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RESUMO

ANTONIAZZ|, Camila Aparecida, Universidade do Estado de Mato Grosso,
Dezembro de 2016. Morfogénese in vitro e producdo de triploides em
populacbes comerciais de Passiflora edulis Sims - (Passifloraceae).
Orientadora: Prof2. Dra. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Coorientador:
Prof. Dr. llio Fealho de Carvalho.

O presente estudo teve como objetivo analisar as respostas morfogénicas
através da embriogénese somatica na presenca de irradiancia a partir de
embrides zig6ticos maduros em populacdes comerciais e estabelecer sistema
de regeneracdo de novo na producédo de plantas diploides e triploides para a
espécie Passiflora edulis Sims.O primeiro capitulo descreve as respostas
morfogénicas durante a embriogénese somatica para as populacdes de P.
edulis ('FB-200 Yellow Master e FB-300 Araguary’). Assim, embrides zigoticos
foram cultivados em meio de inducdo compostos por sais basicos de MS
acrescidos de 2,4-D (13,57; 18,10; 22,62; 27,15; 31,67; 36,20; 40,72 e 45,25
MM) combinados com 4,5 uM de BA. O delineamento utilizado foi o (DIC), com
cinco repeticbes e as médias foram comparadas pelo teste Tukey a 5% (p<
0.05). As avaliacdes foram realizadas aos 40 dias em meio de inducdo e aos
60 dias de histodiferenciacéo. Para as variedades FB-200 e FB300 em meio de
inducdo foi obtido respostas morfogénicas pelas vias embriogénica e
organogénica. Para a variedade FB200 aos 40 dias o maior numero de
embribes somaticos produzidos ocorreu por via indireta na concentracdo de
22,62 uM 2,4-D + 4,5 uM de BA, enquanto que por via direta em 40,72 uM 2,4-
D. A organogénese direta foi observada no tratamento na auséncia de PGRs e
por via indireta na concentracdo de 13,57 uM 2,4-D. Aos 60 dias de cultivo o
maior nimero de embrides produzidos via indireta foi no na presenca de 22,62
UM 2,4-D e para organogénese, a maior média ocorreu por via direta no
tratamento com 27,15 uM 2,4-D e indireta em 13,57 uM 2,4-D. A caracterizacao
anatbmica confirmou a morfogénese in vitro pelas vias embriogénica e
organogénica. Os resultados descrevem as duas rotas morfogénicas no cultivo
de embrides somaticos como fonte de explante mantidos na presenca de
irradiancia para a espécie P. edulis (FB200 e 300). O segundo capitulo teve

como objetivo a regeneracdo de novo por organogénese para a producdo de
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plantas diploides e triploides de P. edulis ‘populagéo FB-300’. Para a producéo
de plantas diploides embrides zigoticos foram utilizados como fonte de explante
e para producdo das plantas triploides explantes endospérmicos. Os explantes
foram cultivados em meio de indugcédo com sais basicos de MS com a adi¢céo de
Benziladenina - BA (2,21, 4,43; 6,65 e 8,87 uM), Tidiazuron — TDZ (2,27; 4,54,
6,81 e 9,08 uM) e Cinetina - CIN (2,32; 4,64; 6,97 e 9,29 uM). O tratamento
controle foi na auséncia dos PGRs. O delineamento experimental foi
inteiramente casaualizado, com cinco repeticdes e 10 explantes por placa de
Petri. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% (p< 0.05). As
avaliagbes foram aos 30 dias em meio de inducdo e aos 60 dias de cultivo de
histodiferenciacéo. A organogénese ocorreu de forma direta e indireta. O maior
namero de brotagBes foram obtidas no tratamento com 4,54 uM de TDZ com
média de 168,80 brotacbes aos 60 dias de cultivo a partir dos embribes
zigoticos. Nos explantes endospérmicos somente foi produzida brotacfes na
presenca de 6,81 pM TDZ com média de 39,2 brotos por explante. Os eventos
morfogénicos no desenvolvimento das brotacdes nos explantes foram descritos
utilizando-se de microscopia de luz. A analise em citometria de fluxo de tecido
foliar de plantulas aclimatizadas revelou a diploidia (2n) quando de origem a

partir do embrido zigatico e triploidia (3n) a partir de tecidos endospérmicos.

Palavras-chave: Maracujazeiro amarelo, 2,4-D, Morfogénese in Vvitro,

Citocininas, Nivel de ploidia.



ABSTRACT

ANTONIAZZI, Camila Aparecida, Mato Grosso State University, December
2016. In vitro morphogenesis and triploid production in commercial
populations of Passiflora edulis Sims - (Passifloraceae). Advisor: Profé. Dr.
Maurecilne Lemes da Silva Carvalho. Co Advisor Prof. Dr. llio Fealho de
Carvalho.

The present study aimed to analyze the morphogenic responses through
somatic embryogenesis in the presence of irradiance from mature zygotic
embryos in commercial populations and establish a new regeneration system in
the production of diploid and triploid plants for Passiflora edulis Sims species.
The first chapter describes the morphogenic responses during somatic
embryogenesis to the populations of P. edulis ('FB-200 Yellow Master and FB-
300 Araguary'). Thus, zygotic embryos were cultured in induction medium
composed of basic salts of MS and supplemented with 2,4-D (13.57; 18.10;
22.62; 27.15; 31.67; 36.20; 40.72 and 45.25 uyM) combined with 4.5 uM BA. A
control treatment received no addition of growth regulators. A completely
randomized experimental design was used, and the means were compared by
the Tukey test at 5% (p<0.05). The evaluations were performed at 40 days in
induction medium and 60 days of histodifferentiation. For the FB-200 and
FB300 varieties in induction medium, morphogenic responses were obtained
through the embryogenic and organogenic pathways. For the FB200 variety at
40 days the highest somatic embryos produced occurred indirectly at the
concentration of 22.62 yM 2,4-D+4.5 uM BA, whereas by direct route at 40.72
MM 2,4-D. Direct organogenesis was observed in the treatment in the absence
of PGRs and indirectly in the concentration of 13.57 yM 2,4-D. At 60 days of
culture the largest number of embryos produced indirectly was in the presence
of 22.62 yM 2,4-D and for the one for organogenesis, the highest mean
occurred directly in the treatment with 27.15 yM 2,4-D and indirect in 13.57 yM
2,4-D. The anatomic characterization confirmed in vitro morphogenesis by the
embryogenic and organogenic pathways. The results describe the two
morphogenic routes in the cultivation of somatic embryos as source of explant

maintained in the presence of irradiance for P. edulis species (FB-200 and 300).



The second chapter aimed at the de novo regeneration by organogenesis for
the production of diploid and triploid plants of P. edulis 'population FB-300'. For
the production of diploid embryonic zygotic plants were used as source of
explant and for the production of triploid plants endospermic explants. The
explants were cultured in induction medium with basic MS salts with the
addition of Benzyladenine - BA (2.21; 4.43; 6.65 and 8.87 uM), Tidiazuron-TDZ
(2.27; 4.54; 6.81 and 9.08 uyM) and Cinetin-CIN (2.32; 4.64; 6.97 and 9.29 uM).
A control treatment received no addition of growth regulators. The experimental
design was the (DIC), with five replicates and 10 explants per Petri dish. The
averages were compared by the Tukey test at 5% (p<0.05). The evaluations
were at 30 in induction medium and 60 days of histodifferentiation culture.
Organogenesis occurred directly and indirectly. The highest number of shoots
were obtained in the treatment with 4.54 uM TDZ with a mean of 168,80 shoots
at 60 days of cultivation from the zygotic embryos. In the endospermic explants
shoots were only produced in the presence of 6.81 yM TDZ with a mean of 39,2
shoots per explant. The morphogenic events in the development of shoots in
the explants were described using light microscopy. Flow cytometric analysis of
leaf tissue of acclimatized seedlings revealed diploidy (2n) when originating
from the zygote embryo and triploid (3n) from endosperm tissues originating

from the zygotic embryo and triploid (3n) from endosperm tissues.

Keywords: Yellow passion fruit, 2,4-D, In vitro morphogenesis, Cytokinins,

Ploidy level.
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1. INTRODUCAO GERAL

Conhecido popularmente como maracuja-amarelo ou azedo Passiflora edulis
Sims se destaca no setor agricola, especialmente pela comercializagdo no mercado
de fruto in natura (Ruggiero et al., 1996; Cunha et al., 2002; Vilela, 2013), assim
como na producao de derivados como, geleias, doces, farinhas, sorvetes e suco
(Ruggiero, 1998). Varias espécies de Passiflora possuem principios ativos
terapéuticos, usados como ansioliticos e sedativos pela cultura tradicional
(Blumenthal et al., 2000; Conrado et al., 2003).

O Brasil é 0 pais em primeiro no ranking de producédo e consumo dos frutos
do maracuja in natura e derivados (Lima et al., 2016). O cultivo segundo IBGE
(2014) é estimado em 14.488 Kg/ha/ano, com média de producao final de 823, 284
mil toneladas. A produtividade € relativamente baixa em relacdo ao potencial de
mercado, devido a caréncia tecnoldgica no manejo e a falta de informacgdes técnicas
dos produtores (Melo et al., 2001).

A polinizacdo do maracuja é realizada prioritariamente por via sexuada ou
assexuada, através da enxertia, estacas e via cultivo in vitro (Nhut et al., 2007;
Alexandre et al., 2009; Sousa et al., 2010). Sdo espécies diploides 2n=2 x= 18
cromossomos, alégamas e auto incompativeis do tipo esporofitica (Martin e
Nakasone, 1970; Bruckner et al., 1995; Ferreira et al., 2010), que confere a diferenca
como uma planta de alta variabilidade genética e desuniforme nas caracteristicas
agrondémicas (Otoni et al., 2013).

No cultivo in vitro varios fatores sdo considerados para o estabelecimento de
protocolos responsivos, tais como o balanco entre os reguladores de crescimento,
luz, temperatura, nutrientes, pH dentre outros (Monteiro et al., 2000). As auxinas e
citocininas sdo os reguladores de crescimento frequentemente utilizados neste
sistema de cultivo. As citocininas sdo utilizadas na inducdo da organogénese as
auxinas inducao de rizogénese e da embriogénese somatica (Edwin et al., 2008;
Saini et al., 2013).

A cultura de tecidos vegetais destaca-se como a técnica de micropropagacao
de grande valia tanto para programas de melhoramento quanto para producao de
gendtipos elite superiores, como também na producdo de mudas, porta-enxertos e

mudas enxertadas isentas de contaminantes. Podendo multiplicar plantas em larga



escala em tempo reduzido independente da época do ano, sendo em muitos casos a
Unica alternativa para programas de melhoramento genético (Zerbini et al., 2008).

Na organogénese in vitro, via mais comumente descrita por regenerar
espécies de Passiflora (Nhut et al., 2007; Zerbini et al., 2008) ocorre a formacao de
gemas adventicias, nome no qual € conferido devido o fato de se originarem em
locais diferentes daqueles que se formam o curso normal de desenvolvimento da
planta. Dessa forma esta via morfogénica pode ser direta ou indireta. No entanto,
para se obter sucesso na regeneracdo depende intrinsecamente dos reguladores de
crescimento que controlam a resposta morfogénica (Moura et al., 2001).

Para a micropropagacdo de P. edulis sdo utilizados diferentes tipos de
explantes em protocolos ja estabelecidos como segmentos hipocotiledonares (Reis
et al., 2007; Fernando et al., 2007; Alexandre et al., 2009), segmentos radiculares e
de hipocatilos (Rocha et al., 2016), segmentos radiculares (Lombardi et al., 2007;
Silva et al., 2011) discos ou segmentos foliares (Fernando et al., 2007; Lombardi et
al., 2007) e segmentos nodais (Cancino et al., 1998). A regeneracdo pela
embriogénese somatica a fonte de explante utilizada € a partir dosembrides zigoéticos
(Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2011; Rocha et al., 2015b; Rosa et al., 2015b;
Silva et al., 2015).

Para obtencdo da rota de regeneracdo de novo a partir da embriogénese
somatica células ou grupos de células determinadas sob inducéo, sofrem mudancas
morfolégicas e bioquimicas que sdo fundamentais para o desenvolvimento dos
embribes somaticos (Zimmerman, 1993; Komamine et al., 2005; Rose et al., 2010).
A embriogénese € uma importante via de regeneracao, para os estudos dos padrées
de desenvolvimentoem plantas, assim como o0s aspectos fisiologicos e moleculares
da diferenciacdo celular (Yang e Zhang, 2010). A embriogénese somatica consiste
na expressdo das células que adquirem a totipoténcia, que € definida como o
potencial das células vegetais a responder sinais especificos e reprogramar por
meio de desdiferenciacao e/ou rediferenciacao (Féher et al., 2003; Xu e Huang et al.,
2014).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo analisar as
respostas morfogénicas através da embriogénese somatica na presenca de

irradiancia a partir de embribes zigéticos maduros em populacdes comerciais e



estabelecer sistema de regeneracdo de novo na producdo de plantas diploides e

triploides para a espécie Passiflora edulis.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Passiflora

A familia Passifloraceae atualmente € pertencente ao grupo das Malpighiales,
constituida por trés familias, Malesherbiaceae, Turneraceae e Passifloraceae,
designada a maior familia do grupo com 28 géneros e cerca de 900 espécies
(Stevens, 2001; Kubitzki, 2007). Dentre os géneros se destaca a Passiflora, sendo o
maior da familia, com 17 géneros e aproximadamente 700 espécies (Ulmer e
Macdougal, 2004; Feuillet e Macdougal, 2007; Souza e Lorenzi, 2008; Souza e
Lorenzi, 2012). No Brasil, ocorrem 150 espécies nativas com 87 endémicas
(Bernacci et al., 2014), no qual junto com a Coldombia integra o0 segundo maior centro
de diversidade do género, com aproximadamente 240 espécies nativas (Ulmer e
Macdougal, 2004; Bernacci et al., 2014; Pacheco et al., 2014).

No género Passiflora sdo encontradas plantas herbaceas ou lenhosas, de
hastes cilindricas ou quadrangulares, angulosas, glabras ou pilosas (Vanderplank,
2000). As plantas apresentam variacdo foliar, podendo ser alternas, simples,
pecioladas ou raramente composta, inteira ou lobada e de formas variaveis, de
margem inteira ou serrilhada ou ainda dentada; peciolos providos de glandulas
nectariferas com diferenca de forma, nimero e posi¢cao ou ausentes, 0 que confere
valor ornamental em funcdo da variacdo fenotipica das folhagens (Cervi, 1997;
Abreu et al., 2009; Montero et al., 2013).

No Brasil, as espécies que possuem maior area de producdo para fim
comercial sdo a Passiflora edulis (maracuja-amarelo ou azedo) e P. alata (maracuja-
doce) (Souza e Meletti, 1997). O maracuja amarelo € o mais cultivado no mundo,
com éarea cultivada de aproximadamente 95% dos pomares comerciais, devido a
importancia de seus frutos, vigor e produtividade para fabricacao industrial de sucos
concentrados, o que confere principal produto de exportacdo (Meletti et al., 2005). O
Brasil se enquadra como o maior produtor e consumidor mundial de maracuja (Lima
et al., 2016).



Além de ser consumido in natura, e na fabricacdo de geléias, sucos e
sorvetes, ainda apresenta potencial farmacolégico devido & propriedades sedativas
encontrado nas folhas e frutos como passiflorina (maracujina) e as substancias
tanoides (Souza e Meletti, 1997; Cunha et al., 2002).

Métodos para o melhoramento na cultura do maracujazeiro tem sido
estudados, visando explorar a variabilidade existente no género, a resisténcia a
pragas e doencas, como a antracnose causado pelo fungo (Colletotrichum
gloeosporioides), disseminada pelo aumento das condicdes do ambiente
(temperatura e umidade), ndo podendo ser controlada por métodos tradicionais
(Santos Filho et al., 2004; Junqueira et al., 2005), além da virose do endurecimento
do fruto, septoriose, verrugose e bacteriose (Junqueira et al., 2003).

A variabilidade genética existente no género torna possivel revelar fontes de
alternativas de resisténcia ou tolerancia para o controle dessas doencas no campo
ou suporte em programas de melhoramento genético (Otoni, 1995; Silva et al., 2011;
Junqueira et al., 2005). De acordo com Braga et al. (2005) as técnicas existentes de
melhoramento vegetal podem suprir de maneira eficaz para o desenvolvimento e

aumento da competitividade da cultura.

2.2. A espécie Passiflora edulis Sims

A denominacdo para a origem do nome maracuja se difundiu através dos
indigenas no Brasil, chamada de fruta “marau-ya”, que provem do fruto “marahu”,
que por sua vez vem de “ma-ra-u”, que se resume em “coisa que se come de cuia’
ou “alimento em forma de cuia” (Amaya, 2009). Vavilov (1992) descreveu Passiflora
edulis como espécie nativa do Brasil, mais especificamente da regido Amazonica
considerada como o centro de diversidade, e que apresentam frutos amarelados
(maracuja-amarelo), além de outras variacoes.

Atualmente a espécie mais cultivada é a Passiflora edulis Sims, conhecida
popularmente como maracuja-amarelo ou maracuja-azedo (Martins et al., 2006;
Junqueira et al., 2005; Bernacci et al., 2008). A cultura do maracujazeiro ocupa, no
Brasil, area de aproximadamente 57.183 ha com uma producdo de 823, 284 mil
toneladas e produtividade de 14, 488 kg/ha no ano de 2014 (IBGE, 2014).

Passiflora edulis se distingue em duas variedades utilizadas em cultivo

7

comercial, ocupando cerca de 95% da area plantada. A primeira é a variedade



‘FB200 — Yellow Master’ apresenta como beneficios para o produtor, atender o
mercado de frutas in natura, possuindo caracteristicas agrondmicas de frutos com
maior uniformidade de formato, tamanho, cor, com casca mais espessa proporciona
maior resisténcia durante o transporte. O rendimento de suco em torno de 36%,
apresentando a média de sélidos soluveis totais em torno de 14,0° Brix. Média do
peso de fruto de 240g, com potencial para uma produtividade média de 50
ton/ha/ano. E a segunda variedade ‘FB300 — Araguari’ é destinada a atender a
industria, apresenta boa estabilidade produtiva, rendimento acima de 42% de suco,
assim como a variedade FB-200, pode atingir produtividades de 50 tonelas ha™ ano,
porém, ndo apresenta homogeneidade em forma, cor dos frutos e tamanho dos

frutos, apresentando peso médio de 120 gramas (Viveiros Flora Brasil, 2008).

2.3. Cultura de tecidos aplicado a cultura do maracujazeiro

A partir da década de 90, que se iniciou o desenvolvimento do melhoramento
genético do maracujazeiro, resultando no desenvolvimento de cultivares, ea
solidificacéo de pesquisas nos grandes centros (Meletti et al., 2005). Neste contexto,
a predominancia de pesquisas sobre Passiflora, é atualmente aliada com uso de
técnicas de biotecnologia, com a finalidade de produzir novas variedades, e
genotipos agronomicamente superiores, bem como obtencdo de regenerantes in
vitro para producdo em larga escala e com alta qualidade fitossanitaria (Lima et al.,
2000).

A técnica de cultivo in vitro depende de vérios fatores, sendo de suma
importancia o controle externo da morfogénese através de fatores quimicos, bem
como os reguladores de crescimento acrescidos ao meio de cultura (Biondi et al.,
1998; Kumar et al., 1998).

As principais ferramentas biotecnoldgicas utilizadas no melhoramento
genético em Passiflora sdo a hibridacdo sexual e intervarietal e sexual
interespecifica, selecdo massal, selecdo por teste de progénies e a introducdo de
plantas (Bruckner & Otoni, 1999; Oliveira e Ferreira, 1991; Bruckner et al., 2002).
Além disto, a biotecnologia € uma Iimportante ferramenta que contribui
eficientemente para otimizacdo do melhoramento do maracujazeiro, podendo-se
utilizar ferramentas como a transformacdo genética e a insercdo de genes de

interesse como a de resisténcia a doencas (Vieira e Carneiro, 2004), assim com a



fusdo de protoplastos visando a hibridizagdo somatica entre maracujas nao
compativeis a nivel cromossémico, requerendo a existéncia de protocolos fidedignos
de regeneracdo in vitro para a espécie (Brukner e Otoni, 1999; Otoni, 1995; Vieira e
Carneiro, 2004; Silva et al., 2009; Pinto et al., 2010a).

Para que se tenha sucesso na regeneracao deve-se verificar qual explante
utilizar, que pode ser desde folhas, hipocétilo, raizes, embrido, endosperma ou
qualquer outro tecido que possa regenerar com estimulos do meio de cultura in vitro
(Torres et al., 2000).

Diferentes técnicas de cultura de tecidos ja foram realizadas no cultivo do
maracujazeiro, dentre elas a micropropagacéo (Dornelas e Vieira, 1994; Nhut et al.,
2007), transformacédo genética (Manders et al., 1994; Reis et al., 2007; Silva, 2007;
Paim Pinto et al., 2009), protoplasto e hibridacdo somatica (Otoni et al., 1995; Davey
et al.,, 2005), selecdo in vitro visando resisténcia a doencas (Faleiro et al., 2005;
Flores et al., 2012), sementes sintéticas (Silva, 2015), ginogénese (Régo et al.,
2011), conservacao in vitro (Passos e Bernacci, 2005; Faria et al., 2007), inducéo de
autotetraploides (Régo et al., 2011), organogénese (Dornelas e Vieira, 1994; Becerra
et al., 2004; Pipino et al., 2010; Pinto et al., 2010a; Prammanee et al., 2011; Garcia
et al., 2011; Silva et al., 2011; Rosa e Dornelas, 2012; Rocha et al., 2015a),
embriogénese somatica (Otoni, 1995; Anthony et al., 1999; Reis et al., 2007; Silva et
al., 2009; Paim Pinto et al., 2011; Albino, 2013; Ferreira et al., 2015; Silva et al.,
2015; Rocha et al., 2015b).

A técnica mais utilizada atualmente para micropropagar espécies do género
Passiflora € por via organogénica (Nhut et al., 2007; Zerbini et al., 2008; Pinto et al.,
2010a), entretanto, a morfogénese via embriogénese somatica atualmente tem

demonstrado viabilidade no estabelecimento de protocolos responsivos.

2.4. Embriogénese Somatica
A embriogénese é primordial para a existéncia da vida, tanto para animal ou
vegetal. Em vegetais, a embriogénese nao se restringe a fertilizacdo, pois muitas
espécies utilizam o artificio de producéo natural de embrides, por via assexuada em
sementes como € o0 caso da apomixia ou pela inducédo de embrides somatico via da

cultura de tecidos. Podem ser induzidos embrides de origem assexuada com a



utiizacdo de uma gama de tecidos sométicos, com o uso de reguladores de
crescimento para que induza o desenvolvimento embrionario (Ikeda et al., 2006).

A embriogénese somatica foi observada pela primeira vez em 1958 por
Steward em cultivo de calos de raizes de cenoura (Daucus carota). Desde entéo,
essa técnica vem se destacando por sua importancia, como via de regeneracao de
plantas in vitro, como modelo de estudo para areas da fisiologia e morfogénese em
plantas (Zimmerman, 1993).

A embriogénese somética adventicia ou assexual, sendo a via em que células
diploides e/ou haploides desenvolvem embrides (George et al., 2008). E um
processo morfogénico semelhante a embriogénese zigética, que se desenvolve por
meio de diferentes estadios embrionéarios, dando origem a uma estrutura bipolar, que
consiste em apresentar apice caulinar e radicular que darad origem a uma planta
completa sem que ocorra a fusdo de gametas (Zimmerman, 1993; George et al.,
2008; Yang e Zhang, 2010; Rose et al., 2010; Rocha e Dornelas, 2013; Rizvi et al.,
2013).

A embriogénese somatica refere-se ao processo em que ceélulas somaticas a
partir de inducdo, sdo submetidas a alteracbes morfolégicas e bioquimicas, bem
como eventos de desdiferenciacéo, divisdo celular e reprogramacdo metabdlica e
fisiologica, e expressao génica para formar células embrionarias (Yang & Zhang,
2010).

Existem duas vias para embriogénese somatica in vitro a direta e a indireta. A
primeira via, os embrides se originam a partir de células do tecido organizado do
explante, enquanto que na embriogénese indireta a formacdo de embrides é a partir
de células de calo, proveniente da desdiferenciacdo celular do explante, que
apresenta distintos estadios de diferenciacdo e determinacdo para adquirir
competéncia e originar embrides somaticos (Williams e Maheswaran, 1986; Guerra
et al., 1999; George et al., 2008; Sharp et al., 1980; Yeung, 1995; Rizvi et al., 2013).

Independente se a embriogénese somatica partir da via direta ou indireta, 0s
embribes passam por estagios de desenvolvimento embrionario semelhante ao de
formacédo de embrides zigdbticos, sendo o globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar.
A caracteristica primordial que distingue o embrido soméatico € a bipolaridade, ou

seja, apresenta apice caulinar e radicular, com sistema vascular fechado, nao



possuindo conexdo com os tecidos do explante (Otoni et al., 2013; Pilarska et al.,
2015).

Otoni (1995) foi o primeiro a descrever embriogénese somatica do género
Passiflora, com a espécie P. giberti a partir de explantes foliares com utilizacdo do
meio MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com picloram, formando assim
massas de calos que posteriormente foram feitos suspensdOes celulares,
desenvolvendo assim, embrides soméaticos. Entretanto, a espécie que se destaca
como modelo para estudos morfogénicos por via embriogénica é a Passiflora
cincinnata Masters estabelecido por Silva et al. (2009). Esta espécie de Passiflora,
tornou base para o0 estabelecimento de protocolos de regeneracédo para diversas
espécies como Passiflora edulis, Passiflora alata, Passiflora crenata, e Passiflora
gibertii (Rosa et al., 2015b), P. miniata e P. speciosa (Ferreira et al., 2015).

O estabelecimento dos protocolos de embriogénese somatica possibilitou
estudos relacionados as técnicas histoquimicas e histocitologicas como as descritas
para P. edulis (Rocha et al., 2012; Silva et al., 2015), estabilidade genética atravées
da citometria de fluxo (Pinto et al.,, 2010b). Para a espécie P. edulis, populacéo
‘Maguary FB-100’, obteve-se embriogénese somatica a partir de embrides zigoéticos
com a utilizacdo de 72,4 pM de 2,4-D e 4,4 uM de BA, contudo, ndo ocorreu a
conversdo dos embrides em plantulas (Paim Pinto et al., 2011). No entanto Rosa et
al. (2015b), obteve a conversdo de embribes somaticos em plantas de P. edulis
‘populagdo FB- 100. Silva et al. (2015), em um trabalho realizado com P. edulis
populacdo ‘Araguari FB-300’ na indugdo da embriogénese somatica através de
embrides zigdticos suplementados com picloram (31,06 uM) combinados com as
citocininas, BA (2,22 uM) e TDZ (2,27 yM), induziram a estadios de embrido globular
somatico, mas nao houve conversao para demais estagios embrionarios, sendo
assim uma sugestdo para otimizacdo de protocolos para regeneracdo, no que se
trata de desenvolvimento e conversdo de embrides somaticos em plantas.

A embriogénese somatica envolve varias etapas como a ativacao da divisdo
celular, desdiferenciacdo das células, reprogramacdo metabdlica e expressdo dos
genes responsaveis pela inducéo destes embrides (Yang e Zhang, 2010).

Neste sentido, na fase de inducdo, determinados genes sdo acionados
através de horménios exdgenos ou algum fator de stress, o que desencadeia a

formacdo de células embriogénicas que sdo divididas em fases, sendo a



desdiferenciacéo, expresséo da totipoténcialidade e a determinacgao celular (Elhiti et
al., 2013), e a reprogramacdo metabdlica do desenvolvimento. Para que esta via de
regeneracao ocorra, € necessario que existam células competentes, e determinadas
com receptor apto a seguir a via embriogénica (Féher et al., 2003). No entanto, a
fase de transicdo de células somaticas para embriogénica € uma peca da
embriogénese somatica menos elucidada no momento (Fehér 2005; Karami et al.,
2009; Elhiti et al., 2013).

2.5. Organogénese

Dentre as técnicas mais utilizadas no cultivo in vitro para o género Passiflora,
se destaca a organogénese, sendo o processo de formacdo de 6rgaos, brotos ou
raizes a partir de tecidos ou células sob estimulos, resultando em uma estrutura
unipolar, chamada de primérdio vegetativo, que apresenta sistema vascular com o
tecido de origem (Otoni et al., 2013). Neste processo pode ser de dois tipos, sendo a
via direta que ocorre a partir de células do explante de origem ou a indireta que é
através da formacédo de calos (Grattapaglia e Machado, 1998).

Geralmente, para que ocorra a inducdo de organogénese é necessario o
equilibrio da auxina e citocinina com base no controle do processo morfogénico.
Existem trés fases da organogénese: a primeira é a capacidade de competéncia do
tecido/células, definida como habilidade de responder aos sinais hormonais durante
a fase de inducdo. Na segunda fase é conhecida como desdiferenciacdo, que
determina a formacdo de algum Orgdo sob influéncia dos reguladores de
crescimento, ou seja, independente das fontes exdgenas de reguladores durante a
terceira fase, e, que o oOrgdo procede de forma independente de fitormbnios
exdgenos (Sugiyama, 1999; Bhatia e Bera, 2015).

Para iniciar o cultivo in vitro, diferente fontes de explantes podem ser
utilizados. No género Passiflora, autores relatam o uso de segmentos nodais e
internodal (Kantharajah & Dodd, 1990; Faria e Segura, 1997; Komanthi et al., 2011;
Garcia et al., 2011; Pacheco et al., 2012; Ragavendran et al., 2012; Nhut et al.,
2007; Ozarowski et al., 2012; Ozarowski et al., 2013b), meristemas apicais
(Prammanee et al., 2011), segmentos hipocotiledonares (Fernando et al., 2007; Dias
et al., 2009; Silva et al., 2011; Pinto et al., 2010a; Vieira et al., 2011), segmentos

foliares e discos foliares (Monteiro-Hara, 2000; Lombardi et al., 2007; Fernando et



al., 2007; Busilacchi et al., 2008; Komanthi et al., 2011; Vieira et al., 2011; Garcia et
al., 2011; Pacheco et al., 2012; Ozarowski et al., 2013b), segmentos de peciolo
(Ozarowski et al., 2013b), gavinhas (Pipino et al., 2010), segmentos de raiz (Rosa et
al., 2016), primérdios de brotos (Kawata et al., 1995), embrides zigéticos (Silva et al.,
2009; Pinto et al., 2010b; Rosa e Dornelas, 2012; Rocha et al., 2012; Rosa et al.,
2015b), cotilédones (Figueiredo Carvalho et al., 2013; Silva e Carvalho, 2013) e
tecidos endospérmicos (Mohamed, 1996).

2.6. Cultura de explantes endospérmicos

Os tecidos endospérmicos possuem células totipotentes, possibilitando a
regeneracdo de individuos triploides (Johri e Bhojwani, 1965). O uso deste tecido
comparado aos meétodos convencionais, a cultura de endosperma facilita a
regeneracdo de plantas com barreiras reprodutivas ou dificil propagagéo in vivo
(Chaturved et al., 2003; Thomas e Chaturvedi, 2008). A totipoténcia deste tecido foi
relatada primeiramente na cultura de Exocarpus cupressiformis (cereja nativa) por
Johri e Bhojwani. (1965). Desde entdo a cultura deste tecido € relatado em diversas
espécies comerciais, como Citrus sp. (Gmitter et al., 1990), Morus alba (Thomas et
al., 2000), Azadirachta indica (Chaturvedi et al., 2003), kiwi Actinidia sp., e A.
deliciosa (Machno e Przywara, 1997; Goéralski et al., 2005) e Lonicera caerulea
(Miyashita et al., 2009).

O cultivo in vitro de tecido endospérmico pode ser usado em estadio imaturo
ou maduro, sendo um fator crucial para determinar a regeneracao dos individuos. O
estadio de endosperma imaturo tem sido relatado para a producédo de plantulas in
vitro nas espécies de Morus alba (Thomas et al.,, 2000), Azadirachta indica
(Chaturvedi et al., 2003) e Carthamus tinctoriuss (Walia et al., 2007). Ja explantes
oriundos de endosperma maduros foram relatados para as espécies Lycium
barbarum (Gu et al., 1985), Emblica officinalis (Sehgal e Khurana,1985), Annona
squamosa (Nair et al., 1986), Asparagus officinalis (Liu et al., 1987), Citrus spp.
(Gmitter et al., 1990), Mallotus philippensis (Sehgal e Abbas, 1996) e Actinidia spp.
(Goralski et al., 2005; Machno e Przywara, 1997).

A regeneracdo de individuos triploides apresentam beneficios importantes,
principalmente no quesito comercial, como frutos sem sementes (banana, citricos e

meldo), ou podem potencializar o sabor, melhorando a palatabilidadedo que seus
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antepassados diploides como é o caso da batata, se tornando assim importante o
desenvolvimento desta técnica (Goralski et al., 2005).

2.7. Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é comumente utilizada na cultura in vitro, uma vez que é
possivel estimar o nivel de ploidia, como o efeito das condi¢cdes de cultivo e a
estabilidade do nivel de ploidia dos regenerantes, com finalidade de adequacéo de
protocolo fidedigno em larga escala na propagacdo de genétipos superiores
(Loureiro, 2007).

Atualmente a técnica tem sido utilizada para aferir variacdes genéticas
vegetais de regenerantes da micropropagacao € a citometria de fluxo. Sendo uma
ferramenta importante para informar diferentes formacdes in vitro, e detecta
principalmente por meio do DNA nuclear das células vegetais, tecidos ou 6rgéos
possiveis variacdes genéticas (Orbovie et al., 2008; Medrano et al., 2014).

Essa técnica envolve a analise das propriedades opticas (disperséao da luz e
fluorescéncia) de estruturas (células, nucleos, cromossomos, organelas e etc.) que
fluem em uma suspensao liquida baseada na intensidade da fluorescéncia dos
nucleos corados de DNA (Dolezel, 1997; Loureiro e Santos, 2004). Sendo as
amostras coradas com corantes especificos para o DNA (iodeto de propidio,
brometo de etideo) o que possibilita ao aparelho estimar a quantidade de DNA.

Este método possibilita diversas estimativas com aplicacbes desde uma
pesquisa basica até o melhoramento de plantas, em que se estima o tamanho do
genoma, producdo de ploidias, deteccdo de mixoploidias e aneuploidias, avaliacao
do ciclo celular, estudo de delecdo cromossémica, separacdo de células, organelas

ou cromossomos (Dolezel e Bartos, 2005)

2.8. Reguladores de crescimento e a morfogénese in vitro em Passiflora
sp.

Os reguladores de crescimento classificam-se de acordo com a sua origem,

distinguindo-se os reguladores de crescimento em que sdo substancias sintéticas,

produzidas em laboratério que alteram o padrdo celular das plantas, e os hormdnios

vegetais definidos pela classe de compostos de origem natural ou endégena das
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plantas, que tem como funcé&o carrear sinais quimicos para regular os processos de
crescimento e desenvolvimento da morfogénese in vitro (Guerra e Nodari, 2006).

Uma vez que esses reguladores de crescimento exercem sua funcao através
de receptores presentes em células responsivas, que traduzem sinais hormonais
tanto em eventos bioquimicos ou fisiolégicos (Guerra et al., 1999). J& os reguladores
de crescimento, por sua vez, séo sintetizados e substituem os efeitos hormonais no
metabolismo celular (Furtado, 2010).

Plantas in vivo também possuem reguladores enddgenos para controlar o
crescimento e executar as divisbes celulares, principalmente com as auxinas e
citocininas. Charles Darwin foi um dos primeiros cientistas de meados do século XX,
no estudo do efeito da luz na curvatura de plantulas. Em que, observaram o
desenvolvimento de plantas com apices cobertos ou excisados, mostrando que a
curvatura de crescimento destas, cessava, 0 que 0s levou a supor que haveria uma
determinada substancia responsavel pela acdo. Mas, somente em 1928, Fritz Went
conseguiu isolar e quantificar a substancia, denominando como hormonio, que anos
apOs seria descrita como evento natural da auxina acido indol-acético (AlA).
Décadas apoés, Thimann, Bonner e Skoog contribuiram de forma promissora para a
compreensao do papel das auxinas no desenvolvimento de uma vasta variedade de
auxinas sintéticas, amplamente utilizadas na cultura de tecidos vegetais e na
agricultura, destacando entre elas o acido 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) (Vasil,
2008).

Outro regulador de crescimento de origem vegetal com importancia na cultura
de tecidos séo as citocininas. Skoog e Miller (1957) contribuiram por demonstrar a
interacdo de auxina- citocininas (AIA e Cinetina), como precursor na regulacdo da
morfogénese in vitro vegetal, com a inducéo de brotos, raizes e massas de calos e,
alongamento celular, sendo isto estimado como um marco importante na
micropropagacao e na morfogénese vegetal (Vasil, 2008; Furtado, 2010).

Sendo assim, € notdrio que para cultivo in vitro vegetal € imprescindivel a
utilizacdo de reguladores de crescimento exdgenos (auxinas e citocininas) para o
inicio ou a continuacdo do processo de divisdo celular (Fehér et al.,2003; Loyola-
Vargas e Vaquez-Flota, 2006).

Para a inducdo e formacdo de embribes somaticos, a utilizacdo de altas

doses de auxinas no cultivo in vitro geralmente para inducdo da embriogénese
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somatica (Quiroz-Figueroa et al., 2006). Sua a¢do € atribuida & determinada células
somaticas, que por apresentarem sensibilidade & auxina as quais possuem
competéncia para determinar a producao de células filhas, nas quais se diferenciam
nos embrides somaticos (Guerra et al., 1999; George et al., 2008).

A principal auxina usada para induzir a embriogénese somatica é o acido 2,4
diclorofexiacético ou comumente conhecido como “herbicida 2,4-D”, uma substancia
sintética, que adicionada ao meio de cultura in vitro induz a embriogénese somatica
em diversas espécies (Dudits et al., 1991).

De acordo com estudos de Silva et al. (2009), a combinagcéao de reguladores
de crescimento, como as auxinas e citocininas séo fatores essenciais para iniciar o
processo de embriogénese somatica em Passiflora. Sendo o0s protocolos
estabelecidos com diferentes concentracdes de 2,4-D combinados com BA é
relatado pela maioria das espécies, como: P. giberti (Otoni, 1995); P. cincinnata
(Silva et al., 2009); P. edulis, P. alata, P. crenata, P. edulis, P. foetida e P. gibertii
(Rosa et al., 2015b), P. edulis (Paim Pinto et al., 2011; Rocha et al., 2015a) e P.
edulis (Silva et al., 2015).

Entretanto, a principal via de micropropagacao do género Passiflora é ainda
pela organogénica, podendo ser direta (Dornelas e Vieira, 1994; Appezzato-da-
Gloria et al., 1999; Hall et al., 2000; Becerra et al., 2004) ou indireta (Monteiro et al.,
2000; Lombardi et al., 2007), o que depende do tipo de explante e do genotipo.
Comumente, sdo utilizadas as citocininas, como benzilaadenina (BA), cinetina (CIN)
e zeatina (Zea), TDZ (Thidiazuron) podendo ser combinadas com baixas doses de
auxinas, como acido indolacético (AlA), acido naftalenoacetico (ANA) ou até mesmo
com acido diclorofenoxiacético 2,4-D (Monteiro et al., 2000).

Em protocolos para inducdo de organogénese em explantes de Passiflora é
rotineiro o uso de BA e menos frequente o de TDZ. Desta forma a via organogénica
estd interligada com o estimulo de reguladores exdgenos, tanto auxinas como
citocininas com a habilidade do tecido responder durante o cultivo. Mostrando que a
cultura de tecidos é uma ferramenta manipulavel com capacidade de se explorar em
diversas areas, para o entendimento dos processos fisiologicos (Christianson &

Warnik, 1985; Lo et al., 1997), resultando em processos morfogénicos in vitro.

2.9. Fatores que influenciam na morfogénese in vitro
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Existem diversos fatores que influenciam a embriogénese somatica de
espécies de Passiflora. Varios autores descrevem a ampla variabilidade genética do
género Passiflora (Ferreira et al.,, 1998; Castellen et al., 2005). Como exemplo
Passiflora edulis Sims que atualmente existem diversas variedades comerciais do
maracujazeiro amarelo, desta forma cada variedade demonstra um comportamento
distinto, tanto em campo quanto no cultivo in vitro, 0 que remete a influéncia da
resposta morfogénica de acordo com o genotipo.

Como descreve Guerra et al. (1999), explantes provindos de uma mesma
cultura, quando coletados em épocas distintas apresentam diferentes respostas a
inducdo embriogénica. Outro fator importante na resposta morfogénica vegetal é a
intensidade luminosa. O método mais comum para inducdo da embriogénese
somatica € normalmente no escuro, com explantes em meio de cultivo com
regulador 2,4-D, tendendo & inducdo dos calos embriogénicos. Para a maturagao
dos embrides comumente, coloca-se em meios nutritivos ausentes de reguladores,
para que diferenciem os embrides somaticos.

No entanto, a morfogénese pode ocorrer na auséncia de reguladores de
crescimento vegetal e em ambiente luminoso (Falco et al., 1996) e em algumas
espécies pode promover resposta positiva na obtencdo de calos embriogénicos
(Garcia et al.,, 2007), contudo o uso de reguladores e o fator de auséncia de
fotoperiodo comumente potencializa esse processo (Chengalrayan e Gallomeagher,
2001).

Outros fatores estdo envolvidos com o processo de inducdo da embriogénese
somatica, desde a escolha do material genético, tipo de explante e as condi¢ces de
cultivo que serdo submetidas, como o fotoperiodo, irradiancia, composi¢cao do meio
basico (sacarose, nitrogénio e outros elementos minerais), o agente gelificante,

reguladores de crescimento e pH (Preece, 1995).
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CAPITULO |

Avaliacéo das respostas morfogénicas durante o cultivo de embrides
zigoticos sob irradiancia em populacdes comerciais (FB200 e FB300) de P.
edulis Sims.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi descrever as respostas morfogénicas durante a inducéo e
a histodiferenciagcdo da embriogénese soméatica na presenca de irradiancia das
‘populagdes FB-200 Yellow Master e FB- 300 Araguary’ de Passiflora edulis.
Embrides zigoéticos foram cultivados em meio de inducdo compostos por sais basicos
de MS e suplementado com 2,4-D (13,57; 18,10; 22,62; 27,15; 31,67; 36,20; 40,72 e
45,25 uM) combinados com 4,5 uM de BA.Os experimentos foram mantidos em sala
de cultivo sob irradiancia, a temperatura 26 + 2°C. As avaliagbes foram realizadas
aos 40 dias em meio de inducéo e aos 60 dias para ahistodiferenciacdo. Nas duas
populacdes de a morfogénese ocorreu pelasvias embriogénica e organogénica. Para
a variedade FB200 aos 40 dias a maior producdo de embrides somaticos ocorreu
por via indireta na concentracdo de 22,62 uM 2,4-D, enquanto que por via direta a
maior média foi obtida o maior de embribes somaticos produzidos ocorreu por via
indireta na concentracdo de 22,62 uM 2,4-D + 4,5 uM de BA, enquanto que por via
direta em 40,72 uM 2,4-D. A organogénese direta foi observada no tratamento na
auséncia de PGRs e por via indireta na concentracdo de 13,57 uM 2,4-D. Aos 60
dias de cultivo o maior niumero de embrides produzidos via indiretafoi no na
presenca de 22,62 uM 2,4-D e para a para organogénese, a maior média ocorreu
por via direta no tratamento com 27,15 uM 2,4-D e indireta em 13,57 uM 2,4-D. A
caracterizacao anatdomica confirmou a morfogénese in vitro pelas vias embriogénica

e organogénica.

Palavras-chave:Morfogénese in vitro, Embrido soméatico, Maracuja, Irradiancia.
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Evaluation of morphogenic responses during culture of zygotic embryos
under irradiation in commercial populations (FB200 and FB300) of P.

edulis Sims.

ABSTRACT

The objective was to describe the morphogenic responses during the induction
and histodifferentiation of somatic embryogenesis in the presence of irradiance
of the 'FB-200 Yellow Master and FB-300 Araguary' populations of Passiflora
edulis Sims. Zygote embryos were cultured in induction medium composed of
basic salts of MS supplemented with 2,4-D (13.57, 18.10, 22.62, 27.15, 31.67,
36.20, 40.72 and 45.25 pyM) combined with 4.5 yM BA.The experiments were
kept in culture room under irradiance at 26 + 2 °C. The evaluations were
performed at 40 days in induction medium and at 60 days for
histodifferentiation.In both populations the morphogenesis occurred through the
embryogenic and organogenic pathways. For the FB200 variety at 40 days, the
highest production of somatic embryos occurred indirectly at a concentration of
22.62 uM 2,4-D, whereas by direct route the highest average was obtained from
somatic embryos produced indirectly In the concentration of 22.62 uM 2,4-D +
45 uM BA, whereas directly in 40.72 uyM 2,4-D.Direct organogenesis was
observed in the treatment in the absence of PGRs and indirectly in the
concentration of 13.57 uM 2,4-D. At 60 days of culture the largest number of
embryos produced indirectly was in the presence of 22.62 uM 2,4-D and for the
one for organogenesis, the highest mean occurred directly in the treatment with
27.15 uyM 2,4-D and indirect in 13.57 uM 2,4-D. The anatomical characterization
confirmed in vitro morphogenesis by the embryogenic and organogenic

pathways.

Keywords: In vitro morphogenesis, Somatic embryo, Passion fruit, Irradiance.
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1. INTRODUCAO

A embriogénese somatica € um fendmeno definido como um exemplo de
plasticidade no desenvolvimento de células vegetais (Fehér, 2008; 2015). Esta
via de regeneragdo envolve uma série de eventos atraves das quais células
soméaticas sob condicdes indutivas desenvolvem células embrionéarias
(Zimmerman, 1993).

Mudancas morfolégicas e bioquimicas sdo fundamentais para a
formacdo de embribes somaticos, onde diferentes e complexos padrées de
desenvolvimento sdo requeridos, como a dediferenciacéo celular, a ativagéo e
as divisbes celulares, reprogramacao do metabolismo, fisiologia e expressao
de genes que estdo envolvidos na geracéo de células embriogénicas (Nomura
e Komamine, 1985; Quiroz-Figueroa et al., 2002; Rose et al., 2010).

O processo de regeneracédo pela via embriogénica ainda néo € aplicavel
para todas as espécies, principalmente nas fases da aquisicdo da competéncia,
considerado um fator fundamental para desencadear o processo (Yang e
Zhang 2010; Duclercq et al., 2011).

No sistema embriogénico uma estrutura bipolar é formada e se
assemelha ao embrido zigético e desenvolve-se na auséncia de conexao
vascular com o tecido de origem (Zimmerman, 1993). Os estagios de
desenvolvimento sao tipicos do embrido zigoético durante a fertilizacdo (Yang e
Zhang, 2010; DekFillipis, 2014). Sendo considerada fase complexa, perante a
capacidade das células somaticas em readquirir a totipoténcia das células
embrionarias destinadas a producéo de embrides (Fehér, 2015).

A espécie Passiflora edulis Simséconhecida pelo valor comercial e
econdmico, além das caracteristicas de palatividade, qualidade e rendimento
de seus frutos e importancia farmacologica (Tozzi e Takaki, 2011). Estudos
referente a obtencdo embriogénese somatica tem sido descrito para algumas
espécies de Passiflora, através de suspensdes de celulares de P. giberti (Otoni
et al., 1996), segmentos de raiz transformada via A. rhyzogenes (Reis et al.,
2007), a partir de embrides zigoticos (Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2011;
Rocha et al., 2012a; Rocha et al., 2015; Rosa et al., 2015; Ferreira et al., 2015;
Silva et al., 2015).
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Os protocolos ja estabelecidos de embriogénese somética na fase de
inducdo para espécies do género Passiflora sdo exclusivamente na auséncia
de luz. A auséncia de irradiancia durante a indu¢do da embriogénese somatica
de acordo com George et al. (2008), € devido o fato que crescimento de calos e
as divisdes celulares iniciais sdo impedidos sob a exposicdo de fotoperiodo
sendo o ambiente ausente de luminosidade recomendado para a diferenciacéo
celular (Takayama e Misawa, 1980; Priyadarshi e Sen, 1992).

A exposicéo dos explantes a irradiancia pode inibir a formagao de calos
devido ao fato de estar associado ao aumento de compostos fendlicos
noexplante, contribuindo para o aumento destes compostos gradativamente
com o aumento da incidéncia de luz (Davies, 1972). Além disso, o
desenvolvimento vegetal € inteiramente influenciado pela qualidade de luz
recebida, através de fotorreceptores denominados de fitocromo que sé&o
pigmentos envolvidos no fendmeno de fotomorfogénese, sendo responsavel
por regular a expressao génica (Spalding e Folta, 2005).

Atualmente, tem se estabelecido protocolos com uso de irradiancia
testando a incidéncia de luz (fluxo de fétons), qualidade (comprimento de onda)
na morfogénese in vitro (Reuveni e Evenor, 2007; Chen et al., 2014) Michler e
Lineberger. (1987) relatam que no cultivo de suspensdes celulares de cenoura
(Daucus carota) submetidas a diferentes espectros e intensidades de luz,
resultou na formacao de embrides somaticos.

Outro fator que influencia na morfogénese in vitro é o controle e o
balanco entre os reguladores de crescimento, que pode induzir a obtencao de
obter ambas as vias morfogénicas a embriogénese somatica e a organogénese
(Dornelas et al.,1992;. Jeannin et al., 1995; Wang et al., 2008; Zhang et al.,
2010; Bouamama et al., 2011; Lu et al., 2013; Rocha et al., 2016).

Estudos realizados com as espécies Arabidopsis thaliana e Medicago
truncatula, a regeneracao ocorreu por ambas as vias morfogénicas, através de
um unico tipo de explante sdo considerados importantes para a elucidacao dos
fatores envolvidos e nos mecanismos moleculares das células somaticas
guanto a sua totipotencialidade e pluripotencialidade (Kraut et al., 2011; Wang
et al., 2011).

Dado auséncia de informacdes na literatura sobre a capacidade de

aquisicdo de competéncia e da diferenciacdo celular no desenvolvimento de

32



embrides somaticos utilizando-se embrides zigoticos como fonte de explante na
presenca de irradiancia em Passiflora. O objetivo do trabalho foi descrever as
respostas morfogénicas durante a indugcdo e a histodiferenciagdo da
embriogénese somatica na presenga de irradidncia em ‘popula¢gdes comercias

“FB-200 Yellow Master e FB- 300 Araguary” de Passiflora edulis Sims.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e inducdo da embriogénese somatica

Sementes de P. edulis ‘das populagdes FB-200 Yellow Master’ e ‘FB-300
Araguari’, foram fornecidos pelo Viveiro Flora Brasil Ltda, Araguari - MG.

Primeiramente o tegumento das sementes foram removidos com auxilio
de uma mini-morsa (Reis et al., 2007). As sementes foram desinfetadas em
camara de fluxo laminar, mediante imersédo em alcool 70% (v/v) por 2 minutos,
em seguida em hipoclorito de sédio comercial a 2,5% (v/v) por 25 minutos, e
acrescentado 2 gotas de Tween 20 a 0,1 % (v/v) em 100 mL de solucdo. Apos
as sementes foram submetidas a trés enxagues consecutivos em agua
destilada e autoclavada e mantidas em overnight em agua estéril para
hidratacéo e facilitar a remocéo dos embrides zigoticos.

Os embrides zigoticos foram removidos assepticamente dos
endospermas e inoculados em meio contendo sais basicos de MS (Murashige
e Skoog, 1962), vitaminas de MS, 0,01% e (p/v) de mioinositol, 3% (p/v) de
sacarose e 8 gL (p/v) de Agar (Acumedia®) como agente gelificante,
acrescido de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e benzil-adenina (BA). As
concentragcfes dos reguladores de crescimento para a inducdo da
embriogénese somatica foram: T1) Tratamento controle T1) MS; T2) 13,57uM
de 2,4-D + 4,5 uM de BA; T3) 18,10 uM de 2,4-D + 4,5 pM de BA; T4) 22,62
UM+ 4,5 uM de BA; T5) 27,15 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA; T6) 31,67 uM de
2,4-D + 4,5 uM de BA; T7) 36,20 uM DE 2,4-D + 4,5 uM de BA; T8) 40,72 uM +
4,5 uM de BA; T9) 45,25 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 1 e posteriormente autoclavado
durante 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de pressdao. Os embrides foram
inoculados em placas de Petri de poliestireno cristal (90 x 15 mm) contendo 30

mL de meio e vedadas com filme de policloreto de vinila PVC (Rolopac®), e
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mantidos em sala de cultivo sob irradiancia 36 pmol m? s™ provida por
lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil) e

temperatura de 25+ 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas de luz.

2.2. Histodiferenciacédo e maturacdo dos embrides somaticos

Ap6s 40 dias de cultivo em meio de inducdo, os explantes foram
transferidos para o meio de maturacdo e histodiferenciacdo dos embrides
somaticos, composto por sais basicos de MS, vitaminas de MS, 0,01% (p/v) de
mio-inositol, 3% de sacarose (p/v), gelificado com Agar 8 gL™ (p/v).

O pH do meio foi ajustado para 5,7 = 1 e posteriormente foi autoclavado
durante 15 minutos & 121°C e 1,1 atm de pressédo. Apos foram vertidos 30 mL
meio em placas de Petri de poliestireno cristal (90x15mm) e apdés solidificadas
foram vedadas com filme de policloreto de vinila PVC (Rolopac®) e cultivadas

nas mesmas condi¢cdes descritas anteriormente.

2.3. Caracterizacédo anatémica

O explantes foram fixados em solucdo de FAA 50% (formalina: acido
acético: alcool etilicona proporcao de: 5:5:90) (Johansen, 1940) e em seguida
foram desidratados em trés séries crescentes de alcool (70, 80 e 90%) e
posteriormente embebidas em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments,
Alemanha). Os cortes transversais e longitudinais com 5 uym de espessura
foram obtidos em micrétomo rotativo de avanco automatico (RM2155, Leica
Microsystems Inc., USA) e corados com azul de toluidina (O’ Brien e McCully,
1981).

A captura de imagens foram realizadas em microscoépio (Nikon Infinity
2.0/Japao) e fotografadas utilizando software de analise de imagem (NIS-

Elements 2.0/Nikon/Japéao).

2.4. Analise estatistica
O experimento seguiu o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC).
As caracteristicas avaliadas foram a frequéncia de formacdo de calos pro-
embriogénicos e ndo embriogénicos, nimero embribes somaticos e de brotos

formados de forma direta e/ou indireta aos 40 dias de cultivo in vitro. Na fase
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de histodiferenciacao avaliou-se o numero de brotacdes e embribes somaticos
por via direta e indireta aos 60 dias de cultivo.

O experimento de inducdo da embriogénese somética foi composto por
10 repeticdes por tratamento, sendo representado por uma placa de Petri
contendo 10 embrides zigoéticos. Os dados avaliados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e as medias foram comparados pelo teste Tukey

5% analisados através do programa SISVAR (Ferreira, 2011).

3. RESULTADOS

3.1. Inducdo da embriogénese somatica em P. edulis populagao ‘FB-
200’ na presencga de irradiancia.

Os embrides zigodticos da populagao ‘FB-200’, cultivados sob irradiancia
aos 10 dias de cultivo in vitro na presenca de 2,4-D e BA iniciaram o
intumescimento principalmente na regido das bordas dos cotilédones (Figura
1A). Aos 20 dias de cultivo, primordios dos embrides globulares ja estavam
visiveis (Figura 1B) e no tratamento controle os explantes apresentaram
intumescimento na regido dos cotilédones do embrido zigotico.

Aos 30 dias foi possivel observar embrides somaticos em fase
cordiforme de coloracdo amarelada de aspecto brilhante (Figura 1C)
principalmente nas concentra¢cdes de 18,10 uM 2,4-D + 4,5 uM BA e 22,62 uM
2,4-D + 4,5 pM BA. Os calos ndo embriogénicos apresentaram coloracao
branca e de aspecto pouco friavel. Neste periodo de cultivo estruturas
organogénicas e brotacfes em desenvolvimento foram observadas (Figura 1D).
Explantes cultivados na presenca de 40,72 uyM 2,4-D + 45 uM BA ja
apresentaram brotacfes adventicias de forma direta e indireta nas regifes dos
cotilédones e no eixo do embrido zigoético conforme observado na Figura 1E

Aos 40 dias de cultivo a frequéncia de explantes que apresentaram calos
pré- embriogénicos e ndo embriogénicos no meio de inducdo nado diferiram
estatisticamente entre si. Entretanto, ocorreu maior proliferacdo de calos pro-
embriogénicos nos tratamentos com 45,25 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA com
média de 7,2 calos. A maior frequéncia de calos ndo embriogénicos foram nos
tratamentos acrescidos de 40,72 uM de 2,4-D + 4,5 uM de BA (Figura 2).
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Figura 1: Morfogénese in vitro pelas vias embriogénica e organogénica
Passiflora edulis ‘FB-200’ cultivados sob irradiancia. (A) Explante com inicio do
desenvolvimento de estruturas embriogénicas nas regides dos cotilédones do
embrido zigdtico (setas superior) e alongamento do eixo embrionario (seta
inferior); (B) Formacdo de estruturas embriogénicas (setas); (C) Embrido
somatico em fase cordiforme (asterisco); (D) Embrido somético em fase pré-
cotiledonar oriundos da concentragéo de 40,72 uM de 2,4-D e embriodides (seta
inferior); (E) EmbriGes cotiledonares (setas) no tratamento com 18,10 uM de
2,4-D; (F) Estruturas organogénicas na superficie do cotilédone no tratamento
com 27,15 uM de 2,4-D; (G) Estruturas organogénicas na superficie do
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cotilédone no tratamento com 27,15 uM de 2,4-D; (H) Estruturas organogénicas
por via direta na superficie cotiledonar do tratamento com 40,72 uM de 2,4-D;
() Estruturas organogénicas bem desenvolvidas produzida no meio de
histodiferenciacdo no tratamento com 18,10 uM de 2,4-D. Barras: (A) 50 pm;
(B) 60 pm; (C) 130 pm; (D) 110 pum; (E) 70 pm; (F) 60 pm; (G) 80 um; (H)
70um; (1) 50 pm.
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Figura 2: Resposta morfogénica na producdo de calos embriogénicos e nao
embriogénicos a partir de embrides zigéticos como fonte de explantes
cultivados na presenca de irradiancia em P. edulis (populagao ‘FB-200’) aos 40
dias de cultivo in vitro. As médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Aos 40 dias de cultivo foi avaliado o numero médio de embrides
somaticos em meio de inducdo e de primordios de brotacBes, diferindo

estatisticamente entre si, no entanto, apresentou maior média de 1,4 embrifes
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por via direta com a concentragdo de 40,72 uM e maior producdo com média
de 6,4 embrides de forma indireta no tratamento 22,62 uM de 2,4-D (Tabela 1).
No tratamento com 27,15 uM de 2,4-D apresentou por via direta maior média
de 9,4 brotos, seguido por via indireta com média de 19,8 brotacbes com 13,57
MM 2,4-D e 4,5 uM de BA (Tabela 1).

Tabela 1: Respostas morfogénicas aos 40 e 60 dias de cultivo in vitro de
Passiflora edulis populacdo ‘FB-200’ cultivadas em meio de inducido e

histodiferenciacéo.

Embriogénese Somaética Organogénese

Tratamentos Direta Indireta Direta Indireta

) 20 60 40 60 | 40 60 40 60
H Dias Dias Dias Dias | Dias Dias dias Dias
MS 00b 00a 00c 00d 102a94abc 00b 00d
13,57 ZE;‘XD” 45 90b 00a 00b 00d 50abc68bcdl98a 88a
18,10 Zé‘XD” 45 00b 00a 28b 28b 1.6bc 34cd 68b 80a
22,62 ZE';XD* 45 00b 00a 64a 66a 34abco0abc 88b 3.4b
27,15 ZE';XD* 45 02p 00a 32b 34b 94abl4dab 2.4b 2.0cd
31,67 ZE';XD* 45 00b 00a 04c 02cd68abco8abc 7.0b 52b
36,20 ZE';XD* 45 02b 00a 00c 00d 28abc 1.2d 1.4b 06d
40,72 ZE';XD* 45 14a 02a 30b 30b 26abcld8a 50b 4.4 hbc
45,25 ZE',‘XD* 45 02p 00a 1.8bc 1.8bc 04c 14d 6,0b 4,0bc

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p<0.05).

Embrides somaticos em estagios cotiledonares foram observados pela
via direta (Figura 1F) obtidos na concentracdo de 18,10 uM de 2,4-D e na
Figura 1G a embriogénese indireta aos 60 dias de cultivo in vitro.

Proliferacdo de estruturas organogénicas e brotacdes adventicias
diferenciadas foram formadas no meio de inducdo, como observado na Figura

11, o desenvolvimento de multibrotacbes adventicias formadas na regido do
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cotilédone do embrido zigético. No tratamento com 40,72 uM 2,4-D + 4,5 uM de
BA produziu maior niumero de brotos por via direta com média de 14,8 brotos

(Tabela 1) e diferencas estatisticas ndo foram observadas.

3.2. Inducdo da embriogénese somatica em P. edulis populagao ‘FB-
300’ na presencga de irradiancia

A espécie P. edulis populagdo ‘FB-300’, apresentou intumescimento e
alongamento do eixo embrionario dos embrifes zigoticos aos cinco dias de
cultivo in vitro na presenca de irradiancia. J& apds 10 dias de cultivo foi
possivel observar o inicio da formacdo de calos de coloracdo branca e
pequenas estruturas embriogénicas no final do eixo embrionario (Figura 3A).

No decorrer do cultivo em meio de inducéo, estruturas potencialmente
embriogénicas desenvolveram-se na superficie, na base e eixo embrionario
(Figura 3B) e nas regifes de nervura dos cotilédones e a proliferagdo destas
estruturas no embrido zigotico evidenciado na Figura 3C. No tratamento
controle aos 7 dias de cultivo in vitro iniciou-se a germinagao.

Aos 40 dias em meio de inducéo foi possivel observar calos e estruturas
pré-embriogénicas de aspecto amarelado e esverdeado, ambos compactos e
brilhantes presentes desde o eixo embrionario, nas bordas dos cotilédones e
nas nervuras do embrido zigotico (Figura 3D). Também ocorreu a diferenciacao
dos embribes somaticos, onde na Figura 3E pode-se observar embrido em
estagio cordiforme. Ja aos 60 dias em meio de histodiferenciacdo foi observado
embribes somaticos em fase cotiledonar produzidos pela via indireta (Figura
3F) no tratamento com 2,4-D uM a 18,10; 27,15; 31,67; 40,72; 45,25 + 4,5 uM
BA.

Em meio de inducao foram avaliados calos pr6-embriogénicos e calos na
auséncia de potencial embriogénico. Na maioria dos tratamentos diferenca
significativas foram observadas. O tratamento com 22,62 uM de 2,4-D
apresentou diferenca significativa sendo a maior média com 4,8 de calos nao
embriogénicos. J4 para as médias de calos pré-embriogénicos, ocorreu

diferenca entre os tratamentos (Tabela 2).
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Figura 3: Morfogénese in vitro pelas vias embriogénica e organogénica
Passiflora edulis (populagao ‘FB-300’). (A) Protuberancias pré-embriogénicas e
calos no 4pice do eixo embrionario; (B) Estruturas pré-embriogénicasna
superficie, base e no eixo embrionario; (C) Presenca de protuberancias proé-
embriogénicos nas nervuras cotiledonares (seta); (D) Embridides (seta) na
superficie do cotilédone; (E) Formacdo de embrides globular e cordiformes
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(setas); (F) Embrides em fase cotiledonar (seta); (G) Brotagbes por via direta
formadas na base do cotilédone do tratamento com 13,57 pM 2,4-D; (H)
Multibrotacdes provenientes do tratamento com 13,57 pM de 2,4-D; ()
Embrides soméaticos cotiledonares (setas) e embrido pré cotiledonar
(asterisco)(setas) 13,57 uM de 2,4-D. Barras: (A) 50 um; (B) 150 um; (C) 140
pm; (D)70 pum; (E)130 pm; (F)110 pm; (G)70 pum; (H)80 pum; (1)100 pm.
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Figura 4. Numero médio de calos embriogénicos e nao embriogénicos
produzidos a partir de embrides zigoéticos de P. edulis populagao ‘FB-300° com
40 dias de cultivo em meio de inducdo. As médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Embrides somaticos foram obtidos com maior média aos 60 dias no
tratamento de 18,1 uM 2,4-D e aos 40 e 60 dias apresentaram média inferior &
2,0 de embribes somaticos, tanto por via direta quanto pela indireta (Tabela 2).

Estruturas organogénicas e brotacdes adventicias proliferam nestas condicdes
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de cultivo de forma indireta (Figura 3H) e direta (Figura 3l) no tratamento com
13,57 pM 2,4-D + 4,5 pM BA.

Tabela 2. Respostas morfogénicas aos 40 e 60 dias de cultivo de P. edulis

populacdo FB-300’ cultivadas em meio de indugéo e histodiferenciacao.

Embriogénese Somaética Organogénese

Tratamentos

Direto Indireto Direto Indireto
(LM)

40 60 40 60 40 60 40 60
Dias Dias Dias Dias Dias Dias dias Dias

MS 00b 00c 00a 00b 00c 00b 00b 02a
135724-D+45 45y 02bc 02a 02b 44a 330a 1.0a 04b

BA
181022045 224 02bc 00a 04b 00c 00b 00b 20a
22,62 ZE;‘/‘;D” 45 00b 02bc 00a 02b 1,6b 06b 00b 04b
2HI5 24D 4S5 0ob 16a 00a 02b 00c 18b 00b 20a
SLOT2ADr4S 00b 00c 00a 02b 00c 00b 00b 04b
302024DY 45 0ob 00c 00a 02b 00c 08b 00b 320a
#0.7224DY45 00b 00c 00a 00b 00c 00b 00b 00b
#2524DY4S 00b 08b 00a 04b 00c 00b 00b 20a

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro (p<0,05).

Ao decorrer das avaliacdes, as concentracfes abaixo de 27,15 uM de
2,4-D, induziram a formacao de primordios de brotacGes e emissdo de raizes,
guando comparada as concentracfes mais elevadas de 2,4-D. O maior nUmero
de brotacdes por via direta foi obtido média de 33,0 brotos na concentracédo de
13,57 uM de 2,4-D aos 60 dias de cultivo. As médias obtidas diferiram

estatisticamente entre os tratamentos, conforme a tabela (Tabela 2).

3.3. Caracterizacdo Anatémica
A analise histoldégica mostrou padrdao desenvolvimento da embriogénese
somatica e organogénese em resposta ao cultivo de embrides zigoticos

cultivados com 2,4-D+BA sob irradiancia.
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No desenvolvimento dos embribes sométicos de forma direta
primeiramente ocorreu divisdes celulares, preferencialmente na regiao
cotiledonar do embrido zigético no plano periclinal (Figura 5A). Nas regides
epidérmicas e subepidérmicas do explante inicial dividem-se intensamente e
podem-se diferenciar células potencialmente embriogénicas que sdo de
tamanho reduzido comparado com as células ndo embriogénicas que sao
maiores, paredes finas e citoplasma denso. As células de origem dos embrides
somaticos dividem-se ativamente nestas regides como observado na Figura
5B. Embribes soméaticos estdo presentes na superficie dos cotilédones do
explante inicial em varios estagios de desenvolvimento (Figura 5 C). Embrido
somatico em estagio cotiledonar com células da protoderme e primérdios
foliares, também evidenciando a auséncia de conexdo vascular com o tecido
de origem (Figura 5 D).

A organogénese independente do padréo direto ou indireto ocorreu em
todo o explante. Células em divisdo desenvolveram estruturas tipicas na
formacdo de gema adventicias, como um aglomerado celular denominado de
meristemodides (ndo mostrado) nas células parenquimaticas. Os primordios dos
brotos apresentam tecido fundamental e vestigios da formacdo do sistema
vascular com conexdo diretamente ao explante de origem (Figura 5E). Ja
apresentam os primordios foliares, regido do domo apical (tanica-corpo) e o

desenvolvimento do sistema vascular (Figura 5F).
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Figura 5: Caracterizacdo dos eventos morfogénicos durante o cultivo in vitro de
embrides zigoticos em meio suplementado com diferentes concentracdes de
2,4-D + BA em ambas as populacdes de P. edulis aos 40 dias de cultivo in
vitro. (A) Divisdes celulares periclinal na regido cotiledonar do embrido zigético;
(B) Formacédo do embrido em estagio globular com células (seta); (C) Embrides
somaticos em diferentes estagios de desenvolvimento (setas); (D) Embrido
somatico cotiledonar com o eixo embrionario sem conexdo com o explante
(seta); (E) Primérdios dos brotos (setas) apresentam potencial morfogénico,
com tecido fundamental e vestigios da formacdo do sistema vascular com
conexdo diretamente ao explante de origem; (F) Primordios foliares (pf), com
evidéncia do domo apical (da) e desenvolvimento procambio e dos primérdios
foliares (setas). Barras: (A) 40 um; (B) 50 um; (C) 60 um; (D) 70 um; (E) 30 pm;
(F) 40 pm.
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4. DISCUSSAO

Embriogénese somatica em espécies de Passiflora sdo exclusivamente
obtidos na auséncia de irradiancia. Entretanto, o estudo demonstrou que o
cultivo de embrides zigéticos sob irradidncia e com os reguladores de
crescimento 2,4-D e BA, induz a morfogénese in vitro pela via embriogénica e
também pela organogénica. Assim, este € o primeiro relato de obtencéo das
vias morfogénicas nestas condi¢cbes de cultivo nas populacbes FB-200 e FB-
300 de P. edulis.

Estudos mostram que a luz tem feito na inducdo da embriogénese
soméatica em diversas espécies como relatado em Picea abies L. (Verhagen e
Wann, 1989), e que o efeito da luz na inducdo e proliferacdo do tecido
embriogénico € dependente da espécie e dos gendtipos (Economou e Read,
1987; Latkowska et al., 2000). Dados na literatura enfatizam que existem
informacfes insuficientes e até mesmo conflitantes, que impedem a
compreensao clara do papel da luz na morfogénese in vitro em plantas
(Tapingkae et al., 2012). A integracéo da luz durante o cultivo in vitro possibilita
induzir vias de sinalizacdo hormonais e desencadear reacoes fisiolégicas no
controle e desenvolvimento vegetal (Briggs e Olney., 2001; Clouse 2001; Li et
al., 2010).

A fotoperiodicidade pode modular o crescimento e o desenvolvimento da
planta in vitro, principalmente através do fotomorfogénese, uma vez que a
fotossintese € limitada em condi¢cdes de cultura de tecidos. Em certa medida,
pode modificar os niveis endégenos de substancias vegetais ou alterar a
sensibilidade das células aos horménios (Hutchinson et al., 2000).

O uso de embribes zigoticos como fonte de explante na obtencdo de
embriogénese somatica, primeiramente foi descrita por Silva et al. (2009) com
a espécie P. cincinnata, utilizando-se de 2,4-D combinado com BA. Sendo na
fase de inducéo o cultivo realizado no escuro e apés a transferéncia para a luz,
durante histodiferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos. A
embriogénese somatica em P. edulis foi obtida por (Paim Pinto et al., 2011;
Rosa et al., 2015; Rocha et al., 2015) nas mesmas condi¢des de cultivo de P.

cincinnata.
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O processo de inducdo de embriogénese somatica na presenca de
irradiancia foram observados em diversas espécies comercialmente
importantes, tais como algod&o, banana, morango, uva, batata, milho,
orquideas e lirio (Saebo et al., 1995; Nhut et al., 2003; Li et al., 2010).

O &cido diclorofenoxiacético (2,4-D) é o regulador comumente utilizado
para a inducdo da embriogénese somatica do género Passiflora. Este PGR é
sintético do grupo das auxinas, utilizado com eficiéncia na cultura in vitro (Silva
et al., 2009; Paim Pinto et al., 2011), sendo a sua aplicacdo um dos fatores
principais para aquisicdo da competéncia celular em tecidos soméaticos (Fehér
et al., 2003) e o 2,4-D ainda exerce importante papel na regulagédo do ciclo
celular, divisdo e na diferenciacdo das estruturas vegetais em 6rgaos (Fehér et
al., 2003; Gaaj, 2004; Fehér, 2005).

A capacidade de regeneracdo de plantas tem sido amplamente
explorada na agricultura moderna (Sussex, 2008). A embriogénese somatica,
cuja formacédo do embrido é originada de células somaticas € um mecanismo
natural de reproducéo assexuada em algumas espécies de plantas e que pode
ser induzida in vitro, sendo um processo tipico de desdiferenciacdo de retorno
de uma célula somatica diferenciada ao estado de células totipotentes (Xu e
Huang et al., 2014).

O sistema de regeneracdo do maracujazeiro €é baseado na
organogénese (Zerbini et al., 2008), e tem sido a principal via de regeneracao.
Rocha et al. (2015), na inducdo de embriogénese somatica em P. edulis FB-
100 descreveu a obtencao da via organogénica a partir de um unico explante o
embrido zigotico, com uso de 72,4 uM 2,4-D e 4,5 uM BA na auséncia de
irradiancia. Para inducédo destas vias, as condi¢cdes de cultivo in vitro podem
resultar em diferentes respostas morfogénicas, sendo determinante a escolha
adequada do explante, uma vez que tecidos juvenis, como dos embrides
zigoticos sao constituidos de células potencialmente totipotentes (Dornelas et
al., 1992; Elhiti e Stasolla 2011), providos de genes especificos para
desencadear a inducéo ja expressa (Elhiti e Stasolla, 2011).

A formacdo dos embribes somaticos e/ou brotacbes iniciaram na
superficie do explante, principalmente nos cotilédones do embrido zigoético.
Trabalhos anteriores indicam que esta regido do explante de P. edulis € a mais

responsiva morfogénicamente (Paim-Pinto et al., 2011; Rocha et al., 2012b).
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A embriogénese indireta foi predominante nos explantes da populacéo
FB-200 nas concentracdes de 18,10 e 22,62 pM de 2,4-D. Paim Pinto et al.
(2011), ressaltaram que o genotipo ‘FB-200’ resultou maior numero de calos
em todos os niveis de 2,4-D + 4,5 uM de BA. No entanto, para o genotipo FB-
300 a embriogénese somatica direta foi a que prevaleceu com maior producao
na concentragédo com 18,1 uM de 2,4-D aos 40 dias de cultivo in vitro.

Paim Pinto et al. (2011) relataram que este gendtipo foi sensivel & doses
acima de 72,4uM de 2,4-D o que proporcionou a reducdo no numero de calos
embriogénicos Silva et al. (2009) destacam as concentracdes de 18,10 uM 2,4-
D + 4,5 uM de BA como indutora da melhor resposta na obtencdo de embrides
somaticos primarios em P. cincinnata. O mesmo foi obtido por Rosa et al.
(2014) com o uso das mesmas concentracdes para P. alata, P. crenata e P.
edulis. Isto demonstra que o 2,4-D combinado com BA é responsavel por ativar
genes designados a adquirir a competéncia celular, determinacdo e
diferenciacdo das células em produzir embrides somaticos em Passiflora sp.,
ou o desenvolvimento de gemas adventicias.

O gendtipo FB-200 respondeu na producéo de brotacbes pela via direta
em todos os tratamentos, com maior frequéncia nas concentracdes (27,15;
31,67 e 40,72 uM de 2,4-D) aos 60 dias de cultivo, enquanto que por via
indireta foi obtido maior producdo aos 40 dias de cultivo. Ja as brotacfes
adventicias por via direta no genotipo FB-300 ocorreu com maior produgcao na
concentracéo de 13,57 uM de 2,4-D.

Os explantes juvenis sado constituidos por células potencialmente
totipotentes (Dornelas et al., 1992; Elhiti e Stasolla, 2011), e o embrido zigotico
representa essas células com potencial embriogénico com genes competentes
para a inducdo (Elhiti e Stasolla, 2011), e o explante em conjunto com o
regulador de crescimento assume papel fundamental nas respostas e no
sucesso da morfogénese in vitro para as espécies de maracujazeiros (Nick,
2014; Vieira et al., 2014; Rocha et al., 2016).

O tratamento controle na auséncia de reguladores de crescimento
apresentou a formacdo de brotacGes adventicias em P. edulis ‘FB-200°. A
formacédo de brotacfes no tratamento controle aparentemente é devido ao fluxo
de hormdnios enddgenos, uma vez que interferem diretamente na morfogénese

in vitro (Hisano et al., 2016).
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Estudo de caracterizacdo anatbmica da morfogénese in vitro de
Passiflora permitiu observar a formacao inicial das células sométicas até a
formacdo de embrides ou gemas adventicias como descrito por (Appezzato-da-
Gldria et al., 1999, Fernando et al., 2007; Lombardi et al., 2007; Rocha et al.,
2012a, b; Rosa e Dornelas, 2012).

5. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo sobre duas populacdes de P.
edulis, permitiu concluir que:

As diferentes concentracdesde 2,4-D combinados com BA induzem a
proliferacdo de células somaticas potencialmente competentes na inducéo da
embriogénese somatica em ambas as populacdes de P. edulis.

Embriogénese somatica e organogénese ocorrem tanto de forma direta
guanto indireta em ambas as populac¢des de P. edulis

A embriogénese indireta ocorreu em maior numero nos explantes da
populacdo FB-200 e nonumero de calos em todos os niveis de 2,4-D + 4,5 uM
de BA. No entanto, para o genoétipo FB-300 a embriogénese somatica direta foi
a que prevaleceu com maior producao aos 40 dias de cultivo.

A variedade FB-300 houve maior producdo de brotacbes em

concentragfes menores de 2,4-D combinado com BA por via direta.
Ja a variedade FB-200 respondeu na producao de brotacdes pela via direta em
todos os tratamentos, com maior frequéncia nas concentracdes (27,15; 31,67e
40,72 uM de 2,4-D) aos 60 dias de cultivo, enquanto que por via indireta
ocorreu maior producéo aos 40 dias de cultivo.

O tratamento controle na auséncia de reguladores de crescimento
apresentou a formacao de brotacdes adventicias em P. edulis ‘FB-200’.
Através da caracterizacdo anatdbmica pode-se confirmar a morfogénese in vitro
pelas vias embriogénicas e organogénicas.

Sobre a anatomia comprovou que houve a inducdo das duas vias

morfogénicas pela embriogénese somatica e organogénese.
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CAPITULO Il

Producéo de plantas diploides e triploides em Passiflora edulis Sims.,
Populagdo FB-300.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi estabelecer a organogénese de novo para a
producéo de plantas diploides e triploides em P. edulis Sims populagdo FB-300.
Embrides e endospermas foram cultivados em meio de MS com diferentes
concentragdes de Benzil-adenina (BA), Tidiazuron (TDZ) e Cinetina (CIN). Os
explantes foram sob irradiéncia, a temperatura 26 + 2°C durante 60 dias de
cultivo. O TDZ foi a citocinina que induziu a maior producédo de brotacdes nos
explantes. O maior numero de brotos produzidos utilizando de embrido zigotico
foi com 4,54 uM de TDZ com média de 168,80. Nos explantes endospérmicos
somente foi produzida brota¢gdes na presenca de TDZ, sendo 0 maior niumero
obtido de 39,20 brotos na presenca de 6,81 pM. A analise em citometria de
fluxo de tecido foliar de plantulas aclimatizadas revelou a diploidia (2n) quando
de origem a partir do embrido zigoético e triploidia (3n) a partir de tecidos

endospérmicos.

Palavras-chave: Regeneracédo, Morfogénese in vitro, Maracujazeiro, Contetudo
de DNA.
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Production of diploid and triploid plants in Passiflora edulis Sims., FB-300

population

ABSTRACT

The objective of the work was to establish the de novo organogenesis for the
production of diploid and triploid plants in P. edulis Sims population FB-300.
Embryos and endosperms were cultured in MS medium with different
concentrations of Benzyl-adenine (BA), Thidiazuron (TDZ) and Kinetin (KIN).
The explants were kept in culture room under irradiance, at temperature 26 + 2
°C for 60 days of culture. The TDZ was the cytokinin that most induced the
production of shoots in the explants. The highest number of shoots produced
using a zygote embryo was with a concentration of 4.54 yM TDZ with a mean of
168,80 shoots at 60 days of cultivation. In the endosperm explants shoots were
only produced in the presence of TDZ, being the largest number obtained 39.20
shoots in the presence of 6.81 uM TDZ. Morphogenic events were described
using light microscopy. Flow cytometric analysis of leaf tissue of acclimatized
seedlings revealed diploidy (2n) when originating from the zygotic embryos and

triploidia (3n) from endosperm tissues.

Key-words: In vitro morphogenesis, Regeneration, Passion fruit, DNA content.
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1. INTRODUCAO

A organogénese de novo € o principal processo de micropropagacéo,
além de ser fundamental nos estudos da biologia do desenvolvimento em
plantas (Ozawa et al., 1998; Duclercq et al., 2011). E um mecanismo que €é
possivel revelar a pluripoténcia das células somaticas, ou seja, a capacidade
de regenerar sob condi¢des in vitro uma planta a partir de uma Unica ou grupos
célulares (De Klerk et al., 1997; Davey e Anthony, 2010).

A organogénese consiste em trés fases distintas, a primeira é a
desdiferenciacdo no qual os tecidos e/ou célula adquirem competéncia e
respondem aos estimulos a segunda é a inducdo durante a qual células
determinadas iniciam a formacdo de um 6rgdo especifico em resposta aos
reguladores de crescimento exdgenos e a Ultima fase é a diferenciacao
morfologica de um orgao (De Klerk et al., 1997; Duclercq et al., 2011). A
primeira fase pode envolver o desenvolvimento de calos (organogénese
indireta), mas, frequentemente células do explante tornam-se competentes na
auséncia de calos o que caracteriza a organogénese direta (Wareing, 1982; De
Klerk et al., 1997; Xu e Huang, 2014).

A organogénese de novo tem sido a principal via de regeneracao para o
género Passiflora. Diferentes fontes de explantes sdo usados como segmentos
foliares, nodais e internodais (Garcia et al., 2011; Pacheco et al., 2012),
segmentos hipocotiledonares (Vieira et al., 2014; Rocha et al., 2016),
segmentos de raiz (Silva et al., 2011; Rosa et al., 2016).

A utilizacdo de embrido zigético foi recentemente descrito por Rocha et
al. (2015), em que a taxa de auxina influenciou na obtencdo das respostas
morfogénicas pelas vias organogénicas ou embriogénese somatica. Entretanto,
os embrides zigoticos geralmente sdo utilizados para a inducdo de
embriogénese somatica (Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2011; Rosa et al.,
2015; Ferreira et al., 2015).

No género Passiflora a cultura de tecido endospérmico ndo é
comumente aplicada. A cultura de tecido endospérmico foi realizado por
Mohamed et al. (1996) com a espécie P. foetida visando a obtencédo de plantas

triploides. Em maracujazeiros o endosperma persiste nas sementes maduras
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(Raju, 1956), podendo ser usado como uma fonte potencial para a producao de
triploides.

O potencial morfogénico do endosperma foi primeiramente demonstrado
por Johri e Bhojwani. (1965). Atualmente, a produgéo de brotos, embrides e a
obtencao de plantas a partir do cultivo de endosperma tém sido relatados para
mais de 64 espécies e aproximadamente 20 familias. Na maioria 0s
regenerantes obtidos foram triploides. Como o endosperma € um tecido
triploide, acredita-se que a sua cultura € o método mais direto e eficiente para a
obtencao deste tipo de planta (Wang et al., 2016 revisao).

Geralmente, as sementes de plantas com nivel de ploidia 3n séo
estéreis, entretanto, diversas caracteristicas desejaveis sdo obtidas, por
apresentar um conjunto cromossémico que influenciam no maior vigor das
plantas, maior espessura e comprimento das folhas e a coloracdo verde
escura. As flores ou frutos sdo maiores, o que leva ao aumento de
produtividade e rendimento (Wang et al.,, 2016). Plantas triploides ainda
possuem células somaticas e células guardas dos estdmatos aumentadas
(Jones et al., 2007), bem como maior formacéo de cloroplastos, atenuando a
taxa fotossintética (Padoan et al., 2013; Mondal, 2014).

O objetivo deste capitulo foi estabelecer a regeneracdo de novo por
organogénese para a producdo de plantas diploides e triploides de P. edulis

‘populagao FB-300’.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal e inducdo da organogénese

Sementes de P. edulis ‘variedade FB-300 Araguari’ foram fornecidas
pelo Viveiro Flora Brasil Ltda, Araguari — MG.

Primeiramente o tegumento das sementes foram extraidos com auxilio
de uma mini-morsa (Reis et al., 2007). Ap6s as sementes foram desinfestadas
em camara de fluxo laminar, mediante imersdo em &lcool 70% (v/v) por 2
minutos, em seguida em hipoclorito comercial 2,5% (v/v) por 25 minutos,
acrescido de duas gotas de Tween-20 a 0,1% (v/v) a 100 mL de solu¢do. Em

seguida foram submetidas a trés enxagues consecutivos em agua destilada e
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autoclavada e mantidas em overnight em &gua destilada para reidratar e

facilitar a remogéo dos endospermas e embrides.

2.2. Histodiferenciacdo e maturacao

Embrides zigoticos e endospermas foram inoculados em meio contendo
sais basicos de MS (Murashige e Skoog, 1962), vitaminas de MS, 0,01% (p/v)
de mioinositol, 3% (p/v) de sacarose e 8 gL™ (p/v) de Agar (Acumedia®) como
agente gelificante, e acrescido das citocininas benzil-adenina (BA), cinetina
(CIN) e tidiazuron (TDZ). As concentragOes dos reguladores de crescimento
para a inducdo da organogénese para ambos explantes foram: T1) MS
controle; T2) BA: 2,21 uM; 4,43 pM; 6,65 uM; 8,87 uM; T3) TDZ: 2,27 uM; 4,54
MM; 6,81 uM; 9,08 uM; T4) CIN: 2,32 uM; 4,64 uM; 6,97 uM; 9,29 uM.

O pH do meio foi ajustado para 5,7+1 e posteriormente o meio foi
autoclavado durante 15 minutos a 121°C e 1,1 atm de presséo. Os explantes
foram inoculados em placas de Petri de poliestireno cristal 90 x 15 mm
contendo 30 mL de meio e vedadas com filme de policloreto de vinila PVC
(Rolopac ®), e mantidos em sala de cultivo sob irradiancia 36 pymol m?s™
provida por lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil)

e temperatura de 26 = 2 °C, com fotoperiodo de 16 horas de irradiancia.

2.3. Alongamento das plantas e aclimatizacao

Apb6s 60 dias de cultivo em meio de inducdo brotacfes regeneradas de
aproximadamente 3mm de comprimento foram transferidas para meio com os
sais basicos de MS, vitamina de MS e suplementado a 0,01% (p/v) de
mioinositol, 3% (p/v) de sacarose e 8 gL™ (p/v) de Agar (Acumedia®) como
agente gelificante. As brota¢cdes foram cultivadas em frascos de cultura.

As culturas foram mantidas sobregime de luz e temperatura e condi¢cdes
de cultivo descritas anteriormente. Plantas (x8 cm) retiradas dos frascos de
cultivo foram lavadas para a remocdo do meio de cultura e depois de
transferidas para copos plasticos contendo substrato Plantmax® e envoltas em
sacos plasticos por cinco dias. ApOs este periodo os sacos plasticos foram
removidos e as plantas foram levadas para casa de vegetacdo, apos dez dias

as plantas foram consideradas aclimatizadas.
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2.4. Caracterizagcdo anatomica

As amostras das regides potencialmente morfogénicas foram fixadas em
solucdo de FAA 50% (Johansen, 1940) e posteriormente foram desidratadas
em série crescente de etanol. Posteriormente foram infiltradas e polimerizadas
em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments, Alemanha). Cortes
transversais e longitudinais com 5 pm de espessura foram obtidos em
micrétomo rotativo de avanco automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc.,
USA) e corados com azul de toluidina (O’ Brien e McCully, 1981).

A captura de imagens foram observadas em microscopio (Nikon
Infinity 2.0/Japéo) e fotografadas utilizando software de andlise de imagem
(NIS-Elements 2.0/Nikon/Japéo).

2.5. Analise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o Inteiramente Casualizado
DIC. Foram realizadas duas avaliagcbes com periodos de 30 e 60 dias de cultivo
para ambos os tipos de explantes. As respostas morfogénicas avaliadas foram
a frequéncia de brotos por explante, producao de calos e raizes. O experimento
Foi composto por 5 repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo
representada por uma placa de Petri contendo 10 explantes. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA), e a diferenca entre as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste Tukey a 5% de probabilidade de erro

(p = 0.05) programa Sisvar (Ferreira, 2011).

2.6. Analise do nivel de ploidia

Para determinar o conteudo de DNA de P. edulis ‘FB 300’ foram
macerados aproximadamente 25 mg de folhas juntamente com o padrao
interno Pisum sativum L. cv. “Ctirad”, 2C DNA = 9,09 pg (Dolezel et al. 2007).

As amostras foram maceradas em placas de Petri contendo 1 mL de
tampédo LBO1 gelado usando lamina de bisturi para liberagcdo dos nucleos na
suspensao (Dolezel et al. 1989). Os nucleos foram filtrados em membrana de
nylon com mesh de 50 um e corados com 30 pL de uma solucdo de iodeto de
propideo (PI, Sigma, USA) preparado 1 mg.mL™* em cada amostra. As analises

™
I

foram feitas no citbmetro de fluxo FACSCantol (Becton, Dickinson and

Company, USA). Os histogramas e as avaliacdes estatisticas foram obtidos
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utilizando o software Flowing, versdo 2.5.1. O conteiudo 2C de DNA em
picogramas (pg) foi estimado de acordo com a seguinte formula:

Conteudo (2C DNA) pg= Média do Pico G1 P. edulis x 9,09
Média Pico G1 P. sativum

Foram analisadas trés amostras para cada individuo para avaliar a
variagdo do conteudo de DNA entre as amostras. Os coeficientes de variagdo
foram menores que 5% assegurando a acuracia das medicdes (Dolezel et al.,
1997).

3. RESULTADOS

A regeneragdo pela organogénese de novo nos embrides zigoticos
iniciou com a proliferacéo de células na regido dos cotilédones aos 10 dias de
cultivo in vitro (Figura 1A). Ja aos 20 dias observou-se intensa proliferagéo de
estruturas potencialmente organogénicas (Figura 1B). As estruturas
organogénicas (Figura 1C-D) desdiferenciaram-se em multibrotacdes aos 30
dias de cultivo, sendo preferencialmente localizadas nas bordas dos
cotilédones e primérdios de gemas adventicias de forma direta (Figura 1E). A
citocinina que melhor induziu brotacdes adventicias nos embrides zigoético foi o
TDZ. Aos 30 dias de cultivo na concentracao de 2,27 uM produzindo média de
59,0 brotos por explante (Tabela 1).

Aos 60 dias de cultivo, as brotacbes com os primordios foliares foram
observadas (Figura 1F). Houve diferenca estatistica no numero de brotos
produzidos quando cultivados com o regulador TDZ (Tabela 1). Intensa
proliferacdo das brotacdes ocorreu na presenca de TDZ a 4,54 uM produzindo
uma média de 168,8 brotos por explante, conforme observado na Tabela 1. O
PGR CIN foi o regulador que induziu respostas menos significativas na
producéo de brotacdes adventicias, entretanto, maior numero de raizes foram
obtidas (Tabela 1).

Para a producdo de calos durante a organogénese em P. edulis, BA,
TDZ e CIN nao apresentaram diferencas significativas aos 30 e 60 dias de

cultivo, no entanto a maior média de 3,0 calos aos 30 dias na presenca de 2,27
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MM de TDZ. Ja aos 60 dias ocorreu a maior producdo de calos com média de
3,6 na concentracdo de 6,65 pM BA. Os calos produzidos apresentaram
aspecto compacto e esverdeado. Ja as médias obtidas para CIN foram as
menores, sendo 1,8 calos, considerados a maior média na concentragdo 4,64
MM aos 30 dias. (Tabela 1).

Entre os reguladores BA, CIN e TDZ houve diferenga significativa
apenas com BA, com a média de raizes de 3,8 no tratamento com 4,45 uM aos
60 dias, no entanto, CIN mostrou média superior com 4,8 no tratamento com
4,64 uM aos 30 dias de cultivo (Tabela 1).

Os explantes endospérmicos de P. edulis aos 10 dias de cultivo in vitro
apresentaram pequena proliferacéo celular na presenca dos PGRs (Figura 1A).
Ja aos 20 dias os explantes cultivados com TDZ nas concentracdes mais
elevadas induziram a proliferacdo de estruturas organogénicas como
observado na Figura (1B e C). Primordios de brotacdes foram observados aos
30 dias de cultivo (Figura 1D). Os explantes cultivados na presenca dos PGRs
BA e CIN senesceram aos 30 dias de cultivo in vitro e 0 meio controle na

auséncia dos reguladores de crescimento (Tabela 1).
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Figura 1: Organogénese de novo em P. edulis utilizando-se de embrides
zigotico como fonte de explante. (A) Explante com 10 dias de cultivo mostrando
a proliferacdo celular (seta); (B) Explante evidenciando a formacdo de
estruturas organogénicas no eixo embrionario; (C) Estruturas organogénicas
em detalhe na superficie do cotilédone; (D) Primordios de multibrotacdes por
via indireta; (E-F) Multibrotacdes por via direta. Barras: (A) 50 um; (B)70 um;
(C) 90 um; (D)90 um; (E)120 pm; (F)100 pm.

Raizes adventicias ndo foram observadas em todos os tratamentos e
calos foram produzidos nas concentracfes de 4,54, 6,81 e 9,08 UM somente
com o PGR TDZ (Tabela 3).
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Tabela 1: Respostas morfogénicas durante organogénese de novo em
embrides zigdtico de P. edulis ‘FB-300 Araguari’ aos 30 e 60 dias de cultivo in

vitro.

N° de Brotos N° de Calos N° de Raizes

Tratamentos 30dias 60dias 30dias 60dias 30dias 60dias

Controle 8,6 abc 11,6b 0,0a 0,0a Oc 0a

2.21 yM BA  14,6abc 34,4b 1,4a 1,22 1,6 abc 1,2a
4.45 uyM BA 33abc 48,8b 2,2a 1,0a l6abc 38a
6.65 UM BA 4.4 ab 19,4b 0,0a 3,62 1,0abc 0,8a
8.87uUMBA 3l,4abc 36,8b 16a 0,62 1,2abc 0,2a
2.27 uM TDZ 59 a 88,2ab 3,0a 2,62 0,2 bc O0a
454 uM TDZ  44,4ab 168,8a 2,0a 2,62 0,4 bc Oa
6.81 uM TDZ 22,2abc  50,6ab 0,4a 1,62 0,4 bc Oa
9.08 uM TDZ 52ab 100,2ab 2,0a 1,42 0,6 bc 0,2 a

2.32 uM CIN Oc 2,4b 1,0a 0,0a 4.2 ab 2,6 a
4.64 uM CIN  15,6abc 17,8b 1,8a 1,0a 4,8 a 2,4 a
6.97 uM CIN 1,4ab 4,0b 0,4a 0,42 Oc l14a
9.29 uM CIN 1,8ab 5,6b 1,2a 0,2a 30abc 26a

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, nao diferem estatisticamente
entre si, pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro (p < 0.05).

No cultivo de explantes endospérmicos somente na presenca de TDZ
nas concentracdes de 4,54, 6,81 e 9,08 uM produziram brotacfes adventicias
(Tabela 2). A organogénese ocorreu de pelas vias direta e indireta. O inicio do
desenvolvimento das gemas de forma indireta foi com a proliferacdo de massa
celular (Figura 2A) sendo distribuidas por todo o endosperma (Figura 2B). Na
organogénese direta (Figura 2C) o desenvolvimento das brotacbes foi mais
rapido, e aos 30 dias de cultivo ja apresentavam primordios foliares.

O maior numero de brotos produzidos aos 30 dias foi na concentracao
de 9,08 uM de TDZ com média de 2,0 brotos por explante. Aos 60 dias de

cultivo in vitro as brotacdes no tecido endospérmico proliferam conforme
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observado nas Figuras 2 D-E e multibrotacbes com primordios foliares também

foram observadas (Figura 2F).
O maior numero de brotos produzidos foi na concentragéo de 6,81uM de

TDZ apresentando média de 39,2 brotos por explante (Tabela 2).

Figura 2: Organogénese de novo em P. edulis utilizando-se de endosperma
como fonte de explante. (A) Estruturas organogénicas na superficie (seta); (B)
Proliferacdo das estruturas organogénicas (setas); (C) Primordios de brotactes
diretos na superficie cotiledonar com 30 dias de cultivo; (D) Primérdios de
Multibrotacdes; (E) Multibrotagdes via diretas oriundas do tratamento com 4,54
UM de TDZ; (F) Multibrotacdes via diretas oriundas do tratamento com 6,81 uM
de TDZ. Barras: (A) 90 um; (B) 50 um; (C) 80 um; (D) 80 um; (E) 90 um; (F) 90

gm.
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Tabela 2: Média do numero de brotos, raizes e calos obtidos de explantes
endospérmicos de Passiflora edulis ‘variedade FB-300 Araguari’ aos 30 e 60

dias de cultivo in vitro.

N° de Brotos N° de Calos

Tratamentos 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias
MS Ob 0,0c 0,0a 0,0a
2,21 yM BA Ob 0,0c 0,0a 0,0a
4,45 uM BA Ob 0,0c 0,0a 0,0a
6,65 uM BA Ob 0,0c 0,0a 0,0a
8,87 uM BA Ob 0,0c 0,0a 0,0a
2,27 uyM TDZ Ob 0,0c 0,0a 0,0a
4,54 uM TDZ 0.2b 29,4a 0,0a 1,22
6,81 uM TDZ 0.6b 39,2a 0,8a 0,42
9,08 uM TDZ 20a 7,8b 0,4 a 1,0a
2,32 uM CIN Ob 0,0a 0,0a 0,0a
4,64 uM CIN Ob 0,0a 0,0a 0,0a
6,97 uM CIN Ob 0,0a 0,0a 0,0a
9,29 uM CIN Ob 0,0a 0,0a 0,0a

Médias seguidas das mesmas letras nas colunas, néo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade de erro (p < 0.05).

Os brotos obtidos dos embrides zigoticos (Figuras 3A-C) e endosperma
(Figuras 3A-C) foram cultivados em meio de MS na auséncia de reguladores de
crescimento por 40 dias e apds o cultivo com aproximadamente 8 a 10 cm de
comprimento ja estavam alongados e enraizados (Figuras 3D-E). As plantulas
regeneradas de origem dos embrides zigoticos (Figura 3F) e dos endospermas
(Figura 3F) foram aclimatizadas com sucesso em condicbfes de casa de

vegetacdao (Figuras 3G).
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Figura 3: Fase de alongamento e enraizamento e aclimatizagdo de plantulas
de origem a partir dos embrides zigoticos. (A-B-C) Brotacdes oriundas dos
reguladores BA, TDZ e CIN; D-(E) Plantulas oriundas do meio MS na auséncia
e reguladores de crescimento aos 40 dias; (F) Plantulas regeneradas; (G)
Plantulas aclimatizadas em casa de vegetacdo. Barras: (A-B-C) 1 cm; (D-E-F-
G)1,5cm.
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Figura 4: Fase de alongamento, enraizamento e aclimatizacdo de plantulas
obtidas a partir de explantes endospérmicos. (A-B-C) Brotacdes oriundas dos
reguladores BA, TDZ e CIN; (D-E) Plantulas oriundas do meio MS na auséncia
e reguladores de crescimento aos 40 dias; (F) Plantulas regeneradas; (G)

68



Plantulas aclimatizadas em casa de vegetacéo. Barras = (A) 50 um; (B) 70 pm;
(C) 90 um; (D) 90 pum; (E) 120 pm; (F) 100 pm; (G)5 mm; (H) 10 mm; (1) 15 mm.

3.1. Caracterizacdo anatomica

No desenvolvimento das brotacbes foram observadas inicialmente
intensas divisbes celulares nos planos periclinal e anticlinal na superficie dos
cotilédones do embrido zigdtico em regifes de tecido parenquimatico com
estruturas organogénicas diferentes estagios de desenvolvimento (Figura 4A).
Primérdio de brotacdo em conexdo com o tecido de origem (Figura 4B).

As regides com estruturas organogénicas diferenciaram-se
apresentando os primordios foliares e o domo apical com células
isodiamétricas (Figura 4C) e em desenvolvimento mais tardio a ocorréncia de
conexao vascular com o tecido de origem.

As gemas produzidas a partir de tecidos endospérmicos iniciaram o seu
desenvolvimento com divisdes celulares ao longo da superficie do tecido
parenquimatico com divisdes periclinais e anticlinais (Figura 4D). Em regides
mais internas do tecido parenquimatico podem-se observar aglomerados
celulares formando o estagio inicial do desenvolvimento das brotacfes que sao
os meristemdides. Na Figura E, observam-se diferentes estagios de
desenvolvimento das gemas, posteriormente diferenciaram-se em gemas
adventicias em conexdo com o0 explante de origem a partir do tecido

endospérmico (Figura 4F).

69



Figura 4: Cortes histolégicos da organogénese evidenciando o processo de
desenvolvimento das brotacdes aos 30 dias de cultivo in vitro em P. edulis FB-
300 em explantes de embrido zigético (A, B e C) e endospérmicos (C, D e E).
(A) Estruturas organogénicas (setas) em diferentes estagios de
desenvolvimento; (B) Primordio de brotacdo com conexao ao tecido de origem
(seta); (C) Estruturas organogénicas apresentando os primordios foliares e
domo apical (setas); (D) Gemas oriundas de tecido endospérmico (setas); (E)
Gemas em diferentes estadios (setas); F) Gemas adventicias (asteriscos) com
conexdo ao explante de origem. Barras: (A) 100 pum; (B) 110 um; C) 100 pm;
(D) 50um; (E) 60 pum; (F) 100 pm.

3.2. Analise de estabilidade genética
Na estimativa do conteido de DNA através da analise em citometria de
fluxo pode evidenciar que plantulas de origem seminifera (3,42 pg) e por
embrides zigoticos apresentaram 3,43 pg de DNA com nivel de ploidia (2n)
permanecendo geneticamente estaveis em comparacdo com o padrdo e

plantas de origem seminifera de P. edulis com 3,28 pg (Silva et al., 2011). Ja
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as plantulas obtidas a partir de tecidos endospérmicos permaneceram também
estaveis com contetdo de DNA a 5,23 pg confirmando a triploidia (3n) (Figura
8).

@ Planta/Germinada Embrido Zigotico

P. edulis P. edulis
3:42pg 3,43pg
@ Endosperma D Planta/Padréo
P. edulis P. sativum
5,23pg 9,09p9

@ Planta/Germinada/Padrao @Planta/Embriéo Zigoético/Padrao

P. sativum
9,09pg

. sativum P. edulis
9,09pg

P. edulis
3,42pg

@Ianta/Endosperma/Padréo @Ianta/Germinada/Endosperma

P. edulis P. sativum P. edulis P. edulis
5,23pg 9,09pg 3,42pg 5,23pg

Figura 5: Histogramas da citometria de fluxo de plantas regeneradas a partir
da germinacdo, embrido zigético e endosperma de P. edulis ‘populagdo FB-
300'. (A) Planta oriunda da germinacédo 3,42 pg (2C) DNA; (B) 3,43 pg (2C)
plantas de origem a partir do embrido zigético; (C) 5,23 (3C) DNA plantas de
origem a partir do endosperma; (D) Padrdao Pisum sativum (9,09pg); (E) O
primeiro pico corresponde ao tecido diploide de P. edulis germinada (3,42 pg)
oriundo de e o padréao P. sativum (9,09 pg); (F) O primeiro pico corresponde ao
tecido diploide de P. edulis (3,42 pg) oriundo de embrido zigotico e o padréo P.
sativum (9,09 pg); (G) O primeiro pico corresponde ao tecido triploide de P.
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edulis (5,23pg) oriundo do endosperma e o padrédo P. sativum (9,09pg); (H)
Comparacdo do tecido diploide 3,42 pg (2C) e triploide 5,23 pg (3C) de P.
edulis.

4. DISCUSSAO

A regeneracédo de brotagOes in vitro foi estabelecida com sucesso em P.
edulis populacdo FB-300 Araguari a partir de embrido zigotico e
endospérmicos e a producdo geneticamente estavel das plantas obtidas.

Estudos sobre a regeneracdo por via organogénica de plantas de P.
edulis em geral utilizam-se como fonte de explantes segmentos foliares
(Becerra et al., 2004; Barbosa et al., 2007; Faria e Segura, 2007; Silva et al.,
2009), hipocdtilo (Fernando et al., 2007), segmentos hipocotiledonares (Reis et
al., 2007; Alexandre et al., 2009, Rocha et al., 2016), segmentos nodais
(Cancino et al., 1998; Nhut et al., 2007), segmentos de raiz (Silva et al., 2011,
Rosa et al., 2016; Rocha et al., 2016).

Embrides zigoéticos sao utilizados como fonte de explante visando a
inducdo de embriogénese somatica e somente recentemente Rocha et al.
(2015), utilizou deste tipo de explante para a obtencdo de organogénese em P.
edulis. Relato de utilizacdo de tecido endospérmico como fonte de explante
para o género Passiflora somente foi descrito para a espécie Passiflora foetida
por Mohamed et al. (1997).

A regeneracao pela via organogénica prevalece como modelo para a
regeneracao em Passiflora (Otoni et al., 2013) e a relacédo esta especificamente
entre a alta das citocininas e a baixa concentracdo das auxinas. Drew (1997) e
Silva et al. (2011) descrevem que as citocininas, principalmente o BA tem sido
necessario para a inducédo de novo da organogénese para a espécie P. edulis.
Entretanto, neste estudo brotacdes adventicias foram produzidas a partir de
embribes zigbticos na auséncia de PGRs o que demonstra o potencial
morfogénico deste tipo de explante.

Na regeneracdo por organogénese tendo como fonte de explantes
embrides zigoticos e tecidos endospérmicos, o TDZ em concentracdes mais
elevadas, foi o regulador de crescimento mais efetivo na inducdo e producao

de brotacdes adventicias. O TDZ é uma feniluréia sintética e atua como uma
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das citocininas mais ativas para inducdo de brotagdes no cultivo in vitro de
plantas de tecidos (Lakshmanan e Taji, 2000), podendo até mesmo ser
utilizada para indugdo da embriogénese somética em algumas espécies, com
uso combinado com outros reguladores (Anwar et al., 2010).

O PGR TDZ tem papel diferenciado na morfogénese, pois, esta
intrinsecamente relacionado com o metabolismo dos reguladores de
crescimento enddgenos (Murthy et al., 1998), por ser mais ativo que o BA e
apenas concentragdes menores sao eficientes no cultivoin vitro (Lu, 1993).

Outro fator importante revelado na regeneracao dos embrides zigoticos é
o tempo de cultivo e exposicao do explante ao PGR TDZ para P. edulis, como
verificado na concentracdo de 4,54 uM aos 30 dias com a producao média de
44,4 e aos 60 dias intensa proliferacdo ocorreu com média de 168,8 brotos por
explante, e para os tecidos endospérmicos observa-se também resposta
morfogénica semelhante, sendo na concentracdo de 6,81 pM aos 30 dias
produziu 0,6 e aos 60 dias essa media passou para 39,2 brotos.

Mohamed et al. (1997) relatam a producao de 1,9 brotos por explantes
no cultivo de endosperma para P. foetida,com uso da citocinina BA (2 uM)
combinado com 5 puM de NAA. O presente estudo € o primeiro relato na
literatura de producdo de plantas utilizando-se de explantes endospérmicos
para Passiflora edulis ‘FB 300’ com o conteudo de DNA triploide 5,23 (3n)
mantendo a estabilidade genética dos tecidos endospérmicos, confirmado
através das analises em citometria de fluxo.

As plantas diploides foram obtidas a partir da regeneracdo dos embrides
zigoticos com 3,43 pg (2n), mantendo-se geneticamente estaveis em todas as
amostras analisadas. A producédo de brotacdes de origem a partir de tecidos
endospérmicos constituem individuos triploides, pois, em seu genoma
apresentam 3 conjuntos cromossémicos, sendo um processo Unico. A triploidia
€ devido a fertilizacao tripla, onde os trés ndcleos haploides sao fundidos com
um gameta masculino e dois gametas femininos (Thomas e Chaturvedi, 2008;
Hoshino et al., 2011).

Esse evento é fundamental para a formacdo de frutos com
caracteristicas como de banana, meldo e citrus sem semente, ou elevar a

palatabilidade, sendo uma caracteristica importante para a comercializacao no
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mercado de fruticultura e também de se possibilitar o estudo destas respostas
em condi¢desin vitro (Géralski et al., 2005).

O uso de explantes endospérmicos proporciona um método simples para
producdo de plantas triploides em comparacdo aos métodos convencionais
(Thomas e Chaturvedi, 2008). Chaturvedi et al. (2003) descrevem que a
producdo de plantas a partir do cultivo de tecidos endospérmicos € base de
abordagem moderna para o melhoramento de culturas de forma direta e facilita
a regeneracao de plantas triploides dificeis de modo in vivo. As caracteristicas
de maior importancia € a esterilidade de sementes, sendo desfavoravel em
culturas, em que as sementes sdo utilizadas comercialmente, no entanto, se
utiliza para potencializar a qualidade de frutas de importancia comercial, como
mamao, banana, maca, uva e dentre outras (Hoshino et al., 2011).

Diversos estudos descrevem a producado plantas triploides a partir do
cultivo de endosperma, dentre eles Citrus sp. (Gmitter et al., 1990), Coffea sp.
(Raghuramulu, 1989), Morus alba (Thomas et al.,2000), Azadirachta indica
(Chaturvedi et al., 2003), Actinidia deliciosa (Goralski et al., 2005) e Lonicera
caerulea (Miyashita et al., 2009). No entanto, estudos voltados para obtencao
de plantas triploides em Passiflora ainda € pouco estudado, principalmente ao
gue remete as caracteristicas benéficas para o melhoramento genético como
maior vigor vegetativo das plantas.

A organogénese de novo a partir de embrides zigéticos e endosperma
possibilitou o estabelecimento de um sistema responsivo para a producéo de
plantas diploides (2n) e triploides (3n) geneticamente estaveis para a espécie

Passiflora edulis Sims (populacdo FB-300).

5. CONCLUSOES

O sistema de regeneracdo para a obtencdo de plantas diploides e
triploides geneticamente estaveis para a espécie Passiflora edulis Sims
populacdo FB-300 foi estabelecido com sucesso. Para a regeneracdo a partir
de embribes zigoéticos as citocininas BA e TDZ foram efetivas na inducéo,
diferenciacdo e ou desdiferenciacdo de brotacdes adventicias e para o
endosperma apenas o TDZ em concentragdes mais elevadas induziu a

morfogénese pela via organogénica.
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O trabalho abre perspectivas para o melhoramento genético da espécie
em estudo e de outras espécies silvestres endémicas amazbnicas com

potencial ornamental.
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7. CONCLUSOES GERAIS

O primeiro capitulo foi proposto a inducdo da embriogénese somatica
sob irradiancia a partir de explantes de embrides zigéticos maduros de duas
populacdes de P. edulis FB-300 e FB-200’ onde pode-se estabelecer duas vias
morfogénicas a embriogénese somatica e a organogénese. O segundo capitulo
constatou que através da regeneracao pela rota organogénica da populacao de
P.edulis ‘populacdo FB-300° com uso explantes a partir de embrido zigdtico e
endospérmicos foi possivel obter plantas diploides e triploides geneticamente

estaveis confirmadas pelas analises em citometria de fluxo.
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