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RESUMO

BOTINI, Nadia, M.Sc., Universidade do Estado de Mato Grosso, fevereiro de 2016.
Embriogénese somética e Organogénese em Passiflora quadrangularis L.
Orientadora: Dra. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Coorientador: Wagner
Campos Ottoni.

O objetivo geral do trabalho foi estabelecer um protocolo para indugdo da
embriogénese somatica a partir de embrides zigéticos maduros e inducdo da
organogénese a partir de explantes cotiledonares, raizes e microestacas. O primeiro
capitulo teve como objetivo induzir a embriogénese somatica a partir de embribes
zigoticos maduros de Passiflora quadrangularis L e identificar os compostos de
reservas na histodiferenciacdo dos embrides somaticos. A concentracdao de 27,14
UM de 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), apresentou maior numero de calos
embriogénicos em meio para indugcdo. ApoOs transferéncia para o meio de
histodiferenciacédo, apos 30 dias de cultivo foi observado que 60% dos embrides
permaneceram em estagio globular e 20% em embrides cotiledonares. Porém, ndo
se observou a conversao dos embrides somaticos em plantulas. A dupla coloracao
com carmim acético e azul de Evans confirmou a competéncia embriogénica do
material. Os testes histoquimicos revelaram a presenca de corpos lipidicos
identificados por meio da reacdo positiva ao reagente sudam black B. A reacao
xylidine Pounceau (XP), apresentou grande quantidade de corpos proteicos, o
reagente de Lugol detectou grdos de amido e o reagente PAS também evidenciou
graos de amido. O objetivo do segundo capitulo foi estabelecer um protocolo para a
organogénese in vitro de Passiflora quadrangularis L. a partir de cotilédones, raizes
e microestacas. Apos 30 e 60 dias em meio de inducéo evidenciou-se organogénese
indireta nos explantes provenientes de cotilédones e raiz, mas nas microestacas
apenas a organogénese direta foi observada. Os explantes cotiledonares cultivados
em meio suplementado por 4,64 pM de Cinetina (CIN), proporcionaram maior média
de brotacdes. Em explantes radiculares apresentaram maior numero de brotagfes
quando cultivados em meio com 3,48 uM de CIN. No cultivo das microestacas as
melhores médias na producdo de brotos ocorreu na presenca de 4,43 uM de
Benziladenina (BA), e 5,54 yM de BA. O presente trabalho representa o primeiro
relato para inducdo de embriogénese somatica e organogénese em P.

quadrangularis onde foram relatadas a formacgédo de embrides somaticos utilizando-
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se 2,4-D e a formagao de brotos, e foram descritas informagdes relevantes sobre

aspectos anatdomicos, histoquimicos da espécie.

Palavras-chave: Maracuja Amazonico, 2,4-D, Morfogénese in vitro, Citocininas.



ABSTRACT

BOTINI, Nadia, M.Sc., of State University Mato Grosso, February 2016. Somatic
embryogenesis, Organogenesis in Passiflora quadrangularis L. Adviser: Dra.
Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Co-adviser: Wagner Campos Ottoni.

The overall objective was to establish a protocol for induction of somatic
embryogenesis from mature zygotic embryos and induction of organogenesis from
cotyledons, roots and micro-stakes. The first chapter aimed to induce somatic
embryogenesis from mature zygotic embryos of Passiflora quadrangularis L. and
identify compounds reserves in histodiferenciacdo of somatic embryos. The
concentration of 27.14 uM of 2,4-dichlorophenoxyacetic (2,4-D), the greatest number
of somatic embryogenesis in medium for induction. After transfer to medium
histodiferenciacédo after 30 days of culture was observed that 60% of the embryos
remained at globular stage and 20% in cotyledonary embryos. However, there was
no conversion of somatic embryos into plantlets. The double color with acetic and
carmine and Evans in blue confirmed the embryogenic capacity of the material. The
histochemical tests revealed the presence of lipid bodies identified by a positive
reaction to the reagent sudam black B. The reaction Ponceau xylidine (XP), contains
a large number of protein bodies, lugol reagent and detected starch grains and PAS
reagent also showed starch grains. The purpose of the second chapter was to
establish a protocol for organogenesis in vitro Passiflora quadrangularis from
cotyledons, roots and micro- stakes. After 30 and 60 days in induction medium
indirect organogenesis was evident on the explants from cotyledons and root, but the
micro-stakes only indirect organogenesis was observed. The cotyledon explants
cultured in medium supplemented by 4.64 pyM of CIN, provide higher average shoots.
In root explants have a higher number of shoots when cultured in medium with 3.48
MM of CIN. In the cultivation of micro-piles the best averages in the production of
shoots occurred in the presence of 4.43 uM of BA and 5.54 uM of BA where higher
average number of shoots. This paper reports the first report of induction of somatic
embryogenesis and organogenesis P. quadrangularis. Where reported relevant
information was about anatomical features, kind of histochemical and there is also
the need for further studies to establish a protocol which is able to convert plants.

Key-words: Passion fruit Amazénico, 2,4-D, In vitro morphogenesis, Cytokinin.
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1. INTRODUCAO GERAL

7

A familia Passifloraceae é constituida por 17 géneros, com 630 espécies
(Vanderplank, 2000; Feuillet e MacDougal, 2007). O género Passiflora possui cerca
de 400 a 530 espécies (Pérez et al., 2007; Braglia et al., 2010), das quais de 150 a
200 sao originarias do Brasil e podem ser utilizadas como alimento, remédios e
ornamento, muitas delas com finalidades multiplas (Abreu et al., 2009; Pipino et al.,
2010; Silva et al., 2011; Rocha et al., 2012).

O maracujazeiro € uma planta aldbgama por exceléncia e suas flores
apresentam autoincompatibilidade, em geral a reproducédo € sexuada levando a
grande variabilidade genética nos pomares (Meletti, 2000).

A espécie Passiflora quadrangularis L. trepadeira alta, inteiramente glabra,
com flores solitarias, alvas e purpureas com potencial para 0 uso como planta
ornamental (Souza e Meletti, 1997; Montero et al., 2013). E considerada uma
espécie nativa da Amazodnia e do norte da América do Sul, e é cultivada em toda a
Ameérica tropical. P. quadrangularis € considerada uma espécie silvestre de interesse
em programas de melhoramento genético do género Passiflora por apresentar
tolerancia ao fungo Alternaria passiflorae e resisténcia a fusariose (Stenzal e
Carvalho 1992; Vieira e Carneiro, 2004).

As principais espécies do género Passiflora s&o diploides (2n=2x=18
cromossomos), porém alguns tetraploides (2n=24), hexaploides (2n=36) P.
guadrangularis € diploide (2n=2x=18 cromossomos), (Melo et al., 2001).

Do ponto de vista econdbmico, a cultura do maracuja exerce elevada
importancia, pois seus frutos sao utilizados para a alimentacdo, com o consumo in
natura, confeccao de doces, geléias e sucos. As plantas sdo utilizadas para a
ornamentacdo, tanto para flores de corte como envasadas, para a induastria
farmacéutica e medicina popular, devido aos seus compostos ativos como a
passiflorina, maracujina e substancias tandides (Cunha et al., 2002).

Métodos de propagacao in vitro sdo Uteis em programas de melhoramento
genético, possibilitando o suprimento constante e homogéneo de material vegetal
com elevada qualidade sanitaria, embora, requeiram também, métodos eficientes

para a regeneracao de plantas in vitro (Yang et al., 2010).



A cultura de tecidos € uma técnica baseada na totipoténcia celular, que
consiste na capacidade da célula vegetal desenvolver uma planta inteira, desde que
submetida as condi¢cdes que estimulem sua divisédo e diferenciacao.

A morfogénese in vitro pode acontecer por duas vias (a embriogénese e
organogénese). A embriogénese somatica que é a formacdo de uma estrutura
bipolar, no qual seus dominios (meristemas apicais caulinares e radiculares) séo
formados num unico eixo. Na organogénese, o desenvolvimento ocorre em dois
estadios, uma vez que a organizacdo dos dominios apicais apresenta uma
separacao temporal (Peres, 2002).

Segundo Yang e Zhang (2010), a embriogénese somatica representa uma via
Unica de desenvolvimento que inclui uma série de eventos caracteristicos como:
desdiferenciacdo de células, ativacdo da divisdo celular e reprogramacdo da sua
fisiologia, metabolismo e padrdes de expressao de genes.

De acordo com Xu e Huang (2014), as plantas superiores mostram trés tipos
principais de sistemas de regeneracdo: Regeneracdo tecidual, organogénese e
embriogénese somatica, sendo os dois Ultimos tipos as vias de regeneracao que sao
mais utilizados tanto para pesquisa quanto para aplicacbes praticas.

A embriogénese somatica se destaca como uma proeminente via de
regeneracao de plantas e apresenta vantagens como: oferta de linhagens celulares
para a engenharia genética, regeneracdo de uma estrutura bipolar a partir de uma
Gnica célula ou uma populacdo delas, producdo ilimitada de clones com
caracteristicas de elite, pesquisa béasica funcional e molecular, producdo de
sementes sintéticas e conservacdo de recursos genéticos pela criopreservacao e
para a producdo de plantas em larga escala (Li et al., 2006; Yang e Zhang, 2010;
Aslam et al., 2011; Rocha et al., 2012).

A organogénese in vitro € uma via de regeneracdo cuja célula e tecidos sdo
induzidos a sofrer mudancgas originando uma estrutura unipolar conhecida como
primordio caulinar (calogénese) ou de raiz (rizogénese), no qual o sistema vascular
esta frequentemente conectado ao tecido parental (Thorpe,1994).

Segundo Otoni et al., (2013) varias espécies de maracuja tém sido
submetidas a sistemas de propagacgdo in vitro, principalmente via organogénese,

usando uma grande variedade de reguladores de crescimento e tipos de explantes.



Relatos na literatura sobre trabalhos de propagacdo in vitro com P.
quadrangularis L. sdo escassos. Como a espécie possui caracteristicas desejaveis
para programas de melhoramento, o presente trabalho visa a regeneracdo pelas

vias embriogénese somatica e organogénese para a especie.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O género Passiflora

A familia Passifloraceae originou-se na Africa, cruzando a Europa e a Asia e
chegando ao Novo Mundo por meio de pontes de terra. Os ancestrais das
passifloras chegaram a América Central e se diversificaram rapidamente, com
muitos eventos de dispersao de longa distancia o Brasil por ter essa quantidade de
espécie é considerado centro de diversidade genética do género (Muschner et al.,
2012).

As ordens que constituem a familia Passifloraceae L. sdo: Malpighiales que
se divide em duas tribos, Paropsieae e Passiflorieae (Milward-de-Azevedo e
Baumgratz, 2004; Cervi, 2005). A tribo Passiflorieae € representada por 18 géneros
e 530 espécies (Feuillet e MacDougal, 2007; Paull e Duarte, 2012) onde os quatro
géneros mais reconhecidos no Brasil sdo: Ancitrothysus Harms, Dilkea Mast,
Mitostemma Mast e 0 género mais importante da familia o Passiflora L. (Bernacci et
al., 2015). Possui cerca 150 espécies nativas e 87 endémicas com elevada
variabilidade fenotipica, que ainda ndo séo cultivadas comercialmente e um de seus
dominios fitogeograficos é o cerrado (Bernacci et al., 2015).

A familia Passifloraceae é onde se encontra o género Passiflora sendo esse
0 gque possui maior relevancia na familia, por alocar o maior nimero, cerca de 530
espécies, muitas dessas possuem importancia econémica (Braglia et al., 2010) e
apresentam ampla variabilidade genética inter e intraespecifica (Bellon et al., 2009).

O género Passiflora é constituido de plantas trepadeiras herbaceas ou
arbustivas, raramente eretas. Em geral, possuem caule cilindrico ou quadrangular,
ramificado, anguloso, suberificado, glabro ou piloso (Vanderplank, 2000).

As espécies que compreendem de Passiflora possuem uma enorme
variagcdo fenotipica, em especial nas folhas. As folhas podem ser alternadas,
simples, pecioladas ou compostas, inteiras ou lobadas e de 5 formas variaveis, de
margem inteira ou serrilhada. E possivel observar glandulas nectariferas, no peciolo,
na margem da bractea ou na parte dorsal da folha, o que as torna fascinante por
possuirem uma ampla variedade de formatos de folhas dentro de um mesmo género
(Feuillet e Macdougal, 2007; Abreu et al., 2009; Montero, 2013).



Existe uma grande variagdo tanto na forma como na coloragédo das flores
dos maracujazeiros que podem variar do vermelho intenso ao branco e o
florescimento ocorre mais de uma vez por ano (Abreu et al., 2009). As flores podem
ser bissexuais ou unissexuais, actinomorfas, solitarias ou em inflorescéncias,
normalmente com brécteas, cinco sépalas, cinco pétalas e uma ou mais séries de
filamentos, formando a corona. O androceu é composto por 5 estames livres e 0
gineceu por 3 carpelos (Vanderplank, 2000; Ulmer e Macdougal, 2004).

Os frutos do maracujazeiro tém forma ovoide ou globosa, raramente
fusiforme, com polpa mucilaginosa, com coloragdo amarela, vermelha ou roxa. A
casca é coriacea, quebradica e lisa, protegendo o mesocarpo, no interior do qual
estdo as sementes (Bernacci et al., 2008). As sementes sdo comprimidas, com arilo
carnoso colorido e testa reticulada, pontuada ou alveolada (Short, 2011).

A propagacdo do maracujazeiro pode ser realizada sexuadamente atraves
de sementes, ou assexuadamente por meio de estaquia, enxertia, alporquia e
cultura de tecidos (Baccarin, 1988; Ferreira et al., 2001; Alexandre et al., 2009;
Sousa et al., 2010).

Do ponto de vista econémico, a cultura do maracuja exerce elevada
importancia, pois seus frutos sédo utilizados para a alimentacdo, consumo in natura,
confeccdo de doces, geleias e sucos. As plantas sdo utilizadas para a industria
farmacéutica e medicina popular devido aos seus compostos ativos como a
passiflorina, maracujina e substancias tanéides (Cunha et al., 2002).

Também sdo muito usadas na ornamentacédo, onde as passifloras produzem
grande fascinacao pela beleza das flores, que sdo extremamente varidveis em cor e
em tamanho, além de muitas vezes apresentarem perfumes diferenciados. As flores
das passifloras s@o consideradas exoticas e complexas, algumas de coloracéo forte
e brilhante, outras de coloracdo ténue e suave devido, principalmente, a presenca da
corona, que caracteriza a familia Passifloraceae (Abreu et al., 2009).

Segundo Otoni (1995), a ampla variabilidade relatada no género, na
morfologia da folha, no florescimento, na resisténcia a pragas e doencas, na
produtividade e nas caracteristicas de fruto permitem encontrar, dentro do género,
alternativas genéticas que proporcionam suporte a eficientes programas de

melhoramento genético para as espécies cultivadas.



Os métodos de melhoramento mais aplicados na cultura do maracujazeiro
sdo: a introducéo de plantas, a selecdo massal, a selecdo com teste de progénie e a
hibridacao (Oliveira e Ferreira, 1991; Bruckner et al., 2002). No entanto, a existéncia
da incompatibilidade tem limitado o sucesso do processo sexual, impossibilitando
cruzamentos, algumas vezes envolvendo espécies consideradas fontes de
resisténcia a pragas e doencgas (Otoni, 1995).

Contudo, existe algumas opcdes promissoras como a hibridacdo somatica e
a transformacado genética que séo técnicas de transferéncias de genes em plantas
com incompatibilidade sexual, mas essas aplicagdes requerem protocolos eficientes
para a regeneracao in vitro das espécies (Otoni, 1995; Liu et al., 2005; Silva et al.,
2009; Paim-Pinto et al., 2010).

2.2 Passiflora quadrangularis L.

Passiflora quadrangularis L. também chamado de maracuja-acu, maracuja-
gigante, maracuja Amazoénico, encontra no Brasil condicbes favoraveis para o seu
desenvolvimento e producdo (S&o José, 1994). P. quadrangularis é raramente
encontrado devido a baixa taxa de germinacdo das sementes, apresenta fruto
alongado que pode pesar até 3 quilos (Lorenzi, 2006).

E uma trepadeira de grande porte, caule grosso e intenso desenvolvimento,
bastante cultivada nas regifes tropicais, principalmente no Caribe. Os frutos sédo os
maiores do género com até 3 kg, de sabor doce-acidulado, sendo consumido ao
natural ou em compotas. As flores sao solitarias, grandes, fragrantes e de coloracéo
branca com purpura. Comercialmente os pomares existem em escala doméstica. As
plantas ndo suportam geadas e ventos frios, por isso, desenvolvem-se melhor em
regides quentes. Esforcos na manutencdo desta espécie de maracujazeiro devem
ser intensificados, pois sua dificil manutencdo em colecdes e a perda de habitat
ameacam a sua extin¢ao local (Meletti et al., 2010).

A espécie é tolerante ao fungo Alternaria passiflorae, resistente a fusariose,
porém é muito sensivel aos nematoides e a Xanthomonas sp. (Oliveira e Ferreira,
1991).

2.3. Cultura de tecidos aplicada a cultura do maracujazeiro



Os estudos de cultura de tecidos em Passiflora spp. iniciou-se no final da
década de 60 com Nakayama com estudos em P. caeruela (Nakayama, 1966) e se
estende até os dias atuais, onde a aplicacdo da biotecnologia no melhoramento de
espécies frutiferas tem sido crescente e com ampla possibilidade de aplicacao.
Contudo, a utilizagdo de modernas técnicas biotecnoldgicas no melhoramento de
plantas depende da existéncia de protocolos eficientes para a regeneragao (Otoni,
1995; Appezzato-da-Gloria et al., 2005; Silva et al., 2009).

A cultura de tecidos vegetais € um importante método para multiplicar
rapidamente genotipos superiores com alto rendimento e/ou resistentes as doencas
(Drew, 1997).

A busca crescente de novas técnicas para cultura de tecidos aplicadas ao
género Passiflora e com isso algumas técnicas baseadas na cultura de tecidos
foram aplicadas a cultura do maracuja, dentre elas podemos citar a morfogénese via
organogénese com (Drew, 1991; Dornelas e Vieira, 1994; Faria e Segura, 1997;
Gloria et al., 1999; Biasi et al., 2000; Monteiro et al., 2000; Reis et al., 2003; Becerra
et al., 2004; Nhut et al., 2007; Pipino et al., 2008; Zerbini et al., 2008; Pipino et al.,
2010; Pinto et al., 2010; Prammanee et al., 2011; Garcia et al., 2011; Silva et al.,
2011; Rosa e Dornelas, 2012; Vieira et al., 2014), morfogénese via embriogénese
somatica (Otoni, 1995; Anthony et al., 1999; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009;
Paim Pinto et al., 2010; Albino, 2013; Florido, 2013; Rosa et al., 2014; Rocha et al.,
2014, Ferreira et al.,, 2015; Rocha et al.,, 2015; Silva et al., 2015), hibridagéo
somatica (Otoni et al., 1995; Davey et al., 2005), transformagéo genética (Reis et al.,
2007; Silva, 2007;), producdo de sementes sintéticas (Silva et al., 2015), ginogénese
(Régo et al., 2011), androgénese (Silva, 2007), inducao de autotetraploides (Régo et
al., 2011), selecéo in vitro visando resisténcia a doencgas (Faleiro et al., 2005; Flores

et al., 2012) e conservacdo in vitro (Passos e Bernacci, 2005; Faria et al., 2007).

2.4 Reguladores de crescimento

Aléem de meios eficientes para o cultivo in vitro de plantas, existem
compostos responsaveis pela inducdo de respostas fisiologicas, como:
enraizamento, brotacdes e alongamento celular, chamados de hormdénios vegetais

ou reguladores de crescimento (Barrueto e Teixeira, 2010). Os reguladores de



crescimento sdo substancias sintéticas que produzem efeitos similares aos
hormoénios (Hinojosa, 2005).

Na cultura de tecidos, as auxinas e as citocininas, na sua forma natural ou
sintética, fazem parte do grupo de horménios que séo frequentemente usados.
Existem varios tipos de hormdnios vegetais, as auxinas, citocininas, giberilinas e o
etileno que sdo os mais conhecidos e 0s mais usados para protocolos para a
inducdo da embriogénese somatica e organogénese sao o 2,4-D (2,4-
Diclorofenoxiacético), Picloram (Acido-amino-3,5,6 - tricloropicolinico), ANA (a-Acido
Naftaleno Acético), BA (Benziladenina) e TDZ (Thidiazuron), (Guo et al., 2011).

As citocininas pertencem ao grupo das substéncias que promovem a divisao
celular e sua origem esta relacionada com a adenina (Barrueto e Teixeira, 2010). As
citocininas na cultura de tecidos, em geral, sdo usadas para promover a inducao de
brotos adventicios a partir de calos ou para induzir multibrotacdes a partir de gemas
axilares ou apicais (Taiz; Zeiger, 1991; Hartmann, 2010).

Segundo Fehér (2005), as auxinas sdo muito importantes para a inducéo da
embriogénese somatica, o 2,4-D é o principal e mais eficiente regulador sintético
indutor da embriogénese somatica, especificamente na desdiferenciacédo das células
somaticas.

A cinetina (6 — furfurilaminopurina) esta dentro de uma classe de hormonios
vegetais as citocininas, que esta relacionada com as divisdes celulares. E um
derivado da base purina, adenina, que é importante em &cidos nucleicos (Sampaio,
1998).

O thidiazuron (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia) € um composto do grupo das
fenilureias, esse grupo ndo apresenta o anel aromatico que € comum as citocininas
tipo adenina, tais como, cinetina, benzilaminopurina, ou zeatina, é considerada a
mais potente das difenil uréias que ja foram analisadas para uso em cultura de
tecidos vegetais (Mok et al., 1982; Chevreau et al., 1989). Esse horm6nio possui
uma maior estabilidade onde em baixas concentracbes ela se torna ativa
biologicamente, quando comparadas com outras citocininas sintéticas como cinetina

e benzilaminopurina (Mok et al., 1982).

2.4 Embriogénese somatica



A embriogénese somatica é o processo que pode ser caracterizado quando
células haploides ou somaticas se desenvolvem por meio de diferentes estadios
embriogénicos, esse processo dara origem a uma planta sem que ocorra a fusao de
gametas ou um grupo de células somaticas que dao origem a embrides
(Zimmerman, 1993; Rose et al., 2010).

Ocorrem dois tipos béasicos de embriogénese somética: o primeiro
denominado de embriogénese direta, onde embrides somaticos se originam dos
tecidos-matrizes, sem a formacao de calos e a segunda a embriogénese indireta, em
que os embrides se desenvolvem a partir de um calo, apresentando diferentes
estadios de diferenciacdo e, consequentemente, com diferentes graus de
determinacdo, os quais podem adquirir novas competéncias e originar embribes
somaticos (Sharp et al., 1980; Yeung, 1995; Rizvi et al., 2013).

A embriogénese somética desempenha um papel importante na
regeneracao in vitro, se tornando uma via eficiente na regeneracdo de plantas e
propagacdo em larga escala (Von Arnold, 2008), esse processo inclui uma série de
eventos caracteristicos, como a desdiferenciacdo de células, a ativacao da divisdo
celular e a reprogramacao de seus padrdes de fisiologia, metabolismo e expressao
génica (Yang e Zhang, 2010).

E ainda uma via de regeneracdo relevante para as plantas e apresenta
vantagens, como producéo ilimitada de clones com caracteristicas de elite, pesquisa
basica funcional e molecular, producdo de sementes sintéticas e conservagao de
recursos genéticos pela criopreservacao (Aslam et al., 2011).

Fatores como a fonte de explantes, genétipo da planta doadora, tipo e
concentracbes de reguladores de crescimento tém influéncia na inducdo e na
eficiéncia dos protocolos para embriogénese somatica (Ahmadi et al., 2014).

No ano de 1995, Otoni propds o primeiro protocolo para embriogénese
somatica, com a espécie Passiflora giberti. O autor cita a obtencdo de calos
embriogénicos a partir de explantes foliares utilizando meio de MS (Murashige e
Skoog, 1962) contendo 2,4 ou 4,8 mg.L-! de picloram (Otoni, 1995). A partir desses
calos, o autor obteve suspensdes celulares, as quais desenvolveram embrides
somaticos.

Com o passar do tempo surgiram novos protocolos responsivos para

estudos com Passifloras onde varios autores como Anthony et al. (1999) Reis et al.,



(2007), Silva et al., (2009); Paim Pinto et al., (2011); Rosa et al., (2014); Ferreira et
al., (2015); Silva et al., (2015), estabeleceram protocolos para embriogénese

utilizando diferentes explantes e diferentes combinacdes de reguladores.

2.5 Organogénese

A organogénese in vitro € uma via de regeneracédo cuja célula e tecidos sdo
induzidos a sofrer mudancas originando uma estrutura unipolar conhecida como
primordio caulinar (caulogénese) ou de raiz (rizogénese), no qual o sistema vascular
esta frequentemente conectado ao tecido parental (Thorpe,1994).

Segundo Otoni et al.,, (2013) varias espécies de maracuja tém sido
submetidas a sistemas de propagacao in vitro, principalmente via organogénese,
usando uma grande variedade de reguladores de crescimento e tipos de explantes.

Muitos fatores, como a idade do explante, a utilizacdo de reguladores de
crescimento, antibioticos e outros tém sido reportados como tendo influéncia na
regeneracao das plantas (Subbaiah e Minocha 1990, Matrtin et al., 2003; Yu e Wei,
2008). Estudos de regeneracgdo via organogénese tém sido reportados para varias
espécies de Passiflora como podemos ver no (Quadro 1).

Quadro 1. Espécies de Passiflora que ja foram alvos de estudos através da

via de regeneracao organogénese.

Espécie Viade regeneracao Explante Referéncia

Gemas axilares e

P. I nogén Nak 1
caerulea Organogénese Raizes akayama, 1966
P. edulis f. Organogénese Moran Robles, 1979
flavicarpa e P. _
molissima Gemas Axilares
P. edulis Organogénese Segmentos nodais | Kantharajah & Dodd,
1990

10




Quadro 1, Cont...

P. edulis f.
flavicarpa, P.
edulis, P. alata, P. . .
caerulea. P. Apices caulinares,
- Organogénese segmentos nodal Drew, 1991
mollissima, P.
: folha
coccinea, P.
herbertiana, P.
suberosa
P. edulis f. A _ _ Amugune et al., 1993
. Organogénese Discos Foliares
flavicarpa
P. edulis f. Folhas,
flavicarpa, P. . cotilédones, Dornelas & Vieira,
mollissima, P. Organogenese hipocétilo, raiz e 1994
giberti, P. apice caulinar.
maliformis, P.
amethystina.
P. edulis Organogénese Segmentos Kawatta et al., 1995
foliares
P. edulis f. Organogénese Hipocoatilo e Faria & Segura,
flavicarpa segmentos 1997
foliares
P. edulis f. Organogénese Segmentos Monteiro et al., 2000
flavicarpa e P. nodais e folha
suberosa
P. edulis f. Organogénese Segmentos Biasi et al., 2000
flavicarpa internodais
P. edulis f. Organogénese Segmentos Monteiro et al., 2000
flavicarpa e P. nodais e folha
suberosa
P. edulis f. Organogénese Segmentos Biasi et al., 2000
flavicarpa internodais
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Quadro 1, Cont...

i Cotilédone
I?I' e.dulls f Ribas et al., 2002
avicarpa Organogénese
: Apice caulinar
I?I' e.dulls f Organogénese Reis et al., 2003
avicarpa Segmento nodal
P. lis f. R
eglu 'S Organogénese Folha Becerra et al., 2004
flavicarpa
P. edulis f. )
flavicarpa; Organogénese Apice caulinar Isutsa, 2004
Entreno
P. edulis f. edulis
P. edulis f. Oraanoaénese Discos foliares Trevisan & Mendes,
flavicarpa ganog 2005
Passiflora " : .
. Organogénese Folha e Raiz Lombardi et al., 2007
cincinnata
P. edulis, P. Gema apical e
giberti, P. Organogénese . P Faria et al., 2007
e axilar
laurifolia
P. caerulea Organogénese Folhas Busilacchi et al., 2008

12




Quadro 1, Cont...

P. coerulea; P. Organogénese Segmento nodal Pipino et al., 2008
costaricensis; .
boté&o floral e
P. foetida; P. )
quadrangularis Gavinhas
P. trifasciata; P.
vitifolia
P. watsoniana; P.
allardii
R Discos fOlial’eS, Pinto et al., 2010
P. alata Organogénese L
Hipocotilo
P. suberosa Organogénese Segmentos
foliares, Nodais, | Garcia et al., 2011
Internodais
P. cincinnata e P. « . .
. Organogénese Raiz Silva et al., 2011
edulis
: R Rosa & Dornelas,
P. foetida Organogénese Embrides 2012
zigoticos
Anand et al., 2012
. R men ’
P. foetida Organogénese Seg e_ tos
nodais
Segmentos
Organogénese Foliares, Nodais, | Pacheco et al., 2012
P. alata Internodais
P. ponhlii Organogénese Segmentos Merhy 2014
caulinares

13




Quadro 1, Cont...

P. setacea Organogénese Raiz e Hipocobtilo Vieira et al., 2014
P. edulis Organogénese Raiz e Hipocobtilo Rocha et al., 2016
P. suberosa Organogénese Raiz Rosa et al., 2016
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CAPITULO |

Embriogénese soméatica em Passiflora quadrangularis L. a partir de embrides

zigoticos

RESUMO

O objetivo do trabalho foi induzir embriogénese somética a partir de embrides
zigoticos maduros de Passiflora quadrangularis L. e identificar os compostos de
reservas no processo de histodiferenciagcdo. Embrides somaticos isolados foram
cultivados na auséncia de irradiancia em meio de MS com a adicdo de diferentes
concentragbes de 2,4-D. ApOs 60 dias de cultivo foram coletados amostras dos
explantes, ap6s foram fixados e inclusos em historesina, logo o material foi
seccionado e submetido a coloragbes com azul de toluidina e aos testes
histoquimicos sudam slack B, PAS, xylidine Pounceu e lugol. Apds 30 dias o
tratamento acrescido de 27,14 pM de 2,4-D, obteve o maior niumero de calos
embriogénicos em meio para inducdo. Apés transferéncia para o meio de
histodiferenciacdo apd6s 30 dias de cultivo foi observado que 60% dos embrides
permaneceram em estagio globular e 20% em embrides cotiledonares. Os embrides
somaticos em estagio cotiledonar ndo se converteram em plantas, demonstrando
que as células ndo estavam completamente determinadas para seguir a rota
embriogénica. Para devida comprovacdo do processo embriogénico foi realizado
anatomia e a histoquimica para identificar as substancias de reservas presentes no
evento morfogénico. Os estudos anatdmicos revelaram a ocorréncia de
embriogénese somaética indireta, a partir de células protodérmicas e subepidérmicas
do embrido zigotico, ao 60° dia de cultivo in vitro. Através dos testes histoquimicos
foi possivel verificar grande quantidade de compostos de reserva como amido,

proteinas e lipidios nas células do parénquima.

Palavras-chave: Maracuja Amazonico, 2,4-D, Morfogénese in vitro.
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Somatic embryogenesis in Passiflora quadrangularis L. from zygotic embryos

ABSTRACT

The objective was to induce somatic embryogenesis from mature zygotic embryos of
Passiflora quadrangularis L. and identify compounds reserves in the process
histodiferenciacdo. Isolated somatic embryos were cultured in the absence of
irradiance on MS medium with the addition 2.4-D. Samples were collected from the
explants after 60 days of cultivation. Following fixation and embedded in historesin
material was cut and subjected to staining with toluidine blue and histochemical tests
sudam black B, PAS, xylidine Pounceu and lugol. After 30 days treatment plus 27.14
UM of 2,4-D, had the highest number of somatic embryogenesis in medium for
induction. After transfer to medium “histodiferenciagao” after 30 days of culture was
observed that 60% of the embryos remained at globular stage and 20% in
cotyledonary embryos. Somatic embryos at the cotyledonary stage were not
converted in plants, indicating that the cells were not completely certain embryogenic
route to follow. Due to evidence of embryological process was carried anatomy and
immunohistochemistry to identify the substances present in reserves morphogenic
event. The anatomical studies revealed the occurrence of indirect somatic
embryogenesis from protodermal cells and subepidermal of zygotic embryo, the 60th
day of in vitro culture. Through histochemical tests was verified lot reservation

compounds like starch, protein and lipid in parenchyma cells.

Keywords: Passion fruit Amazénico, 2,4-D, in vitro morphogenesis.
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1. INTRODUCAO

Passiflora quadrangularis L. conhecido como maracuja-acl, maracuja-
gigante, maracuja Amazonico é uma trepadeira de grande porte, caule grosso e
intenso desenvolvimento, bastante cultivada nas regides tropicais. Os frutos sdo os
maiores do género chegando a pesar até 3 kg, possui sabor doce-acidulado, sendo
consumido ao natural ou em compotas. As flores séo solitarias, grandes, fragrantes
e de coloracdo branca com purpura (Sao Jose, 1994; Lorenzi, 2006).

Embora P. quadrangularis ndo seja uma espécie comercial tem sua
importancia no melhoramento genético do género, por apresentarem plantas rasticas
e vigorosas. Além de possuir tolerancia ao fungo Alternaria passiflorae e resisténcia
a fusariose, porém € muito sensivel aos nematdides e a Xanthomonas sp. (Oliveira e
Ferreira, 1991).

A propagagdo do maracujazeiro pode ser realizada sexuadamente ou
assexuadamente por meio de estaquia, enxertia, alporquia e cultura de tecidos in
vitro (Baccarin, 1988; Alexandre et al., 2009; Sousa et al., 2010).

Vérias técnicas baseadas na cultura de tecidos foram aplicadas a cultura do
maracuja, sendo a micropropagacdo (Dornelas e Vieira, 1994; Nhut et al., 2007),
estudos fisiol6gicos (Desai e Mehta, 1985; Dias et al., 2010), protoplastos e
hibridacdo somatica (Otoni et al., 1995; Davey et al., 2005), transformacéo genética
(Manders et al., 1994, Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2010,
2011), sementes sintéticas (Silva, 2015), conservacédo in vitro (Passos e Bernacci,
2005; Faria et al., 2007), ginogénese (Régo et al.,, 2011), (selecdo in vitro para
resisténcia a doencas (Flores et al., 2012) e embriogénese somatica (Silva et al.,
2009; Paim Pinto et al., 2011, Rosa et al., 2014; Rocha et al., 2014, Ferreira et al.,
2015; Silva et al., 2015).

O processo da embriogénese somatica inclui uma série de eventos
caracteristicos para o seu desenvolvimento, como a diferenciacdo das células, a
ativacdo da divisdo celular e a reprogramacdo de seus padrbes fisiologicos,
metabolismo e expressdo génica que resultam na formacdo do embrido ou a
geragao de uma nova planta (Komamine et al., 2005; Yang e Zhang, 2010; Rose et
al., 2010). A embriogénese somatica envolve uma unica célula ou grupos de células

somaticas que desenvolvem e diferenciam-se em embrides sob condi¢des de cultivo
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adequadas (Zimmerman, 1993; Rocha et al., 2015). A diferenca marcante entre os
embribes somaticos e zigoticos é o fato dos embrides somaticos se desenvolverem
livres de correlagdes fisicas com o tecido maternal (Zimmerman, 1993).

Ainda ha poucos protocolos para embriogénese somatica em Passifora
(Otoni et al., 2013). Protocolos responsivos de embriogénese somatica possuem um
grande potencial de aplicacdo na propagacédo de maracujazeiros (Silva et al., 2009;
Otoni et al., 2013). O primeiro protocolo para embriogénese somética foi proposto
por Otoni, (1995), onde a regeneracado dos embrides soméaticos ocorreu a partir de
suspensdes celulares provenientes de calos embriogénicos, que foram obtidos a
partir de explantes foliares e calos embriogénicos provenientes do cultivo de
protoplastos.

O protocolo de embriogénese somatica de P. cincinnata estabelecido por
Silva et al. (2009) utilizando-se de embrides zigéticos como fonte de explante e da
combinacdo de 2,4-D e BA, tem sido aplicado para a obtencdo de embribes
somaticos em varias espécies de Passiflora (Paim-Pinto et al., 2010; Rocha et al.,
2012; Rosa et al., 2015; Ferreira et al., 2015).

Rosa et al., (2014) cultivando embrifes zigéticos em diversas espécies de
Passifloras (P. alata Curtis, P. crenata Feuillet & Cremers, P. edulis Sims FB-100, P.
foetida L. e P. gibertii N.E. Brown) conseguiram que o0s embrides somaticos se
diferenciassem em pléntulas que foram aclimatizados em casa de vegetag&o. Paim-
Pinto et al., (2011) e Silva et.al., (2015) cultivando embrides zigéticos de Passiflora
edulis Sims, obtiveram um protocolo responsivo e reproduzivel para inducédo de
embriogénese somatica em P. edulis até o estagio globular, contudo ndo ocorreu a
maturacdo dos embribes somaticos e sua posterior conversao em plantulas.

O 2,4-D isolado ou combinado com outros reguladores de crescimento,
principalmente as citocininas, tem sido comumente usado para a inducdo de
embriogénese somatica através da cultura de tecidos. A maioria dos sistemas de
inducdo da embriogénese somatica in vitro requerem uma reprogramacédo celular
para a sua iniciacdo (Fehér 2005). Com isso ocorre mudancas morfolégicas e
bioguimicas que resultam na formacéo do embrido somatico e geracdo de uma nova
planta (Schmidt et al., 1997; Komamine et al., 2005).

Estudos com métodos histoquimicos podem auxiliar na otimizacdo dos

protocolos na inducdo da embriogénese somatica e aumentar a eficiéncia do
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sistema de regeneracdo (Almeida et al., 2006; Otoni et al., 2013). Segundo
Cangahuala-Inocente et al., (2009) estudos envolvendo métodos histoquimicos
permitem analisar a mobilizacdo e sintese de compostos de reserva durante o
desenvolvimento embriogénico, possibilitando reconhecer regides e/ou tecidos que
requerem alta demanda energética.

Durante a embriogénese zigotica, essas reservas acumulam-se no embrido,
normalmente nos cotilédones, ou no endosperma e tém a funcdo de fornecer
compostos que serdo utilizados durante a germinacdo do embrido até ao inicio da
autotrofia (Rocha et al., 2012). Nos embrides somaticos, esse processo de
acumulacdo de reservas € muito importante, pois o embrido ndo tem um
endosperma associado, a falta do endosperma leva a deficiéncia na conversao dos
embribes somaticos em plantas, o que limita o sucesso da embriogénese somatica
(Brownfield et al., 2007).

Estudos envolvendo métodos histoquimicos durante a embriogénese
somatica no género Passiflora sdo escassos, Rocha et al., (2012), avaliaram o
padrdo de mobilizacdo de reservas durante a embriogénese somatica em P.
cincinnata. Silva et al., (2015) descreveram o0 acumulo de reservas durante o
processo de embriogénese somatica em P. edulis a partir de embrides zigoticos.

O objetivo do trabalho foi induzir embriogénese somaética a partir de
embrides zigbéticos maduros de Passiflora quadrangularis e identificar o acimulo dos

compostos de reservas no processo de histodiferenciacéo.
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2.  MATERIAL E METODOS

2.1 Inducédo da embriogénese somatica

Sementes de P. quadrangularis foram obtidas de um pomar particular no
municipio de Tangara da Serra, MT, os tegumentos das sementes foram removidos
para a retirada dos embrides zigoéticos, com auxilio de mini-morsa.

As sementes foram desinfestadas em capela de fluxo laminar, mediante a
imersdo em alcool 70% (v/v) por 3 minutos, em seguida em hipoclorito de sddio
comercial a 2,5% (v/v) por 25 minutos, acrescido de duas gotas do agente
dispersante Tween-20 a 0,1% (v/v) a cada 100 mL de solucao.

Apés foram submetidas a 4 enxagues consecutivos em agua destilada e
autoclavada e mantidas overnight em agua destilada estéril para reidratar e facilitar a
remocao dos embrides zigoticos.

A retirada dos embrides zigoticos do endosperma das sementes foi realizada
em capela de fluxo laminar (Figura 1A). Os embrides foram inoculados em meio de
cultura constituido de sais MS (Murashigue e Skoog, 1962), complexo vitaminico B5
(Gamborg et al., 1968), 30 g L de sacarose e 100 mg L* de mio-inositol, 2,8 g L™
de Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA), como agente gelificante, acrescido
de diferentes concentragdes do regulador de crescimento &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), sendo: T1) 9,04 uM; T2) 13,57 uM; T3) 18,09 uM; T4)
22,62 uM; T5) 27,14 uM; T6) 31,66 uM; T7) 36,19 uM D; T8) 40,71 uM; T9) 45,24
puM; T10) MSO.

O pH foi ajustado em 5,7 £ e autoclavado durante 15 minutos (121°C e 1,1
atm de pressao). Os embrides zigéticos foram cultivados em placas de Petri 90 x 15
mm contendo aliquotas de 30 mL de meio e vedadas com filme de policloreto de
vinila PVC (Rolopac®) e mantidas em sala de cultivo por 30 dias, na auséncia de
luz, & temperatura de 27 £ 2°C de acordo com Silva et al., (2009).

Apo6s 30 dias os calos com respostas embriogénicas foram transferidos para
histodiferenciacdo em meio cultura constituido de sais MS (Murashigue e Skoog,
1962), complexo vitaminico B5 (Gamborg et al., 1968), 30 g L* de sacarose e 100
mg L' de mio-inositol, 2,8 g L de Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA),
como agente gelificante. Na fase de histodiferenciagéo dos pré-embrides avaliou-se
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calos com potencial embriogénico e 0os ndo embriogénicos, nimero de embribes

somaticos globulares, cotiledonares.

2.2 Anélise citoldgica

Massas pro-embriogénicas foram maceradas e coradas em lamina
histolégica com azul de Evans (0,5%) por 3 minutos, em seguida com carmim
acético (1%) por 3 minutos (Durzan, 1998) e cobertas com laminula para a
visualizacao e distin¢do entre células pré-embriogénicas e ndo embriogénicas.

As observacbes e o0s registros fotograficos foram realizados em
fotomicroscopio (Carl Zeiss Primo Star 8mp CARL ZEISS, Alemanha) com camera
digital acoplada (Axiocam 105 cor) localizada no Laboratério de Microscopia da
Universidade do Estado do Mato Grosso (UNEMAT).

2.3 Andlise anatdmica e Histoquimica

Para as andlises anatbmicas os embrides zigdticos de P. quadrangularis que
apresentaram resposta foram coletados. As amostras foram fixadas em solucédo de
Karnovsky, (1965) estd € composta por [solucdo de glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (4%), em tampédo fosfato de potassio monobasico (pH 7,2),
acrescido de cloreto de calcio 5 mM].

As amostras fixadas foram desidratadas em série com concentracao
crescente de etanol (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) em
intervalos de trinta minutos entre uma concentragdo e outra esse processo retira a
agua presente no material garantindo uma boa infiltracdo quando o material for
incluso na historesina acrilica (Historesin, Leica Instruments, Alemanha).

Cortes transversais e longitudinais com 5 um de espessura foram obtidos
em micrétomo rotativo de avango automéatico (RM2155, Leica Microsystems Inc.,
USA) e foram corados com azul de toluidina (O’ Brien e McCully, 1981), Xylidine
Pounceau (Vidal, 1970) para a deteccdo de proteinas totais, acido periodico-
reagente de Schiff (O"Brien e McCully, 1981) para polissacarideos neutros, sudan
black B (Pearse, 1972) para deteccdo de lipidios, reagente de lugol (Johansen,
1940) para detecgédo de amido (O"Brien et al., 1964).

A captura de imagens foi realizada em microscopio de luz (Olympus

AX70TRF, Olympus Optical, Japdo) com camara digital acoplada (Spot Insightcolour
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3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA), no Laboratério de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.4 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados seguindo o Delineamento Inteiramente
Casualizado. O experimento de indugdo da embriogénese somatica foi composto por
3 repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo representada por uma placa de
Petri contendo 10 embrides zigoticos. Na fase de inducdo da embriogénese
somatica foram avaliadas a frequéncia de formacao de calos e a frequéncia de calos
com potencial embriogénico. Na fase de histodiferenciacdo dos pro-embrides
avaliou-se calos com potencial embriogénico e ndo embriogénico, numero de
embribes somaticos globulares e cotiledonares.

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA)e a diferenca
entre as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott e Knott a 5%
com o programa estatistico SISVAR@ (FERREIRA, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s o quinto dia de cultivo dos embrides zigéticos em meio inducao,
observou o intumescimento do eixo embrionario e apdés 10 dias de cultivo a
formacdo de massas pré-embriogénicas localizadas na regido do eixo embrionario e
nos cotilédones do embrido zigotico (Figura 1B). Os embrides zigéticos que foram
inoculados no tratamento controle MS na auséncia de reguladores de crescimento
iniciaram a germinacéo apos 10 dias de cultivo in vitro.

Apos 30 dias de cultivo as células pré-embriogénicas coraram de vermelho
através do teste de dupla coloracdo. Apresentaram-se arredondadas, com contetdo
citoplasmatico denso e parede celular fina enquanto as células ndo embriogénicas
coraram de azul (Figura 1C).

Essas células que coraram de azul sdo normalmente vacuoladas, essa
vacuolizacdo é um dos primeiros sinais de morte celular, que vem acompanhado de
rupturas na membrana (Filonova et al., 2000) e o corante Azul-de-Evans consegue
penetrar nessas células através de rupturas da membrana, colorindo o interior
dessas células em azul (Bhargava et al., 2007).

A reacdo positiva ao carmim acético € uma caracteristica associada com a
competéncia celular para a formacdo de embriGes somaticos (Durzan, 1998). As
células embriogénicas sdo pequenas e morfologicamente constituidas de nucleo
volumoso e conteudo citoplasmatico denso e parede celular fina devido a alta
atividade metabdlica, ao passo que ndo embriogénicas se distinguem pela coloragéo
azul, nucleos pequenos, citoplasma menos denso, sendo mais alongadas em funcéo
do maior grau de vacuolizacdo (Appezato-da-Gléria et al., 2005).

A técnica de dupla coloracdo também tem sido usada com sucesso para
diferenciar populacbes de células embriogénicas das ndo embriogénicas em
Araucaria angustiofolia (Durzan, 1998), P. cincinnata (Silva et al., 2009), P. edulis
(Paim Pinto et al., 2011) e P. edulis (Silva et.al.,2015).

Os calos nao embriogénicos (Figura 1D), se apresentaram friaveis,
translicidos e com coloracdo esbranquicada. Os explantes que apresentaram
potencial embriogénico quando transferidos para o meio de histodiferenciagéo
responderam com o desenvolvimento de embrides globulares (Figura 1E).

No meio para histodiferenciacao apds 30 dias de cultivo foi possivel observar
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embribes em estagios globular e cotiledonar (Figuras 1 F-G-H).

Figura 1- Embriogénese somatica em P quadrangularis induzida a partir de
embrides zigéticos maduros. A- Embrido zigético; B- Formacdao de massas pro-
embriogénicas localizadas na regido do eixo embrionario; C- Células coradas com
carmim acético confirmando a competéncia celular das células para embriogénese
somatica; D- Calos ndo embriogénicos; E- Embrides no estadio de
desenvolvimento globular; F- Formacdo de embribes em pré cotiledonares; G-H-
Embrides no estadio de desenvolvimento cotiledonar. Barras: A, B, D, E, F= 0,3
mm; C, G= 0,5 mm, H= 0,7 mm.
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Apés 30 dias de cultivo os embribes zigéticos cultivados em meio
suplementado com 27,14 uM de 2,4-D, resultaram no maior nimero médio de calos
embriogénicos (Figura 2), diferindo estatisticamente dos demais tratamentos, 0s
calos embriogénicos possuiam aspecto semi-compactos, coloracdo creme ou
amarelado e de consisténcia viscosa.

J& para os calos ndo embriogénicos ndo houve diferenca significativa entre
si, porém os tratamentos acrescidos de 18,09, 22,62, e 40,71 pM de 2,4-D esses

apresentaram o maior numero médio de oito calos respectivamente (Figura 2).
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Figura 2. Numero médio de calos embriogénicos e ndo embriogénicos produzidos a

partir de embrides zigoticos, apds 30 dias de cultivo em meio de inducdo. As médias

seguidas pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de

Skott e Knott a 5% de probabilidade.

O numero de explantes que responderam ao meio de histodiferenciacédo
nao diferiram estatisticamente entre si, tendo como melhor resposta morfogénica
os calos cultivados com 27,14 uM de 2,4-D onde converteram 60% em embrides
globulares e 20% em embrides cotiledonares (Figura 3).
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m EMBRIAO GLOBULAR = EMBRIAO COTILEDONAR CALOS QUE PERDERAM POTENCIAL
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Figura 3. Numero médio de embribes globulares, cotiledonares, e calos que
perderam o potencial embriogénico em meio para histodiferenciacdo. As médias
seguidas pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de Skott e
Knott a 5% de probabilidade.

Os embrides somaticos em estagio globular e cotiledonar ndo se
converteram em plantas, permaneceram em seus estagios e observou-se necrose. A
perda do potencial embriogénico pode ser porque as células ndo estavam totalmente
determinadas para seguir a rota embriogénica até a formacgéo completa da planta.

Paim Pinto et al., (2011) e Silva et al., (2015) também n&o obtiveram
sucesso na diferenciacdo dos embrides somaticos em plantulas quando induziram
embriogénese somatica com embrides zigéticos de P. edulis com meio
suplementado com 2,4-D e BA. Os autores relatam que varios fatores podem estar
relacionados com a perda do potencial embriogénico, como os estimulos externos

gue nédo foram suficientes para manter ativo a expressao génica necessaria para a
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maturacdo dos embries somaticos ou a atividade do gene responsavel pode ter
sessado.

O gene SERK esta diretamente ligado com a reprogramacéo celular na rota
embriogénica, indicando o inicio de um novo programa molecular em células que ja
possuiam funcéo anterior diferente (Hecht et al., 2001) e a perda desta expressao
inibe a diferenciagdo e/ou desdiferenciacdo de células potencialmente
embriogénicas.

Segundo Otoni et al., (2013), a maturacdo dos embribes somaticos e a
subsequente conversdao em plantulas, ainda sédo consideradas etapas limitantes
para a ampla utilizacdo da embriogénese somatica em Passiflora.

E nesse periodo que os embrides somaticos sofrem varias alteracées
morfologicas e quimicas, as quais sao evidenciadas pela deposicdo de materiais de
armazenamento, reducdo da atividade metabdlica e a aquisicdo de tolerancia a
dessecacao (Stasolla et al., 2003).

O uso isolado ou combinado de 2,4-D com outros reguladores de
crescimento, principalmente citocininas, tém gerado bons resultados para varias
espécies na inducao de embriogénese somatica via cultura embribes zigéticos (Silva
et al., 2009, Rocha, et al., (2015). Auxinas e citocininas sao os principais envolvidos
na diferenciacdo de células vegetais e a relacdo entre eles é crucial para a
especificacdo da identidade das células durante as fases iniciais da morfogénese
(Fehér et al., 2003; Jiménez 2005).

O presente estudo relata pela primeira vez a inducdo de embriogénese
somatica com o uso do regulador 2,4-D em embrides zigoéticos de P. quadrangularis,
confirmada através de técnicas histoldgicas.

Diferindo do trabalho realizado por Silva et al., (2009) que obtiveram sucesso
ao utilizar embriGes zigoéticos de P. cincinnata, cultivando os embrides com meio MS
acrescido de 18,1 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA, onde conseguiram embriogénese
somatica indireta primaria e direta secundaria.

Rosa et al., (2014) obtiveram embrides somaticos nas espécies (P. alata
Curtis, P. crenata Feuillet & Cremers, P. edulis Sims, P. gibertii N.E. Brown) com
meio MS suplementado com 4,5 uM BA e 13,6 uM ou 18,1 uM de 2,4-D. Ferreira et
al., (2015) cultivando embribes zigoticos de P. miniata e P. speciosa obtiveram

embrides somaticos com meio MS acrescido com 9,1 yM 2,4-D e esses se
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diferenciaram em plantulas e foram aclimatizados em casa de vegetacéo.

Silva et. al., (2015) cultivando embrifes zigoticos de Passiflora edulis Sims
FB-300, obtiveram um protocolo responsivo e reproduzivel para inducdo de
embriogénese soméatica em P. edulis até o estagio globular com meio MS acrescido
de 31,06 pM de picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 yM de TDZ.

O uso de embrides zigdticos para inducdo de culturas embriogénicas
apresenta algumas vantagens em relacdo as demais fontes de explantes. Uma
delas esta na rapida obtencéo de resposta porque as células dos embrides zigéticos
possuem um potencial embriogénico, pois detém muitos dos genes necessarios
para o processo de inducédo ja expressos (Paim-Pinto et al., 2011; Elhiti e Stasolla,
2011).

Através dos histoldgicos foi evidenciado o inicio do desenvolvimento dos
embrides somaticos. As massas pro-embriondrias originaram-se de divisdes
celulares nos planos anticlinais e periclinais nas células do parénquima e do
meristema fundamental (Figura 4A). Nessa regido observaram-se aglomerados de
células com os nucleos proeminentes e pouco vacuolizados, apresentando intensa
proliferacdo celular com repetidas divisdes mitéticas (Figura. 4B).

Embrides somaticos desenvolveram-se a partir da protoderme diferenciada
e ocupavam as faces abaxial e adaxial dos cotilédones. Onde foi possivel observar
o0 inicio do processo de vacuolizacao das células, o qual ocorreu de forma gradual
partindo das camadas periféricas para as camadas internas do explante. Os
embrides no estagio globular ja se apresentavam isolados dos tecidos de origem e
na regido da protoderme comecam a se diferenciar (Figura 4 C).

Aos 40 dias de cultivo observou um grande numero de divisdes celulares
levando a formacdo de embribes em estagio globular (Figura 4 D-E) e o inicio do

alongamento para a fase de torpedo com intensa atividade celular (Figura F).
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de embrides zig6ticos maduros de P. quadrangularis; A-B- Cortes histolégicos

transversal mostrando a organizacédo das divisdes celulares periclinais e anticlinais
(setas indicam as divisbes celulares); C- A Embrido globular (seta indicando o
embrido globular sem conexdo vascular com o tecido de origem); D-E- Embrides
somaticos em fase globular (* indicando fase globular); F- Embrides somaticos em
fase pré-cotiledonar (seta indicando o embrido se alongando para a fase
cotiledonar. Barras: A, E, F= 0,2 mm; B, C, D= 0,5 mm.
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A realizacdo de andlises histoldgicas é importante para a caracterizagdo da
via regenerativa, uma vez que se pode estabelecer melhores condi¢des de cultivo e,
assim, favorecer o estabelecimento de protocolos responsivos para a inducédo e
obtencéo de plantas, permitindo caracterizar alteracdes celulares durante o processo
embriogénico (Appezato-da-Gloria et al., 2005).

Segundo Silva et al. (2009), a utilizacdo de técnicas anatémicas auxiliam o
entendimento da embriogénese somatica em Passiflora spp. e permite desvendar os
processos envolvidos na transicdo embriogénica, bem como a dinamica das
expressdes dos genes envolvidos no processo embriogénico durante os estadios de
desenvolvimento dos embrides (Paim Pinto et al., 2011; Rocha et al., 2012).

No quadro 1 é possivel identificar que através dos teste histoquimicos foi
possivel identificar a presenca ou auséncia dos compostos de reserva presentes no

embrido zigotico apds 60 dias em meio para histodiferenciagédo.

Quadro 1. Identificacdo da presenca e auséncia de compostos de reserva
atraves de testes histoquimicos em embriGes zigoticos de Passiflora quadrangularis

apos 60 dias em meio para histodiferenciacgéo.

Teste Composto Presenca Auséncia
Sudam Black B. o
Corpos lipidicos X
Reacgédo Xylidine Corpos
X
Pounceau (XP) protéicos
Lugol Graos de amido X
Acido periddico-reagente _
_ Gréos de amido X
Schiff (PAS)

O embrido zigo6tico apresentou a presenca de corpos lipidicos (Figura 5A),
identificados por meio da reacdo positiva ao reagente sudam black B.

Silva et al. (2015), cultivando embrifes zigoéticos de P. edulis para inducéo
de embriogénese somética ndo observaram a presenca de corpos lipidicos, isso
pode ter ocorrido devido a biossintese de lipidios pois eles exercem papel

fundamental na composi¢cdo das membranas celulares.
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Figura 5. Analise histoquimica da embriogénese somatica em P. quadrangularis a
partir de embrides zigéticos maduros em meio de histodiferenciagdo. A) Reacado
positiva de corpos lipidicos (setas) ao sudam black. B-C) Corpos protéicos (setas)
evidenciados pela coloracdo vermelha evidenciado pelo Xylidine Ponceau — XP. D-E)
Graos de amido (setas) identificados pela reacdo positiva evidenciado pelo LUGOL.
F) Grédos de amido (setas) em células do embrido zigético evidenciados pelo PAS.
Barras: A, B, D, =0,2mm; C, E, F=0,5mm.
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Rocha et al., (2012) descreveram que durante o processo de embriogénese
somatica em P. cincinnata a quantidade de corpos lipidicos diminuiu gradualmente
até o completo esgotamento, que ocorreu aos 18 dias de cultivo.

Segundo Buchanan et al. (2000), a biossintese de lipidios em vegetais
superiores envolve o reticulo endoplasmatico e os plastidios. Os &cidos graxos
destinados a membranas celulares séo sintetizados via plastidios, enquanto que os
acidos graxos de armazenamento sao sintetizados via reticulo endoplasmatico.

A reacéo xylidine pounceau (XP) evidenciou que na embriogénese somatica
0 embrido zigotico, apresentou grande quantidade de corpos protéicos, com formato
arredondado e tamanho pouco variado (Figura 5B-C).

A utilizacdo do reagente de lugol na histolocalizacdo dos grdos de amido
detectou a presenca desse composto (Figura 5D-E). Confirmando a utilizacdo do
reagente PAS que também evidenciou os graos de amido (Figura 5F) nos tecidos do
embrido zigotico durante a inducdo da embriogénese somatica. A ocorréncia de
amido se deve por ele ser fonte primaria de energia e sédo rapidamente mobilizados
para a proliferacédo celular continuar (Rocha et al., 2015).

A reserva do amido pode ser considerada um dos processos chave para a
embriogénese somética, porque fornece a energia necessaria para o0
desenvolvimento das primeiras fases do desenvolvimento embrionario (Cangahuala-
Inocente et al., 2009).

Segundo Silva et al., (2015) e Rocha et al., (2015) o amido é considerado
fonte priméaria de energia para o crescimento e proliferacdo celular que fornece
energia para o desenvolvimento de embriGes sométicos. Nos embrides somaticos,
esse processo de acumulacdo de reservas é muito importante, pois o embrido nao
tem um endosperma associado. E esse fato leva a deficiéncia na conversao dos
embrides somaticos em plantas, o que limita o sucesso da embriogénese somatica
(Brownfield et al., 2007).

A embriogénese somatica é um processo morfogenético que requer uma
guantidade elevada de energia Martin et al. (2000) e, por conseguinte, o catabolismo
do amido pode resultar em compostos intermediarios de glicose que fornegam o
ATP necessario para o metabolismo da célula (Cangahuala-Inocente et al., 2009).
Ainda é preciso otimizar o protocolo para P. quadrangularis para a conversdo dos

embribes somaticos em plantas e os estudos histoquimicos que envolvem o
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acumulo e a mobilizacdo de reservas durante esta via podem auxiliar a desvendar

esses eventos morfogénicos.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho é primeiro relato de inducdo de embriogénese somatica em P.
quadrangularis utilizando 2,4-D na concentragéo de 27,14 M.

Através de testes histoquimicos foi identificado a presenca de reservas como
grdos de amido e corpos lipidios e corpos protéicos durante o0 processo

embriogénico.
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CAPITULO I

Organogénese em Passiflora quadrangularis L. a partir de cotilédones, raizes e
micro—estacas

RESUMO

A espécie Passiflora quadrangularis é utilizada para consumo in natura, como
ornamental, como porta-enxerto para espécies comerciais e tem caracteristicas com
potencial para programas de melhoramento genético. O presente estudo teve como
objetivo estabelecer um protocolo para a organogénese in vitro de Passiflora
qguadrangularis L. a partir de cotilédones, raizes e micro—estacas. Apés 30 e 60 dias
em meio de inducdo, foram avaliados o numero de brotagcbes nos explantes.
Evidenciou-se organogénese indireta nos explantes provenientes de cotilédones e
raiz, mas nas microestacas apenas a organogénese direta foi observada. Os
explantes cotiledonares cultivados em meio suplementado por 4,64 uyM de CIN
proporcionaram maior média de brotacdes. Em explantes radiculares apresentaram
maior niamero de brotacdes quando cultivados em meio com 3,48 uM de CIN
seguido de 4,64 uyM de CIN e 4,43 uyM de BA. No cultivo das microestacas as
melhores médias na producéo de brotos ocorreram na presenca de 4,43 uM de BA e
5,54 uM de BA que apresentaram o maior nimero médio de brotos, seguido de 3,32
MM de BA. A organogénese foi verificada através de analises anatdmicas onde foi
detectada a formacdo de meristemadides, que posteriormente se diferenciaram em
gemas apicais caulinares ou primaordios foliares, em raiz foi verificada organogénese
direta. Conclui-se que o tipo de explante, a adicdo de reguladores de crescimento no

meio de cultivo, tiveram influéncia na morfogénese in vitro de P. quadrangularis.

Palavras-chave: Regeneragéo, Citocininas, Passifloraceae.
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Organogenesis Passiflora quadrangularis L. from cotyledons, roots and

micropiles

ABSTRACT

The Passiflora quadrangularis species is used for in natura consumption, as an
ornamental, as rootstock to commercial species and it has the potential to features
for genetic improvement programs. The present study aimed to establish a protocol
for the in vitro organogenesis of Passiflora quadrangularis L. from cotyledons, roots
and micropiles. After 30 and 60 days in among induction, we evaluated the number
of sprouts in the explants. It was evident indirect organogenesis the explants from
cotyledons and root, but the micro-stakes only direct organogenesis was observed.
The presence of BA was essential for sprouts formation in leaf explants, in both the
incubation conditions. The cotyledon explants cultured among supplemented with
4.64 uM of CIN provided higher average sprouts. In root explants have a higher
number of sprouts when cultured among with 3.48 yM of CIN followed by 4.64 uM of
CIN and 4.43 uM of BA. In the cultivation of micro-stakes the best averages in the
production of sprouts occurred in the presence of 4.43 uM of BA and 5.54 yM of BA
who had the highest average number of sprouts, followed by 3.32 uM of BA. The
organogenesis was verified by anatomical analysis where it was detected the
formation of meristems, which later differentiate into sprouts apical buds or leaf
primordia in the root was found direct organogenesis. It was concluded that the type
of explant, the addition of growth regulators among the culture they had influence in

morphogenesis in vitro Passiflora quadrangularis.

Key-words: Regeneration, Cytokinins, Passifloraceae.
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1. INTRODUCAO

A espécie Passiflora quadrangularis L. também chamada de maracuja-acu,
maracuja-gigante, maracuja Amazobnico, encontrada no Brasil em condicbes
favoraveis para o seu desenvolvimento e produc¢éo (S&o José, 1994).

P. quadrangularis é uma trepadeira de grande porte, caule grosso e intenso
desenvolvimento, bastante cultivada nas regides tropicais. Os frutos sdo os maiores
do género chegando a pesar até 3 kg, possui sabor doce-acidulado, sendo
consumido ao natural ou em compotas. As flores sédo solitarias, grandes, fragrantes
e de coloracdo branca com purpura (Lorenzi, 2006; Meletti et al. 2010).

A espécie ainda néo é cultivada comercialmente, tem sua importancia no
melhoramento genético do género, por apresentarem plantas rasticas e vigorosas, a
espécie € tolerante ao fungo Alternaria passiflorae e resistente a fusariose, porém é
muito sensivel aos nematoéides e a Xanthomonas sp. (Oliveira e Ferreira, 1991).

De maneira geral, a cultura in vitro de espécies de Passifloras compreende a
conservacao de recursos genéticos e a obtencdo de plantas transgénicas, visa
aumento da produtividade, qualidade do fruto e resisténcia a doencas, aplica a
selecédo de plantas produtoras de folhas maiores, que possuam maior concentracao
de passiflorina para uso na industria farmacéutica e de cosméticos (Vieira e
Carneiro, 2004; Passos e Bernacci, 2005; Zerbini et al., 2008; Alexandre et al.,
2009).

Protocolos de cultura de tecidos com espécies de Passiflora visam a
obtencdo de plantas livres de doencas, a producdo em grande escala e o
fornecimento de materiais para programas de melhoramento (Passos e Bernacci
2005). Entretanto, ressalte-se que o potencial propagativo depende da espécie ou
da fonte de explante (Apezzato-da-Gloria et al., 1999). No género Passiflora ha
varios relatos de organogénese que € a principal via de regeneracao podendo ser
direta e indireta com diversos explantes ndo meristematicos, Dornelas e Vieira,
1994; Apezzato-da-Gléria et al., 1999, Hall et al.,, 2000; Becerra et al.,, 2004,
Monteiro et al., 2000, Lombardi et al., 2007, Silva et al., 2011, Vieira et al., 2014,
estabeleceram protocolos eficientes com diversas espécies de Passifloras.

Devido a importancia da cultura de Passiflora para estudos de melhoramento

genético e a falta de informacgdes na literatura sobre a capacidade de formacéo de
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gemas adventicias em condi¢cdes in vitro em P. quadrangularis, o trabalho teve por
objetivo estudar o efeito de benzil-adenina, (BA), cinetina (CIN) e tiadizuron (TDZ),
na inducdo a organogénese tendo como explantes cotilédones, raizes e micro—

estacas.

56



2.  MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do material vegetal

Foram utilizadas sementes maduras colhidas em propriedade particular no
municipio de Tangard da Serra, MT. Frutos maduros de P. quadrangularis foram
coletados para a extragcdo das sementes, os frutos foram encaminhados ao
Laboratorio de Genética/Cultura de Tecidos Vegetais/LCTV/CPEDA da Universidade
do Estado de Mato Grosso — UNEMAT, Campus Universitario de Tangara da Serra —
MT.

Os tegumentos das sementes foram removidos com auxilio de uma mini-
morsa, apos as sementes foram desinfestadas sob condi¢cbes assépticas com a
imersdo em alcool 70% (v/v) por 1 min, seguida pela imersdo em solucdo de
hipoclorito de sédio comercial a 2,5% (v/v) mais Tween 20° a 0,1% (v/v), por um
periodo de 25 minutos. Apds esse periodo foram realizados quatro enxagues com
agua destilada e autoclavada.

As sementes foram inoculadas em meio com o0s sais basicos de MS na
metade de sua concentracdo (Murashigue e Skoog, 1962) e cultivadas em frascos
de cultivo de 500 mL. O meio de cultura continha sais MS (Murashigue e Skoog,
1962), complexo vitaminico B5 (Gamborg et al., 1968), 30 g L* de sacarose e 100
mg L de mio-inositol, 2,8 g L* de Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA),
com pH ajustado para 5,7 = 0,1, sendo autoclavado a 121°C, 1,1 atm por 15
minutos.

Os frascos foram vedados com filme de policloreto de vinila PVC
(Rolopac®), na auséncia de irradiancia. Apoés 15 dias de inoculagdo as plantulas
foram transferidas para o ambiente de sala de crescimento com regime luminoso de
16/8h (luz/escuro), irradiancia de 36 pmol/m?/s provida por lampadas fluorescentes
(Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil) e temperatura de 27 + 2 °C, onde

permaneceram por mais trinta dias.

2.2 Inducdo a organogénese in vitro a partir de cotilédones das sementes e
raizes.
Sob condi¢cbes assépticas, as sementes foram excisadas e seus cotilédones

(Figura 1A) foram removidos e inoculados em meio de cultura, da mesma forma
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raizes de plantulas com 45 dias foram excisadas e inoculadas em meio de cultura
contendo sais MS, complexo vitaminico B5, 30 g L de sacarose, 100 mg L de mio-
inositol, 2,8 g L' de Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA) como agente
gelificante, acrescido das seguintes concentracdes 0,75, 1,0, 1,25 e 1,50 mg L que
foram convertidas em uM e ficaram com as seguintes concentracdes 3,32, 4,43, 5,54
e 6,65 uM de benziladenina, 3,48, 4,64, 5,80 e 6,97uM de cinetina e 3,40, 4,54, 5,67
e 6,81 uM de tiadizuron e o tratamento controle MSO sendo o pH ajustado para 5,7 £
0,1.

Em seguida autoclavado a 121°C, 1,1 atm por 15 minutos, verteu-se 30 ml
de meio em cada placa de Petri 90 x 15 mm contendo aliquotas de 30 mL. Sendo
vedados com filme plastico transparente do tipo policloreto de vinila, PVC
(Rolopac®).

2.3 Inducéo a Organogénese in vitro a partir de microestacas

Sementes germinadas in vitro foram cultivadas até seu desenvolvimento
completo de plantulas. Quando estas atingiram 7 cm de altura aos 60 dias, as folhas
foram eliminadas e o caule dividido em segmentos nodais com aproximadamente 2
cm de comprimento, formando microestacas, cada uma contendo duas gemas
axilares. As microestacas foram cultivadas nas mesmas condi¢cdes anteriormente
descritas.

Foram inoculadas em frascos contendo 30 mL, de meio utlizado MS
complexo vitaminico B5, 30 g L de sacarose, 100 mg L de mio-inositol, 2,8 g L*
de Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA) como agente gelificante, acrescido
das seguintes concentragées 0,75, 1,0, 1,25 e 1,50 mg L que foram convertidas em
MM e ficaram com as seguintes concentracbes 3,32, 4,43, 554 e 6,65 uyM de
benziladenina, 3,48, 4,64, 5,80 e 6,97uM de cinetina e 3,40, 4,54, 5,67 e 6,81 uM de
tiadizuron e o tratamento controle MSO sendo o pH ajustado para 5,7 = 0,1 apos

autoclavado a 121°C, 1,1 atm por 15 minutos.

2.4 Andlise anatdomica
Para as analises anatbmicas os explantes de P. quadrangularis foram
coletados ap0Os a inducdo da organogénese. As amostras foram coletadas aos 60

dias e apds foram fixadas em solucédo de Karnovsky (Karnovsky, 1965).
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As amostras foram fixadas e desidratadas em série com concentracdo
crescente de etanol (10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%) e
infillradas e polimerizadas em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments,
Alemanha). Cortes transversais e longitudinais com 5 pum de espessura foram
obtidos em micrétomo rotativo de avanco automético (RM2155, Leica Microsystems
Inc., USA) e corados com azul de toluidina (O’ Brien e McCully, 1981).

A captura de imagens foi realizada em microscopio de luz (Olympus
AX70TRF, Olympus Optical, Japdo) com camera digital acoplada (Spot Insightcolour
3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA) do laboratério de Anatomia Vegetal da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.5 Analise estatistica

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com 13
tratamentos e 2 repeticbes sendo cada repeticdo composta 10 explantes. Foi
avaliado o numero médio de brotos aos 30 e 60 dias e os dados foram submetidos a
analise de variancia sendo comparados pelo teste Snott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade os dados serdo analisados através do programa SISVAR, (Ferreira,
2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s 20 dias de cultivos foi visualizado o desenvolvimento de gemas
adventicias em explantes cotiledonares e a formacdo dos brotos aos 30 dias. O
namero de brotacfes foi significativo estatisticamente, entre os tratamentos sendo
que o maior numero de brotacdes foi observado nos explantes cotiledonares
cultivados na presencga de 6,97uM de CIN, com numero médio de 18 brotos, seguido
de 4,43 upM de BA com 11 brotos, e 4,64 uyM de CIN com 7,50 brotos, nos
tratamentos que continham TDZ n&o foi observada a ocorréncia de brotos,
ocorrendo diferencas significativas entre os tratamentos com esse regulador

conforme (Tabela 1).

Tabela 1: Numero médio de brotagcbes em explantes cotiledonares de Passiflora

quadrangularis L. em 30 e 60 dias de cultivo in vitro

Nimero médio de brotos

Tratamentos
30 dias 60 dias

MSO Ob Ob
3,32 uM BA 2b 10ab
4,43 uM BA 11ab 14ab
5,54 uM BA Ob 1b
6,65 uM BA Ob Ob
3,48 uM CIN 3b 8ab
4,64 uM CIN 7,50ab 31,50a
5,80 uM CIN 3b 17ab
6,97uM CIN 18a 24ab
3,40 yM TDZ Ob Ob
4,54 uM TDZ Ob Ob
5,67 uM TDZ Ob Ob
6,81 uM TDZ Ob Ob

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre

si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Apbés 60 dias de cultivo as melhores médias na producdo de brotos
ocorreram nos explantes cotiledonares cultivados na presenga de 4,64 uM de CIN
gue apresentaram uma meédia de 31,50 brotos, seguido de 6,97uM de CIN com 24
brotos e 5,80 uM de CIN com 17 brotos, ocorrendo diferengas significativas entre os
tratamentos, conforme (Tabela 1). O tratamento controle MSO com a auséncia dos
reguladores ndo apresentou brotos.

Dentro da classe das citocininas o BA e o CIN estéo entre as mais utilizadas
na cultura de tecidos, por serem eficientes no processo de multiplicacdo das
estruturas aéreas e na inducdo de gemas adventicias em diversas espécies (Hu e
Wang, 1983).

Durante a organogénese alta concentragcédo de citocininas e baixa de auxina
tradicionalmente promovem a expressdo de genes essenciais para a inducao de
novo na formacéo de brotacdes (Su et al., 2011). O BA tem sido o regulador mais
utilizado para regeneracao in vitro independente do explante utilizado, podendo
ocorrer diferentes respostas isso do depende do gendtipo da espécie estudada, mas
para os explantes cotiledonares de P. quadrangularis ele foi ineficaz.

O desenvolvimento de gemas adventicias em explantes cotiledonares foi
observado aos 20 dias de cultivo (Figura 1B), com formac¢éo dos brotos aos 30 dias.
O maior numero médio de brotacdes foi observado nos explantes cotiledonares
cultivados na presencga de 6,97uM de CIN (Figura 1C), seguido de 4,43 uM de BA
(Figura 1D), nos tratamentos que continham TDZ n&o foi observada a ocorréncia de
brotos (Figura 1E). Apdés 60 dias de cultivo as melhores médias na producao de
brotos ocorreram nos explantes cotiledonares cultivados na presencga de 4,64 uM de
CIN (Figural F-G), seguido de 6,97uM de CIN (Figura 1H).

61



Figura 1. Organogénese em P. quadrangularis. A: Explante cotiledonar;
B:Explante cotiledonar aos 20 dias aparecimento das gemas (setas); C: Cotilédone
cultivado com meio MS acrescido de 4,43 uM de BA com brotos (setas) aos 30

dias; D: Cotilédone cultivado em meio MS acrescido de 6,97 yM de CIN com brotos
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(setas) aos 30 dias; E: Cotilédone em meio de cultivo MS acrescido de TDZ aos 30
dias de cultivo; F-G: Cotilédone cultivado em meio MS acrescido de 4,64 uM de
CIN com brotos (setas) aos 60 dias; H: Cotilédone cultivado em meio MS acrescido
de 6,97uM de CIN aos 60 dias. Barras: A, B= 0,3 mm; C, D, E= 0,4 mm; F, G, H=

0,6 mm.

A organogénese em explantes cotiledonares de P. quadrangularis ocorreu
de forma indireta (Figura 2A — B -C). As brotacdes que ocorreram nos explantes
cotiledonares de P. quadrangularis apresentaram muitas modificacdes celulares as

quais originaram a formacao dos brotos.
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Figura 2. Organogénese indireta de explantes cotiledonares P. quadrangularis, A-B-
C: Cortes longitudinais dos explantes inoculados em meio MS acrescido de 4,64 uM
de CIN, modificagBes celulares dando origem as brotacdes (setas). Barras: A, B, C,

=0,5 mm.

Andlises histolégicas em estudos de organogénese sao fundamentais para a
confirmagéo da fonte das brota¢des que sé@o formadas na cultura, com isso exclui a
possibilidade de interpretacdes equivocadas de resultados pela presenca de gemas
pré-formadas no material original (Hervé et al., 2001 e Carvalho et al., 2004).

Segundo Biasi et al.,, (2000), as observacfes estruturais mostram que a
formacao desses centros meristematicos, envolvidos no processo de regeneracao,
tém diferentes origens, variando de acordo o tipo de explante e estagio de
desenvolvimento.

No género Passiflora, a utilizacdo de citocininas para indugdo de gemas é
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bem estabelecida e o balanco hormonal necesséario para a diferenciacdo do
processo depende da quantidade de auxina enddgena nos diferentes tecidos
(Dornelas e Vieira, 1994; Lombardi et al., 2007).

No cultivo dos explantes radiculares aos 30 dias de cultivo nédo foi
evidenciado a presenca de brotos, ocorreu somente a formagédo de calos. Apos 60
dias de cultivo em meio de indug&o com diferentes concentragdes de BA, CIN e TDZ
foi possivel constatar organogénese direta e indireta nos explantes radiculares de
Passiflora quadrangularis L.

As melhores médias na producdo de brotos ocorreram nos explantes
cultivados na presenca de 3,48 uM de CIN onde apresentaram o0 maior numero
médio com 78 brotos seguido de 4,64 uM de CIN com 66 brotos e 4,43 uM de BA
com 42 brotos havendo diferencas significativas entre os tratamentos, conforme
(Tabela 2).

Tabela 2: Numero médio de brotacdes obtidas em explantes radiculares de

Passiflora quadrangularis L. em 60 dias de cultivo in vitro

Tratamentos NUumero médio de brotos 60 dias
MSO Oc
3,32 uM BA 19bc
4,43 uM BA 42abc
5,54 uM BA Oc
6,65 uM BA 17c
3,48 M CIN 78a
4,64 uM CIN 66ab
5,80 uM CIN 36abc
6,97uM CIN 30,50abc
3,40 yM TDZ Oc
4,54 uM TDZ Oc
5,67 yM TDZ 1l4c
6,81 uM TDZ Oc

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre

si, pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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O tratamento controle na auséncia dos reguladores de crescimento MSO n&o
apresentou o desenvolvimento de brotagBes adventicias. A partir desses resultados
ficou evidenciado que a utilizacdo do regulador de crescimento Cinetina foi favoravel
na inducao da organogénese em explantes radiculares de P. quadrangularis.

Na Figura 3 é possivel ver a formacédo de calos aos 30 dias de cultivo isso
para todos os tratamentos até o meio controle (Figura 3 A-B-C-D). Aos 45 dias de
cultivo foram visualizadas as primeiras formacdes de brotos (Figura 3E). Aos 60 dias
as melhores médias de brotos ocorreram nos explantes cultivados na presenca de
3,48 uM de CIN, (Figura3F-G).

o vz 4’

Figura 3. Organogénese a partir explantes radiculares em P. quadrangularis A-B-C-
D: Explantes radiculares A: Cultivado em meio MSO (controle), formacgéo de calos
(setas); B: Cultivado na presenca de BA formacao de calos (setas); C: Cultivado na

presenca de CIN formacdo de calos (setas); D: Cultivado na presenca de TDZ
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formacao de calos (setas); E: Explante radicular aos 45 dias de cultivos formacéo de
brotos (setas) e calos (CA); F-G: Melhor tratamento na formagao de brotos (setas) e
calos (CA) aos 60 dias em meio MSO acrescido de 4,64 uM de CIN; H: Corte
longitudinal do explante radicular cultivado em meio MSO acrescido de 4,64 uM de
CIN, (setas) indicam alteragbes celulares que estdo dando origem a formacéo dos
brotos. Barras: A, B, C, D =0,3mm; E, F, G, H=0,5 mm.

Becerra et al. (2004), desenvolveram um protocolo para a regeneracao de
brotos in vitro tendo como fonte de explantes discos foliares de Passiflora edulis f.
flavicarpa e observaram a maior producdo de brotos com 60 dias de cultivo, que
estavam sendo cultivados em meio MS suplementado com 4,44 uM de BAP e 2,32
puM de CIN.

Resultados semelhantes foram descritos por Silva et al.,, (2011), onde
utilizaram segmentos radiculares de P. cincinnata e P. edulis f. flavicarpa obtiveram
0 sucesso com a utilizando da concentracdo de 4,44 uM de BA conseguindo
organogénese direta.

De maneira geral, CIN foi o mais eficiente na producédo de brotos em P.
guadrangularis a partir de explantes radiculares, por apresentar maior nimero médio
de brotos, e diferiu estatisticamente dos tratamentos suplementados com a citocinina
BA que apresentou um menor nimero meédio de brotos.

A suplementacdo do regulador de crescimento ao meio de cultivo é
indispensavel para que aconteca a resposta organogénica em explantes radiculares
porque as espécies respondem a regeneracdo em épocas diferentes, o processo
torna-se assincronico.

A organogénese a partir de explantes radiculares em P. quadrangularis
ocorreu de forma indireta, onde o calo forma-se nas extremidades das raizes e as
gemas sao observadas na superficie do calo. As brotagbes tinham conexao
vascular, gue foi confirmada através de cortes histologicos, (Figura 3H).

As microestacas foram excisadas de plantulas de P. quadrangularis
contendo dois segmentos nodais e foram inoculadas em meio com diferentes das

citocininas BA (Benziladenina), CIN (Cinetina) e TDZ (Tiadizuron).
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Inicialmente, no quinto dia de cultivo foi evidenciado que as microestacas
apresentaram sinais visiveis de intumescimento, o que seria uma resposta ao
contato com o meio ou mesmo com o regulador presente no meio de cultura.

Aos 15 dias de cultivo foi evidenciado a formacgéo de calos e aos 30 dias as
primeiras brotacdes foi possivel constatar organogénese direta e indireta nas micro-
estacas de Passiflora quadrangularis.

Aos 30 dias as melhores médias na producdo de brotos ocorreram nos
explantes cultivados na presenca de 5,54 uyM de BA e 4,54 uM de TDZ que
apresentaram o maior numero médio com 1,33 brotos, seguido de 6,81 yM DE TDZ
com 1,11 brotos os explantes cultivados com CIN ndo apresentaram brotagoes,

havendo diferencas significativas entre os tratamentos, conforme (Tabela 3).

Tabela 3: Numero médio de brotacbes obtidas a partir de micro estacas de

Passiflora quadrangularis em 60 dias de cultivo in vitro

Nimero médio de brotos

Tratamentos
30 dias 60 dias
MSO 0,77b 2,88b
3,32 uM BA 1,33b 9,11a
4,43 uM BA 0,77b 10,66a
5,54 uM BA 3a 10,11a
6,65 uM BA 0,66b 4,33b
3,48 uM CIN Ob Ob
4,64 uM CIN Ob Ob
5,80 uM CIN Ob Ob
6,97uM CIN Ob Ob
3,40 uM TDZ 0,88b 0,77b
4,54 uM TDZ 1,33b 3,33b
5,67 yM TDZ 0,33b 0,22b
6,81 uM TDZ 1,11b 3,11b

Médias nas colunas seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre

si, pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Aos 60 dias as melhores médias na producdo de brotos ocorreram nos
explantes cultivados na presenca de 4,43 uyM de BA e 5,54 yM de BA que
apresentaram o numero médio com 10,66 e 10,11 brotos seguido de 3,32 uM de BA
com 9,11 brotos, ndo ocorrendo diferencas significativas entre os tratamentos, 0s
explantes cultivados com TDZ apresentaram baixo numero de brotos e os cultivados
com CIN n&o apresentaram brotagdes, conforme (Tabela 3).

O tratamento controle na auséncia dos reguladores apresentou baixo
namero de brotos. Isso pode ter ocorrido pelo fato dos explantes ja possuirem
gemas pré determinadas nas regiées do no.

A partir desses resultados ficou evidenciado que a utilizagdo do regulador
de crescimento BA foi favoravel na inducdo da organogénese em microestacas de P.
quadrangularis.

Aos 30 dias as melhores médias ocorreram nos explantes cultivados na
presenca de 3,32 uM de BA (Figura 4A) e 4,54 uM de TDZ (Figura 4B), seguido de
6,81 yM DE TDZ (Figura 4C). Aos 60 dias as melhores taxas de brotactes
ocorreram nos explantes cultivados na presenca de 4,43 uM de BA (Figura 4D) e
5,54 uM de BA ja os cultivados com TDZ apresentaram baixo numero de brotos

(Figura 4E) e os cultivados com CIN ndo apresentaram brotacdes (Figura 4F).
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estacas; A- Cultivada por 30 dias na presenca de 5,54 uM de BA; B: Cultivada por

30 dias na presenca de 4,54 uM de TDZ; C: Cultivada por 30 dias na presenca de
CIN; D: Apés 60 dias melhor média de brotos explantes cultivadas na presenca de
4,43 uM BA; E: Cultivadas por 60 dias na presenca de TDZ F: Cultivada por 60 dias
na presenca de CIN. G-H-I: Cortes transversais em relacdo ao explante G: (*)
apontando a formacdo do meristeméide; H: (*) apontando a formacdo do
meristemodide (seta) indicando a formacdo de brotos; |: (setas) apontando a

formagéo de brotos. Barras: A, D, E= 2cm; B, C, F=1,5 cm; G=0,5mm; H, 1= 0,3 mm.

As citocininas sdo responsaveis pela divisdo celular e estimulam a
iniciacdo, o crescimento e o desenvolvimento de gemas adventicias, sendo a

6-Benzilaminopurina (BA), a citocinina mais utilizada para inducdo de brotacdes
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(Beyl, 2000).

O emprego de citocininas como (BA) e Tidiazuron (TDZ) em Passiflora tém
apresentado resultados favoraveis na inducdo da organogénese (Trevisan e
Mendes, 2005; Fernando et al., 2007; Garcia et al., 2010).

Através das analises anatdmicas da organogénese em P. quadrangularis foi
possivel constatar que as gemas adventicias surgiram a partir de meristemoides
originados de divisbes celulares na camada sub-epidérmica. Os explantes
microestacas apresentaram meristemoides, assim esses dao origem aos primordios
foliares ou continuam dividindo formando as protuberancias. Segundo Vieira et al.,
(2014), a formacdo desses centros meristematicos, envolvidos no processo de
regeneracao tém diferentes origens, variando de acordo com tipo de explante e

estagio de desenvolvimento.
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4.  CONSIDERACOES FINAIS

Nas condigbes em que o experimento foi desenvolvido, os resultados obtidos
permitem as seguintes conclusbes para a inducdo de organogénese em P.
quadrangularis:

O meio MS acrescido de 4,64 uM de CIN proporcionou as melhores taxas de
brotos em explantes cotiledonares aos 60 dias de cultivo.

O meio MS acrescido de 3,48 uM de CIN proporcionou as melhores taxas de
brotos em explantes radiculares aos 60 dias de cultivo.

O meio MS acrescido de 4,43 uMm de BA proporcionou as melhores taxas de
brotos nas microestacas aos 60 dias de cultivo.

Pode-se concluir, que a acdo dos reguladores de crescimento pode estar
ligada com a sua concentracao e pode variar de acordo com o explante utilizado em
explantes cotiledonares e radiculares CIN foi o melhor, ja para microestacas o BA foi
a que proporcionou as melhores médias de brotacdes.

Tais fatores devem ser usados na escolha para se obter um protocolo de
regeneracao eficiente para a organogénese, com isso ainda ha a necessidade de
estudos adicionais para desvendar fatores que podem estar relacionados a
organogénese.
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6. CONCLUSOES GERAIS

No primeiro capitulo foi proposto um protocolo de inducdo da embriogénese
somatica a partir de embrides zigoticos maduros de P. quadrangularis L. utilizando
meio MS acrescido de 27,14 uM de 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D), e identificacdo
dos compostos de reserva na histodiferenciacdo dos embriées somaticos.

Andlises morfo - anatdbmicas indicaram a presenca de embriogénese
somatica indireta, a dupla coloragdo com carmim acético e azul de Evans confirmou
a competéncia embriogénica do material. Os testes histoquimicos revelaram a
presenca de corpos lipidicos identificados por meio da reacéo positiva ao reagente
sudam black B. A reacao xylidine Pounceau (XP), apresentou grande quantidade de
corpos proteicos, o reagente de Lugol detectou grdos de amido e o reagente PAS
também evidenciou grados de amido.

Com relagdo aos estudos no segundo capitulo, constatou-se organogénese
indireta nos explantes provenientes de cotilédones e raiz, e nos explantes
microestacas apenas a organogénese direta.

O presente trabalho representa o primeiro relato para inducdo de
embriogénese somatica e organogénese em P. quadrangularis onde foram relatadas
a formacdo de embrides somaticos utilizando-se 2,4-D e a formacdo de brotos, e
foram descritas informacdes relevantes sobre aspectos anatémicos, histoquimicos

da espécie.
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