénicos.

No geral, os pro-embrides somaticos formados nesse estudo tém aspecto
brilhante e amarelado e estdo no estagio globular. Os calos embriogénicos sao friaveis e
oxidados (Figuras 3A, 3B e 3E).

Em alguns pro-embribes somaticos observou-se inicio de diferenciagdo da
protoderme, caracterizada por células organizadas adjacentemente (Figura 3C), além de
presenca de cordao fendlico circundando essa estrutura (Figura 3D).

Pelo teste com Vermelho de Ruténio, observou-se reacdo positiva para pectinas
principalmente nas regifes periféricas do pré-embrido somético (Figuras 3E e 3F).
Ainda no teste histoquimico com Vermelho de Ruténio, observou-se em alguns calos
embriogénicos, o acumulo de goticulas de 6leo dentro de células localizadas na regiao

periférica do pr6-embrido somatico (Figuras 3E e 3F).

4. Discussao

A formacao de calos embriogénicos em explantes cotiledonares de Eucalytptus
grandis x E. urophylla normalmente é acompanhada pela oxidacdo do tecido
calogénico, conforme observado no presente estudo, a qual foi positiva e crescente entre
o porcentual de calos embriogénicos e a ocorréncia de oxidag&o nos calos.

Em algumas espécies ndo lenhpsasxidacdo dos calos provoca auséncia do
processo embriogénico e até a morte do explante (TAKAMORI et al., 2015). Porém, em
algumas outras espécies, lenhosas ou ndo lenhosas, pode-se observar a oxidacdo do
tecido calogénico precedendo ou concomitante a formacdo de embribes somaticos,
como na embriogénese somatica de Vitis vinifera (DAI et al., 2015), de Quercus Alba x
Q. rubra(MARTINEZ et al., 2015) e de Mondia whittBASKARAN et al., 2015)A
oxidacdo pode ocorrer quando o explante excisado produz metabdlitos secundarios
guando em contato com o meio de cultura, produzindo uma cor amarronzada no tecido.

No presente trabalho foi observado que a indugcdo de embriogénese somatica em
Eucalyptus grandis x E. urophylla é assincrénica, pois em todos os tempos de avaliacao
do segundo experimento (30, 37 e 44 dias) foi possivel observar o inicio de

desdiferenciacdo do explante cotiledonar para a formacéo de calos embriogénicos.
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Aspecto semelhante ocorreu durante o estudo ontogénico da embriogénese
somatica de Euterpe oleracea, a partir de embries zigoticos, sendo observada a
inducdo de embrides somaticos em diferentes estdgios de maturagéo, além da formacao
de embriogénese somatica secundaria (SCHERWINSKI-PEREIRA et al.,, 2012).
Algumas células vegetais podem adquirir competéncia em diferentes estagios de
exposicdo do tecido ao meio de cultura acrescido de reguladores de crescimento.
Quando as células adquirem novamente atividade meristematica, sdo chamadas de
células competentes (ROCHA et al., 2012).

A partir dos resultados do primeiro experimento realizado no presente estudo,
observou-se que as respostas morfogénicas dos explantes de Eucalyptus grandis x E.
urophylla foram superiores quando se usou meio semissolido, em relacdo ao meio
liquido e, dentro do intervalo de dias de pulso de auxina testado, entre zero e oito dias,
observou-se tendéncia crescente de ocorréncia de calos embriogénicos até dois dias de
pulso, e decrescente a partir desse valor. Por esse motivo, optou-se por utilizar o meio
semissolido e o intervalo de pulso de auxina de um a trés dias no segundo experimento
realizado nesse estudo, para comprovacdo dos resultados e para realizacdo de uma
analise mais detalhada, com coleta de dados e amostras em trés intervalos de inducéo.

A inducdo média de calos embriogénicos foi superior no intervalo de dois dias
de pulso de auxina, em relacdo aos outros dois intervalos testados no segundo
experimento, tanto aos 30 dias, como aos 37 e 44 dias de avaliacdo, concordando com
os resultados do primeiro experimento realizado no presente estudo.

De acordo com alguns trabalhos que também utilizaram o pulso de reguladores
de crescimento na morfogénese em plantas, a duracdo do tratamento de pulso pode
durar algumas horas ou poucos dias (PASCUAL; MARIN, 2005; SHARMA et al.,
2007; SHAIK et al., 2009; GRANER et |., 2013; ZAYTSEVA et al., 2016).

Muitas vezes, o tratamento de pulso € usado no intuito de minimizar os efeitos
negativos sobre a morfologia das plantas propagadas in vitro, onde, normalmente, ha
continua exposi¢cado aos reguladores de crescimento. Essa exposi¢cdo pode resultar em
plantas com hiperidricidade, nanismi@asciacdo, distorcdo de estruturas (AHMAD;
ANIS, 2012) ou variacdo somaclonal, e o tratamento com pulso pode reduzir o tempo
de exposicao da planta ao regulador de crescinfa®8IM et al., 2010).

Tratamentos de pulso de auxina podem ser utilizados também no intuito de
acelerar o processo morfogénico, como observado na embriogénese somatica de batata,
utilizando pulsos de 2,4-D (SHARMA et al, 2007).
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Porém, no presente estudo, o tratamento de pulso de auxina foi testado como
gatilho causador de estresse celular, provocando a desdiferenciacéo e rediferenciacéo
embriogénica (FEHER, 2015).

Observacfes na embriogénese zigotica de cenoura, indicam alta concentracao de
auxina logo apos a fertilizacdo (RIBINICKY et al., 2002), o que enfatiza a importancia
de alterac6es temporais nos niveis de auxina endégena para a expressao de totipoténcia
celular (FEHER, 2015). Estas observacbes sugerem que o pulso de auxina endogena
pode ser um dos sinais primarjpsra a inducdo da embriogénese somatica (FEHER et
al., 2003), e, sob condi¢des controladas, pode também ser alcancada com tratamentos de
pulso de auxina exdégena.

Alguns autores observaram exatamente essa funcao para o pulso de auxina, em
alfafa (DUDITS et al., 1991 cenoura (KITAMIYA et al., 2000) batata (SHARMA et
al., 2007), onde o pulso com 2,4-D foi capaz de fornecer os estimulos necessarios para
inducdo da embriogénese somatica. Porém, nesses mesmos trabalhos, foram exigidos
novos componentes no meio de cultura e/ou novas condicdes de cultivo para a
maturacdo e germinacdo de embrides somaticos (DUDITS et al., KIIBIMIYA et
al., 2000;SHARMA et al., 2007).

Dessa forma, apesar do pulso de picloram ter sido o gatilho inicial para indugéo
de pré-embrides somaticos em explantes cotiledonares de Eucalyptus grandis
urophylla, novos estudos devem ser realizados para dar continuidade ao processo
embriogénico na espécie, com a maturacdo, germinacdo e aclimatacdo das plantulas
formadas. Além disso, deve-se considerar também o fator genético, j4 que se utilizou
explantes provenientes de sementes ou seja, varios materiais genéticos diferentes.
Alguns autores jA comprovaram a existéncia de controle genético em caracteristicas
referentes & embriogénese somatica em algumas espécies como dendé (CORREA et al,
2015 e eucalipto (PINTO et al., 2007).

Pelo teste com Vermelho de Ruténio realizado no presente estudo, observou-se
acumulo de pectinas nas regides periféricas do pré-embrido somatico, regides onde foi
possivel observar também o inicio formagcdo da protoderme, caracterizada por células
organizadas adjacentemente.

As pectinas sdo os componentes principais das paredes celulares primarias de
todas as plantas terrestres (PILARSKA et al., 2013). Em estudos com cenoura
(KIKUCHI et al., 1995) e Medicago arbor@aDRESS et al., 2009) foram observadas

diferencas no contetdo de pectinas em células de calos embriogénicos e néo
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embriogénicos. Evidéncias relativas a distribuicdo especifica dos epitopos pectinicos
durante a embriogénese somética sdo escassas (PILARSKA et al., 2013), porém, células
proliferativas ativas de calos ou aglomerados embriogénicos tém demonstrado conter
grandes quantidades de pectinas reativas (KIKUCHI et al.1995; WILLATS et al. 1999;
XU et al. 2011).

A presenca de pectinas em regifes periféricas de pro-embrides somaticos do
presente estudo poderia ser vista, entdo, como marcador de embriogénese soméatica em
explantes cotiledonere® Eucalyptus gradiz E. urophylla.

Ainda no teste histoquimico com Vermelho de Ruténio do presente estudo,
observou-se em alguns calos embriogénicos o acumulo de goticulas de 6leo dentro de
células localizadas na regido periférica do pré-embrido soméatico. Essas goticulas de
O0leo podem estar sendo usadas pelos pro-embrides somaticos como compostos de
reserva, ja que, em dicotiledéneas sédo encontrados principalmente lipideos e proteinas
como fontes iniciais de reserva (BEWLEY; BLACK, 1994; ROCHA et al., 2012).

5. Conclusoes

e Tratamentos com pulso da auxina picloram (207,02 uM) podem ser
utilizados como fonte de estresse inicial para aquisicdo da competéncia
embriogénica em explantes cotiledonares e Eucalyptus granéis
urophylla;

e A inducdo média de calos embriogénicos foi superior no intervalo de
dois dias de pulso de auxina, em relacdo aos outros dois intervalos
testados tanto aos 30 dias, como aos 37 e 44 dias de avaliagéo;

e A oxidagdo de explantes cotiledonares de Eucalytptus grandis x E.
urophylla colocados pode ser considerado um indicio de formacdo de
calos embriogénicos;

e A presenca de pectinas em regides periféricas de pro-embrides somaticos
pode ser vista como marcador de embriogénese somatica em explantes

cotiledonares de Eucalyptus graxig. urophylla.
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GENETIC CONTROL AND SELECTION FOR IN VITRO PROPAGATION

CHARACTERISTICS OF Eucalyptus HYBRID CLONES

Abstract: In addition to the selection of clones with high production capacity, fast
growth, disease resistance, among other objectives, the high induction capacity of
somatic embryos by clones should be considered. Here, we aimed at estimating the
genetic correlation between the induction characteristics of somatic embryos, besides
studying the genetic control related to them, to ascertain its usefulness in the selection
of genotypes with differential embryogenic competence. Leaf explants from ten
micropropagated Eucalyptus clones were cultured on medium added with either
Dicamba or Picloram, at different concentrations. We evaluated the callus induction
potential and the somatic pre-embryos produced which was categorized into high,
medium or low. Genetic control of the traits were assessed via the likelihood ratio test
(LRT, a procedure analogous to ANOVA), which is suitable to unbalanced data sets.
Estimates of genetic parameters and heritabilities of the variables were obtained by the
variance components estimation procedure via residual maximum likelihood and the
genetic values prediction via best linear unbiased predictiorpriasipal result, we
observed the somatic pre-embryos produced under genetic control. In addition, high and
positive genetic correlation between the somatic pro-embryos produced and the callus
induction in medium level indicates that selection for the first feature should lead to
consistent responses in the second. Finally, the triple hybrids [(Eucalyptus gr&ndis
urophylla) x E. viminalis] had higher genetic values compared to the other hybrids
assessedsdicating greater ease in inducing somatic embryogenesis in this species.

Keywords: Somatic embryogenesis, tissue culture, forest breeding, clonal forestry.

1. Introduction

The remarkable intraspecific genetic variation and its wide adaptability have led
to Eucalyptus being the most planted tree worldwide, with Brazil holding of 5.6 million
hectares of planted forests, of which an estimated 3.7 million are clonal forests (IBA,
2016). It is noteworthy that the adoption of cloning techniques have contributed to reach
this situation. The cloning process involves the stages of selection, recovery and

amplification of genetic material, clonal tests, pilot planting and commercial
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multiplication of superior matrices, the mini-cutting technique currently being the clonal
seedling production process most used by forestry companies (Xavier et al. 2013).

Clonal propagation has an important role through tissue culture, where the goal
is to select multiple elite genotypes containing desirable characteristics, and then
propagate them in mass, forming uniform commercial plantations (Nugroho et al.
2014). As a plant production alternative, tissue culture and micropropagation through
somatic embryogenesis has been the subject of various research works (Xavier et al.
2013). These biotechnological techniques, combined with genetic transformation, unite
with conventional breeding, allowing to obtain more productive genotypes (Sartoretto et
al. 2008) meeting the demand for quality products with low production cost.

There are several advantages of somatic embryogenesis in clonal forestry, such
as high-yield production required to reduce production costs; embryogenic culture
maintenance, practically indefinitely, via cryopreservation techniques; facilitation of
decision-making in the rapid implementation of appropriate clones due to climate
change; ability to manage the genetic diversity and genetic gain in the plantation (Pinto
et al. 2007, Corréa et al.2015); and mass production of selected clones where the seed
source is relatively small (Nugroho et al. 2014). Park et al. (2006) pointed out that the
biggest advantage of somatic embryogenesis, in forestry, is the deployment of
genetically tested trees, preferably integrated into clonal forestry programs. The
technique thus serves as a way of rejuvenating clones with features of interest, but has
disadvantages such as low rooting and plagiotropic seedling growth percentage (Xavier
et al. 2013).

However, low embryogenic initiation rates observed in Eucalyptus species
(Muralidharan and Mascarenhas 1995, Watt et al.1999, Pinto et al. 2002), disability or
low capacity of somatic embryos to reach full maturity and germinate (Muralidharan et
al.1989, Muralidharan and Mascarenhas 1995, Prakash and Gurumurthi 2010) and the
occurrence of somaclonal variation (Merkle 1995, Jain 2006) may limit or disable the
adoption of somatic embryogenesis as a commercial technique, or as vegetative
propagation technique in forest breeding programs, and these barriers limit the number
of genotypes used.

Given the difficulties encountered in the propagation through somatic
embryogenesis, many studies have been conducted to improve the efficiency of this

technique, as well as to select promising clones/ families (Merkle 1995, Pullman et al.
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2003, Lelu-Walter et al. 2006, Pinto et al. 2008, Priyono et al. 2010, Nugroho et al.
2014, Corréa et al. 2015).

It is well-known that a number of factors can ultimately modify the
morphogenetic responses, i.e. somatic embryogenesis, in cultured cells and tissues in
explants. Plant cells with diverse morpho-physiological conditions interact with the
medium components and the microenvironment, and express their regenerative
potential, within the limits set by genetic and epigenetic restrictions. On top of that, , the
transition from somatic cells to a competent state involves a wide repertoire of genes,
linked to complex expression patterns orchestrated by a gene regulatory network (Fehér
et al.2003, Karami et al., 2009, Fehér 2015, Altamura et al. 2016).

The genetic influence in the process of somatic embryogenesis is clearly proven
by the success of the embryonic gene transfer capacity between the embryogenic and
recalcitrant genotypes via crossing (Kielly and Bowley 1992, Moltrasio et al. 2004).
Understanding the genetic control is an important requirement in improving the somatic
embryogenesis process. Some authors have emphasized that the somatic embryogenesis
induction phase is that with greater possibility of genetic gain with selection (Pullman et
al. 2003, Lelu-Walter et al. 2006, Fehér 2015, Nugroho et al. 2014, Corréa et al. 2015).

Thus, besides the selection of clones with high production capacity, fast growth
and disease resistance, among other objectives, the high induction capacity of somatic
embryos per clone should be considered. The aim of this study was to estimate the
genetic correlation among the induction characteristics of somatic embryos, as well as
besides studying the genetic control related to them to ascertain its usefulness in the
selection of genotypes with embryogenic competence.

2. Materials and Methods

2.1 Induction of somatic embryogenesis and data collection

Leaf explants of 10 micropropagated Eucalyptus clones were inoculated into
sterile polystyrene disposable Petri dishes (60 x 15 mm) containing 15 mL of MS
medium (Murashige and Skoog 1962) supplemented full-strength of salts and vitamins,
100 mgL * of myo-inositol, 3% sucrose and 2.8 fbf Phytage? (Sigma-Aldrich Co,

St. Louis, MO) with pH adjusted to 5.8. Eight different auxin concentrations were added
to the culture medium: 4.52, 9.05, 18.10 or 3620 of 3,6-dichloro-o-anisic acid
(Dicamba) or 20.71, 41.41, 82.83 or 165,0d of 4-amino-3,5,6-trichloropicolonic
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acid (Picloram), both purchased from Sigma-Aldrich. The explants were maintained in
culture in a dark room at 24 + 1°C. The clones used were provided by the Brazilian pulp
and paper companies CENIBRA and CMPC, and are described in Table 1. We used the
randomized block design in a factorial 10 x 8 (ten clones and eight auxin

concentrations) with 6 blocks and 10 explants/plot.

Table 1: Identification number of clones and their genetic origins (species used for
obtaining hybrid).

Clone Genetic origins
C1l Eucalyptus urophylla
C2 Hybrid of E. urophylla
C3 Hybrid of E. urophylla
C4 Hybrid of E. urophyllax E. globulus
C5 Hybrid of E. urophyllax E. globulus
C6 Hybrid of E. urophyllax E. globulus
C7 Hybrid of E. grandix E. globulus
C8 Hybrid of (E. grandix E. urophylla) x E. viminalis
C9 Hybrid of (E. grandis E. urophylla) x E. viminalis
C10 Hybrid of (E. grandix E. urophylla) x E. viminalis

At 40 days we evaluated the percentage of explants that produced somatic pre-
embryos (%SPE), the percentage of explant formation from callogenesis (%CAL), the
total callogenesis percentage being divided into high (%HC), medium (%MC) or low
(%LC), besides the collection of plant material for structural analysis and photographic
documentationThe percentages were obtained by counting the number of explants
callus containing callus or somatic pro-embryos among the ten initial explants.

To obtain the slides for examination by light microscopy, specimens were fixed
in glutaraldehyde solution (Karnovsky 1965 modified: 2.5% glutaraldehyde, 4%
paraformaldehyde, 3% sucrose, G&JIM in cacodylate buffer 0.1 M and pH 6.8) for
at least a week, dehydrated in an ethanol series and embedded in methacrylate (Leica
Historesin, Leica Biosystems Nussloch GmbH, and Germany). To obtain transverse and
longitudinal cuts to um we used an automatic feed rotary microtome (RM 2255, Leica

Byosystems) equipped with a glass blade.
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The sections were stained with toluidine blue at pH 4.4 (O'Brien and McCully
1981) for tem minutes, and the slides mounted with synthetic resin (Permount, Fisher
Chemical, USA). The analysis and photographic documentation were performed
under light microscope (Olympus AX-70, Japan), connected to a photomicrography
system (Olympus U-Photo, Japan), on Plant Anatomy Laboratofyepartment of
Plant Biology of the Federal University of Vigosa -UFV.

2.2. Estimates of genetic parameters and correlations

Genetic control of the traits were assessed via the likelihood ratio test (LRT, a
procedure analogous to ANOVA), which is suitable to unbalanced data sets.
Estimates of genetic parameters and heritabilities of the variables were obtained by
the variance components estimation procedure via residual maximum likelihood
(REML) and the genetic values prediction via best linear unbiased prediction (BLUP)
using the Selegen-Reml/Blup program that performs variance analysis, estimation and
prediction (Resende 2002). We used the linear mixed model for the design of
complete blocks considering various mediuns (types and concentrations of aalxin) a
a single observation per plot, as follows:

y=Xr+Zg+ Wi + e,

where,y = data vectorr = vector of repetition effects (assumed to be fixed) added to the
overall averageg = vector of genotypic effects of clones (assumed to be random);
vector of the effects of genotype x medium interaction (random)e anealue of errors
or residuals(random). The capital letters represent the incidence matrices for these
elements.

With the estimated genetic parameters, the rankings of the genotypes were
obtained considering all mediuns together and genotype x medium interaction, in
addition to genetic correlations among the variables evaluated. Genetic iorselatre

tested by the test t at 1 and 5% probability.

3. Results
3.1. Structural analysis

Regarding callus formation from explants, we considered explants with high
(Fig. 1A), medium (Fig. 1B) and low (Fig. 1C) callus formation. In Figs. 1D and 1E
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somatic pre-embryos (SPE) are observed, induced indirectly by proliferation of
disorganized cells (callus) preceding their formation (Figs. 1B and 1C). The induced
SPE stand out because they have bright yellow color, and there was a protoderm
differentiation, characterized by contiguously arranged cells (Figs. 1D and 1E), but

without their maturation or germination, and therefore considered as SPE.

3.2.Genetic control of the traits

Genetic control of the traits were assessed via the likelihood ratio test (LRT, a
procedure analogous to ANOVA), which is suitable to unbalanced data sets. Results are
presented in Table 2 and revealed significant effects for genotypes and genotypes X
medium for all traits. This means the traits are under genetic control and also interact

with the culture medium (auxin dosage).

3.3. Estimation of genetic parameters

In this study, the heritability of individual plants in the broad sen&g) (or
%SPE, %HC, %MC% and %LC were moderate (0.49, 0.44, 0.26 and 0.45, respectively)
(Table 3 ), which features a considerable genetic control of these characteristics. The
accuracy of estimates of clonal values found for the characteristics were %SPE: 0.98,
%HC: 0.98, %MC: 0.95 and %LC: 0.98 (Table 3).Regarding the overall averages, the
callus induction percentage was high, 93.6%, while the percentage of explants with
somatic pre-embryos was low 12% (Tab)e 3

3.4. Genetic correlations

Regarding the genetic correlations among characteristics studied, there was high
positive genetic correlation between callus formation percentage in middle level (%MC)
and percentage of explants with somatic pre-embryos (%SPE) and between percentage
of callus formation (% CAL) and callus formation percentage in the low level (%LC)
(Table 4). All other characteristics presented low or negative correlations among
themselves. All genetic correlations were significant at 5 or 1% prafyabtl test, with
the exception to %SPE and %CAL (Table 4).
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Figure 1: Leaf explants representing high callus formation (A) medium callus
formation (B) and low callus formation (C); somatic pre-embryos (SPE) with protoderm
(Pt) (D and E), all from the hybrid clone C8 (Eucalyptus grardts urophylla) x E.
viminalis, induced in culture medium with picloram 82:88at 40 days. The bars are

equal to Imm (A, B and C) or 10 (D and E).
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Table 2 Analysis of variance through likelihood ratio test (LRT), using the chi-square
statistics of Eucalyptus genotypes data, after 40 days of in vitro culture, in relation to the
percentage of explants with somatic pre-embryos (%SPE), callus formation (%CAL) and
high (%HC), medium (%MC) and low (%LC), callus formation levels.

Variation Source %SPE  %CAL %HC %MC %LC
Genotypes 63.56** 9.82** 69.90** 33.59** 65.47**
Genotypes x Medium  41.68** 86.22** 14.34** 22.27** 18.51**

** significant by the chi-square statistics at levell&b of probability of type | error.

Table 3 Genetic parameter estimates obtained from analysis of ten Eucalyptus
genotypes after 40 days of in vitro culture, in relation to the percentage of explants
somatic pre-embryos (%SPE), callus formation (%CAL) and high (%HC), medium
(%MC) and low (%LC), callus formation levels.

Parameter  %SPE %CAL %HC %MC %LC
Vg 71.24 29.59 521.17 206.00 267.77
Vint 18.60 64.60 86.62 102.32 53.32
Ve 56.34 110.04 544.23 482.41 293.83
Vi 146.19 204.24 1152.02 790.83 605.03
hg 0.49+0.09 0.14+0.05 0.45+0.09 0.26 £0.06 0.44 +0.09
Acgen 0.98 0.86 0.98 0.95 0.98
M 12.00 93.60 31.12 41.64 18.85

\g: genotypic variance; Vint: variance of genotypmedium interactionye: residual variance; V. individual phenotypic varia;
h?g: heritability of individual parcels in the broachse (the total genotypic effects); Acgen: genotypecsiein accuracy assuming
complete survivalM: general mean of the experiment.

Table 4: Genetic correlations obtained from the analysis of ten Eucalyptus genotypes,
after 40 days of in vitro culture, in relation to the percentage of explants with somatic
pre-embryos (%SPE), callus formation (%CAL) and high (%HC), medium (%MC) and
low (%LC) levels of callus formation.

%SPE %CAL %HC %MC
%CAL 0.07°

%HC | -0.40** -0.66**

%MC 0.63** 0.43** -0.74**

%LC | -0.17** 0.62** -0.71**  0.09*

"No significant values; *significant at 5%; **significant at 1% by t teste.
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3.5. Ranking of the genotypes and auxins

The superiority of the hybrid (Eucalyptus. grandisE. urophylla) x E.
viminalisis indisputable in relation to the other species and hybrids studied in this paper
regarding the %SPE characteristic, since the three genotypes representatives of this
hybrid occupy the first three ranking positions considering joint analysis between
mediuns (Table )k

When considering each medium, C9 and C10 clones of the (Eucalyptus grandis
x E. urophylla) x E. viminalis hybrid appear first in all auxin types and concentrations,
with the exception of Medium 7 (Picloram 82.83 uM) where the C2 is in the first
position (Table b

In Table 7 presents the genotype x medium interactions and species x medium
Two of the three clones of hybrid Eucalyptus urophyleE. globulus had better
performance for SPE induction in Medium 7 (C4 and C5), showing species X medium
interaction. However, the third genotype of that hybrid (C6), showed greater genetic
value in Medium 8, showing genotype x medium interaction.

All the hybrid clones Eucalyptus urophylla (C2 and C3) and those of the triple
hybrid (Eucalyptus grandisE. urophylla) x E. viminalis (C8, C9 and C10), used in the
present study had a better performance in Medium 7 (TabRicloram was the most

efficient in inducing SPE, regardless of Eucalyptus species or clone used (Jlable 7

Table 5 Ranking of the genotypic values (g) genetic means (u + g) and predicted gains
for the percentage of explants with somatic pre-embryos (%SPE) of ten Eucalyptus
genotypes, after 40 days of in vitro culture, considering joint analysis between mediuns
(auxin concentration and type).

Genotype G u+g Gain New mean
9 11.21 23.22 11.21 23.22
10 10.84 22.84 11.03 23.03
8 7.00 19.01 9.68 21.69
6 5.81 17.82 8.72 20.72
2 0.99 12.99 7.17 19.18
4 -3.80 8.21 5.34 17.35
3 -5.80 6.20 3.75 15.76
1 -6.78 5.23 2.40 14.44
5 -9.22 2.79 1.14 13.15
7 -10.25 1.75 0.00 12.01
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Table 6: Top genotypic values and predicted values for the percentage of explants with
somatic pre-embryos (%SPE) among ten genotypes of Eucalyptus, after 40 days of in
vitro culture, considering each medium (auxin type and concentration).

Medium Auxin (UM) Genotype Gain New mean

1 4.52 10 13.82 23.49

. 9.05 9 14.02 23.25
Dicamba

3 18.10 9 12.58 24.31

4 36.20 10 13.12 23.52

5 20.71 10 13.65 23.58

6 _ 41.41 9 10.35 24.44
Picloram

7 82.83 2 14.51 29.84

8 165.66 9 8.41 24.08

Table 7: Top mediuns (auxin type and concentration) for each Eucalyptus genotype
considering genotypic values and predicted values for the percentage of explants with
somatic pre-embryos (%SPE), after 40 days of culture in vitro

Genotype Medium Auxin (UM) Gain  New mean
1 6 Picloram (41.41) 5.37 19.46
2 7 Picloram (82.83) 14.51 29.84
3 7 Picloram (82.83) 6.44 21.78
4 8 Picloram (165.66) 6.46 22.12
5 8 Picloram (165.66) 1.42 17.08
6 7 Picloram (82.83) 8.61 23.94
7 8 Picloram (165.66) 0.00 15.67
8 7 Picloram (82.83) 10.36 25.69
9 7 Picloram (82.83) 12.35 27.68
10 7 Picloram (82.83) 11.51 26.84.

4. Discussion
4.1. Genetic control and parameters

As the genetic control of the traits revealed significant effects for genotypes and
genotypes x medium for all traits, it can be inferred that the traits are under genetic
control and so the heritabilities are significantly higher than zero and can be discussed.

According to Resende (2002), the individual heritability can be classified into:
low (hg< 0.15), medium or moderate (0.15%h<0.50) and high @y> 0.50).
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Heritability is the genetic parameter of greatest importance and application in plant
breeding programs. Its relevance lies in being able to show how the genetic effects are
present in an individual phenotype, it is the genotypic value of interest and influences
the next generation (Falconer and Mackay, 1996). For Resende (2002), most
quantitative characteristics of economic importance have individual heritability of
around 20%. Similar to this study, Pinto et al (2008) found a heritability of 0.44 for the
induction of somatic embryos in sib families of Eucalyptus globulus.

Moderate to high heritability values, such as those found in this present study,
indicate that there is a possibility of genetic gains at the same rate, with the selection of
clones intended for somatic embryogenesis. According to some studies, the induction
phase of somatic embryogenesis is that with greater possibility of genetic gain with
selection (Pullman et al. 2003, Mackay et al. 2006, Lelu-Walter et al. 2006, Nugroho et
al. 2014, Corréa et al. 2015).

The possibility of genetic gains by selection is based on the genetic variability
within and between species of the same genus. Several studies demonstrate the high
genetic variability of the Eucalyptus genus, between and within species (Caixeta et al.
2003, Silva 2010, Santos 2012), one of the reasons for the widespread cultivation of this
species for commercial purposes.

Genetic variability is the main factor to be considered in a breeding program,
since, without it, the selection gains become nonexistent. As an example, we can
mention the palm population studied by Gomes Jr et al. (2015), which has low
heritability and genetic variability, that showed no expectation of high yield with
selection for the characteristics. In contrast, embryogenic strains of genotypes of the
same species studied by Correa et al. (2015) showed genetic control.

According to the classification of heritability and accuracy in terms of
magnitude and their associations, proposed by Resende (2002), the values found in this
study are considered high magnitude, indicating advantage for performing selection
using these characteristics. Selective accuracy shows a correlation between true and
predicted breeding values, and the higher its value, the more there is full confidence in
the assessment of individuals. The accuracy is closely linked to the heritability of the
characteristic (Resende et al. 2012).

The use of methodologies that provide highly accuracy, such as those based on
the mixed linear models REML/BLUP permit obtaining highly accurate estimates of

genotypic values or average genotypic progenies, as well as additive genetic values and
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genotype values of individuals, thus being of great use in genetic enhancement (Gomes
Jr.etal. 2015).

Regarding the overall averages, the low somatic pre-embryo rates in some
genotypes may be related to the recalcitrance of genotypes to spread via somatic
embryogenesis. The recalcitrant genotypes can restrict clone propagation as somatic

embryos (Becwar1990).

4.2, Genetic correlations

High and positive correlations suggest that selection for one characteristic
should lead to consistent responses in other characteristics. In this study, there was high
positive correlation between callus formation and induction of somatic pre-embryos.
This information makes perfect sense, given that the callus formation is an important
step for the success of somatic embryogenesis in Eucalyptus, which usually occurs
indirectly, with the formation of a disorganized mass of cells (callus), preceding the
formation of the embryo (Termignoni et al. 1996, Pinto et al. 2002, Titon et al. 2007).
In practice, the positive correlation between %MC and %SPE is advantageous, since the
percentage of explants with callus formation in the middle level is an easier
characteristic to be assessed in relation to the percentage of explants with somatic
embryos.

All other characteristics have low or negative correlations with each other. Most
studies indicate that there is no clear correlation between the different phases of in vitro
culture (Tyankova and Zagorska 2001). This is evidence that the different stages are
controlled by different genes or combinations of genes (Tyankova and Zagoérska 2001).
Henry et al. (1994) studied the activity of wheat chromosome arms at different stages of
somatic embryogenesis. These authors observed that different arms or set of
chromosomal arms act in the phase control, such as callus induction and meristematic
regions, callus differentiation and embryo formation and embryo quality and plant
regeneration. Fehér (2015), in his recent review, discusses several genes and
transcription factors involved in the various stages of somatic embryogenesis, as well as
the remodeling of chromatin, an event responsible for the expression and silencing of

specific genes at each stage.
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4.3. Ranking of the genotypes and auxins

The superiority of hybrid (Eucalyptus grandi€. urophylla) x E. viminaligs
indisputable in relation to other species and hybrids studied in this work when it comes
to the %SPE characteristic. This could be because a greater number of species in
controlled crossings provide greater stability to the genetic materials produced among
different environments (Santos et al. 2013).

The auxin picloram, was the most efficient in inducing SPE, regardless of
species or clone used in this study. Titon et al. (2007) obtained somatic embryos at
various stages of development using picloram20.71uM and juvenile material of
Eucalyptus grandis. In some cases, picloram has been shown to be more effective than
others auxins for somatic embryo formation, proliferation, and maintenance in a variety
of species (Perl et al. 1995, Groll et al. 2001, Perrin et al. 2004, Karamiet al. 2007,
Gerdakaneh and Zohori 2013, Duet al. 2014, Dai et al. 2015, Takamori et al. 2015).

Picloram is a synthetic regulator of the pyrimidines group commonly used as a
herbicide (Cobb 1992). At the cellular level, auxin regulates division, cell expansion
and differentiation. Depending on the specific tissue, auxin can promote axial
elongation, lateral expansion or isodiametric expansion (Taiz et al. 2015). In addition,
synthetic auxins act indirectly by disrupting the metabolism of endogenous auxin,
promoting cell reorganization and inducing somatic embryogenesis (Fehér et al. 2003).
In a recent study of Arabidopsis thaliana mutants, Karunarathna (2015) suggests that
Picloram can operate slightly differently compared to auxins such as IAA, 2.4-D and
NAA.

5. Conclusions

The percentage of somatic pre-embryos (%SPE) is under genetic control;

High and positive genetic correlation between %SPE and %MC indicates that
selection for the first feature should lead to consistent responses in the second;

Triple hybrids used in this study had higher genetic values for %SPE when
compared to the other hybrids studied. This indicates greater ease in inducing somatic

embryogenesis.
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CONCLUSAO GERAL

Diante dos objetivos propostos e nas condicdes em que foram realizados os

experimentos do presente estudo, foi possivel chegar as conclusfes a seguir.

1) A inducédo de pro-embrides somaticos de Eucaliptus uropkylagrandis

2)

3)

pode ser obtida utilizando sementes ou cotilédones como fonte de explantes,
e dicamba e picloram como reguladores de crescimento adicionados ao meio
de cultura. Porém, para a obtencdo de médias mais altas no porcentual de
inducdo de pré-embrides somaticos deve-se utilizar picloram e cotilédones
como fontes de explantes. Para a proliferacdo de pré-embriGes somaticos
secundarios pode-se utilizar meio de cultura liquido adicionado de picloram.

O meio de cultura JADS proporcionou maior calogénese em explantes
cotiledonares de Eucalyptus grangi&€. urophylla, quando comparado ao
meio de cultura MS. A adicdo de 28,36 UM de putrescina ao meio de cultura
proporcionou maior porcentual de inducdo de embriogénese somatica nesses
mesmos explantes. O namero de proé-embribes somaticos formados por
explante foi superior quando se acrescentou BAP e principalmente
putrescina ao meio de cultura se comparado com o0 meio contendo somente
picloram. Acréscimos na concentracdo de calcio nos meios MS e JADS néo
proporcionam melhorias no que se refere a indu¢cdo de embriogénese
somatica nos explantes em estudo.

Tratamentos com pulso da auxina picloram (207,02 uM) de dois dias pode
ser utilizado como fonte de estresse inicial para aquisicdo da competéncia
embriogénica em explantes cotiledonares e Eucalyptus grandis x E.
urophylla. A indugdo média de calos embriogénicos foi superior no intervalo
de dois dias de pulso de auxina, em relacdo aos outros dois intervalos
testados tanto aos 30 dias, como aos 37 e 44 dias de avaliacdo. A oxidacdo
dos explantes desse estudo, quando colocados em meio de indugéo, pode ser
considerada um indicio de formacéo de calos embriogénicos. A presenca de
pectinas em regides periféricas de pro-embrides somaticos pode ser visto
como marcador de embriogénese somatica em explantes cotiledoneres de

Eucalyptus gradig E. urophylla.
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4) A caracteristica porcentual de pro-embrides somaticos apresenta controle
genético, permitindo selecdo dos gendétipos mais responsivos a clonagem via
embriogénese somatica de Eucalyptus. A correlacdo genética alta e positiva
entre calogénese em média intensidade e inducéo de pro-embrides somaticos
indica que a selecdo para a primeira caracteristica deve levar a consistentes
respostas na segunda. Os hibridos triplos utilizados no presente estudo
apresentaram maiores valores genéticos, quando comparados aos demais
hibridos estudados, indicando maior facilidade na inducdo de embriogénese

somatica para essa espeécie.
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