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RESUMO

CRUZ, Kaliane Zaira Camacho Maximiano da; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; fevereiro de 2018; Indugdo e controle da
embriogénese somatica em Passiflora edulis Sims, cultivar “UENF Rio Dourado”.
Orientador: Dr. Vanildo Silveira; Conselheiros: Dr. Gongalo Apolinario de Souza
Filho e Dr.2. Virginia Silva Carvalho.

Este estudo teve como objetivo induzir a embriogénese somatica e caracterizar
histomorfologicamente calos embriogénicos e nao-embriogénicos de Passiflora
edulis Sims, cv. “UENF Rio Dourado”. Para a inducdo das culturas, embrides
zigoticos foram desinfestados em camara de fluxo laminar e inoculados em meio
de cultura MS com 30 g L de sacarose, 2 g L* de Phytagel®, 100 mg L* de mio-
inositol, suplementado com diferentes concentracbes de acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) (0, 20, 40 e 80 uM) isolado e/ou combinado com 5uM
de 6-benziladenina (BA). Para a maturacéo, trés colonias de 300 mg de matéria
fresca foram inoculadas em condi¢cdes de inoculacdo descritas anteriormente
(sem regulador de crescimento), suplementadas com diferentes concentracoes de
carvao ativado (CA) isolado e/ou combinado com 6% de polietilenoglicol (PEG
6%). As concentracdes de carvdo foram 0, 1,0; 1,5 e 30 g L* de CA e a
concentracdo de CA combinada com PEG foi de 1,5 g L* CA + PEG 6%.
Amostras de calos embriogénicos e ndo-embriogénicos dos tratamentos Controle
e PEG 6% foram utilizadas para analise histomorfologica aos 28 dias de
maturacdo. O tratamento que apresentou a maior taxa de inducdo foi o da



combinacgao de 20 uM 2,4-D + 5 yM BA com 60% de calos embriogénicos. Este
tratamento ndo diferiu dos tratamentos 40 e 80 uM 2,4-D + 5 uM BA, mas ele
apresentou, ao final da fase de multiplicacdo, embrides no estadio globular de
desenvolvimento e é o tratamento que apresenta a menor das concentracfes da
auxina 2,4-D. O tratamento que possibilitou a maior média de embrides no estadio
cotiledonar foi o PEG 6%, com um numero médio de 14 embrides por placa aos
56 dias de cultivo. O PEG foi importante para o processo de maturacdo dos
embrides somaticos de P. edulis cv. “UENF Rio Dourado” sendo este o primeiro
relato da utilizacdo de PEG na embriogénese somatica de Passiflora sp. Apés o
periodo de maturagdo, os embrides cotiledonares foram submetidos ao processo
de germinacao para a sua regeneracao em plantulas. Na analise histomorfologica,
foi possivel observar as diferencas dos calos embriogénicos e ndo-embriogénicos
obtidos nos tratamentos de maturacdo aos 28 dias de cultivo, tendo a reacdo
ortocromatica, para os calos ndo-embriogénicos, e metacromatica, para os calos

embriogénicos (coloragéo violacea nas paredes celulares).

Palavras-chave: Regeneragéo; Polietilenoglicol; Analise Histomorfologica.
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ABSTRACT

CRUZ, Kaliane Zaira Camacho Maximiano da; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; February 2018; Somatic embryogenesis induction and
control in Passiflora edulis Sims cv. “UENF Rio Dourado” Advisor: Dr. Vanildo
Silveira; Counselors: Dr. Gongalo Apolinario de Souza Filho and Dr.2. Virginia
Silva Carvalho.

This study aimed at inducing somatic embryogenesis and to histomorphologically
characterize embryogenic and non-embryogenic callus of Passiflora edulis Sims,
cv. "UENF Rio Dourado". For culture induction, zygotic disinfested in a laminar flux
chamber and inoculated in MS culture medium with 30 g L sucrose, 2 g L?
Phytagel®, 100 mg L? myo-inositol, and supplemented with different
concentrations of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (0, 20, 40, and 80 uM)
isolated and/or combined with 5 pM 6-benzyladenine (BA). For maturation, three
colonies of 300 mg of fresh matter were inoculated under the same conditions
described previously (plant growth regulator-free), supplemented with different
concentrations of activated charcoal (AC) isolated and/or combined with 6%
polyethylene glycol (PEG 6%). Activated charcoal concentrations were 0, 1.0, 1.5,
and 3.0 g L't and the concentration of AC combined with PEG was 1.5 g L** CA +
6% PEG. Embryogenic and non-embryogenic callus samples from the Control and
PEG 6% treatments were used for histomorphological analysis at 28 days of
maturation. The treatment presenting the highest induction rate was the
combination of 20 yM 2,4-D + 5 yM BA with 60% of embryogenic calli. This

Xii



treatment did not differ from the treatments 40 and 80 uM 2,4-D + 5 uM BA, but
showed, at the end of the multiplication stage, embryos at the globular stage of
development, and it was the treatment using the lowest concentration of the auxin
2,4-D. The best treatment regarding the highest number of somatic embryos in the
cotyledonary stage was PEG 6% with an average of 14 embryos per plate at 56
days of culture. PEG was important for the maturation process of the somatic
embryos of P. edulis cv. "UENF Rio Dourado". After the maturation period, the
cotyledonary embryos were submitted to the germination process for plant
regeneration (data under analysis). In the histomorphological analysis, differences
were observed between embryogenic and non-embryogenic callus obtained in the
maturation treatments at 28 days of culture, with the orthochromatic reaction for
the non-embryogenic callus and metachromatic reaction for embryogenic callus

(violet coloration on the cell walls).

Keywords: Regeneration; Polyethylene Glycol; Histomorphological Analysis.
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1. INTRODUCAO

O maracujazeiro (Passiflora sp.) € o género mais comum da familia
Passifloraceae, apresentando uma alta importancia econémica (Ulmer et al.,
2004; Pérez et al., 2007). No mercado comercial, as espécies de maracujazeiro
sdo comumente utilizadas por seus frutos e derivados, também por suas
propriedades medicinais e plantas ornamentais (de Melo e Guerra, 2003; Pacheco
et al., 2016).

O uso do maracujazeiro como planta ornamental se deve a diversidade e
ao exotismo de suas folhas, flores e frutas; embora seu valor ornamental ainda
seja pouco explorado no Brasil, é altamente valioso nos Estados Unidos e em
alguns paises da Europa (Abreu et al., 2009).

Dentre as espécies de maracujazeiro cultivadas, a Passiflora edulis Sims
(maracujazeiro-azedo) é a que apresenta maior apreciagdo no mercado nacional
(Meletti, 2011; Cerqueira-Silva et al.,, 2014), com aproximadamente 95% de
predominancia nos pomares brasileiros, devido a qualidade superior da espécie
em relacdo a produtividade, a fitossanidade, ao vigor hibrido e ao rendimento da
polpa utilizada na fabricacdo de sucos (Meletti e Bruckner, 2001; Vieira et al.,
2014; Viana et al., 2016).

O método de propagacao convencional do maracujazeiro é via seminifera,
no entanto, outras formas de propagacdo assexuada também tém sido utilizadas
como a enxertia, a estaquia e a cultura de tecidos vegetais (Ferreira et al., 2001;
de Sousa et al., 2010).



O maracujazeiro € uma planta alogama por exceléncia. Devido a sua
morfologia floral, a alogamia também ¢é reforcada pela presenca da
autoincompatibilidade do tipo esporofitica, e estas caracteristicas sé&o
responsaveis pela grande variabilidade genética do género (Bruckner et al., 1995;
Meletti e Bruckner, 2001).

Devido a essa ampla variabilidade genética do maracujazeiro, se faz
necessario recorrer aos diferentes métodos de propagacdo assexuada para a
obtencdo de materiais mais homogéneos, para formacdo de pomares uniformes
quanto a producdo e a qualidade de frutos, e fitossanidade, sendo este Ultimo um
dos fatores que afetam drasticamente a producdo comercial do maracujazeiro
(Saloméo et al., 2002; Yang e Zhang, 2010).

Desta forma, métodos de cultura de tecidos vegetais vém auxiliando as
pesquisas para o melhoramento do maracujazeiro, 0 que poderia possibilitar a
propagacdo em larga escala de cultivares criadas a partir da selecéo de genotipos
superiores, com caracteristicas desejaveis comercialmente, além de produzir
plantas com qualidade fitossanitaria, livre de doencas e patdégenos (Zerbini et al.,
2008).

A embriogénese somatica é um dos métodos da cultura de tecidos
vegetais mais eficientes para a regeneragdo in vitro de plantas, baseado na
totipoténcia celular, e analogo ao da embriogénese zigdtica, na qual uma Unica
célula ou um pequeno grupo de células somaticas sdo precursores da formacao
de um embrido somético (Tautorus et al., 1991).

O método de embriogénese somatica tem como vantagens a producao de
embrides somaticos uniformes e com pureza genética; a obtencao de altas taxas
de multiplicacdo; a possibilidade de automatizacdo do sistema de trabalho através
do uso de biorreatores; além da utilizacdo como ferramenta integrada aos
programas de melhoramento genético quando associada a criopreservagao e a
engenharia genética (Guerra et al., 1999; Steiner et al., 2008).

Embora a embriogénese somética apresente 6Otimo potencial, existem
algumas limitagbes como o desenvolvimento ndo sincronizado dos embrides
somaticos o que leva a formacdo de anomalias, e a desestabilidade das linhas
celulares sobre um curto prazo de tempo, nao havendo a producdo de embrides

por longos periodos (Zimmerman, 1993; Zegzouti et al., 2001; Deo et al., 2010).



O processo da embriogénese somatica envolve a diferenciacéo de células
somaticas, que adquirem capacidade de responder a sinais e ativam genes
capazes de gerar células embriogénicas (Quiroz-Figueroa et al., 2002). Para que
ocorra a formacdo das células embriogénicas, € preciso que o explante usado
tenha potencial para expressar a totipotencialidade; as células devem ser
competentes para responder a sinais exdgenos, serem induzidas por sinais
especificos (geralmente reguladores de crescimento vegetais); e serem
comprometidas com a via embriogénica (Elhiti et al., 2013).

O compromisso com a via embriogénica requer a desdiferenciacao
celular, pois as células maduras do explante perdem seu destino especifico e se
tornam meristematicas (Elhiti, 2010). Dessa forma, essas “novas” células
meristematicas podem entdo iniciar um novo destino e regenerar embribes
dependendo das condigdes fornecidas (Elhiti et al., 2013).

Os reguladores de crescimento vegetais, como auxinas e citocininas, séo
agentes indutores fundamentais na embriogénese somatica, influenciando na
inducdo das culturas para o processo de desdiferenciacdo celular (Elhiti et al.,
2013).

O processo de embriogénese somatica pode ser induzido em uma ampla
gama de explantes, mais comumente tratando-os com reguladores de
crescimento vegetais, geralmente a auxina 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e/ou
tratamentos de estresse abiotico (Fehér, 2015; Horstman et al., 2017).

O mecanismo subjacente a inducdo a embriogénese somatica pela auxina
e estresse ainda ndo é conhecido, mas ambos os tratamentos induzem a
biossintese de auxinas enddgenas, o que é considerado um passo inicial
importante na troca para o crescimento totipotente (Fehér, 2015; Horstman et al.,
2017).

Apenas trés estudos sobre embriogénese somatica em P. edulis foram
realizados fazendo o uso de auxinas e citocininas, com P. edulis das popula¢cbes
Araguari “FB100”, “FB200” e “FB300” (Pinto et al., 2011), P. edulis populagéo
Araguari “FB300” (da Silva et al., 2015) e P. edulis populagdo Araguari “FB100”
(Rocha et al.,, 2015a). Novos protocolos aplicados a outras espécies da familia
Passifloraceae sdo necessarios para o aumento da eficiéncia e reprodutibilidade

da regeneracao via embriogénese somatica em Passiflora sp. (Otoni et al., 2013).



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar o processo de inducdo e controle da embriogénese soméatica em
P. edulis Sims cv. “UENF Rio Dourado”, visando a elaboracédo de um protocolo de

regeneracao eficiente para a espécie.

2.2. Objetivos especificos

a) Desenvolver um protocolo de indu¢do da embriogénese somatica a
partir de embrides zigéticos de P. edulis Sims cv. “UENF Rio Dourado”.

b) Estabelecer as melhores condi¢cdes para a maturacdo dos embrides
somaticos obtidos.

c) Observar as diferengas histomorfologicas de calos embriogénicos e

nao-embriogénicos.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Maracujazeiro

A familia Passifloraceae é originaria da Africa, porém é na América
Central onde ocorre a maior diversidade de espécies (Muschner et al., 2012). A
familia € composta por aproximadamente 530 espécies e 400 hibridos artificiais
(Ulmer et al., 2004). Do total de espécies, 153 sdo nativas do Brasil (Flora do
Brasil, 2017) e aproximadamente 130 espécies apresentam potencial econémico
devido aos seus frutos (Carmo et al., 2017).

Em geral, as plantas de maracujazeiro sédo do tipo trepadeiras herbaceas
ou lenhosas, com gavinhas axilares, hermafroditas, dioicas ou andromonoicas.
Possuem folhas alternas, com estipulas presentes, as vezes deciduas, ou
ausentes, peciolo com ou sem nectarios, e lamina simples, lobada a inteira, ou
composta, com ou sem ocelos. As inflorescéncias sao axilares, cimosas ou
racemosas, ou reduzidas a 1-2 flores por n6, com flores periginas ou hipdginas,
actinomorfas ou zigomorfas. O fruto é do tipo baga ou capsula 3-4 valvar. As
sementes sdo comprimidas, ariladas, testa Ossea, com embrido grande,
endosperma oleaginoso e nuclear (Bernacci et al., 2003).

As plantas de maracujazeiro sao consideradas aldgamas, com uma ampla

variabilidade genética devido principalmente as caracteristicas florais e aos gréaos



de podlen que séo pesados e pegajosos, dificultando a polinizacdo anemdfila
(polinizacao pelo vento) e levando a autoincompatibilidade (Bruckner et al., 1995).

Apresentam um conjunto cromossémico diploide (2n=2x=18) para as
principais espécies, tais como P. edulis e P. alata (Storey, 1950; Snow e
MacDougal, 1993); no entanto, também é possivel encontrar algumas espécies
tetraploides (2n=24), hexaploides (2n=36) e octaploides (2n=72) (Martin e
Nakasone, 1970; Snow e MacDougal, 1993; de Melo et al., 2001).

No Brasil, as espécies estéo distribuidas entre os géneros Ancistrothyrsus
Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora L, sendo este ultimo género
o0 principal e o mais representativo no Pais, com 145 espécies descritas (Flora do
Brasil, 2017). O seu cultivo tornou-se expressivo na década de 90, devido aos
investimentos em areas de producao (Meletti, 2011), bem como representa uma
alternativa agricola viavel para pequenas propriedades por fornecer um rapido
retorno econdmico (Meletti, 2011).

Com a valorizacdo no preco dos frutos de maracuja, o mercado que antes
era voltado estritamente para a industrializacdo também aderiu ao de consumo in
natura (Ferraz e Lot, 2007). No fim da década de 90, a cultura do maracujazeiro
apresentou um aumento significativo na producéo, seguido por um declinio nas
décadas seguintes (Tabela 1). Esse comportamento ocorreu devido aos grandes
prejuizos que alguns estados produtores, como Sao Paulo, sofreram por conta da

elevada incidéncia de viroses (Meletti, 2011).

Tabela 1: Producdo e rendimento de maracujd no Brasil no periodo de 1980-
2015.

) Producéo Rendimento
Ano Area Colhida (ha) até 2000 (frutos/ha) até 2000 (frutos/ha)
a partir 2001 (t) a partir de 2001 (t/ha)

1980 6.590 73.230 11.112
1985 9.068 51.108 5.636
1990 25.329 2.643.634 104.372
1995 38.522 2.382.243 87.800
2000 33.428 2.762.808 82.650
2005 35.820 479.813 13.40
2010 62.177 922.334 14.83
2015 50.837 694.539 13.66

Fonte: IBGE 2016 - Producdo agricola municipal 2015. Consultado em
27/09/2016.



Em decorréncia do declinio da producdo de frutos, em 1999, o Instituto
Agrondmico lancou e recomendou aos produtores a utilizagdo de sementes de
cultivares hibridas, e isto influenciou no surgimento de varias agroindustrias de
sucos em diversos estados do Pais (Meletti e Maia, 1999).

Com o passar dos anos e com o aumento dos investimentos no Brasil, foi
possivel observar, no ano de 2016, uma producdo de 703.489 toneladas com um
rendimento de 14,10 toneladas/hectare, sendo que a concentracdo de producéo
foi nos estados da Bahia (342.780 toneladas), Ceara (98.122 toneladas) e Minas
Gerais (39.237 toneladas). Nesse mesmo ano, o Estado do Rio de Janeiro esteve
no décimo sétimo lugar com uma producéo de 5.956 toneladas (IBGE, 2016).

O consumo de P. edulis é popular devido a qualidade de seu fruto, ao alto
vigor hibrido e a produtividade em comparacdo a outras espécies de Passiflora
(Jesus et al., 2017).

O melhoramento genético do maracujazeiro teve seu inicio nos anos 90,
baseando-se na estratégia de selecdo massal (Faleiro et al., 2005). Este método
consiste na escolha de um grande numero de individuos com caracteristicas
fenotipicas semelhantes, que sédo colhidos em conjunto para constituir a geracao
seguinte (Borém e Fritsche-Neto, 2014).

A selecdo massal € um dos métodos mais antigos de melhoramento de
plantas. A preservacao das plantas mais atraentes ou produtivas pelos primeiros
agricultores resultou no aumento da frequéncia de alelos favoraveis (Borém e
Fritsche-Neto, 2014). Assim, a principal finalidade deste método de selecdo é o
aumento da média geral da populacdo por meio da escolha dos melhores
fendtipos (Borém e Fritsche-Neto, 2014).

A eficiéncia da selecdo massal enquadra-se nas caracteristicas que sao
de facil mensuracdo e que possuem consideravel herdabilidade (Faleiro et al.,
2005). No maracujazeiro, essas caracteristicas estdo relacionadas ao formato do
fruto, ao teor de soélidos sollveis totais, a produtividade e ao vigor vegetativo.

A partir de entdo, grupos de pesquisa voltados para o melhoramento do
maracujazeiro foram surgindo, como exemplo, o grupo de melhoramento de
maracujazeiro-azedo da Universidade Estadual do Norte Fluminense—Darcy
Ribeiro (UENF).

O grupo de melhoramento da UENF iniciou em 1998 com a coleta de

genatipos de P. edulis Sims em trés distintas regides produtoras do Estado do Rio



de Janeiro (Viana et al., 2003). Inicialmente, foram realizados delineamentos
genéticos apropriados para a obtencdo de progénies, e, com base nos resultados,
optou-se pela elaboracdo de um grupo de selecao recorrente intrapopulacional de
maracujazeiro-azedo (de Morais Silva et al., 2009).

A selecéo recorrente € um dos métodos de melhoramento que se destaca
pela sua finalidade, que & aumentar a frequéncia dos alelos favoraveis nas
populacdes, mantendo seu desempenho médio na expressdo do carater e a
variabilidade necessaria no decorrer dos ciclos de selecdo subsequentes (Heinz
et al., 2012).

ApoOs anos de estudos com a espécie P. edulis, no ano de 2015, foi
registrada pela UENF, junto ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Fornecimento
(MAPA), a cv. “UENF Rio Dourado”, registrada pelo Servico Nacional de Protecdo
ao Cultivar (SNPC).

A cv. “UENF Rio Dourado” é caracterizada pela presencga de frutos grandes
(aproximadamente 76 mm) com um conteudo de sdlidos soluveis de 13,50 ° Brix e
pH de 3,20, e, em termos de produtividade, apresenta um valor médio de 250
frutos, um rendimento de 25 toneladas/hectare e um peso de
aproximadamentel75 gramas por fruto (Viana et al., 2016).

3.2. Cultura de tecidos vegetais e embriogénese somatica

A cultura de tecidos vegetais, ou a cultura asséptica de células, tecidos e
orgdos, € uma ferramenta importante para estudos basicos e aplicados, bem
como para aplicacdo comercial (Thorpe, 1990). Sua origem deve-se aos estudos
de Haberlandt, em 1902, que sugeriu a possibilidade do cultivo artificial de
embrides de células vegetais, levando-o a introduzir o conceito de totipoténcia
(Krikorian e Berquam, 1969), que € a capacidade de células vivas, que possuem
um conjunto de cromossomos normais, regenerarem uma planta completa
(Thorpe, 1990). Durante o periodo compreendido entre 1940 e 1960, estudos
avancados acerca da cultura de tecidos foram realizados, desde a erradicagao de
virus, a partir da cultura de meristema, da obtencdo de células isoladas e das

culturas em suspensdo, até a obtencdo de células a partir de culturas



embrionérias. Nesse periodo, surgiram a maioria das técnicas utilizadas até os
dias atuais (Thorpe, 1990, 2007).

Em 1990, foi observada uma expansao continua na aplicacdo da cultura
de tecidos para um numero crescente de plantas. Esta técnica foi utilizada no
cultivo de cereais, gramineas, leguminosas, frutas tropicais, oleaginosas,
espécies florestais e ornamentais (Thorpe, 2007). A cultura de tecidos vegetais
também permitiu a melhor compreenséo sobre o desenvolvimento vegetal, a partir
de estudos bioquimicos, citogenéticos e moleculares, na descoberta de
substancias e enzimas de interesse, que geraram outras demandas de pesquisa,
assim como propiciou a utilizagdo da técnica para obtencdo de plantas
geneticamente transformadas (Thorpe, 2007).

O emprego de técnicas da cultura de tecidos no maracujazeiro envolve
micropropagacdo, estudos fisiologicos, protoplastos e hibridizagdo somética,
transformacdo genética, ginogénese e androgénese, conservacao in vitro e
selecdo in vitro para resisténcias a doencas (Otoni et al., 2013).

A embriogénese somatica é considerada uma poderosa ferramenta
utilizada na cultura de tecidos vegetais (Campos et al.,, 2017) como uma
alternativa para a propagacdo massal, pois permite a formacdo de mudltiplos
embribes geneticamente idénticos, evitando a espera para a seguinte estacdo
reprodutiva. Mostra-se também como um novo modelo de sistema nos métodos
agricolas tradicionais (Smertenko e Bozhkov, 2014; Kumar e Van Staden, 2017) e
para estudos bioquimicos, moleculares, morfoldgicos e fisioldgicos (Castro et al.,
2010).

E um processo de desenvolvimento pelo qual uma Unica célula somatica,
ou um grupo de células somaticas, se desenvolve e se diferencia em embrides
somaticos sob condi¢des apropriadas de cultivo in vitro (Verdeil et al., 2007; Yang
e Zhang, 2010; Guan et al., 2016).

Esses embribes soméaticos passam pelos estadios de desenvolvimento
similar aos da embriogénese zigoética, sendo os estadios globular, torpedo,
codiforme e cotiledonar, onde posteriormente se desenvolvem em plantas inteiras
(Zimmerman, 1993; Yang e Zhang, 2010).

A embriogénese somatica foi inicialmente observada em 1958 por Stewart

e colaboradores e Reinert (George et al., 2008). Nesses trabalhos classicos, os
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autores observaram o desenvolvimento de embrides soméaticos em suspensdes
celulares, que foram induzidas a partir de tecidos de raiz de cenoura (Vasil, 2008).

A embriogénese somatica pode se tornar uma rotina de micropropagacao
amplamente utilizada (Vasil, 1994) e vem alcancando um numero crescente de
estudos em diversas espécies de plantas (Vasil, 1994; de Feria et al., 2003;
George et al., 2008) principalmente devido a escolha de explantes, aos meios de
cultura e as condi¢cdes de ambiente apropriadas (George et al., 2008).

A embriogénese somatica pode ser dividida em quatro fases e/ou etapas:
(A) inducdo em meios suplementados com reguladores de crescimento como
auxinas e citocininas; (B) multiplicagdo em meio contendo auxinas em baixas
concentracdes; (C) maturacdo na auséncia de reguladores de crescimento e/ou
na presenca de acido abscisico (ABA) e agentes osmaticos; e (D) germinagdo em
meio de cultura isento de reguladores de crescimento (Guerra et al., 1999).

A fase de inducdo pode ser alcancada por um tecido somético em
condicBes especificas de cultura (Guerra et al., 2000) por meio de estimulos
fisicos (estresses) ou quimicos (reguladores de crescimento) (Verdeil et al., 2007).

Um dos estimulos mais documentados na literatura para a inducdo é o
uso do regulador de crescimento vegetal 2,4-D, uma auxina sintética (Dudits et
al., 1991; Thorpe e Stasolla, 2001; Fehér et al., 2003). Todos os estimulos
submetidos a célula no processo de inducdo podem promover a reprogramacao
génica necessaria para que células somaticas tornem-se células embriogénicas
(Verdeil et al., 2007).

Outros reguladores de crescimento, como a 6-benziladenina (BA), vém
sendo utilizados para a regeneracdo em embriogénese somatica, em baixas taxas
ou combinados com outras auxinas em diversas espécies como as gramineas
(Chaudhury e Qu, 2000).

Mudancas de carater epigenético como metilagdo do DNA, modificacbes
pos-traducionais de histonas e micro RNa (miRNA) regulam o nivel de expressao
génica durante a embriogénese somatica (Wang e Wang, 2012; Smertenko e
Bozhkov, 2014). A exposi¢cdo a auxina aumenta os niveis de metilacdo do DNA,
levando a divisédo e a desdiferenciagéo celular (von Aderkas e Bonga, 2000).

Portanto, as mudangas dindmicas na estrutura da cromatina por metilagéo

do DNA na presenca de 2,4-D conduzem a reprogramacgdo génica em células
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somaticas e sdo expressas em centenas de genes especificamente necessarios
para adquirir a competéncia embriogénica (Karami e Saidi, 2010).

Os genes Somatic Embryogenesis receptor Kinase (SERK) sédo genes
considerados como marcadores moleculares de células, que apresentam
competéncia embriogénica (Schmidt et al., 1997; Rocha et al., 2015Db).

Esses genes pertencem a uma superfamilia bem-conservada de receptor
tipo quinase de repeticao rica em leucina (LRRRLK) e sdo responsaveis por uma
variedade de processos de transducédo de sinal em plantas (Baudino et al., 2001).

A expressdo SERK é considerada como um marcador molecular na
embriogénese soméatica por estar relacionado com a aquisicdo da competéncia
celular, envolvido no inicio da formacdo de massas pré-embriogénicas até a
formacao dos embrides no estadio globular (Schmidt et al., 1997).

Dois mecanismos sao importantes para a formacdo das células
embriogénicas: divisdo assimétrica e controle da expanséao celular (de Jong et al.,
1993). A divisdo assimétrica é promovida pelos reguladores de crescimento, que
alteram a polaridade por interferéncia no gradiente de pH ou o campo elétrico em
torno das células (Smith e Krikorian, 1990); e a capacidade de controle da
expansao celular estad associada a polissacarideos da parede celular em relacao
a enzimas hidroliticas (de Jong et al., 1993; von Arnold et al., 2002). Apds a
formacdo dos calos embriogénicos, estes continuam a proliferar, formando
massas pré-embriogénicas (Nomura e Komamine, 1985).

Na fase de multiplicacdo ou proliferacdo, o calo embriogénico é mantido
em um meio de cultura semelhante ao usado na inducéo, e o pH é essencial para
manter as culturas nesta fase (von Arnold et al., 2002), pois o pH baixo (4cido) &
de alguma forma prejudicial para a producao inicial dos pré-embrides (Smith e
Krikorian, 1990).

As culturas embriogénicas de algumas espécies e/ou genétipos podem
ser subcultivadas por um longo periodo, mantendo o seu potencial embriogénico,
porém a ocorréncia de variagcdo somaclonal aumenta com o cultivo prolongado.
Dessa forma, as culturas embriogénicas ndo devem ultrapassar o periodo de seis
meses de cultivo, sendo que, a partir do estabelecimento das células
embriogénicas, € possivel criopreserva-las para estudos futuros (von Arnold et al.,
2002).
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A transicdo de massas pré-embriogénicas a embrides representa um
passo importante, pois € uma fase de ligacdo entre a proliferacdo e a organizacao
do desenvolvimento embrionario (von Arnold et al., 2002). Apds essa transicao,
ocorre a fase de maturacdo, que é marcada pelas alteracbes morfologicas e
bioguimicas, com a expansdo dos érgaos de armazenamento e os cotilédones.
Concomitantemente, ocorre a repressdao da germinacdo e a aquisicao de
tolerancia a dessecacdo (Thomas, 1993). O periodo da maturacédo e a qualidade
dos embrides somaticos séo fatores limitantes para que ocorra a conversado dos
embrides somaticos em plantulas (Guan et al., 2016).

As substancias mais usadas para promover a maturacdo de embrides
somaticos sdo o0 ABA, agentes osmaéticos como o polietilenoglicol (PEG),
carboidratos e carvao ativado (Thorpe, 1990; Pan e Van Staden, 1998; von Arnold
et al., 2002; Lakshmanan et al., 2005). Nesta fase, € importante que o agente
osmotico seja capaz de influenciar no desenvolvimento posterior dos embrifes
somaticos, possibilitando que a dessecacao ndo afete o sucesso da germinacao
do embrido (von Arnold et al., 2002).

O ABA é um agente importante para o estimulo a maturacdo, provocando
mudancas morfolégicas no padrdo de expressao génica e no metabolismo de
substancias de reserva (Salajova et al., 1999), o que leva ao desenvolvimento
normal dos embrides somaticos e a sua conversdo em plantula em varias
espécies (Stasolla e Yeung, 2003).

O PEG é um agente osmoético nao plasmolizante, que apresenta alta
densidade e ndo penetra nas células vegetais (Svobodova et al., 1999). Em suma,
a adicdo no meio de cultura reduz a disponibilidade de agua, simulando as
condicBes de desenvolvimento do embrido zigético, que promove a diferenciacao

celular (Stasolla e Yeung, 2003).

3.3. Embriogénese somatica em Passiflora sp.

O primeiro relato sobre a indugdo da embriogénese somatica no género
Passiflora sp. foi por meio do estabelecimento de suspensdes celulares derivadas

de explantes foliares de Passiflora giberti N.E Brown suplementados com picloram
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(Otoni et al., 1995). Essas suspensdes celulares obtidas foram utilizadas para
estabelecer um protocolo de regeneracéo a partir de protoplastos isolados (Otoni
et al., 1995; Anthony et al., 1999).

Um protocolo reproduzivel para P. cincinnata Masters foi obtido a partir do
uso de embribes zigéticos com a utilizacdo de combinacdes de 2,4-D e BA,
obtendo-se a formacdo de embrides somaticos até a regeneracdo em plantas
(Silva et al., 2009).

Outros trabalhos empregando o protocolo de (Silva et al.,, 2009) foram
realizados com diferentes intuitos, mostrando evidéncias histoquimicas e
histocitolégicas de P. cincinnata (Rocha et al., 2012), estudo de comparacédo das
respostas morfogenéticas em diferentes espécies de Passiflora sp. (P. edulis
populacao Araguari “FB100”, P. alata, P. crenata, P. foetida, P. giberti (Rosa et al.,
2014) e estudos para a obtencdo de embrides soméaticos nos diferentes estadios
de desenvolvimento até a regeneracdo em plantas de P. miniata e P. speciosa
(Ferreira et al., 2015).

Para o estudo de embriogénese somética da espécie P. edulis, poucos
trabalhos foram encontrados na literatura. Ao propor protocolo de regeneragéo,
embrides zigodticos de trés populagdes de Araguari “FB100”, “FB200” e “FB300”
foram submetidos a altas concentracdes de 2,4-D combinado com 6-
benziladenina (BA) e obtiveram a inducdo em embrifes somaticos, no entanto,
nao houve a regeneracao em plantas (Pinto et al., 2011).

Outra proposta foi usar embrides zigéticos da populacédo “FB 300" e
submeté-los a diferentes concentracdes de Picloram, 6-benzilaminupurina (BAP)
e Thidiazuron (TDZ), o que possibilitou a inducdo de embrides somaticos até o
estadio globular. Posteriormente, o0s autores caracterizaram a evolucdo
histoquimica e analise histomorfolégica nesse estadio. Observaram a formacao
de estruturas arredondas e organizadas, citoplasma denso e alta por¢do nuclear
apoiando a presenca de embrides globulares. Ao mesmo tempo, durante a
evolucdo histoquimica, puderam observar que compostos proteicos de reserva
sao utilizados para a formacgéo desses embrides globulares (da Silva et al., 2015).

A analise histomorfologica é uma ferramenta de importante influéncia na
otimizacdo e validagcéo de protocolos de organogénese e embriogénese somética
em Passiflora sp. (Otoni et al.,, 2013). Para uma melhor compreensdo dos

aspectos estruturais envolvidos em culturas embriogénicas, estudos citologicos
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sdo realizados com diversas finalidades para mostrar as diferencas nas
organizacdes celulares e os padrées que compreendem essa via de regeneracao
em variadas espécies de plantas (Verdelil et al., 2007; Rocha et al., 2012; Silveira
et al., 2013; Vale et al., 2014; Steiner et al., 2016).

Calos embriogénicos de S. officinarum sédo formados por agrupamentos
pequenos e isodiamétricos de células, que contém nucleos proeminentes e
citoplasma denso, sendo estes aglomerados estruturas redondas e delimitadas
por uma camada de células organizadas. Em contraste, calos ndo-embriogénicos
apresentam aspecto translicido com células grandes, altamente vacuoladas,
alongadas e dispersas, as quais ndo formam estruturas organizadas como as

observadas em calos embriogénicos (Silveira et al., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material vegetal

Sementes maduras de maracuja-azedo P. edulis cv. “UENF Rio Dourado”
(Figura 1 A) foram obtidas a partir de coleta de frutos maduros na Unidade
Experimental da UENF em Itaocara — Ilha Barra do Pomba (21°40' S, 42°04' W e
altitude de 76 m). Os tegumentos das sementes foram removidos com auxilio de
minimorsa e bisturi para facilitar a posterior retirada dos embrifes zigoticos. As
sementes sem o0s tegumentos (Figura 1 B) foram desinfestadas superficialmente
em camara de fluxo laminar mediante a imersao em alcool etilico 70% (v/v) por 1
minuto, em seguida em hipoclorito de sédio comercial a (2 - 2,5% cloro ativo) por
25 minutos, acrescido de duas gotas do agente dispersante Tween-20 a 0,1%
(v/v) a cada 100 mL -*de solucéo. Posteriormente, as sementes foram submetidas
a quatro enxagues consecutivos em agua destilada e autoclavada e mantidas
overnight em agua destilada estéril. A retirada dos embribes zigdticos das
sementes foi realizada em camara de fluxo laminar. Os embrides zigoticos (Figura
1 C) foram excisados com auxilio de pinca e bisturi e utilizados como explante nos

experimentos de indug¢do da embriogénese somaética.
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Figura 1. Sementes do maracuja-azedo P. edulis Sims cv. UENF “Rio Dourado”.
A) Semente com tegumento. B) Semente sem tegumento utilizada para a
desinfestacdo. C) Embrido zigético excisado a partir da semente. Barras: 0,2 mm.

4.2. Inducédo a embriogénese somatica

Para determinacdo da melhor concentracdo dos reguladores de
crescimento para indugcdo da embriogénese somatica, os embrides excisados da
semente foram inoculados em placas de Petri (90 mm x 15 mm) contendo 20 m L-
L de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g L
de sacarose, 100 mg Lt de mio-inositol e 2 g L'* Phytagel®. O meio de cultura foi
acrescido de diferentes concentracdes de 2,4-D, combinado com 6-benziladenina
(BA). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5.7 e autoclavado a 121 °C por 15
minutos. As culturas inoculadas foram mantidas em camara de crescimento, com
temperatura de 25 °C + 1, e no escuro por aproximadamente 45 dias.

A fim de buscar uma melhor compreensao sobre a inducdo dos calos de
P. edulis cv. “UENF Rio Dourado” e consequentemente a determinagdo de um
protocolo otimizado para a inducdo de calos embriogénicos para essa espécie,
foram realizados dois experimentos de inducéo (Tabelas 2 e 3).

No experimento 1 (Tabela 2), foram testados o efeito da auxina 2,4-D, da
citocinina BA e a interacdo entre esses dois reguladores de crescimento na
indugcdo de calos de P. edulis cv. “UENF Rio Dourado”. Realizaram-se oito
tratamentos com cinco repeticbes, e cada repeticdo contendo cinco embrides
zigoticos.

No experimento 2 (Tabela 3), foram utilizados os tratamentos que
obtiveram as melhores taxas de inducdo de calos no primeiro experimento, sendo

seis tratamentos com quatro repeticoes e cada repeticdo com uma placa
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contendo cinco embribes zigoticos, no qual, objetivou a caracterizagdo dos dois

tipos de calos (embriogénicos e ndo-embriogénicos) oriundos desses tratamentos.

Tabela 2: Tratamento de inducdo a embriogénese somética — 1° Experimento.

Tratamentos 2,4-D (UM) BA (uM)

Controle 0 0

20 2,4-D 20 0

40 2,4-D 40 0

80 2,4-D 80 0

5 BA 0 5
202,4-D +5BA 20 5
40 2,4-D + 5 BA 40 5
80 2,4-D + 5 BA 80 5

Tabela 3:Tratamento de inducédo a embriogénese somatica — 2° Experimento.

Tratamentos 2,4-D (uM) BA (UM)
Controle 0 0
40 2,4-D 40 0
80 2,4-D 80 0
202,4-D +5BA 20 5
40 2,4-D + 5 BA 40 5
80 2,4-D + 5 BA 80 5

Ao final dos 45 dias de cultivo, as culturas foram avaliadas quanto a
frequéncia de embrides zigdéticos que induziram calos (Experimento 1) e quanto a
média geral dos calos embriogénicos e ndo-embriogénicos (Experimento 2). Para
tanto, foram considerados: calos com coloracdo amarelos e friAveis como
embriogénicos; e calos esponjosos e translicidos como nao-embriogénicos
(Campos et al., 2017). Posteriormente, as culturas foram transferidas para meio
de multiplicacdo a cada 21 dias, por trés multiplicacdes consecutivas, sob as
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente, com a finalidade de multiplicar os

calos embriogénicos.
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4.3. Maturacgao e analise histomorfolégica de calos embriogénicos e ndo-

embriogénicos

Para o experimento de maturacéo, foram utilizados calos embriogénicos e
nao-embriogénicos obtidos nos tratamentos (controle; 40, 80 uM 2,4-D; 20, 40, 80
UM 2,4-D + 5 uM BA), que foram selecionados em funcédo dos resultados do 2°
experimento de inducdo. Foram utilizadas placas de Petri (90 mm x 15 mm)
contendo 20 m L de meio de cultura MS com 30 g L de sacarose, 2 g L de
Phytagel®, 100 mg L' de mio-inositol e carvdo ativado (CA) em diferentes
concentracfes no 1° experimento (Tabela 4), e no 2° experimento com apenas
uma concentracdo de carvao ativado e adicdo de Polietilenoglicol (PEG) (Tabela
5). Nos dois experimentos, foram utilizados quatro tratamentos com cinco
repeticbes por tratamento, e cada repeticdo foi composta por uma placa contendo
trés calos com 300 mg de matéria fresca.

As culturas foram mantidas em sala de cultivo a 25 °C = 1 no escuro por
sete dias e depois em fotoperiodo de 16h por 28 dias, no primeiro experimento, e
56 dias, no segundo experimento, com intensidade luminosa de 55 pmol m= s

As culturas foram avaliadas por meio da contagem do numero de
embrides soméaticos produzidos nos estadios globular e cotiledonar, sendo: 1°
experimento aos 28 dias; 2° experimento aos 28 e 56 dias.

No segundo experimento, foi realizada a avaliacdo de matéria fresca
inicial (900 mg/placa) e matéria fresca ao final dos 28 dias de cultivo. E apds esse

mesmo periodo, foi realizada a analise histomorfologica das culturas.

Tabela 4: Tratamentos utilizados no 1° experimento de maturacdo com o uso de
carvao ativado (CA) em diferentes concentragdes.

Tratamentos CA (g/L)
Controle 0
CA10 1,0
CA1l5 15

CA 3,0 3,0
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Tabela 5: Tratamentos utilizados no 2° experimento de maturacdo com o0 uso de
carvao ativado (CA) e polietilenoglicol (PEG).

Tratamentos CA (g/L) PEG (%)
Controle 0 0
CA 1,5 0
CA/PEG 1,5 6
PEG 0 6

A andlise histomorfoldgica foi realizada para calos embriogénicos e nao-
embriogénicos para os tratamentos controle e os tratamentos com 1,5 g L de
carvao ativado e PEG 6% do 2° experimento de maturacdo aos 28 dias de cultivo.
Os calos foram fixados em solucdo contendo gluteraldeido (2,5 %) e formaldeido
(4 %) diluidos em tampéao fosfato (0,1 M) pH 7,2 por, no minimo, 48 horas. Para
preparar as amostras para microscopia 6ptica, as amostras foram desidratadas
por duas vezes, em uma seérie de etandlica crescente de 30, 50, 70, 90 e 100%,
com 1 hora em cada concentracdo. Apos a desidratacdo, as amostras foram
infitradas com historesina e etanol 100% (1:1, v/v) durante 12 horas, e
subsequentemente, com 100% historesina durante 24 horas e, em seguida,
emblocadas em historesina Leica® (Silveira et al., 2013). Ap6s o emblocamento,
seccdes (cerca de 5 uym de espessura) foram cortadas e coradas com uma
solucéo de 1% de azul de toluidina. As laminas foram observadas em microscépio
optico Axioplan ZEISS, adaptado com camera digital AxioCam MRc5 para captura
de imagens e software Axio Vision LE versdo 4.8 para analise das imagens.

4.4. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas em delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), e os dados referentes a obtencdo de calos
embriogénico e nao-embriogénicos, bem como de maturacdo e matéria fresca,
foram submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo
teste SNK a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico R (R Core
Team 2014).
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5. RESULTADOS

5.1. Inducdo da embriogénese somatica

No experimento 1, foram testados o efeito da auxina 2,4-D, da citocinina
BA e a interagdo entre esses reguladores de crescimento na inducéo de calos de
P. edulis cv. “UENF Rio Dourado” (Tabela 2).

Os tratamentos 40, 80 uM 2,4-D e 20 40 e 80 pM 2,4-D + 5 uM BA
apresentaram as maiores porcentagens de inducéo, entre 92 e 100% de calos por
tratamento (Tabela 6). Dentre os tratamentos que induziram a formacéao de calos,
o tratamento 20 uM 2,4-D foi 0 que apresentou a menor porcentagem de inducao,
16% (Tabela 6), o que demonstra que a inducéo de calos em P. edulis cv. “UENF
Rio Dourado” demanda concentracées mais altas de auxina, ou sua combinacao
com uma citocinina.

No inicio da formacéo das massas pré-embriogénicas, foram observados
dois padrbes de formacao, alguns na regido do eixo embrionéario (Figura 2 A) e
outros na regido cotiledonar do embrido zigético (Figura 2 B).

Em relacdo aos aspectos morfologicos dos calos obtidos, foi possivel
verificar que os calos nao-embriogénicos apresentaram aspecto esponjoso e
coloragédo translucida (Figura 2 C), e os calos embriogénicos apresentaram
aspecto friavel e coloragdo amarelo-brilhante (Figura 2 D).

Ao final do periodo de multiplicacéao, o tratamento 20 uM 2,4-D + 5 uM BA

apresentou a formacéo de regides contendo alguns embrides no estadio globular
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(Figura 2 E). Em adigéo, o tratamento controle e 5 pM de BA né&o induziram a

formacao de calos (Figura 2 F).

Tabela 6: Porcentagem de inducado dos calos por tratamento.

Tratamentos Inducao (%)

Controle 0,0c

20 2,4-D 16b

40 2,4-D 100a

80 2,4-D 100a

5 BA 0,0c
202,4-D +5BA 100a
40 2,4-D +5BA 92a
80 2,4-D +5BA 100a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de SNK (P<0,05). n=5

Figura 2: Padrao de inducdo e desenvolvimento da embriogénese somatica na
cultura de P. edulis cv. UENF “Rio Dourado”. A) Inicio da inducédo na regido do
eixo embrionario. B) Inicio da inducdo na regido cotiledonar. C) Calo néo-
embriogénico. D) Calo embriogénico. E) Embrido no estadio globular no 20
uM2,4-D + 5 uM BA. F) Germinacédo dos embrides zigéticos submetidos ao meio
controle. Barras: A, B, E: 0,5 mm. C, D, F: 0,2 mm.
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No experimento 2, foi possivel observar que os tratamentos com a
combinagao de 2,4-D e BA nas concentragdes de 20, 40 e 80 uM 2,4-D + 5 pM
BA resultaram na maior porcentagem de calos embriogénicos formados de 60 e
54% respectivamente (Tabela 7), ndo diferindo estatisticamente entre si. Este
resultado demonstra a importancia do balango auxina citocinina na inducao dos
calos de P. edulis cv. “UENF Rio Dourado”. Os tratamentos contendo 40 e 80 uM
de 2,4-D mostraram as menores taxas de formacdo de calos embriogénicos,
sendo 2% e 9%, respectivamente (Tabela 7). Esses tratamentos apresentaram
calos com aspectos ndo-embriogénicos, com coloragao translicida e aspecto ndo
friavel (Figura 3 A).

Tabela 7: Porcentagem de inducdo dos calos embriogénicos e nao-
embriogénicos por tratamento.

Tratamentos Embriogénicos (%) N&o-embriogénico (%)
Controle Ob 100 a
40 2,4-D 2b 98 a
80 2,4-D 9b 91 a
20 2,4-D + 5 BA 60 a 40 b
40 2,4-D +5BA 54 a 46 b
802,4-D +5BA 54 a 46 b
CV (%) 28,8 12,8

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de SNK (P<0,05). n=4.

Durante o periodo de inducéo, foi possivel observar que, nos tratamentos
20, 40 e 80 uyM 2,4-D + 5 uM BA, alguns calos apresentaram aspecto
embriogénico e ndo-embriogénico (Figura 3 B), com as porcdes embriogénicas
formadas por aglomerados celulares de coloragdo amarela. Nestes mesmos
calos, também foi possivel ver que, em algumas por¢cdes embriogénicas, ocorreu
a formacao de estruturas semelhantes a embrides globulares, no decorrer do
altimo subcultivo na fase de multiplicacdo (Figura 3 C).
No final da fase de multiplicacédo, verificou-se a formacédo de embribes
somaticos no estadio globular, principalmente no tratamento 20 uM 2,4-D + 5 uM
BA (Figura 3 D).
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Figura 3: Padrbes de inducao e desenvolvimento da embriogénese soméatica na
cultura de P. edulis cv. UENF “Rio Dourado”. A) Calo ndo-embriogénico. B) Calo
com porcdo embriogénica e ndo-embriogénica encontrado nos tratamentos com
20, 40 e 80 pM 2,4-D + 5 uM BA. C) Estruturas organizadas semelhantes a
embrides globulares na fase de multiplicacdo (setas). D) Embrides somaticos no
estadio globular ao final da fase de multiplicacdo. Barras: A, B: 0,2 mm. C, D: 0,1
mm.

5.2. Maturacao e andlise histomorfoldgica de calos embriogénicos e nédo-

embriogénicos

Na maturacdo dos calos de P. edulis cv. “UENF Rio Dourado” também
foram realizados dois experimentos. No primeiro, testou-se a influéncia do carvao
ativado na maturacéo dos calos e, no segundo, a influéncia do carvao ativado, do
PEG e a interacdo desses dois promotores de maturacgéo.

Apés a inducdo, as culturas foram submetidas aos tratamentos de
maturacdo, em que foi observado que o tratamento contendo 1,5 g L' de CA
apresentou a maior média de formacdo de embrides somaticos, 7,6 embrides por
placa (Tabela 8). No tratamento controle, ndo foi observada a formacdo de
embrides somaticos, enquanto, nos tratamentos 1,0 e 3,0 g L'* CA, ocorreram as
menores médias de formacéo de embriées somaticos, 0,4 e 1,4 embrides (Tabela
8).
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Tabela 8:Taxa de maturacdo (média de embrides) do 1° experimento aos 28 dias
de cultivo.

Tratamentos (g/L) N °embrides
Controle 0,0b
CA1,0 0,4b
CA1l5 76a
CA 3,0 1,4b
CV (%) 79,3

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de SNK (P<0,05). n=5.

No segundo experimento, além do numero total de embrides formados,
também foi avaliado o niumero de embribes somaticos por estagio (globular e
cotiledonar) (Figura 4 A, C, D), de forma a verificar se havia a progressdo dos
embrides somaticos.

Aos 28 e 56 dias de maturacdo, os tratamentos, controle e CA (1,5
g/L)/PEG (6%) n&o apresentaram maturagdo das culturas. Notou-se que o
tratamento que promoveu a diferenciacdo do maior nimero de embrides foi o
PEG (6%), com uma média de 10,6 embribes globulares e 14,0 embrides
cotiledonares por placa aos 56 dias de cultivo. Enquanto isso, o tratamento CA
(1,5 g/L) apresentou uma média de 3,6 para embrides globulares e 4,4 para

embrides cotiledonares aos 56 dias de cultivo (Tabela 9).

Tabela 9: Numero médio de embrides (embrides/placa) nos estadios globular e
cotiledonar aos 28 dias e 56 dias em diferentes tratamentos de maturagéo no 2°
experimento.

28 dias | 56 dias
Tratamentos Globular Cotiledonar Globular Cotiledonar
Controle 0,0c 0,0c 0,0c 0,0c
CA(1,59/L) 3,2b 3,8b 36b 44Db
CA (1,5 g/L)/PEG (6%) 0,0c 0,0c 0,0c 0,0c
PEG (6%) 8,2a 11,6 a 10,6 a 14,0 a
CV (%) 36,8 60,2 40,0 49,5

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de SNK (P<0,05). n=5.
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Na fase de maturacdo das culturas embriogénicas, foi observado que, o
tratamento controle n&o influenciou na maturacdo (Tabela 9); no entanto,
apresentou o0 maior incremento em matéria fresca final aos 28 dias de maturacao
(Tabela 10). A matéria fresca final dos tratamentos CA (1,5 g/L), CA (1,5 g/L)/PEG
(6%) e PEG (6%) nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 10).

Tabela 10: Incremento em matéria fresca inicial e final e total do aumento da
matéria fresca aos 28 dias de maturacao.

Matéria fresca Matéria fresca
Tratamentos . .
Inicial (g) Final ()
Controle 0,9 25a
CA(1,549/L) 0,9 1,3b
CA (1,5 g/L)/PEG (6%) 0,9 1,1b
PEG (6%) 0,9 15b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si de
acordo com o teste de SNK (P<0,05). n=4. CV (%) 15,9.

Neste trabalho, ndo foi possivel contabilizar, de forma consideravel,
embrides no estadio torpedo e codiforme; no entanto, foi possivel registrar a
presenca do embrido no estadio codiforme (Figura 4 B).
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Figura 4: Embrides somaticos na maturacdo de P. edulis cv. “UENF Rio
Dourado”. A) Embrido globular. B) Embrido codiforme. C D) Embrides
cotiledonares. Barras: 0,2 mm

Com o intuito de observar a dindmica dos calos embriogénicos e néo-
embriogénicos de P. edulis cv. UENF “Rio Dourado”, foi realizado o estudo
histomorfol6gico com os tratamentos Controle - correspondente aos calos ndo-
embriogénicos, e PEG (6%) (melhor tratamento de maturacdo) para este estudo.

O calo era definido como embriogénico e ndo-embriogénico durante cada
subcultivo por meio das coloracGes e aspectos que apresentavam (Figura 5 A e
B). O calo ndo-embriogénico exibiam um aspecto esponjoso ou uma massa mole
com coloracdo translicida e, a cada subcultivo, os calos apresentavam um
grande incremento em matéria fresca (Figura 5 A). O calo embriogénico
apresentava um aspecto compacto e coloracao amarelo-brilhante (Figura 5 B).

Na analise histomorfolégica, foi possivel observar que, ao serem
transferidos para o meio de maturacdo, os calos com aspecto ndo-embriogénico
mantiveram a mesma morfologia e, anatomicamente, apresentaram células
dispersas, com vacuolos grandes e formas largas ou alongadas (Figura 5 D).
Enquanto os calos embriogénicos eram de aspecto compacto e suave, com
clusters embriogénicos (Figura 5 C); anatomicamente, essas células eram
pequenas e isodiaméticas, com nucleos proeminentes e citoplasma denso (Figura
5E).
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Figura 5: Aspectos gerais do estudo histomorfolégico de P. edulis cv. “UENF Rio
Dourado” no 2° experimento de maturagdo aos 28 dias de cultivo. A) Calo ndo-
embriogénico. B) Calo embriogénico. C) Regides com células organizadas e
formacdo de pro-embribes (circulo vermelho) que precederam a formacao de
embrides no tratamento de maturacdo (PEG 6%). D) Anatomia do calo néao-
embriogénico (setas indicando ortocromatia). E) Anatomia do calo embriogénico
(setas indicando as paredes metacromaticas). Barras: A, B: 0,2 mm. C, D, E: 100,
50, 20 um, respectivamente.



28

6. DISCUSSAO

6.1. Inducdo da embriogénese somatica

Embora haja semelhanca nos processos de embriogénese zigdtica e
embriogénese somatica, o desenvolvimento de embrifes zigéticos comeca a
partir da fertilizacdo e da formacao do zigoto, enquanto que as células sométicas
adquirem competéncia embriogénica como resultado de diferentes estimulos
fisicos e quimicos (Karami et al., 2009).

Fatores como reguladores de crescimento vegetal sdo determinantes para
a otimizacdo de trabalhos com embriogénese somatica (Dudits et al., 1991). De
modo geral, as auxinas e citocininas estdo entre o0s principais reguladores de
crescimento envolvidos no ciclo celular das plantas, sendo responsaveis pelos
processos de divisdo e diferenciacao celular (Fehér et al., 2003; Pinto et al.,
2011).

Além disso, outro fator importante € o gendtipo da planta matriz doadora
dos explantes utilizados, que, juntamente com o tipo de auxina escolhido,
exercem a influéncia fundamental para que ocorra a competéncia embriogénica
(Guerra et al., 2001).

A utilizacdo de embrides zigoticos como fonte de explante para a indugéo
da embriogénese somatica em espeécies de Passiflora sp. jA € reportada na

literatura e apresenta resultados positivos para a obtencdo de culturas
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embriogénicas (Silva et al., 2009; Pinto et al., 2011; Rosa et al., 2014, da Silva et
al., 2015; de Oliveira Prudente et al., 2017).

Em relacdo a uma extensa base de experimentacdo com diversas
variedades de plantas, as auxinas exogenas aplicadas no cultivo in vitro sdo
consideradas indutores-chave para o desenvolvimento embriogénico em células
somaticas de plantas, pois sdo mediadoras de uma cascata de transducdo de
sinais, levando a reprogramacao génica, que, ao induzir um calo desorganizado
e/ou organizado polarmente, este pode culminar na formacdo de um embrido
somatico (Dudits et al., 1991).

No presente trabalho, foi possivel observar que a utilizacdo de auxina,
bem como entre auxina e citocinina levaram a via de embriogénese soméatica
indireta, com a formacédo de calos e posteriormente a conversdo em embribes
somaticos.

Em ambos os experimentos, os melhores resultados obtiveram-se com 40
e 80 uM 2,4-D isolado e combinado com 5 puM BA (1° experimento) e 20, 40 e 80
uM 2,4-D + 5 uM BA (2° experimento), o que mostrou que, para iniciar a
embriogénese somatica, foi necessario o estimulo causado pelas altas
concentracdes de auxinas isolada e/ou combinada com citocinina.

Resultados semelhantes foram observados por (Silva et al., 2009; Pinto et
al., 2011; Rocha et al., 2012; Ferreira et al., 2015; de Oliveira Prudente et al.,
2017), que obtiveram a inducéo de culturas embriogénicas com a combinacdo de
auxina/citocinina em diferentes espécies de Passiflora sp. Outros trabalhos
utiizando auxina isolada e/ou combinada também foram reportados na
embriogénese somatica a partir de embrides zig6ticos como F. sellowiana (Guerra
et al., 2001); C. nucifera (Perez-Nunez et al.,, 2009) e C. Papaya (Vale et al.,
2018).

Nos respectivos experimentos, a utilizacdo do tratamento controle e 5 pM
BA (1° experimento) e o controle (2° experimento) ndo induziram a formacédo de
culturas de calos, mostrando-se necessaria a utilizacdo de agentes indutores para
dar o inicio ao processo de embriogénese somética de P. edulis cv. “UENF Rio
Dourado”.

Semelhantemente, Silva et al. (2009) nao obtiveram a formacéo de
culturas de calos no tratamento controle e 4,4 uM de BA, que resultou apenas na

germinacdo dos embrides zigoticos. Fatores genéticos e fisiologicos sao
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importantes no processo embriogénico influenciando para que o padrao de gene
ja expresso em um determinado tecido possa ser substituido por um novo
programa de expressao dos genes embriogénicos (Zeng et al., 2007).

A aplicacdo da auxina induz o potencial embriogénico das células
somaticas quiescentes mitoticamente (Karami et al., 2009). O 2,4-D pode
estimular essa indugéo, pois age duplamente por meio do estimulo, sendo um
promotor do estresse, e por atuar como uma auxina diretamente ou interferindo
no metabolismo do &cido indolacético (AlA), que é uma auxina enddgena nos
vegetais (Fehér et al., 2002).

No processo de inducdo da embriogénese somatica e/ou outros tipos de
embriogénese, diferentes genes séo responsaveis por regular o desenvolvimento
das plantas (Fehér, 2015). Na embriogénese somatica, a expressao de genes da
familia SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) séo consideradas como
marcadores moleculares da aquisicdo da competéncia celular, envolvido
principalmente do inicio da inducdo até a formacdo do embrido no estadio
globular (Schmidt et al., 1997).

Estudos referentes a expressao do gene SERK ja foram relatados em C.
nucifera (Perez-Nunez et al., 2009) e P. edulis “FB100” (Rocha et al., 2015a), que
mostram gque a sua expressao esta relacionada a fase inicial da embriogénese
somatica, principalmente nas regiées pro-embriogénicas até a fase globular.

A utilizacdo do tratamento de inducéo de 20 uM 2,4-D + 5 uM BA permitiu
a obtencao de calos embriogénicos que progrediram para a formagéo dos clusters
embriogénicos, os quais precederam a formacéo de embrides globulares ao final
do periodo de inducao (Figura 4 C). Resultados semelhantes foram conseguidos
em P. cincinnata, em que o tratamento com 18,1 uM 2,4-D + 4,4 uM BA resultou
nas maiores porcentagens de inducédo e na formacao de clusters embriogénicos
que precederam a formacédo de embrides globulares antes da maturacéo (Silva et
al., 2009).

6.2. Maturacao e analise histomorfologica de calos embriogénicos e néao-

embriogénicos
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Apbs o processo de inducdo pelo estimulo adequado da auxina, as
células competentes comecam a formar embrides somaticos no processo de
maturacdo, que geralmente ocorre com a remoc¢ao da auxina e a adicdo dos
promotores de maturacédo (Silveira et al., 2013).

A maturacdo € a fase mais critica na embriogénese somética, pois €
nesta etapa que ocorre a expansao, a diferenciagdo e o acumulo de substancia
de reservas que ir4 ser determinante para a posterior fase de germinacédo e a
regeneracdo dos embrides somaticos em plantulas (Mishra et al.,, 2012). No
primeiro experimento de maturagdo, como descrito anteriormente, pode-se
observar que o maior nimero de embrides foi obtido no tratamento com 1,5 g L*
CA. Resultados semelhantes foram obtidos por Silva et al. (2009) com P.
cincinnata, que, ao usar carvao ativado no meio de diferenciagdo, observou o
aumento dos clusters embriogénicos, os quais diferenciaram em embrides nos
diferentes estadios.

A suplementacdo do meio de cultura com carvao ativado influenciou na
maturacdo de embrides sométicos de B. orellana (Paiva Neto et al., 2003).
Durante o cultivo in vitro, diversos compostos toxicos sao liberados, seja durante
a autoclavagem, seja liberados pelo proprio tecido. Dessa forma, um dos
beneficios do carvdo ativado é atribuido a sua capacidade de adsorver esses
compostos que podem influenciar no desenvolvimento e/ou inibir a embriogénese
(Pan e Van Staden, 1998).

Dessa forma, podemos inferir que a utilizacdo do carvao ativado no
primeiro experimento pode ter agido de forma satisfatoria na remocao de
compostos fendlicos e residuos do 2,4-D acumulados ao longo da fase de
multiplicacdo e influenciado no posterior desenvolvimento e diferenciacdo dos
embribes somaticos.

O tratamento com 1,5 g L't CA foi superior aos demais tratamentos (0, 1,0
e 3,0 g L CA). Esses resultados corroboram com Silveira et al. (2013), que
obtiveram, apdés 28 dias de cultivo, um aumento na producdo de embribes
somaticos em cana-de-acgucar.

No segundo experimento, o agente de maturacdo PEG foi testado com o
intuito de verificar se haveria um aumento na taxa de maturacdo dos embrides

somaticos de P. edulis cv. “UENF Rio Dourado”. Dessa forma, o numero de
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embrides globulares e cotiledonares no tratamento com PEG foram superiores ao
tratamento com carvao ativado (Tabela 10).

O CA e PEG sdo amplamente utilizados como maturadores em
experimentos de embriogénese somatica de P. cincinnata (Silva et al., 2009), S.
officinarum (Silveira et al., 2013) e C. papaya (Vale et al., 2018), dentre outras
espécies.

O PEG é um agente ndo plasmolizante e apresenta em sua composicao
moléculas de alto peso molecular incapazes de atravessar a parede celular,
possibilitando que ocorra a osmorregulacao celular e haja a dessecacéo; por isso,
€ considerado um agente de maturacdo eficaz principalmente em algumas
espécies de coniferas (Attree et al., 1991; Walker e Parrott, 2001).

O PEG é um agente de maturacdo que induz o déficit hidrico levando a
dessecacdo do embrido, o que influencia na produgédo do ABA que sintetiza as
substancias de reserva, ocorrendo, assim, o desenvolvimento do embrido
somatico nos diferentes estadios de desenvolvimento (Stasolla e Yeung, 2003).

Na embriogénese zigética, o ABA é considerado um hormdnio vegetal
importante que afeta diretamente o desenvolvimento das sementes pela
prevencdo da germinacdo precoce, promo¢do do acumulo de substancias de
reserva, promocdo da maturacdo e reducdo da frequéncia de morfologias
anormais (Garcia-Martin et al., 2005).

As sementes sintetizam ABA durante a maturagdo para acumular
reservas e induzir a dorméncia (Milborrow, 2001). Durante a fase de
desenvolvimento, maturacdo e germinacdo do embrido, genes sdo expressos
abundantemente nos estadios tardios da embriogénese até a maturacdo das
sementes, e esses genes sdo regulados pela presenca de ABA (Garcia-Martin et
al., 2005).

No momento em que 0s niveis enddgenos de ABA diminuem, o “start’
para a germinacado € iniciado devido a dessecacédo (Find, 1997). Ao relacionar a
dessecacdo com a regulacdo hormonal do embrido somatico, compreende-se que
a fase de desenvolvimento e a de maturagcdo sao necessarias para preparar 0s
embrides maduros para uma germinacao eficiente (Garcia-Martin et al., 2005).

Dessa forma, podemos compreender melhor a agdo do PEG no presente
trabalho, possivelmente por ter influenciado nos niveis endégenos de ABA

permitindo o desenvolvimento de embrides somaticos.
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Esse efeito positivo na maturacdo de calos de P. edulis cv. “UENF Rio
Dourado” em relagdo ao desenvolvimento dos estadios embrionarios e
posteriormente a germinacdo dos embrides cotiledonares, pode também ter sido
influenciado pela caracteristica da semente de maracujazeiro, que apresenta um
tipo de armazenamento intermediario (Liu et al., 2008) sendo susceptivel ao
conteddo de PEG exposto a célula. Dessa forma, o PEG pode estar mimetizando
a dessecacado que ocorreria naturalmente no embrido zigotico.

O PEG ja é utilizado em algumas espécies como C. Papaya (Heringer et
al., 2013; Vale et al., 2014), apresentando resultados positivos e levando a uma
maior taxa de maturacdo dos embrides somaticos nos diferentes estadios de
desenvolvimento. A utilizacdo do PEG também resultou um maior
desenvolvimento e uma maior capacidade de regeneracdo dos embrides de P.
ginseng (Langhansova et al., 2004).

Este € o primeiro relato da utilizacdo de PEG na maturacédo de Passiflora
sp.; assim, podemos observar (Figura 4) que o PEG influenciou na maturacéo de
P. edulis cv. “UENF Rio Dourado” e teve sua maior taxa de obtencao de embrides
no estadio cotiledonar (Tabela 9).

A utilizacdo de agentes de maturacao foi fundamental para influenciar a
diferenciacdo de calos em embriGes somaticos de P. edulis cv “UENF Rio
Dourado”, uma vez que o estresse promovido por agentes como o (PEG) ou a
adsorcdo de compostos téxicos promovida pelo carvdo ativado (CA) sao
importantes para o “inicio” da diferenciacdo dos embrides.

A andlise histomorfolégica dos calos embriogénicos e ndo-embriogénicos
permitiu ndo so6 a caracterizacdo da morfologia desses dois tipos de células como
também a confirmacdo da natureza embriogénica dos calos provenientes do
tratamento PEG (6%).

De acordo com as analises histomorfolégicas, o calo embriogénico
apresentou pequenas células isodiamétricas, enquanto que as células do calo
nao-embriogénico eram alongadas, com grandes vacuolos dispersos ao longo do
calo (Figura 5 D-E). Essas diferencas confirmam a caracterizacdo do calo
embriogénico e ndo-embriogénico relatado ndo sé em P. edulis (Pinto et al., 2011)
como também em outras espécies, tais como C. papaya (Vale et al., 2014), S.
officinarum (Silveira et al., 2013) e C. arabica (Quiroz-Figueroa et al., 2002).
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Calos nao-embriogénicos  apresentaram reagao predominante
ortocromatica indicando a auséncia de grupamentos &cidos, enquanto os calos
embriogénicos apresentaram reacao metacromatica na parede celular, com
coloracédo violacea indicando a presenca de polissacarideos acidos. A presenca
de polissacarideos acidos na parede celular é reportada em calos embriogénicos
de outras espécies como M. arborea (Endress et al., 2009), T. nigrescens
(Pilarska et al.,, 2013) e A. angustifolia (Steiner et al., 2016) e pode estar
relacionada a presenca de polissacarideos importantes como a pectina, envolvida
no crescimento, desenvolvimento e morfogénese dos vegetais (Jarvis et al., 2003,
Pilarska et al., 2013).

Decorrida a analise histomorfologica aos 28 dias, os calos e embrides
diferenciados ainda continuaram no cultivo em meio de maturacéo e, aos 56 dias,
foi possivel fazer a contagem dos embrides no estadio cotiledonar. Os embrifes
cotiledonares foram transferidos para o meio sem adicdo de reguladores de
crescimento para o0 seu subsequente desenvolvimento e regeneracdo em
plantula.

A partir dos dois experimentos de indugdo realizados, foi estabelecido o
tratamento de indugdo 20 uM de 2,4-D + 5 uM de BA a ser utilizado para a
embriogénese somatica de P. edulis cv. UENF “Rio Dourado”, pois apresentava a
menor concentracdo de 2,4-D. Ao final da fase de multiplicacdo, foi possivel
observar embrides soméaticos no estadio globular. Na etapa de maturacdo, o
tratamento contendo PEG (6%) apresentou a maior média de embrides globulares
e cotiledonares, além de um total de 123 embrides soméaticos ao final dos 56 dias

de cultivo.



35

7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos acerca da indugdo e maturagcdo da
embriogénese somatica em P. edulis cv. “UENF Rio Dourado”, foi possivel obter

as seguintes conclusoes:

a) O tratamento que permitiu a maior taxa de indugéo foi 20 uM 2,4-D + 5
uM BA com uma média de 60% de calos embriogénicos.

b) A utilizacdo de PEG (6%) possibilitou a maior média de embribes
cotiledonares ao final dos 56 dias de cultivo, com um nimero médio de
14 embrides cotiledonares por placa.

c) A andlise histomorfolégica propiciou caracterizar o0s calos
embriogénicos e nao-embriogénicos aos 28 dias de maturacdo de P.
edulis cv. “UENF Rio Dourado”.
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