UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E MELHORAMENTO DE
PLANTAS
GIZELLY MENDES DA SILVA

Embriogénese somatica, hibridizac&o in situ e histoquimica de

maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims)

TANGARA DA SERRA
MATO GROSSO- BRASIL
FEVEREIRO - 2014



GIZELLY MENDES DA SILVA

Embriogénese somatica, hibridizag&o in situ e histoquimica de

maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims)

Dissertacdo apresentada a Universidade
do Estado de Mato Grosso, como parte
das exigéncias do Programa de POs-
Graduacgdo em Genética e Melhoramento,
para obtencédo do titulo de Mestre.
Orientadora: Prof.2 Dr.2 Maurecilne Lemes
da Silva Carvalho

Co-Orientadora: Prof.2 Dr.2 Telma Nair
Santana Pereira

TANGARA DA SERRA
MATO GROSSO- BRASIL
FEVEREIRO - 2014



WALTER CLAYTON DE OLIVEIRA CRB 1/2049

Silva, Gizelly Mendes.

S5861le Embriogénese somética, hidrizacao in situ e histoquimica
de maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims) / Gizelly
Mendes da Silva. — Tangara da Serra , 2014

85 f. ; 30 cm. llustrado

Dissertacdo (Mestrado em Genética e Melhoramento de
Plantas) Universidade do Estado de Mato Grosso.

Bibliografia: f. 80-83

Orientador: Maurecilne Lemes da Silva Carvalho

1. Maracuja. 2. Gene SERK. 3. Morfogénese. |. Autor. II.
Titulo.
CDU 582.681.41




EMBRIOGENESE SOMATICA, HIBRIDIZACAO IN SITUE
HISTOQUIMICA DE MARACUJA-AMARELO (Passiflora edulis Sims)

GIZELLY MENDES DA SILVA

Dissertagcao apresentada a UNIVERSIDADE DO
ESTADO DE MATO GROSSO, como parte das
exigéncias do Programa de Pés-Graduagdo em
Genética e Melhoramento de Plantas, para
obtencgéao do titulo de Mestre.

Aprovada em 07 de fevereiro de 2014.

Comissdo Examinadora:

J//o/ ia%“

Prof®, Dra. Maurecilne Lerhes da Silva Carvalho

\ (u(a..hs‘

Prof*. Dra. Telma Nair Santana Pereira

b (04

Prof. Dr. yagnef Campos 0‘om




A meus pais, Leandro e Sonia
A meu irmao, Cleberson
Ao Ricardo

Dedico.

A minha orientadora,
Ao Prof.° Dr. Wagner C. Otoni
A Dra. Ana Claudia Ferreira da Cruz
Ofereco.



AGRADECIMENTOS

A Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT) e ao Programa de
POs Graduacdo em Genética e Melhoramento de Plantas pela oportunidade
concedida.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concesséo da bolsa de estudos.

A minha orientadora, professora Dra. Maurecilne Lemes da Silva Carvalho,
pela amizade, profissionalismo, ensinamentos, criticas construtivas, apoio,
motivagédo, oportunidades concedidas e confianca em mim depositada. Serei
eternamente grata.

Ao professor Dr. Wagner Campos Otoni, por ter me recebido e permitido a
realizacdo do trabalho em seu laboratorio, pelos ensinamentos, pelo exemplo de
pessoa e de profissional que és, pela atencdo e confianca a mim destinadas, por
possibilitar a vivéncia de experiéncias Unicas e fazer eu me sentir parte desta
verdadeira familia LCT.

A professora Dra. Telma Nair Santana Pereira, pela co-orientacéo,
sugestdes e atencao.

A Dra. Ana Claudia Ferreira da Cruz, por me ajudar sempre sem medir
esforcos, pela disponibilidade, atencdo, paciéncia, convivéncia, ensinamentos,
sinceridade, praticidade e imensa ajuda nas analises de anatomia e histoquimica.
Sua ajuda foi crucial na realizacao deste trabalho. Meus sinceros agradecimentos.

A Lorena Melo Vieira e Dra. Andréa Dias Koehler, pela amizade,
convivéncia, aprendizado e auxilio na técnica de hibridizagéo in situ.

Ao professor Dr. llio Fealho de Carvalho que desde o inicio acompanhou o
desenvolvimento deste trabalho e que muito acrescentou na minha formacao
académica e pessoal com suas valiosas sugestdes e conselhos.

Ao Diego, pela amizade, pelo exemplo de pessoa, pela ajuda,
companheirismo, ensinamentos e principalmente pelas conversas e alegrias
compartilhadas.

Ao Marcos Fernando Basso, pela amizade, companhia e pelos momentos de
alegria.

Ao pessoal do Laboratério de Cultura de Tecidos (LCT II), Anyela, Leidy,

Marcos, Jodo, Diego, Elyabe, Brener, Ricardo, Maria, Crislene, Marcia, Jaiza,



Débora, Maira, Evelyn, Natan, Peracio, Dona Elcy e Tatiane, pela recepcao, carinho,
amizade, convivéncia e pelos deliciosos cafés acompanhados de risadas e
agradaveis conversas.

A Elisonete Garcia Lani (Lili), pelo suporte técnico e pela convivéncia.

As colegas do Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais Acsa, Tatiane e
Andréia, pela agradavel convivéncia, apoio e amizade.

A Kaliane Zaira, pela amizade e companheirismo de sempre, principalmente
na reta final do meu mestrado.

Aos meus colegas de turma pelas agradaveis experiéncias, estudos e
principalmente pela amizade.

Aos meus pais, por todo amor, apoio e por me proporcionarem uma
educacao digna e uma boa formacao académica. Ao meu irméo pelo carinho.

Ao Ricardo, pelo companheirismo, amizade, compreensao e principalmente
pelo incentivo e por acreditar em mim.

Ao meu padrasto Edirson e minha madrasta Margarida pelo carinho e
ensinamentos.

Ao Ndcleo de Microscopia e Microanalise da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) pela possibilidade de realizacdo das andlises de Microscopia Eletrbnica de
Varredura.

Ao Laboratério de Anatomia Vegetal pela possibilidade de realizacdo das
analises anatbmica e histoquimica.

Aos Viveiros Flora Brasil pelo fornecimento das sementes.

A todos os amigos e familiares que, de alguma forma, contribuiram para meu
crescimento profissional e pessoal. E a todos que, direta ou indiretamente,

contribuiram para a realizagédo deste trabalho.



BIOGRAFIA

GIZELLY MENDES DA SILVA, filha de Leandro Antbnio da Silva e Sonia
Maria Mendes Oliveira, nasceu no dia treze de maio de 1990, em Juina, Mato
Grosso.

Em mar¢co de 2008 ingressou no Curso de Ciéncias Biologicas, na
Universidade do Estado de Mato Grosso, MT, graduando-se como Bacharel e
Licenciada em Ciéncias Biologicas em janeiro de 2012.

Em fevereiro de 2012, ingressou no Programa de PoOs Graduacdo em
Genética e Melhoramento de Plantas, em nivel de mestrado, na mesma instituicéo,
concentrando seus estudos na area de Biotecnologia e Recursos Genéticos

Vegetais. Em fevereiro de 2014, submeteu-se a defesa de sua dissertacao.



SUMARIO

RESUMO ....cciiiieee ettt ettt e e e e e e ettt et e e e e e e s s bt et e eeeeeeesasnbbbaneeeeaeeennanns viii
AB STRACT ..ottt e e e e ettt e e e e e e e e e e —t et e e e e e e et e e aaeeeeaannrrees X
1. INTRODUGAO GERAL ..ottt 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o, 3
2.1. O g€NEro PaSSIflOra ........coiiieeiiiiiiie e e 3
2.2. Cultura de tecidos aplicada a cultura do maracujazeiro...........ccceceeevevvvvneeeeeenn. 5
2.3. EMDIIOgENESE SOMALICA. .....ceiiieeiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e 6
2.4. Expressao do gene SERK durante a embriogénese somatica ......................... 9

2.5. Caracterizacdo histoquimica na mobilizacdo de reservas durante a
EMDIIOGENESE SOMALICA ....cvvvviiiii i e e e e e e e e e e e e e e e 10
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 11
CAPITULO | - Embriogénese somatica em maracuja amarelo (P. edulis Sims) a

partir de embrides zigoticos maduros e expressao transiente do gene SERK .22

RESUMO ... ciiiie ittt ettt e e e e e e ettt et e e e e e e s s bbbt e e eeeeeesansssbbreeeeeaeeeenanns 22
N 1 X I 2 ¥ O I 23
1. INTRODUGAO ..ottt ettt e et e eteeaennanes 24
2. MATERIAL E METODOS ..ottt sttt seese et esne e sseseneenenas 26
2.1. Inducao da embriogénese SOMALICA .........ccccevviruuiiiiieeeeeeeeee e 26
2.2. Histodiferenciacdo e maturacdo dos embriées SOMALICOS ...........cccevvveervvnnnnnn. 27
2.3. ANAIISE CItOIOGICA ... 27

2.4. Andlise anatdbmica e ultraestrutural em microscopia eletrénica de varredura

(MEV) <ttt et e e e ettt e e e ettt e e e e ane e e e e e nbee e e e e annrneeeean 28
2.5. Analise da expresséo do gene SERK por hibridizagao in Situ...........ccccceeeeee... 28
2.5.1. Coleta e preparo das amOSIIAS.........ccuuiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 28
2.5.2. Sintese da sonda marcada com digoXigeNiNG ...........cceevveeeiiiiieiieieeeeeeeenen. 29
2.5.3. HIBrdizag&0 iN SItU.......ccoviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 29
2.6. ANAIISE eStatiIStICA ......cceeeeeeiiiiiiee e 30
3. RESULTADOS E DISCUSSAOD.......ccoiiiiiieiiiieeieieiee sttt 32
3.1. Inducdo da embriogénese SOMALICA ..........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 32
3.2. Andlises anatdmicas € CIHOIOQICAS. ........ccvvviiiiiiiiiiiiiieiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 35
3.3. Histodiferenciacdo e maturagdo dos embrifes SOMALICOS ...........ccvvvvvvveerennenn. 38
3.4, HIDMdIZAGAO 1N SItU ....cooiiiiiiiiiiiiii e 40



4. CONSIDERAGOES FINAIS ..o, 44
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coooueiieieeeeeeeee et 45

CAPITULO Il - Avaliagéo histoquimica da inducdo da embriogénese somatica

em Passiflora edulis SIMS ... 52
1 11V PN 52
N 1Y I ¥ N 53
1. INTRODUGAO ...ttt ettt et sttt e et e st e eeste e sre s 54
2. MATERIAL E METODOS .....coiiiiieceeeieceeeee ettt te st ste st eae s 56

2.1. Inducdo da embriogénese SOMALICA ........cceevviiiiiiiiiiiiiee e 56

2.2. Preparo das amostras e caracterizagdo anatémica e histoquimica................. 56

2.3. Andlise ultraestrutural em microscopia eletrénica de varredura (MEV)........... 57
3. RESULTADOS E DISCUSSAO........cooiiueiieiieieeeeeeeeee e et 58
A, CONCLUSOES .....coiuiiieietiieis ettt 64
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 65
6. CONCLUSOES GERAIS......ccoiiteieeeeeceee ettt sttt eae s 69

vii



RESUMO

SILVA, Gizelly Mendes da, M.Sc., Universidade do Estado de Mato Grosso, fevereiro
de 2014. Embriogénese somatica, hibridizacdo in situ e histoquimica de
maracujid-amarelo (Passiflora edulis Sims). Orientadora: Dra. Maurecilne Lemes
da Silva Carvalho. Co-orientadora: Dra. Telma Nair Santana Pereira.

O objetivo geral do trabalho foi estabelecer um protocolo de inducdo da
embriogénese somatica a partir de embrides zigdticos maduros, caracterizar a
expressdo do gene SERK e avaliar a histoquimica dos eventos morfogénicos em
maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis Sims, populagdo FB-300 Araguary). O
primeiro capitulo teve como objetivo estabelecer protocolo de inducdo da
embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos de P. edulis Sims, realizar a
caracterizacdo morfo-anatbmica do processo e avaliar a expressao transiente do
gene SERK por hibridizagao in situ. A combinac¢do de 31,06 uM de picloram + 2,22
UM de benziladenina (BA) + 2,27 uM de tidiazuron (TDZ) apresentou maior
frequéncia de explantes embriogénicos (76%). Cortes histoldgicos revelaram a
presenca de embrides soméaticos globulares originados diretamente das folhas
cotiledonares e indiretamente do eixo embrionario. A dupla coloragdo com carmim
acético e azul de Evans confirmou a competéncia embriogénica do material.
Andlises de hibridizacdo in situ com a sonda heteréloga de PcSERK (Passiflora
cincinnata SERK) revelaram a expresséao transiente do gene SERK em células do
embrido zigoético e durante o desenvolvimento dos embrifes somaticos até 40 dias
de cultivo em meio de inducéo e auséncia de sinal aos 20 dias de cultivo em meio de
maturacdo. Para a histodiferenciacdo e maturacdo dos embribes somaticos, foram
testados diferentes concentracées de sacarose, agar e polietilenoglicol combinado
ou ndo com 0,037 uM de acido abscisico (ABA) e meio MS modificado com vitamina
B5 e gelificado com 0,28% de Phytagel. Contudo, ndo se observou a conversao dos
embrides soméaticos em plantulas, permanecendo em estagio globular até a
completa necrose ou até o desenvolvimento de primordios foliares, demonstrando
que as células ndo apresentavam-se completamente determinadas a seguir a rota
embriogénica. O objetivo do segundo capitulo foi descrever o acimulo de reservas
durante o processo de embriogénese soméatica em maracujazeiro amarelo obtido a
partir de embrides zigoticos maduros através de métodos histoquimicos. Embrides

zigoticos maduros foram cultivados em meio de inducdo da embriogénese somatica,
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composto por sais béasicos de MS e 31,06 uM de picloram + 2,22 uM BA + 2,27 uM
de TDZ. Explantes de embrides zigoéticos com 0, 10, 20, 30 e 40 dias de inducéo da
embriogénese somatica foram coletados e fixados em solucdo de Karnovsky e,
posteriormente, submetidos a desidratacdo em série etilica e incluidos em resina
acrilica. Cortes transversais e longitudinais foram corados com azul de toluidina para
caracterizagdo anatdomica, Xylidine Pounceau para a deteccdo de proteinas totais,
acido periddico-reagente de Schiff para polissacarideos neutros, sudan black B para
deteccao de lipidios, vermelho de ruténio para deteccao de pectinas e reagente de
lugol para deteccdo de amido. Observou-se a inducdo de embriogénese somatica
direta e indireta. Os testes histoquimicos revelaram a presenca de grande
guantidade de corpos proteicos e graos de amido em embrifes zigoticos, 0s quais
foram gradualmente metabolizados durante o periodo de inducéo e desenvolvimento
dos embriées sométicos. Corpos lipidicos foram identificados somente apds 20 dias
de cultivo e situavam-se principalmente na bainha parenquimatica. O presente
trabalho representa o primeiro relato de inducdo de embriogénese somatica em P.
edulis utilizando picloram, combinado BA e TDZ. Informacdes relevantes sobre
aspectos anatdmicos, ultraestruturais, histoquimicos e padrdo de expressao génica
durante a inducdo da embriogénese soméatica também sao apresentadas.

Palavras-chave: Maracuja, gene SERK, morfogénese in vitro.



ABSTRACT

SILVA, Gizelly Mendes da, M. Sc., Mato Grosso State University, February 2014.
Somatic embryogenesis, in situ hybridization and histochemic of yellow
passion fruit (Passiflora edulis Sims). Adviser: Dra. Maurecilne Lemes da Silva
Carvalho. Co-adviser: Dra. Telma Nair Santana Pereira.

The general aim of the work was to establish a protocol for somatic embryogenesis
induction from mature zygotic embryos, to characterize the SERK gene expression
and to evaluate the histochemic of morphogenetic events in yellow passion fruit
(Passiflora edulis Sims, population FB-300 Araguary). The first chapter aimed to
establish a protocol for somatic embryogenesis induction from mature zygotic
embryos of P. edulis, to perform a morphological and anatomical characterization of
the process and to evaluate the transient expression of the SERK gene through in
situ hybridization. The combination of 31.06uM of picloram + 2.22uM of
benzyladenine (BA) + 2.27uM thidiazuron (TDZ) showed the highest embryogenic
explants frequency (76%). Histological sections revealed the presence of globular
somatic embryos directly from the cotyledonal leaves and indirectly from the
embrionary axis. The double coloring with carmine acetic and Evans blue reassured
the embryogenic competency of the material. Hybridization analysis in situ using a
heterologous probe PcSERK (Passiflora cincinnata SERK) showed the transient
expression of the SERK gene in embryonary zygotic cells and throughout the
somatic embryos development up to the 40th day of culture in induction medium and
absence of signal at 20 days of culture in maturation medium. For histodifferentiation
and maturation of the somatic embryos it was tested different concentrations of
sucrose, agar and polyethylene glycol combined or not with 0.037 uM of abscisic acid
(ABA) and MS medium modified with B5 vitamin and gelified with 0,28% of Phytagel.
However, there was no conversion of the somatic embryos in seedlings, remaining in
the globular stage until complete necrosis or until the development of leaf primordia,
indicating that the cells were not completely determined to follow the embryogenic
route. The aim of the second chapter was to describe the reserves accumulation
throughout the somatic embryogenesis process in yellow passion fruit obtained from
mature zygotic embryos through histochemical methods. Mature zygotic embryos
were cultivated on somatic embryogenesis induction medium, composed of basic MS
salts and 31.06uM of picloram + 2.22uM of BA + 2.27uM TDZ. Explants of zygotic



embryos with 0, 10, 20, 30 and 40 days of somatic embryogenesis induction were
collected and fixed in a Karnovsky solution and, subsequently, subjected to
dehydration through an etilic series and embedded in an acrylic resin. Transversal
and longitudinal sections were colored with toluidine blue for anatomical
characterization, Xylidine Pounceau for detection of total protein, Schiff's periodic-
reagent acid for neutral polysaccharides, sudan black B for lipids, rutenio red for
pectin and Lugol reagent for starch detection. It was observed the direct and indirect
somatic embryogenesis induction. Histochemical tests revealed the presence of large
amounts of protein bodies and starch grains in zygotic embryos, which were
gradually metabolized during somatic embryo development. Lipid bodies were
identified only after 20 days of culture and they were located mainly in the
parenchymatic sheath. This work represents the first report of somatic
embryogenesis induction in P. edulis using picloram combined with BA and TDZ.
Relevant information on anatomical aspects, ultrastructural, histochemical and gene

expression pattern during the somatic embryogenesis induction are also presented.

Key-words: Passion fruit, SERK gene, in vitro morphogenesis.
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1. INTRODUCAO GERAL

O maracujé pertence ao género Passiflora, o qual é considerado o maior e
mais importante economicamente da familia Passifloraceae (Pérez et al., 2007,
Braglia et al., 2010). Seus frutos podem ser consumidos in natura ou utilizados na
confeccdo de doces, geléias e sucos. Ja suas plantas sdo utilizadas para a
ornamentacao, tanto para flores de corte como envasadas (Braglia et al., 2010), e
para a industria farmacéutica e na medicina popular, devido aos seus compostos
ativos como a passiflorina, maracujina e substancias tandides (Cunha et al., 2002;
Melo e Guerra, 2003).

O maracujazeiro € uma planta al6gama, possui autoincompatibilidade do tipo
esporofitica (Bruckner et al., 1995; Ferreira et al., 2010), e suas principais espécies
sédo ploidediploides com 2n=2x=18 cromossomos (Martin e Nakasone, 1970). A
propagacdo dessas plantas é realizada preferencialmente por via sexuada, atraves
de sementes ou assexuadamente, pela utilizacdo de estaquia, enxertia e cultura de
tecidos in vitro (Nhut et al., 2007; Alexandre et al., 2009; Sousa et al., 2010).

A cultura de tecidos vegetais, através a técnica de micropropagacdo, € um
importante método para multiplicar rapidamente gendtipos superiores com alto
rendimento e/ou resistentes a doencas, em espaco fisico e tempo reduzidos,
oferecendo muitas vezes alternativas Unicas aos programas de melhoramento
(Zerbini et al., 2008). Além disso, a micropropagacao permite a conservacao in vitro
de germoplasma de alto valor genético, que em se tratando de Passiflora, o nimero
de colecdes, assim como o numero de acessos resguardados ainda é muito
pequeno, sendo necessaria a priorizacdo de acdes de coleta e intercambio, aliadas
aos processos de conservacao de germoplasma dessa cultura (Faleiro et al., 2005).

Dentre as técnicas de micropropagacdo, a embriogénese somatica se
destaca como uma proeminente via de regeneracdo de plantas e apresenta
vantagens, como a oferta de linhagens celulares para a engenharia genética,
regeneracdo de uma estrutura bipolar a partir de uma Unica célula, producéo
ilimitada de clones com caracteristicas de elite, pesquisa basica funcional e
molecular, producdo de sementes sintéticas e conservacao de recursos geneéticos
pela criopreservacgao (Li et al., 2006; Yang e Zhang, 2010; Aslam et al., 2011).

Durante a inducdo da embriogénese somatica, os tecidos envolvidos sofrem

alteracdes bioquimicas e morfologicas, as quais estdo fortemente relacionadas com
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alteracOes no padrdo de expressédo génica (Sharp et al., 1980; Zimmerman, 1993;
Sahni et al., 2013). A caracterizacdo e identificacdo de células embriogénicas,
através de analises histocitoldgicas, sdo de suma importancia para o estudo do
processo de regeneracdo in vitro de plantas. Aspectos moleculares e quimicos,
como a expressao génica e mobilizagdo de reservas durante a embriogénese
somatica, também sao relevantes por possibilitarem uma melhor compreenséao,
otimizacdo e validacdo dessa via morfogénica em protocolos de transformacao
genética (Otoni et al., 2013).

Diante do acima exposto, o presente estudo teve como objetivo estabelecer
um protocolo responsivo de indugdo de embriogénese somatica caracterizando a
expressdo do gene SERK e acumulo de reservas durante a morfogénese de
Passiflora edulis Sims. O primeiro capitulo teve como objetivo estabelecer um
protocolo de inducdo da embriogénese somética a partir de embribes zigoéticos
maduros de P. edulis, realizar a caracterizacdo morfo-anatbmica do processo e
avaliar a expressao transiente do gene SERK por hibridizac&o in situ. O segundo
capitulo teve como objetivo descrever o acumulo de reservas durante o processo de
embriogénese somatica em P. edulis obtido a partir de embrides zigéticos maduros

através de métodos histoquimicos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O género Passiflora

A familia Passifloraceae L. estd incluida na ordem Malpighiales que é
dividida em duas tribos, Paropsieae e Passiflorieae (Milward-de-Azevedo e
Baumgratz, 2004; Cervi, 2005). Esta dltima é representada por 17 géneros entre
estes, Ancitrothysus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora L. estédo
presentes no Brasil (Cervi, 2005).

O género Passiflora, onde o maracujazeiro esta inserido, € o maior e mais
importante economicamente da familia Passifloraceae, com cerca de 500 espécies
(Pérez et al., 2007; Braglia et al., 2010) e apresenta ampla variabilidade genética
inter e intraespecifica (Bellon et al., 2009). O maracujazeiro € originario da América
tropical, local onde a maioria das espécies ocorre, porém ha relatos de ocorréncia de
algumas espécies na Asia e Australia e uma espécie em Madagascar (Alexandre et
al., 2004; Cuco et al., 2005).

As passiflordceas sdo plantas trepadeiras herbaceas ou lenhosas com
gavinhas axilares (Vanderplank, 2000). Possuem folhas alternas, pecioladas, inteiras
ou lobadas, geralmente com nectarios extraflorais no peciolo e estipulas comumente
presentes. As flores sdo bissexuais, actinomorfas, solitarias ou em inflorescéncias,
normalmente com bracteas, cinco sépalas, cinco pétalas, e uma ou mais séries de
filamentos, formando a corona. O androceu é composto por 5 estames livres e o
gineceu por 3 carpelos. Os frutos sao carnosos do tipo baga, indeiscentes, globosos
a fusiformes. As sementes sdo comprimidas, com arilo carnoso colorido e testa
reticulada, pontuada ou alveolada (Leitdo Filho e Aranha, 1971; Vanderplank, 2000;
Ulmer e Macdougal, 2004; Short, 2011).

As principais espécies do género Passiflora s&o diploides (2n=2x=18
cromossomos), porém alguns tetraploides (2n=24), hexaploides (2n=36) e
octoploides (2n=72) também foram registrados (Martin e Nakasone, 1970; Snow e
MacDougal, 1993; Melo et al., 2001). As espécies comerciais de maracujazeiro,
como P. edulis (maracuja-roxo), P. edulis f. flavicarpa (maracuja-amarelo) e P. alata
(maracuja-doce) sao  alégamas, condicionadas pelo fendbmeno da
autoincompatibilidade, do tipo esporofitica (Bruckner et al., 1995; Ferreira et al.,
2010).



A propagagdo em escala comercial do maracujazeiro € realizada
principalmente por via sexuada, através de sementes, porém algumas espécies
podem ser propagadas assexuadamente por meio de estaquia, enxertia e por cultura
de tecidos in vitro (Ferreira et al., 2001; Alexandre et al., 2009; Sousa et al., 2010). O
método de propagacdo sexuado pode levar a formacdo de lavouras heterogéneas
em termos de producgéo e qualidade de frutos (Meletti et al., 2002), enquanto que
meétodos assexuados permitem a manutencdo das caracteristicas da planta matriz,
conferindo maior uniformidade ao pomar quanto as caracteristicas das plantas e dos
frutos, além de proporcionar solugéo para alguns problemas fitossanitarios (Siqueira
e Pereira, 2001; Saloméo et al., 2002).

Cerca de 70 espécies de maracuja produzem frutos comestiveis, dentre
estas, a espécie P. edulis, conhecida como maracujd amarelo, esta entre as mais
utilizadas em escala comercial e amplamente difundida na América tropical (Souza e
Meletti, 1997; Cunha et al., 2002; Ferraz e Lot, 2007). O valor econdmico desta
espécie é principalmente devido as qualidades gustativas e farmacodinamicas do
seu suco, fruto, casca e sementes, sendo esses ultimos utilizados também na
alimentacao animal (Manica, 1981).

Devido a sua importancia econdmica, a propagacdo do maracujazeiro, em
especial de P. edulis € de interesse de muitos pesquisadores e melhoristas (Nhut et
al., 2007). Neste sentido, diversas espécies de Passiflora tem sido utilizadas em
programas de melhoramento genético que visam o desenvolvimento de cultivares de
alto rendimento e resistentes a doengas como a mancha bacteriana causada por
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, fusariose causada por Fusarium
oxysporum f. sp. passiflorae, endurecimento de frutos causado pelo Cowpea aphid-
borne mosaic virus e antracnose (Vieira e Carneiro, 2004; Junqueira et al., 2005).

A ampla variabilidade relatada no género, como produtividade,
caracteristicas de fruto e resisténcia a pragas e doencas, permite encontrar
alternativas genéticas que proporcionam suporte a eficientes programas de
melhoramento genético para as espécies cultivadas (Otoni, 1995; Faleiro et al.,
2005; Silva et al.,, 2011). De acordo com Bruckner (1997), varios métodos de
melhoramento podem ser aplicados na cultura do maracujazeiro, seja pelo aumento
da frequéncia de genes favoraveis ou pela explora¢do do vigor hibrido. Dentre os
métodos de melhoramento mais aplicados, citam-se a introducdo de plantas, a

selecdo massal, a selecdo com teste de progénie e a hibridacéo (Oliveira e Ferreira,
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1991; Bruckner et al., 2002), os quais visam principalmente a “qualidade” do fruto,
produtividade e resisténcia a doencas (Faleiro et al., 2005).

Devido a incompatibilidade entre algumas espécies no género Passiflora,
determinados cruzamentos sdo dificultados, algumas vezes envolvendo espécies
consideradas fontes de resisténcia a pragas e doencas (Otoni, 1995). A hibridac&o
somatica e a transformacao genética, por sua vez, sdo alternativas promissoras e
suplementares da hibridacdo sexual para a transferéncia de genes em plantas com
incompatibilidade sexual, porém a aplicacio de ambas as técnicas requer a
existéncia de protocolos eficientes de regeneracdo in vitro para cada espécie
estudada (Otoni, 1995; Liu et al., 2005; Silva et al., 2009; Pinto et al., 2010).

2.2. Cultura de tecidos aplicada a cultura do maracujazeiro

Os avancgos da biotecnologia vegetal propiciaram novos conhecimentos na
area da fisiologia, da genética e da biologia molecular vegetal (Lima et al., 2000).
Dentre as ferramentas biotecnoldgicas, a cultura de tecidos vegetais vem tendo
relevante papel no desenvolvimento das ciéncias basica e aplicada na area
agronbmica. Mediante seu uso, varios pesquisadores vém atuando tanto no
melhoramento vegetal, quanto no estudo de func¢des génicas desconhecidas, além
de entender melhor os mecanismos fisiol6gicos vegetais (Lee e Phillips, 1988;
Figueiredo e Takita, 2004).

A técnica de cultura de tecidos pode ser definida como o processo de cultivo
de segmentos de tecidos vegetais, chamados explantes, em meios de cultura
estéreis e especificos, com o objetivo de regenerar uma nova planta in vitro que sera
idéntica a planta doadora do explante (Amaral e Silva, 2003). O explante pode ser
um fragmento de folha, de raiz, de caule ou de qualquer tecido que responda as
condicdes de inducdo do meio de cultura, com vistas a regeneragéo vegetal in vitro
(Torres et al., 2000). Essa técnica se baseia no fendbmeno de totipotencialidade, ou
seja, a capacidade que a célula vegetal possui de se organizar em um novo
individuo, mantendo a informac&o genética necessaria, sem haver recombinagéo
génica, dando origem a uma nova planta (Kerbauy, 1999).

O sucesso das diferentes técnicas de cultura de tecidos depende da divisdo
e diferenciacdo das células dos explantes utilizados (Kerbauy, 1999), as quais sédo
influenciadas por fitormoénios, reguladores de crescimento, compostos organicos e

inorganicos e carboidratos (Guerra et al., 1999; Chugh e Khurana, 2002).
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Estudos em cultura de tecidos de Passiflora foram iniciados em 1966 com a
espécie P. caeruela por Nakayama, e subseqguentemente varios protocolos
diferentes foram estabelecidos para espécies do género (Nakayama, 1966; Vieira e
Carneiro, 2004; Vieira et al., 2005; Zerbini et al., 2008; Alexandre et al., 2009; Silva
et al., 2011).

Dentre os protocolos estabelecidos € possivel citar a morfogénese via
organogénese (Dornelas e Vieira, 1994; Becerra et al., 2004; Pipino et al., 2010;
Pinto et al., 2010; Prammanee et al., 2011; Garcia et al., 2011; Silva et al., 2011;
Rosa e Dornelas, 2012), morfogénese via embriogénese somatica (Otoni, 1995;
Anthony et al., 1999; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2010;
Albino, 2013; Florido, 2013), hibridacdo somatica (Otoni et al., 1995; Davey et al.,
2005), transformacao genética (Reis et al., 2007; Silva, 2007; Paim Pinto et al.,
2009), producdo de sementes sintéticas (Silva, 2007), ginogénese (Régo et al.,
2011), androgénese (Silva, 2007), inducao de autotetraploides (Régo et al., 2011),
selecéo in vitro visando resisténcia a doencas (Faleiro et al., 2005; Flores et al.,
2012) e conservacao in vitro (Passos e Bernacci, 2005; Faria et al., 2007).

No que diz respeito a micropropagacdo, a organogénese € a principal via
morfogénica de regeneracdo no género Passiflora (Nhut et al., 2007; Zerbini et al.,
2008; Pinto et al., 2010), contudo a regeneracao via embriogénese somatica tem se
mostrado promissora e com possibilidades de aplicacdo no melhoramento de

maracujazeiros.

2.3. Embriogénese somatica

A embriogénese somatica in vitro € o processo pelo qual células isoladas ou
um pequeno grupo de células somaticas, num processo morfogenético semelhante a
embriogénese zigoética, dao origem a uma estrutura bipolar, constituida de apices
caulinar e radicular, que ao final do processo de diferenciagdo dara origem a uma
planta sem que ocorra a fusdo de gametas (Zimmerman, 1993; Yang e Zhang, 2010;
Rose et al., 2010; Rocha e Dornelas, 2013; Rizvi et al., 2013).

Essa via morfogénica é frequentemente relatada como uma das principais
metodologias de multiplicacdo de gendtipos elite (Kim, 2000) e apresenta iniUmeras
vantagens, como: a oferta de linhagens celulares para a engenharia genética,
regeneracdo de uma estrutura bipolar a partir de uma uUnica célula, producéo

ilimitada de clones com caracteristicas elite, pesquisa basica funcional e molecular,
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producdo de sementes sintéticas e conservacdo de recursos genéticos pela
criopreservacéo (Li et al., 2006; Yang e Zhang, 2010; Aslam et al., 2011).

Dois padrbes basicos de inducdo de embriogénese somatica séo
reconhecidos: a direta e a indireta. Na embriogénese somatica direta, os embrides
séo formados diretamente na superficie de um tecido organizado, enquanto que na
embriogénese somatica indireta, a formacdo dos embrides é precedida por um
estagio intermediario de calo, o qual apds estimulos externos desenvolve células em
diferentes estadios de diferenciacéo e, consequentemente, com diferentes graus de
determinacdo, as quais podem adquirir novas competéncias e originar embrides
somaticos (Sharp et al., 1980; Yeung, 1995; Rizvi et al., 2013).

Em P. cincinnata, espécie considerada modelo para estudos morfogénicos
no género Passiflora, hA um processo intermediario entre as embriogéneses
somaticas direta e indireta, o qual é caracterizado pela formacdo de protuberancias.
Essas protuberancias sédo constituidas de células parenquimaticas e tecido vascular,
e sua formacdo precede o desenvolvimento de embribes somaticos, porém a
organizacdo histolégica durante a sua formacédo e a incapacidade de proliferar
indefinitivamente ndo confere a caracteristica de calo (Rocha et al., 2012).

O primeiro relato de embriogénese somatica no género Passiflora foi feito
por Otoni em 1995, trabalhando com a espécie P. giberti. O autor reportou a
obtencdo de calos embriogénicos a partir de explantes foliares utilizando meio de
MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo 2,4 ou 4,8 mg.L™ de picloram. A partir
desses calos, o autor obteve suspensfes celulares, as quais desenvolveram
embribes somaticos.

Silva em 2007 propds um protocolo de embriogénese soméatica a partir de
anteras de P. cincinnata. A autora utilizou meio MS contendo 4,4 uM 2,4-D (acido
2,4-diclorofenoxiacético) combinado com 2,3 uM de BA (6- benzil-adenina) para a
inducdo de calos embriogénicos, os quais foram transferidos para meio MS
contendo carvao ativado e maltose, na auséncia de reguladores de crescimento,
dando origem a embries somaticos primarios e secundarios. Utilizando embrides
zigéticos maduros de P. cincinnata, Silva et al. (2009) estabeleceram um protocolo
modelo de regeneracdo via embriogénese somatica. Para tanto, os autores
utilizaram meio MS acrescido de 18,1 uM da auxina 2,4-D, combinado com 4,5 uM
de BA. Apoés 30 dias de cultivo em meio de inducéo, os calos embriogénicos foram

transferidos para meio MS, acrescido de carvao ativado e desprovido de reguladores
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de crescimento, o qual proporcionou a obtencdo de alta taxa de embrides soméaticos
que se diferenciaram em plantulas e foram aclimatizados em casa de vegetagéao.

A embriogénese somatica também foi relatada para a espécie P. edulis a
partir de embrides zigoticos utilizando-se 72,4 uM de 2,4-D e 4,4 uM de BA,
entretanto, ndo ocorreu conversdo dos embrides somaticos em plantulas,
demonstrando a necessidade da otimizacao do protocolo para a espécie (Paim Pinto
et al., 2011).

Recentemente, Albino (2013) induziu a producdo de embrides somaticos
originados diretamente de raizes de P. morifolia, cultivadas em meio MS contendo
concentracbes entre 6,78 e 11,3 uM de 2,4-D. Calos embriogénicos e embrides
somaticos em estagio globular foram obtidos a partir de embrides zig6ticos de P.
ligularis por Florido (2013), utilizando meio MS suplementado com 45,2 uM de 2,4-D,
2,2 UM de BA e 2,3 uM de TDZ (tidiazuron). Contudo, esses autores nao obtiveram a
converséo dos embrides em plantulas.

Segundo Yang e Zhang (2010), o processo de embriogénese somatica inclui
uma série de eventos caracteristicos, como a desdiferenciacdo de células, a
ativacdo da divisdo celular e a reprogramacao de seus padrdes de fisiologia,
metabolismo e expressdo génica. Essas caracteristicas, aliadas as respostas
morfologicas in vitro de modo gendtipo-especifico (Jiménez, 2005; d Onofrio e
Morini, 2006), dificultam o estabelecimento de protocolos responsivos de
embriogénese somatica em diversas espécies. Tal fato explica o niUmero incipiente
de protocolos de embriogénese somatica disponiveis na literatura, em especial para
espécies do género Passiflora (Faria et al., 2007; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009;
Paim Pinto et al., 2011).

A caracterizacdo e identificacdo de células embriogénicas, através de
analises histocitolégicas, sdo de suma importancia para o estudo do processo de
regeneracdo in vitro de plantas. Aspectos moleculares e quimicos, como a
expressdo génica e mobilizacdo de reservas durante a embriogénese somatica,
também sdo relevantes por possibilitarem uma melhor compreenséo, otimizacdo e
validacéo dessa via morfogénica em protocolos de transformacédo genética (Otoni et
al., 2013).



2.4. Expressédo do gene SERK durante a embriogénese somatica

Durante a inducdo da embriogénese somatica, os tecidos envolvidos sofrem
alteracdes bioquimicas e morfoldgicas, as quais estdo fortemente relacionadas com
alteracdes no padrdo de expressdo génica (Sharp et al., 1980; Zimmerman, 1993;
Chugh e Khurana, 2002; Sahni et al., 2013). Entre 0os genes envolvidos na
embriogénese somatica, o gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase)
possui um importante papel na aquisicdo de competéncia embriogénica (Santos et
al., 2005; Suprasanna e Sidha, 2013).

O gene SERK codifica um receptor transmembrana que contém um dominio
intracelular de proteina-quinase especifico de plantas, cuja funcéo esta associada a
percepcdo de moléculas sinalizadoras que desencadeiam o processo embriogénico
em células somaticas ou zigéticas e, um dominio extracelular, constituido por um
peptideo sinal, seguido por um ziper de leucina, cinco repeti¢cdes ricas em leucina
(LRR) e um dominio rico em prolina (SPP), que ocorre exclusivamente em proteinas
SERK servindo como uma marca para identifica-las (Schmidt et al., 1997; Baudino et
al., 2001).

As proteinas quinases receptoras, quando ativadas iniciam uma cascata de
sinalizagdo que culmina em uma resposta metabdlica, incluindo a repressdo e
ativacdo de transcritos (Becraft, 2002; Salaj et al., 2008), sendo importantes para
diferentes processos no desenvolvimento vegetal, como no desenvolvimento do
polen e inflorescéncia, no estabelecimento de padrbes celulares, formacdo do
meristema apical caulinar e embriogénese (Thomas et al., 2004; Salaj et al., 2008).

A primeira descricdo do gene SERK foi realizada em células competentes de
cenoura, Daucus carota (DcSERK) por Schmidt et al. (1997). A partir de entdo outros
homodlogos deste gene foram encontrados em Arabidopsis thaliana (AtSERK1)
(Hecht et al.,, 2001), Dactylus glomerulata (DgSERK) (Somleva et al., 2000),
Helianthus annuus (HaSERK) (Thomas et al., 2004), Theobroma cacao (TcSERK)
(Santos et al.,, 2005), Citrus unshiu (CuSERK) (Shimada et al., 2005), Musa
acuminata (Huang et al., 2010), Medicago truncatula (MtSERK) (Nolan et al., 2009),
Oryza sativa (OsSERK) (Singla et al., 2009) e Cocos nucifera (CnSERK) (Pérez-
Nufez et al., 2009).

O gene SERK exerce um importante papel durante a embriogénese
somatica e é considerado um marcador especifico de competéncia embriogénica

(Suprasanna e Sidha, 2013), podendo ser utilizado para distinguir células
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embriogénicas de células ndo embriogénicas através de técnicas como a

hibridizacéo in situ.

2.5. Caracterizacao histoquimica na mobilizacdo de reservas durante a
embriogénese somética

Estudos envolvendo métodos histoquimicos s@o importantes por permitirem
a analise da mobilizacdo, sintese e metabolizacdo dos compostos quimicos
envolvidos na morfogénese in vitro via organogénese ou embriogénese somatica,
assim como reconhecer regides e/ou tecidos que requerem alta demanda energética
(Branca et al., 1994; Cangahuala-Inocente et al., 2009). Esses estudos podem
auxiliar na otimizacdo de protocolos de regeneracgéo in vitro (Almeida et al., 2006;
Otoni et al., 2013).

Os principais compostos de reserva em vegetais sdo carboidratos, lipidios e
proteinas, os quais variam quanto a quantidade entre as plantas (Tozzi e Takaky,
2011). O amido é considerado uma fonte primaria de energia para o crescimento e
proliferacdo celular, fornecendo energia para o desenvolvimento de embrides
somaticos (Stamp, 1987; Martin et al., 2000). As proteinas estdo envolvidas na
regulacdo da expansao celular e criacdo de caracteristicas biofisicas necessarias
para a morfogénese (Jiménez, 2001). O lipidio, juntamente com proteinas, exerce
papel fundamental na composicdo das membranas celulares (Buchanan et al.,
2000). Assim, o acumulo dessas substancias é considerado um dos processos
chave na embriogénese, fornecendo energia nas primeiras fases do
desenvolvimento embrionério (Merkle et al. 1995).

No género Passiflora, estudos envolvendo métodos histoquimicos foram
realizados, em sua maioria, durante a organogénese in vitro (Appezzato-da-Gléria et
al., 1999; Fernando et al.,, 2007; Lombardi et al., 2007). Em se tratando da
morfogénese via embriogénese somatica, Rocha et al. (2012) avaliaram o padréo de
mobilizacdo de reservas durante a embriogénese somatica em P. cincinnata,

contudo trabalhos como este no género Passiflora ainda séo escassos na literatura.
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CAPITULO | -
Embriogénese somatica em maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims) a partir

de embrides zigbticos maduros e expressao transiente do gene SERK

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de inducdo da embriogénese
somatica em P. edulis Sims, populacdo FB-300 Araguary, a partir de embrides
zigbticos maduros e avaliar a expressdo transiente do gene SERK. Embrides
zigéticos foram cultivados em meio de inducdo composto por sais basicos de MS
com diferentes concentracdes e combinacgdes de picloram, BA, ANA, TDZ e 2,4-D. O
tratamento T7 (31,06 pM de picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 uM de TDZ)
apresentou a maior frequéncia de calos embriogénicos (76%). Cortes histologicos
revelaram a presencga de embrides somaticos globulares originados diretamente das
folhas cotiledonares e indiretamente do eixo embrionario. A dupla coloracdo com
carmim acético e azul de Evans confirmou a competéncia embriogénica do material.
Andlises de hibridizacéo in situ revelaram a expresséao transiente do gene SERK em
células do embrido zigético e durante o desenvolvimento dos embriées soméaticos
até 40 dias de cultivo em meio de inducdo. Para a histodiferenciagdo e maturacéo
dos embri6es somaticos, foram testados diferentes concentracdes de sacarose, agar
e polietilenoglicol combinados ou ndo com 0,037 uM de ABA e meio MS modificado
com vitamina B5 e gelificado com 0,28% de Phytagel. Contudo, ndo se observou a
conversdo dos embribes somaticos em plantulas, permanecendo em estagio
globular até a completa necrose ou até o desenvolvimento de primérdios foliares,
demonstrando que as células ndo apresentavam-se completamente determinadas a
seguir a rota embriogénica. Tais resultados demonstram a necessidade de estudos
adicionais quanto aos fatores que possam estar relacionados com maturacdo e

conversdo dos embrides somaticos de P. edulis em plantulas.

Palavras-chave: Maracuja, morfogénese in vitro, hibridizacao in situ.
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Somatic embryogenesis in yellow passion fruit (Passiflora edulis Sims) from
mature zygotic embryos and transient expression of the SERK gene

ABSTRACT

The aim of this work was to establish a protocol for somatic embryogenesis induction
in P. edulis Sims, population FB-300 Araguary, from mature zygotic embryos and
evaluate the transient expression of the SERK gene. Zygotic embryos were cultured
in induction medium composed of basic MS salts with different concentrations and
combinations of picloram, BA, NAA, 2,4-D and TDZ. The T7 treatment (31.06 uM of
picloram + 2.22 uyM of BA + 2.27 yM TDZ) showed the highest frequency of
embryogenic callus (76%). Histological sections revealed the presence of globular
somatic embryos directly from cotyledonal leaves and indirectly from the embrionary
axis. The double coloring with carmine acetic and Evans blue reassured the
embryogenic competency of the material. Hybridization analysis in situ showed the
transient expression of the SERK gene in embryonary zygotic cells and throughout
the somatic embryos development up to the 40th day of culture in induction medium.
For histodifferentiation and maturation of the somatic embryos it was tested different
concentrations of sucrose, agar and polyethylene glycol combined or not with 0.037
MM of abscisic acid (ABA) and MS medium modified with B5 vitamin and gelified with
0,28% of Phytagel. However, there was no conversion of the somatic embryos in
seedlings, remaining in the globular stage until complete necrosis or until the
development of leaf primordia, indicating that the cells were not completely
determined to follow the embryogenic route. Such results indicate the need for
additional studies regarding the factors which can be related to the maturation and

conversion of somatic embryos of P. edulis in seedlings.

Key-words: Passion fruit, in vitro morphogenesis, in situ hybridization.
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1. INTRODUCAO

A familia Passifloraceae € constituida de 17 géneros com aproximadamente
630 espécies (Feuillet e MacDougal, 2007). O género Passiflora possui cerca de 500
espécies (Pérez et al.,, 2007; Braglia et al.,, 2010), das quais 150 a 200 séo
originérias do Brasil e podem ser utilizadas como alimento, remédios e ornamento,
muitas delas com finalidades multiplas (Abreu et al., 2009; Pipino et al., 2010; Silva
et al., 2011; Rocha et al., 2012).

Cerca de 70 espécies de maracuja produzem frutos comestiveis, dentre
estas, a espécie P. edulis Sims € uma das mais utilizadas em escala comercial e
mais difundida na América tropical (Souza e Meletti, 1997; Cunha et al., 2002). O
potencial produtivo dessa espécie, associado ao seu vigor, qualidade e
palatabilidade, tem estimulado n&do s6 o cultivo como também o seu melhoramento
genético para o desenvolvimento de novas cultivares (Souza et al., 2012).

A propagac¢do do maracujazeiro € realizada predominantemente por meio de
reproducdo sexuada devido as caracteristicas florais e, principalmente, a auto-
incompatibilidade. No entanto, a maioria das espécies pode ser propagada por
estacas, enxertias, mergulhia e por cultura de tecidos (Alexandre et al., 2009; Sousa
et al., 2010).

Diferentes técnicas de cultura de tecidos foram utilizadas no cultivo de
maracuja, sendo elas a micropropagacdo (Dornelas e Vieira, 1994; Nhut et al.,
2007), protoplasto e hibridacdo soméatica (Otoni et al., 1995; Davey et al., 2005),
transformacao genética (Manders et al., 1994; Reis et al., 2007; Silva et al., 2007),
sementes sintéticas (Silva, 2007), ginogénese (Régo et al., 2011), conservacao in
vitro (Passos e Bernacci, 2005; Faria et al., 2007), selecéo in vitro para resisténcia a
doencas (Faleiro et al., 2005; Flores et al., 2012) e embriogénese somatica (Silva et
al., 2009; Paim Pinto et al., 2011).

Durante o processo de embriogénese somatica in vitro uma estrutura bipolar,
assemelhando-se a um embrido zigético, se desenvolve a partir de uma célula
somatica com auséncia de conex&o vascular com o tecido original (Arnald et al.,
2002; Ma et al.,, 2012; Rizvi et al.,, 2013). Essa via morfogénica, quando bem
estabelecida, pode ser utilizada para estudos basicos de fisiologia, biologia celular,
bioguimica, genética da diferenciacdo e morfogénese em vegetais, além de

possibilitar a propagacdo massal de clones e melhoramento genético de diferentes
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espécies de alto valor comercial (Samson et al., 2006; Yang e Zhang, 2010; Cueva
et al., 2012; Rocha et al., 2012).

Durante a inducédo da embriogénese somatica, os tecidos envolvidos sofrem
alteracdes bioquimicas e morfoldgicas, as quais estdo fortemente relacionadas com
alteracdes no padrdo de expresséo génica (Sharp et al., 1980; Zimmerman, 1993;
Sahni et al., 2013). Entre os genes envolvidos na embriogénese somética, o gene
SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) possui importante papel na
aguisicdo de competéncia embriogénica (Santos et al., 2005; Suprasanna e Sidha,
2013), sendo expresso em diferentes estagios de desenvolvimento e considerado
um marcador especifico de células embriogénicas (Suprasanna e Sidha, 2013).

Apesar de a embriogénese somatica ser uma relevante via de regeneracao
para plantas transformadas e para a producéo de plantas em larga escala (Rocha et
al., 2012), at¢é o momento, resultados concretos em termos de eficiéncia de
protocolos no estabelecimento, desenvolvimento e regeneracdo através da
embriogénese somatica ndo foram obtidos para a maioria das espécies do género
Passiflora (Faria et al., 2007; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; Paim Pinto et al.,
2011). Alguns fatores tém contribuido para isso, dentre eles destacam-se a ampla
complexidade dos eventos envolvidos na embriogénese somética (Rose et al.,
2010), a variacao das respostas entre genoétipos as condi¢des de cultivo, o tipo e
condicdes fisioldgicas dos explantes, bem como a composicdo do meio de cultivo in
vitro (Fehér, 2005; Jiménez, 2005; Faria et al., 2007; Paim Pinto et al., 2011).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de inducdo da
embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos maduros de P. edulis Sims e

avaliar a expressao transiente do gene SERK.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Inducéo da embriogénese somatica

Sementes de Passiflora edulis Sims, populagcdo FB-300 Araguary, foram
obtidas dos Viveiros Flora Brasil Ltda, Araguari, MG. Os tegumentos das sementes
foram removidos para a retirada dos embrides zigéticos, com auxilio de mini-morsa
(Reis et al., 2007).

As sementes foram desinfestadas em capela de fluxo laminar, mediante a
imersdo em &lcool 70% (v/v) por 1 minuto, em seguida em hipoclorito de sodio
comercial a 2,5% (v/v) por 15 minutos, acrescido de duas gotas do agente
dispersante Tween-20 a 0,1% (v/v) a cada 100 mL de solucdo. Posteriormente, as
sementes foram submetidas a 4 enxagues consecutivos em agua destilada e
autoclavada e apds foram mantidas overnight em &gua destilada estéril para
reidratar e facilitar a remocao dos embrides zigoticos.

Os embrides zigoéticos foram removidos assepticamente do endosperma das
sementes e inoculados em meio contendo sais basicos de MS (Murashige e Skoog,
1962), vitaminas de MS, 0,01% (p/v) de mio-inositol, 3% (p/v) de sacarose, e 0,65%
(p/v) de Agar (Merck®, Alemanha) como agente gelificante, acrescido de diferentes
concentracdes e combinacdes dos reguladores de crescimento picloram, acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), benzil-adenina (BA), acido naftaleno acético (ANA) e
tidiazuron (TD2Z).

As concentracdes dos reguladores de crescimento para a inducdo da
embriogénese somatica foram: T1) 45,25 uM de 2,4-D + 4,44 uM de BA; T2) 31,06
UM de picloram + 2,22 uM de BA; T3) 41,41 uM de picloram + 2,22 uM de BA; T4)
51,76 pM de picloram + 2,22 uM de BA; T5) 20,70 puM de picloram + 2,22 uM de BA
+ 2,69 pM de ANA; T6) 41,41 puM de picloram + 2,22 pM de BA + 2,69 pM de ANA;
T7) 31,06 uM de picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 uM de TDZ.

O pH foi ajustado para 5,7 £ 0,1 e posteriormente foram autoclavados
durante 20 minutos (121°C e 1,1 atm de pressdo). Os embrides zigoticos foram
cultivados em placas de Petri de poliestireno cristal 60 x 15 mm (J. Prolab®, Brasil)
contendo aliquotas de 15 mL de meio e vedadas com filme de policloreto de vinila
PVC (Rolopac®), e mantidas em sala de cultivo por 40 dias, na auséncia de luz, &
temperatura de 27 + 2°C de acordo com Silva et al. (2009). Ap6s esse periodo de
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incubacédo, determinou-se a porcentagem de explantes com resposta e a producao

de calos embriogénicos.

2.2. Histodiferenciacdo e maturacado dos embrides soméaticos

Apébs 40 dias em meio de inducdo, os calos obtidos no tratamento com
melhor resposta embriogénica foram transferidos para diferentes meios de
histodiferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos, os quais foram compostos
por sais basicos de MS, vitamina de MS, 0,01% (p/v) de mio-inositol, 1,5% de carvao
ativado, diferindo em: concentracdes de sacarose, 3% (M1), 6% (M2), 9% (M3); de
agar, 0,65% (M4), 0,75% (M5), 0,85% (M6); concentracdes de polietilenoglicol
(PEG), 2% (M7), 4% (M8), 6% (M9); 0,037 uM de acido abscisico (ABA) combinado
com 2% (M10), 4% (M11) e 6% (M12) de PEG e meio MS modificado com vitamina
B5 (Gamborg et al., 1968), 3% de sacarose e gelificado com 0,28 % de Phytagel
(M13).

O pH foi ajustado em 5,7 £ 0,1 e 0 meio esterilizado em autoclave por 20
minutos (121°C e 1,1 atm de pressdo). O meio foi vertido em placas de Petri de
poliestireno cristal (90 x 15 mm), cada placa recebeu £ 30 mL de meio e foram
vedadas com adesivo acrilico (Nexcare Micropore 3M, Brasil). As culturas foram
mantidas por 40 dias em sala de cultivo a temperatura 27 + 2°C, sob fotoperiodo de
16 horas de luz, irradiancia de 36 pmol m? s™ provida por lampadas fluorescentes
(Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil).

2.3. Andlise citologica

Para a analise citoldgica, foram realizados cortes a méo livre de massas proé-
embrionarias, as quais foram coradas em lamina histolégica com azul de Evans
(0,5%) por 3 minutos, em seguida de carmim acético (1%) por 3 minutos (Durzan,
1998) e cobertas com laminula. As observacdes e os registros fotograficos foram
realizados em fotomicroscopio (Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japdo) com
camera digital acoplada (Diagnostic Instruments Inc., Spot Insightcolours 3.2.0, EUA)
localizado no Laboratorio de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia
Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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2.4. Andlise anatdmica e ultraestrutural em microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

Foram coletados calos embriogénicos com 0, 10, 20, 30 e 40 dias em meio
de inducdo da embriogénese somatica para as analises histolégicas. As amostras
foram fixadas em solucdo de Karnovsky [solugdo de glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (4%), em tampédo fosfato de potdssio monobasico (pH 7,2),
acrescido de cloreto de calcio 5mM], conforme descrito por Karnovsky (1965) e
modificado por Rocha et al. (2012).

Apos fixadas em solugdo de Karnovsky, as amostras foram desidratadas em
série etilica crescente e incluidas em resina acrilica (Historesin, Leica Instruments,
Alemanha). Foram obtidas secfes transversais e longitudinais com 5 pm de
espessura utilizando um micrétomo rotativo de avanco automatico (RM 2155, Leica
Microsystems Inc., USA) e equipado com navalha de aco descartavel. A coloracao
foi realizada com Azul de Toluidina (O’'Brien e McCully, 1981) com pH 4,0. As
observacbes e o0s registros fotograficos foram realizados em fotomicroscoépio
(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japdo) com camera digital acoplada
(Diagnostic Instruments Inc., Spot Insightcolours 3.2.0, EUA) localizado no
Laboratorio de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

Para a analise ultraestrutural, os calos embriogénicos fixados em Karnovsky
foram desidratados em concentracdo crescente de acetona, secos ao ponto critico
(CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Alemanha) e metalizados com ouro (SCD 050, Bal-Tec,
Balzers, Alemanha). As observacbes e registros fotograficos foram feitos em
microscépio eletrdnico de varredura (modelo LEO 1430VP, Zeiss, Heidelberg,

Alemanha), no Nucleo de Microscopia Eletrénica e Microanalise da UFV.

2.5. Analise da expresséao do gene SERK por hibridizagéo in situ
2.5.1. Coleta e preparo das amostras

Para a analise da expressédo do gene SERK coletou-se calos embriogénicos
aos 0, 15, 25 e 40 dias de inducéo e 20 dias em meio de maturagcdo. As amostras
foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 4%, submetidas a 40 minutos de
vacuo e, em seguida, a solugéo fixadora foi renovada e as amostras armazenadas a
4°C overnight. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etilica (30,
40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), por 4 horas em cada concentracdo e armazenadas
em freezer a -20°C.
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Para o preparo dos cortes histolégicos realizou-se a infiltragdo das amostras
com etanol:xilol, nas concentracdes de 3:1, 1:1, 1:3, a cada 4 horas e finalizando
com xilol 100% por 8 horas. ApOs esse processo, as amostras foram transferidas
para a estufa a 65 °C e, gradativamente, infiltradas em parafina (2-3 dias). Em
seguida, as mesmas foram emblocadas em parafina fresca em moldes de papel.

Cortes histologicos semi-finos (5 um) foram obtidos utilizando micrétomo
rotativo de avanco automatico (Leica, RM2255, Alemanha), distendidos em banho-
maria contendo &gua tratada com DEPC a 42 °C e montados em laminas

silanizadas.

2.5.2. Sintese da sonda marcada com digoxigenina

Uma sonda heterdloga antisense foi sintetizada utilizando como molde uma
sequéncia parcial de 557 pb do gene SERK de Passiflora cincinnata (PcCSERK). O
fragmento previamente clonado codifica uma regido conservada que se estende do
dominio SPP até parte do dominio quinase. A sonda foi marcada com digoxigenina
(DIG-UTP), utilizando-se para tanto o “DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)” (Roche
Applied Science), segundo recomendacdes do fabricante.

2.5.3. Hibridizac&o in situ

A reacdo de hibridizacé&o in situ do gene SERK é dividida em 4 etapas: a pré-
hibridizacdo, a hibridizacdo, a pds-hibridizacdo e a imunodeteccdo. Durante a pré-
hibridizagdo, as laminas preparadas foram desparafinizadas realizando dois banhos
com xilol (100%), seguido de um banho em solucdo xilol:etanol absoluto na
proporcao 1:1 e posteriormente dois banhos em etanol absoluto, com duracédo de 5
minutos. Depois de secas ao ar, as laminas foram tratadas com proteinase K (1
ug.mL™ em 0,05 M Tris-HCI, pH 7,5) por 15 minutos a 37°C e em seguida lavadas
duas vezes em agua tratada com DEPC a temperatura ambiente.

Para a hibridizagcdo in situ, em cada lamina foram aplicados 100uL de
solucéo de hibridizagéo [60 ng de tRNA de levedura (Gibco BRL®) e 60 ng de sonda
desnaturados a 80°C por 5 minutos, 85 pL de tampéao de hibridizagdo (10 mM Tris-
HCI pH: 7,5; 300 mM NaCl; 50% formamida deionizada; 1 mM EDTA, 1x Denharts;
10% sulfato de dextran) e 3 pL de agua DEPC]. Posteriormente, as laminas foram

cobertas com parafilme, acomodadas em camara Umida e escura e mantidas
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overnight em forno de hibridizacéo (Techne hybridiser HB-1 D, Techne, Cambridge,
U.K.)a42°C.

Durante a fase de pés-hibridizacdo, as laminas foram lavadas em SSC 4X,
2X, 1X (duas vezes) e 0,5X (solucdo SSC 20X composta por NaCl 3 M, Na3-citrato
0,3 M, pH 7,2), cada solugéo por 20 minutos a 42°C.

Para a realizacdo da imunodeteccéo, as laminas foram tratadas com DB1
(0,1 M Tris-HCI e 0,15 M NaCl pH: 7,5) por 5 minutos, em seguida cobertas com
120uL de solucédo bloqueadora (BSA 2% dissolvido em DB1), mantidas em camara
Umida e escura por 30 minutos. As laminas foram novamente lavadas em tampéao de
deteccdo 1 por 1 minuto e incubadas durante 1 hora com anticorpo Anti-
Digoxigenine AP Fab Fragments (Roche®) diluido 1:1000 em tamp&o de deteccéo 1.
Em sequéncia, foram realizadas duas lavagens, por 10 minutos cada, em DB1 e por
5 minutos em DB3 (0,1 M Tris-HCI| — pH 7,5; 0,1 M NaCl; 0,5 M MgCl,.6H,0; pH:
9,5). Para a visualizacdo do sinal de hibridizacdo, as laminas foram cobertas com
solugdo de coloragao contendo 4,5 uyL de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato)
(0,05 g mL™?) e 4,5 L de NBT (nitroblue tetrazolio) (0,05 g mL™) em 1 mL de tamp&o
de deteccdo 3 por 18 minutos em camara Umida e escura. Para cessar a reacao, as
laminas foram incubadas no tampéao de deteccéao 4 (0,01 M de Tris HCI - pH 8,0; 1
mM EDTA) por 10 minutos e enxaguadas duas vezes em agua DEPC, por 5
minutos.

A observacao e a captura de imagens foram realizadas em fotomicroscépio
(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japao) com camera digital acoplada
(Diagnostic Instruments Inc., Spot Insightcolor 3.2.0, EUA) localizado no Laboratorio

de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

2.6. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados seguindo o Delineamento Inteiramente
Casualizado. Na fase de indugdo da embriogénese somética, foram avaliadas a
frequéncia de formacdo de calos e a frequéncia de calos com potencial
embriogénico. Na fase de histodiferenciacdo dos pré-embrides avaliou-se 0 numero
de calos que mantiveram e os calos que perderam o potencial embriogénico ao
longo do cultivo in vitro.

O experimento de indugdo da embriogénese somatica foi composto por 10

repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo representada por uma placa de
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Petri contendo 10 embrides zigoéticos. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e a diferenca entre as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

O experimento de histodiferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos,
foi composto por 7 repeticbes, sendo cada repeticdo representada por uma placa de
Petri contendo 10 calos potencialmente embriogénicos. Os dados foram submetidos
a andlise de variancia (ANOVA), e as médias foram agrupadas pelo teste de Scott e
Knott a 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Inducéo da embriogénese somatica

Apés 5 dias de estabelecimento dos explantes em meio de inducéo,
observou-se o intumescimento do eixo embrionario em todos os tratamentos, e apos
10 dias de cultivo ocorreu a formagdo de pré-embrides e de protuberancias na
regido do eixo embrionario e dos cotilédones do embrido zigotico (Figs. 1A-B-C).
Embrides zigéticos submetidos ao tratamento controle MS na auséncia de
reguladores de crescimento, iniciaram o processo de germinacdo apés 10 dias de
cultivo.

Em P. cincinnata, espécie considerada modelo para estudos morfogénicos
no género Passiflora, também foi observada a formacédo de protuberancias durante o
processo de inducdo da embriogénese somatica. A formacao dessas protuberancias
precedia o desenvolvimento dos embribes somaticos, porém a organizacado
histol6gica durante a sua formacéo e a incapacidade de proliferar indefinitivamente
nao a caracterizava como calo (Rocha et al., 2012).

Aos 20 dias de cultivo, regibes pré-embriogénicas apresentaram coloracéo
amarelada, aspecto brilhante e compacto (Fig. 1D-E), enquanto que calos nao
embriogénicos foram fridveis, translicidos e com coloracdo esbranquicada. Neste
estagio da morfogénese in vitro, observou-se principalmente no tratamento T7, alta
frequéncia de pro-embrides globulares originados diretamente das bordas dos
cotilédones e do eixo embrionario dos embrides zigdticos como pode ser observado
na Figura 1E e em detalhe na Figura 1F. Com 30 dias de cultivo ocorreu intensa
proliferacdo dos embriGes somaticos, 0s quais estavam presentes praticamente em
toda a superficie da regido cotiledonar dos embrides zigéticos (Fig. 1 G-H-I).

A frequéncia de explantes que responderam ao meio de inducdo apos 40
dias de cultivo ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos, tendo como
resposta morfogénica a formacdo de protuberancias. Quanto a porcentagem de
explantes com agregados celulares pré-embriogénicos, o tratamento T7 apresentou
o0 maior indice com 76%, seguido do tratamento T5 com 35%, sendo T2 e T6 (16 e

13%) os tratamentos com menores indices de potencial embriogénico (Fig. 2).
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Figura 1. Embriogénese somética de Passiflora edulis Sims a partir de embrifes
zigbticos maduros em microscopia de luz (A;D;G;J) e em microscopia eletrénica de
varredura (B;C;E;F;H;l;K;L). A-B) Formacéao de pré-embrides e de protuberancias na
regido do eixo embrionario e dos cotilédones do embrido zigético apds 10 dias em
meio de inducédo T7 (31,06 uM de Picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 uM de TDZ). C)
Detalhe da formagcdo de um pro-embrido sobre a superficie abaxial do embrido
zigotico. D-E) Regibes pré-embriogénicas apds 20 dias em meio de indugdo. F)
Embrido globular sobre a face abaxial do cotilédone. G-H-1) Embribes globulares
sobre a superficie dos cotilédones apos 30 dias em meio de indugdo. J-K). Explante
embriogénico apos 40 dias em meio de inducdo da embriogénese somatica. L)
Embrido somatico globular desenvolvido na regido do cotilédone do embrido
zigotico. Barras: A,D,F, G,1,JeL =100 um; B,Ee H=200 pym; C=20 um; K=1
mm.
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Figura 2. Médias de embribes zigoticos maduros de Passiflora edulis Sims com
resposta morfogénica e formacéo de agregados pré-embridnicos globulares, apés 40
dias de cultivo em meio de indugcdo da embriogénese somética. T1) 45,25 uM de
2,4-D + 4,44 uM de BA; T2) 31,06 uM de Picloram + 2,22 uM de BA; T3) 41,41 pM
de Picloram + 2,22 uM de BA; T4) 51,76 puM de Picloram + 2,22 uM de BA, T5) 20,70
UM de Picloram + 2,22 uM de BA + 2,69 uM de ANA; T6) 41,41 uM de Picloram +
2,22 uM de BA + 2,69 uM de ANA; T7) 31,06 uM de Picloram + 2,22 uM de BA +
2,27 uM de TDZ. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos permitem inferir que ocorreu uma interacao
sinergistica entre a auxina picloram e as citocininas BA e TDZ, visto que o uso de
picloram isolado ou combinado com BA durante a inducdo da embriogénese
somatica em P. edulis ndo promoveu respostas positivas, sendo necessario o uso de
TDZ para a maior producéo dos pro-embrides. Observa-se que a presenca de TDZ
foi essencial para as divisbes celulares, formacdo de protuberancias e,
posteriormente, na desdiferenciacdo das mesmas em embribes somaticos
globulares.

O tidiazuron (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia) € um composto do grupo das
feniluréias e ndo apresenta o anel comum as citocininas tipo adenina, tais como,
benzilaminopurina, cinetina ou zeatina, podendo ser a mais potente das difenil uréias
que ja foram avaliadas para uso em cultura de tecidos vegetais (Mok et al., 1982;
Chevreau et al., 1989). Esta citocinina possui maior estabilidade e é mais ativa
biologicamente em baixas concentragfes que outras citocininas sintéticas como a

cinetina e benzilaminopurina (Mok et al., 1987).
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O picloram tem sido utilizado com sucesso na indugdo de embriogénese
somatica em diversas espécies, como em Fragaria ananassa (Gerdakaneh e Zohori,
2013), Musa acuminata (Smitha e Nair, 2011) e Prunus incisa (Kaouther et al.,
2011). No género Passiflora relatos do uso de Picloram na indugcdo de embriogénese
somatica sdo restritos a cultura de células em suspensdo e de protoplastos
derivados de suspensfes celulares de P. giberti realizados por Otoni (1995) e
Anthony et al. (1999).

O presente trabalho representa o primeiro relato de inducdo de
embriogénese somatica em Passiflora edulis Sims utilizando Picloram, combinado
com BA e TDZ. O balangco entre esses reguladores de crescimento proporcionou
condicbes favoraveis para a divisdo e diferenciacdo celular, o que resultou na
obtencdo de alta taxa de embrides somaticos em estagio globular, os quais foram

confirmados por analises anatémicas e citologicas.

3.2. Andlises anatémicas e citolégicas

Seccdes histoldgicas do embrido zigético maturo do maracujazeiro amarelo
revelaram a presenca de protoderme unisseriada, com células retangulares,
mesofilo indiferenciado com pouco espaco intracelular e presenca de coifa bem
conservada (Fig. 3A), seguindo o mesmo padrdo encontrado em P. cincinnata
(Rocha et al., 2012).

Apos 10 dias em meio de inducéo, foi observado o inicio da formacao de
protuberancias na regidao cotiledonar do explante inicial, originadas a partir de
divisbes das células da epiderme no sentido anticlinal e divisdes das células do
mesofilo em orientacdes diversas. Neste estagio pequenos nédulos meristematicos
com células isodiamétricas, ndcleos proeminentes, citoplasmas densos e pouco
vacuolizados, apresentando intensa atividade mitética foram observados (Fig. 3B).
Protuberancias originadas a partir de divisbes das células parenquimaticas e células
do meristema fundamental, seguida pela formacgéo de pré-embrides, também foram
observadas (Fig. 3C). Em P. cincinnata, respostas embriogénicas também foram
precedidas pela formacdo de protuberancias, sugerindo que o desenvolvimento
dessas estruturas esteja associado com a redeterminacao de células embriogénicas
(Rocha et al., 2012).

Os embrides zigéticos com 20 dias de cultivo apresentaram estruturas

semelhantes a de embrides somaticos, as quais ndo possuiam conexao com o
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tecido vascular do explante inicial (Fig. 3E). Ja aos 30 dias os pro-embribes
desenvolveram protoderme diferenciada e ocupavam praticamente toda a face
abaxial dos cotilédones. Neste estagio de desenvolvimento observou-se o inicio do
processo de vacuolizacdo das células, o qual ocorreu de forma gradual partindo das
camadas periféricas para as camadas internas do explante (Fig. 3F). Com 40 dias
em meio de indugdo da embriogénese somética, os embrides somaticos em estagio
globular ja se constituiam de protoderme bem definida e isolados do explante inicial
(Fig. 3G).

O potencial embriogénico dos calos mantidos em meio de inducdo durante
40 dias de cultivo foi confirmado via coloracdo com carmim acético e azul de Evans.
As células com potencial embriogénico coraram intensamente de vermelho e as
células ndo embriogénicas de azul. As células pro-embriogénicas apresentaram
tamanho reduzido, conteddo citoplasmatico denso, nucleo volumoso e vacuolos
pequenos, enquanto que as células ndo embriogénicas eram mais alongadas, com

maior grau de vacuolizacao, nucleos reduzidos e citoplasma menos denso (Fig. 3D).
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Figura 3. Sequéncia de eventos morfogénicos no processo de inducdo da
embriogénese somética a partir de embrides zigoticos maduros de Passiflora edulis
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Sims. A) Secéo longitudinal do embrido zig6tico utilizado como explante na indugéo
da embriogénese somatica. B) Secao transversal da face abaxial do cotilédone apds
10 dias em meio de inducdo. Células com nucleo evidentes e formacdo de
meristemoides. C) Formacdo de protuberancias a partir de divisdbes das células
parenquimaticas do eixo embrionario. D) Teste histoquimico azul de Evans/carmim
acético, evidenciando pré-embrides em vermelho e células ndo embriogénicas em
azul. E) Desenvolvimento dos pré-embrides e formagcdo de novos meristemoides
sem conexao com o tecido vascular do explante inicial, apos 20 dias de cultivo em
meio de inducdo. F) Pré-embrides com protoderme diferenciada aos 30 dias de
cultivo. G) Embrides somaticos globulares com protoderme bem definida e isolados
do explante inicial na regido cotiledonar do explante inicial, apés 40 dias em meio de
inducéo. Barras: Ae D =300 um; Be E =50 um; C e F =100 pm; G = 250 pm.

3.3. Histodiferenciacdo e maturacdo dos embrides somaticos

Apos 30 dias de cultivo dos embrides somaticos em estagio globular nos
diferentes tratamentos de maturacdo, nao foi observada a regeneracéo de plantulas,
permanecendo os embridides no estagio globular até a completa necrose ou
desenvolveram primordios foliares, demonstrando que as células ndo encontravam-
se completamente determinadas a seguir a rota embriogénica.

A maturacdo dos embribes somaticos e a subsequente conversao em
plantulas, ainda sdo consideradas etapas limitantes para a ampla utilizacdo da
embriogénese somatica em Passiflora (Otoni et al., 2013). Durante esta etapa, 0s
embrides soméaticos sofrem varias alteragdes morfolégicas e quimicas, as quais sao
evidenciadas pela deposicdo de materiais de armazenamento, reducado da atividade
metabdlica e a aquisicdo de tolerancia a dessecacdo (Stasolla et al., 2003). Para
adquirir tais caracteristicas, os embrides somaticos devem ser submetidos a
alteracdes sequenciais que proporcionem condicBes favoraveis para prosseguirem
seu desenvolvimento, tais alteracbes podem envolver a retirada da auxina do meio
de cultura, a inclusdo de acido abscisico (ABA), carvao ativado, citocininas e de
agentes que promovam estresse osmotico (Guerra et al., 1999; Stasolla e Yeung,
2003; Werner at al., 2012).

No entanto, o uso de osmorreguladores, carvdo ativado e ABA, nas
condicbes propostas, ndo possibilitaram o desenvolvimento e conversdo dos
embribes somaticos de P. edulis em plantulas, sendo necessario testar outras
concentracdes e/ou combinacfes dessas substancias, e até mesmo outros agentes
estressantes. Em P cincinnata, o uso de 3% de carvao ativado na auséncia de
reguladores de crescimento ou osmorreguladores, promoveu o desenvolvimento dos

embrides somaticos e a sua posterior conversdo em plantulas. Esses resultados
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evidenciam a ocorréncia de respostas morfolégicas in vitro de modo genotipo-
especifico (Jiménez, 2005; d Onofrio e Morini, 2006) e, consequentemente, a
dificuldade em se estabelecer protocolos reproduziveis de embriogénese somatica.

A comparacédo entre as médias dos tratamentos pelo teste de Scott e Knott
revelou que os explantes mantidos nos tratamentos M1, M2, M3, M4, M5, M6 e M12
mantiveram maior potencial embriogénico ap6s 30 dias em meio de maturacéo,
comparado com os tratamentos M7, M8, M9, M10, M11 e M13 (Fig. 4). Calos com
coloracdo amarelo pardo, verde claro e/ou escuro, na auséncia de primérdios
foliares e/ou radiculares, foram considerados com potencial embriogénico. Ja os
calos que apresentaram coloragdo marrom, com aspecto compacto e denso, ou com
coloracdo esbranquicada, aspecto friAvel e presenca de células translicidas
alongadas, foram considerados como calos que ao longo do cultivo in vitro perderam
a capacidade e consequentemente o potencial embriogénico.

Foi observada a formacao de primoérdios foliares e/ou gemas adventicias em
todos os tratamentos testados para a maturacdo dos embrides somaticos, sendo
qgue os tratamentos M4, M6, M10 e M13, os quais nao diferiram estatisticamente,
foram os que apresentaram maiores indices de organogénese (Fig. 4). Esses
resultados também demonstram que as células ndo encontravam-se totalmente
determinadas a seguir a rota morfogénica via embriogénese somatica ou o0s
estimulos externos utilizados nao foram suficientes para manter ativo o programa de
expressao génica necessario para a maturacado dos embribes somaticos, 0s quais
perderam o potencial embriogénico no decorrer do cultivo.

Durante a fase de maturacdo dos embrides somaticos uma rapida alteracéo
no padrdo de expressdo génica ocorre e uma variedade de genes especificos é
ativada ou desativada (Chugh e Khurana, 2002). Recentemente, a inducédo de
embriogénese somatica em P. edulis a partir de embribes zig6ticos maduros
utilizando 2,4-D foi relatada por Paim Pinto et al. (2011), contudo os autores também
ndo obtiveram sucesso na diferenciacdo dos embries somaticos em plantulas. Tais
resultados revelam a dificuldade em se estabelecer as condicbes adequadas nesta
etapa e a necessidade de estudos adicionais quanto aos fatores que possam

relacionar com maturagao e conversao dos embrides somaticos em plantulas.
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Figura 4. Porcentagem de explantes que apresentaram potencial embriogénico e/ou
organogénico apos 30 dias de cultivo em meio de maturacdo. Os meios foram
compostos por sais basicos de MS em diferentes concentracdes de sacarose, 3%
(M1), 6% (M2), 9% (M3); de agar, 0,65% (M4), 0,75% (M5), 0,85% (M6); PEG, 2%
(M7), 4% (M8), 6% (M9) e 0,04 uM de ABA combinado com 2% (M10), 4% (M11) e
6% (M12) de PEG e meio MS com vitamina B5 3% de sacarose e gelificado com
0,28 % de Phytagel (M13). As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Skott e Knott a 5%.

3.4. Hibridizacgéo in situ

O padrédo espacial da expressdo do gene SERK durante a embriogénese
somatica em P. edulis foi analisado por meio da técnica de hibridizacdo in situ
utiizando uma sonda heter6loga desenvolvida para a espécie P. cincinnata
(PcSERK). Esta sonda demonstrou ser passivel de uso em P. edulis, pois
apresentou sinal de hibridizacdo quando utilizada a sequéncia “anti-sense” e néo
hibridizou quando utilizada a sequéncia “sense”.

Pbde-se observar que o embrido zigoético apresentou uma distribuicdo
uniforme do sinal de hibridizacdo (Fig. 5A). O mesmo padréao de expressao do gene
SERK em embrides zigéticos foi relatado em cenoura (Schmidt et al., 1997),
Arabidopsis (Hecht et al., 2001), cacau (Santos et al., 2005) e trigo (Singla et al.,
2008). Em P. edulis f. flavicarpa a expressdo de PeSERK iniciou apos 10 dias de
inducdo e nao foi observada apds o estagio globular (Paim Pinto, 2009). Em P.
ligularis Juss, a expressao de SERK foi registrada em explantes com 5 e 15 dias,
tendo o sinal reduzido aos 35 dias de cultivo em meio de inducao (Florido, 2013).
Tais resultados demonstram que o RNAmM de SERK esta presente transientemente
entre 0 embrido zigético e embrides somaticos globulares (Suprasanna e Sidha,
2013).
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A expressao de PcSERK aos 15 dias de cultivo em meio de inducdo da
embriogénese somatica ocorreu em todo o explante, com sinal mais evidente na
regido de formacédo da protoderme do embrido somatico e na epiderme do embrido
zigotico (Fig. 5B), evidenciando uma alta taxa de divisdo celular e reprogramacéao
celular. Em P. edulis (Paim Pinto, 2009) e P. ligularis (Florido, 2013), o sinal de
hibridizacdo também ocorreu em células associadas a formacgédo da protoderme do
embrido somatico. Esse padréo de expressdo pode ser explicado pelo fato que o
gene SERK relaciona-se com a reprogramacao celular, indicando o inicio de um
novo programa molecular em células que j4 possuiam funcdo anterior diferente
(Hecht et al., 2001).

Os embrides somaticos globulares com 25 dias de cultivo apresentaram
sinais de hibridizacdo mais intenso, com coloracdo azul escura em toda sua
extensdo (Fig. 5C). A sonda “sense” ndo hibridizou em nenhum momento da
inducdo ou maturacdo da embriogénese soméatica de P. edulis (Fig. 5D). Uma
reducdo consideravel do sinal da sonda de PcSERK, foi observada aos 40 dias em
meio de inducdo da embriogénese somatica (Fig. 5E). Com 20 dias em meio de
maturacdo da embriogénese somatica, jA ndo havia mais sinal de expressdo do
gene SERK nos embrides somaticos globulares (Fig. 5F).

O trabalho apresenta um protocolo responsivo e reproduzivel de inducéo de
embriogénese soméatica em P. edulis até o estagio globular, contudo a maturacao
dos embries somaticos e sua posterior conversao em plantulas ndo foram obtidas.
A perda do potencial embriogénico, ou até mesmo a ativacdo da expressdo de
outros genes que atuam no processo de maturacdo dos embribes somaticos, pode
explicar a ndo hibridizacdo da sonda de PcSERK em embrides globulares de P.

edulis quando os mesmos foram cultivados no meio de maturacao.
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Figura 5. Padrao de expressdo do gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-
like Kinase), obtido por hibridizacao in situ com sonda heteréloga desenvolvida para
Passiflora cincinnata, durante a embriogénese somatica em Passiflora edulis
induzida a partir de embriGes zigoticos. A) Cotilédone do embrido zigotico
apresentando sinal de hibridizagdo in situ. B) Expressdo de SERK na regido de
formacdo da protoderme do embrido somatico e epiderme do embrido zigotico aos
15 dias de cultivo em meio de inducdo da embriogénese somatica (31,06 uM de
Picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 uM de TDZ). C) Embrides somaticos com 25 dias
de cultivo em meio de inducéo apresentando forte sinal de hibridizacdo. D) Auséncia
de sinal de hibridizacao in situ em explantes embriogénicos e embrides somaticos
com 25 dias de cultivo em meio de inducdo, quando utilizada a sonda “sense’
(controle). E) Reducdo do sinal da sonda de PcSERK aos 40 dias em meio de
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inducdo. F) Embrides somaticos com 20 dias de cultivo em meio de maturacdo da
embriogénese somatica ndo apresentando sinal de expressdo do gene SERK.
Sentido dos cortes: A = longitudinal; B,C,D e E = transversal. Barras: A, B, D e F =
150 um; C = 250 pm; E = 100 pm.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Nas condicbes experimentais em que o trabalho foi desenvolvido, o0s
resultados obtidos permitem as seguintes conclusdes:

O meio MS acrescido de 31,06 puM de picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 uM
de TDZ proporcionou a indugdo da embriogénese somatica a partir de embrides
zigbticos maduros de P. edulis. A dupla coloragdo com carmim acético e azul de
Evans confirmou a competéncia embriogénica do material.

O gene SERK foi expresso em células do embrido zigético de P. edulis, com
expressdo mais acentuada aos 25 dias de cultivo e reducdo consideravel aos 40
dias de cultivo em meio de inducdo, e auséncia de sinal aos 20 dias em meio de
maturacdo da embriogénese somatica.

N&o foi observada a regeneracéo de plantulas, permanecendo os embridides
no estagio globular até a completa necrose ou até o surgimento de primérdios
foliares. Tais resultados demonstram a necessidade de estudos adicionais quanto
aos fatores que possam estar relacionados com maturacdo e conversao dos

embrides somaticos de P. edulis em plantulas.
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CAPITULO Il -
Avaliacao histoquimica da inducéo da embriogénese

somatica em Passiflora edulis Sims

RESUMO

O obijetivo deste trabalho foi descrever o acimulo de reservas durante o processo de
embriogénese somatica em Passiflora edulis Sims ‘FB-300’, obtido a partir de
embrides zigbticos maduros, através de meétodos histoquimicos. Embrides zigoticos
maduros foram cultivados em meio de inducdo da embriogénese somaética,
composto por sais basicos de MS e 31,06 puM de picloram + 2,22 yuM de
benziladenina (BA) + 2,27 uM de tidiazuron (TDZ). Explantes de embrides zigoticos
com 0, 10, 20, 30 e 40 dias de inducdo da embriogénese somatica foram coletados e
fixados em solucdo de Karnovsky e, posteriormente, submetidos a desidratacdo em
série etilica e incluidos em resina acrilica. Cortes transversais e longitudinais com 5
pum de espessura, foram corados com azul de toluidina para caracterizacéao
anatbmica, xylidine Pounceau para a deteccdo de proteinas totais, acido periédico-
reagente de Schiff para polissacarideos neutros, sudan black B para deteccédo de
lipidios e reagente de lugol para deteccdo de amido. Observou-se a indugdo da
embriogénese somatica direta e indireta. Os testes histoquimicos revelaram a
presenca de grande quantidade de corpos proteicos e grdos de amido em embrifes
zigbticos de P. edulis, os quais foram gradualmente metabolizados durante o
desenvolvimento dos embrifes somaticos. Ja os corpos lipidicos foram identificados
somente apés 20 dias de cultivo e localizavam-se principalmente na bainha
parenquimatica. O presente estudo descreve as altera¢des histoquimicas e o padrao
de acumulo de reservas durante o processo de embriogénese somatica em P.

edulis.

Palavras-chave: Passifloraceae, compostos de reserva, morfogénese in vitro,

embrides somaticos.
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Histochemical evaluation of somatic embryogenesis induction in Passiflora

edulis Sims

ABSTRACT

The aim of this work was to describe the reserves accumulation throughout the
somatic embryogenesis process in Passiflora edulis Sims ‘FB-300’, obtained from
mature zygotic embryos through histochemical methods. Mature zygotic embryos
were cultivated on somatic embryogenesis induction medium, composed of basic MS
salts and 31.06uM of picloram + 2.22uM of benziladenin(BA) + 2.27uM of tidiazuron
(TDZ). Explants of zygotic embryos with 0, 10, 20, 30 and 40 days of somatic
embryogenesis induction were collected and fixed in a Karnovsky solution and,
subsequently, subjected to dehydration through an etilic series and embedded in an
acrylic resin. Transversal and longitudinal sections, 5um thick, were colored with
toluidine blue to anatomical characterization, xylidine Pounceau for detection of total
protein, Schiff’s periodic-reagent acid for neutral polysaccharides, sudan black B for
lipids, and Lugol reagent for starch detection. It was observed the direct and indirect
somatic embryogenesis induction. Histochemical tests revealed the presence of large
amounts of protein bodies and starch grains in zygotic embryos of P. edulis, which
were gradually metabolized during somatic embryo development. Lipid bodies were
identified only after 20 days of culture and they were located mainly in the
parenchymatic sheath. This work describes the histochemical alterations and the
reserves accumulation pattern during the somatic embryogenesis induction in P.

edulis.

Key-words: Passifloraceae, reserve compounding, in vitro, somatic embryos.
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1. INTRODUCAO

A embriogénese somatica é uma importante via de regeneracédo de plantas e
apresenta inUmeras vantagens, tais como: a oferta de linhagens celulares para a
engenharia genética, regeneracdo de uma estrutura bipolar a partir de uma Unica
célula, producdo ilimitada de clones com caracteristicas elite, pesquisa béasica
funcional e molecular, producdo de sementes sintéticas e conservacao de recursos
genéticos pela criopreservacdo (Li et al., 2006; Yang e Zhang, 2010; Aslam et al.,
2011).

O processo de embriogénese somética inclui uma série de eventos
caracteristicos, como a desdiferenciacéo de células, a ativacdo da divisao celular e a
reprogramacado de seus padrbes de fisiologia, metabolismo e expressdo génica
(Yang e Zhang, 2010). Essas caracteristicas, aliadas as respostas morfoldgicas in
vitro de modo gendétipo-especifico (Jiménez 2005; d Onofrio e Morini, 2006),
dificultam o estabelecimento de protocolos de embriogénese somatica em diversas
espécies.

Em Passiflora, poucos protocolos de embriogénese soméatica foram
propostos (Otoni et al., 2013). O primeiro relato de obtencao de embries somaticos
no género foi para P. giberti por Otoni (1995). O autor reportou a regeneracao de
embribes somaticos a partir de suspensdes celulares, derivadas de calos
embriogénicos obtidos a partir de explantes foliares, e a partir de calos
embriogénicos oriundos do cultivo de protoplastos isolados de suspensao celular.
Em 2007, Reis et al. obtiveram a formacao de protuberancias que se assemelhavam
a embriogénese somatica indireta a partir de raizes transformadas de P. cincinnata
via Agrabacterium rhyzogenes. Silva et al. (2009) e Paim Pinto et al. (2011)
obtiveram embrides somaticos de P. cincinnata e P. edulis, respectivamente,
utilizando o embri&o zigotico como fonte de explante.

Estudos envolvendo métodos histoquimicos permitem analisar a mobilizagédo
e sintese de compostos de reserva durante o desenvolvimento embriogénico,
possibilitando reconhecer regides e/ou tecidos que requerem alta demanda
energeética (Branca et al., 1994; Cangahuala-Inocente et al., 2009). Esses estudos
podem auxiliar na otimizacdo e aumentar a eficiéncia do sistema de regeneragao
(Almeida et al., 2006; Otoni et al., 2013).
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No género Passiflora, estudos envolvendo métodos histoquimicos foram
realizados, em sua maioria, durante a organogénese in vitro (Appezzato-da-Gléria et
al. 1999; Fernando et al. 2007; Lombardi et al. 2007). Em se tratando da
morfogénese via embriogénese somatica, trabalhos com caracterizacao
histoquimica ainda s&o escassos, sendo relatado recentemente por Rocha et al.
(2012), os quais avaliaram o padrdo de mobilizacdo de reservas durante a
embriogénese somatica em P. cincinnata.

O objetivo deste estudo foi descrever o acumulo de reservas durante o
processo de embriogénese somatica em P. edulis obtido a partir de embribes

zigGticos maduros via métodos histoquimicos.

55



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Inducéo da embriogénese somatica

Sementes de Passiflora edulis, populacdo FB-300 Araguary, foram obtidas
dos Viveiros Flora Brasil Ltda, Araguari, MG. A remocao dos tegumentos das
sementes, para a retirada dos embrides zigoticos foi realizada com o auxilio de mini-
morsa (Reis et al., 2007). A desinfestacdo das sementes ocorreu em capela de fluxo
laminar, mediante a imersdo em &lcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido da imerséo
por 15 minutos em solucao de hipoclorito de s6dio comercial a 2,5% (v/v) acrescido
de duas gotas do agente dispersante Tween-20 a 0,1% (v/v) a cada 100 mL de
solucéo. Posteriormente, as sementes foram submetidas a 4 enxagues consecutivos
em agua destilada e autoclavada. Ap6és o Ultimo enxague, as sementes foram
mantidas overnight em agua destilada estéril para reidratar e facilitar remocdo dos
embrides zigoticos.

Os embrides zigoéticos foram removidos assepticamente do endosperma das
sementes e inoculados em meio contendo sais basicos de MS (Murashige e Skoog,
1962), vitamina de MS, 0,01% (p/v) de mio-inositol, 3% (p/v) de sacarose, e 0,65%
(p/v) de Agar (Merck®, Alemanha) como agente gelificante, e acrescido de 31,06 pM
de Picloram + 2,22 uM de benziladenina (BA) + 2,27 uM de tidiazuron (TDZ).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 e posteriormente 0 meio
foi autoclavado por 20 minutos (121°C e 1,1 atm de pressédo). As culturas foram
estabelecidas em placas de Petri de poliestireno cristal 60 x 15 mm (J. Prolab, Brasil)
contendo aliquotas de 15 mL de meio, vedadas com filme de policloreto de vinila
PVC (Rolopac®), e mantidas em sala de cultivo, na auséncia de luz, & temperatura
de 27 + 2°C (Silva et al., 2009) por 40 dias.

2.2. Preparo das amostras e caracterizagdo anatémica e histoquimica

Foram coletados explantes de embrides zigoticos de P. edulis com 0, 10, 20,
30 e 40 dias de inducdo da embriogénese somatica. As amostras foram fixadas em
solucéo de Karnovsky [solucéo de glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4%), em
tampéo fosfato de potassio monobasico (pH 7,2), acrescido de cloreto de calcio
5mM], conforme descrito por Karnovsky (1965) e modificado por Rocha et al. (2012).
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Apos a fixacdo, as amostras foram desidratadas em série de concentracéo
crescente de etanol e incluidas 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 Xylidine Pounceau (Vidal, 1970) para a deteccao de
proteinas totais, acido periddico-reagente de Schiff (O’'Brien e McCully, 1981) para
polissacarideos neutros, sudan black B (Pearse, 1972) para deteccdo de lipidios,
vermelho de ruténio para deteccdo de pectina, reagente de lugol (Johansen, 1940)
para deteccdo de amido e azul de toluidina (O’'Brien et al., 1964) para
caracterizacdo anatdmica. A captura de imagens foi realizada em microscopio de luz
(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japdo) com camara digital acoplada (Spot
Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA), no Laboratorio de Anatomia

Vegetal da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

2.3. Andlise ultraestrutural em microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Para a andlise ultraestrutural, explantes de embribes zigéticos de P. edulis
com 20 dias de inducdo da embriogénese soméatica e calos embriogénicos foram
fixados em Karnovsky, desidratados em concentracdo crescente de acetona, secos
ao ponto critico (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Alemanha) e metalizados com ouro
(SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Alemanha). As observacdes e registros fotograficos
foram feitos em microscopio eletrénico de varredura (modelo LEO 1430VP, Zeiss,
Heidelberg, Alemanha), no Nucleo de Microscopia Eletrénica e Microanalise da
Universidade Federal de Vigosa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A morfogénese via embriogénese somatica direta, quanto a embriogénese
somatica indireta, foram observadas simultaneamente através dos cortes
anatémicos nos explantes. Embrides somaticos de origem direta foram observados
na regido cotiledonar do explante inicial (Fig. 1C-E), originados através de divisdes
das células da epiderme no sentido anticlinal e divisbes das células do mesofilo em
orientacdes diversas (Fig. 1A). Massas pro-embrionarias, originadas de divisdes
celulares nos planos anticlinais e periclinais nas células do parénquima e do
meristema fundamental, foram observadas na regido do eixo embrionério (Figs. 1B-
D-F). A formacdo de embribes somaticos a partir de divisbes e proliferacdo de
células da epiderme caracterizou o padrdo direto de regeneracao, o qual teve origem
multicelular, visto que os embries somaticos ndo conectavam-se com o explante de
origem por um suspensor (Figs. 1C-E). JA& o padrdo de divisdo -celular
desorganizado, com visivel desordem dos tecidos, seguida pela formacédo de uma
zona meristematica e posterior diferenciacdo dos agregados celulares envoltos por
uma protoderme, evidenciou a presenca de embriogénese somatica indireta (Figs.
1D-F).

A presenca de embriogénese somatica direta e indireta simultaneamente
durante o processo de inducédo da embriogénese somética ainda nédo foi relatada no
género Passiflora. Esse fenbmeno pode ser explicado pelas condi¢gdes de cultivo e
principalmente pelo uso de picloram combinado com BA e TDZ durante o processo
de inducdo da embriogénese somatica em P. edulis. Observa-se que ocorreu
interacdo sinergistica entre os reguladores de crescimento que possibilitou a
reprogramacgdo genética, seguida pela divisdo, desdiferenciacéo, rediferenciacéo e
proliferacdo celular, a qual culminou no desenvolvimento de embribes somaticos
diretamente e indiretamente do explante.

A auxina mais utilizada durante a embriogénese somatica em Passiflora € o
2,4-D e o padrdo de regeneracdo obtido com o uso desta auxina é diferente do
relatado no presente trabalho, como pode ser observado no trabalho de Silva et al.
(2009) que obteve embriogénese somatica indireta primaria e direta secundaria, ao
cultivar embrides zigoticos de P. cincinnata em meio MS na presenca de 18,1 uM de
2,4-D + 4,5 uM de BA.
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&4 A 2 ,... %
Figura 1. Padrbes de regeneracdo observados durante a embriogénese somatica
em Passiflora edulis. A-B) Cortes anatdmicos transversais corados com azul do
toluidina. C-D) Microscopia de luz. E-F) Microscopia eletrénica de varredura. A-C-E)
Pro-embries somaticos originados diretamente da regido cotiledonar do explante
inicial, a partir de divisdes das células da epiderme no sentido anticlinal e divisdes
das células do meristema fundamental em orientacdes diversas. B-D-F) Formacao
de protuberéancias e embribes somaticos globulares na regido do eixo do embriao
zigotico. Barras: A =50 um; B =250 um; C, D, E e F = 100 um.

Os testes histoquimicos revelaram que os cotilédones do embrido zigético,
utilizados como fonte de explante, apresentaram grande quantidade de corpos
proteicos, com formato arredondado e tamanho pouco variado, evidenciados pela
reacdo ao Xylidine Pounceau (XP) (Fig. 2A). A presenca de grédos de amido foi
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evidenciada pela reacdo positiva ao &cido periddico-reagente de Schiff (PAS) (Fig.
2B), enquanto que corpos lipidicos ndo foram observados (Fig. 2C).

Resultados contrastantes foram obtidos por Rocha et al. (2012), os quais
observaram a presenca de lipidios e corpos proteicos, e auséncia de graos de amido
nos cotilédones do embrido zigético de P. cincinnata. Tozzi e Takaki, (2011)
observaram que durante a germinacdo de sementes de P. edulis, a presenca de
lipidios decresceu significativamente apdés dez dias de cultivo, enquanto que um
aumento de grdos de amido ocorria simultaneamente.

As principais substancias de reservas das sementes s&o carboidratos,
lipidios e proteinas, as quais variam quanto a quantidade entre as plantas (Tozzi e
Takaky, 2011). O acumulo dessas substancias € considerado um dos processos
chave na embriogénese zigotica e somatica, fornecendo energia nas primeiras fases
do desenvolvimento embrionario até a fase autotréfica apds a germinacéao (Merkle et
al., 1995; Cangahuala-Inocente et al., 2004; Cangahuala-Inocente et al., 2009).

Uma drastica reducdo de corpos proteicos e amido foi observada apos 10
dias de cultivo dos embries zigéticos de P. edulis em meio de inducdo da
embriogénese somatica, demonstrando o consumo desses compostos de reserva
durante o processo de proliferacdo celular. Neste periodo, embrides somaticos em
estagio globular foram observados (Fig. 1B) e possuiam pequenas inclusdes de
corpos proteicos e graos de amido na regido de formacao da protoderme e corpo do
embrido somatico (Figs. 2D-E). Corpos lipidicos ndo foram identificados neste
estagio (Fig. 2F). Embrides soméaticos de Acca sellowiana em estagio globular
também apresentavam pequenos corpos proteicos e pequenos grdos de amido
(Cangahuala-Inocente et al., 2009).

Compostos de reserva exercem um importante papel na morfogénese in
vitro (Cangahuala-Inocente et al., 2004). As proteinas estdo envolvidas na regulagéo
da expansao celular e criagdo de caracteristicas biofisicas necessarias para a
morfogénese (Jiménez, 2001), e seu consumo € comumente registrado durante a
inducéo e o desenvolvimento embriogénico, servindo como fonte de energia para a
rediferenciacdo das células somaticas (Cangahuala-lnocente et al., 2009). Ja o
amido € considerado uma fonte primaria de energia para 0 crescimento e
proliferagcdo celular, fornecendo energia para o desenvolvimento de embrides

somaticos (Stamp, 1987; Martin et al., 2000). Isso explica a reducdo de corpos
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proteicos e grdos de amido durante o inicio da embriogénese somatica em P. edulis,
0 qual é marcado por intensa proliferacao celular.

XP PAS Sudan black B

0d

10d

20d

30d

40d

Figura 2. Andlise histoquimica do processo de inducdo da embriogénese somética
em Passiflora edulis a partir de embriées zigbéticos maduros, utilizando meio de MS
acrescido de 31,06 uM de Picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 uM de TDZ. Cortes
histologicos submetidos ao xylidine Ponceau - XP (A, D, G, J, M), PAS (B, E, H, K,
N) e ao sudam black B (C, F, I, L, O). A) Corpos proteicos evidenciados pela
coloracdo vermelha. B) Grdos de amido com reacdo positiva ao PAS. C) Reacéao
negativa de corpos lipidicos ao sudam black B. D) Pré-embrides com pequenas
inclusdes de corpos proteicos. E) Graos de amido em células do cotilédone do
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embrido zigotico evidenciados pelo PAS. F) Reacdo negativa para corpos lipidicos.
G) Corpos proteicos na regido do corpo do pro-embrido somatico com 20 dias de
cultivo. H) Graos de amido identificados pela reacédo positiva ao PAS, distribuidos
por toda a extensdo do pro-embrido somético e explante inicial. 1) Presenca de
corpos lipidicos, com formato arredondado/ovalado e tamanho variado, na regido de
formacdo da protoderme do embrido somatico e em células do parénquima do
explante inicial. J-K) Pequenas inclusdes de corpos proteicos e graos de amido em
pro-embrides somaticos com 30 dias de cultivo. L) Presenca de corpos lipidicos em
células da bainha parenquiméatica. M) Corpos proteicos em embrides somaticos
globulares com 40 dias de cultivo. N) Graos de amido em embrides somaticos
globulares com 40 dias de cultivo. O) Reacéao positiva para lipidios. Barras: A a K =
50um;Le M =30 um; N e O =100 pm.

Ap6s 20 dias de inducdo, os embribes sométicos em estagio globular
apresentavam corpos proteicos na regido do corpo do embrido somatico e nas
células do parénquima do explante inicial (Fig. 2G). Grdos de amido foram
identificados pela reagdo positiva ao PAS e localizam-se distribuidos por toda a
extensdo do embrido somatico e do explante inicial (Fig. 2H). Corpos lipidicos, com
formato arredondado/ovalado e tamanho variado, foram observados na regido de
formacdo da protoderme do embrido somatico e em células do parénquima do
explante inicial (Fig. 2I).

Pequenas inclusdes de corpos proteicos e gréos de amido foram observadas
aos 30 dias de cultivo em meio de inducdo da embriogénese somética (Fig. 2J). Os
graos de amido localizavam-se principalmente nas regides da protoderme e nas
células de formacéo do procambio (Fig. 2K). Neste periodo corpos lipidicos reagiram
positivamente ao sudan black B e situavam-se principalmente na bainha
parenquimatica (Fig. 2L).

Os lipidios, juntamente com proteinas, exercem papel fundamental na
composicdo das membranas celulares. Segundo Buchanan et al. (2000), a
biossintese de lipidios em vegetais superiores envolve o reticulo endoplasmatico e
os plastidios. Os acidos graxos destinados a membranas celulares séo sintetizados
via plastidios, enquanto que os acidos graxos de armazenamento séo sintetizados
via reticulo endoplasmatico. Em P. cincinnata, os embribes somaticos n&o
apresentaram materiais de reserva como lipidios e proteinas, apenas grdos de
amido foram identificados, porém ndo foram abundantes ou uniformemente
distribuidos por todas as células (Rocha et al., 2012).

Apés 40 dias de indugdo da embriogénese somatica, corpos proteicos e

graos de amido ainda estavam presentes nas células parenquimaticas dos
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cotilédones dos explantes iniciais (Figs. 2M -N). Contudo, pode-se observar uma
reducdo gradual desses compostos durante o processo de embriogénese,
confirmando a degradacao dos mesmos como fonte de energia para a formacao dos
embrides somaticos. Resultados semelhantes foram observados durante a
embriogénese somatica em Feijoa sellowiana, com uma drastica reducao dos graos
de amido durante o desenvolvimento dos aglomerados de células embriogénicas
(Cangahuala-lnocente et al., 2004).

Corpos lipidicos também foram observados neste estagio da morfogénese in
vitro (Fig. 20), porém diferentemente dos corpos proteicos e grdos de amido, a
quantidade deste composto aumentou conforme o desenvolvimento dos embrides
somaticos. Rocha et al. (2012), relatam que durante o processo de embriogénese
somatica em P. cincinnata a quantidade de corpos lipidicos diminuiu gradualmente
até o completo esgotamento, que ocorreu aos 18 dias de cultivo.

A pectina € o principal agente cimentante da parede celular, contribuindo
para a firmeza, resisténcia mecanica e coesividade do tecido vegetal. As pectinas
sdo encontradas naturalmente em associacdo com a celulose e hemicelulose, e
compdem mais de 35% da parede celular primaria nas dicotiledéneas (Zhongdong et
al., 2006; Mohnen, 2008). No presente estudo, os testes com vermelho de ruténio
evidenciaram a presenca de pectina na parede celular, os quais ndo apresentaram
diferenca de coloracdo entre as células do explante inicial e as células do embrido
somatico. Resultados contrastantes foram observados durante a embriogénese
somatica em bananeira, onde a coloragdo histoquimica com vermelho de ruténio
revelou a presencga de pectinas principalmente na superficie de embrides somaticos
em estagio pré-globular e globular (Xu et al., 2011).

A utilizagdo do reagente de Lugol na histolocalizacdo dos graos de amido
nao detectou este composto nos embrides globulares. No entanto, a utilizacdo do
reagente PAS evidenciou os graos de amido nos tecidos do embrido zigético e no

decorrer dos processos de morfogénese via embriogénese somatica em P. edulis.
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4. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as seguintes
conclusdes:

- O uso do meio MS acrescido de 31,06 uM de picloram + 2,22 uM de BA +
2,27 UM de TDZ induziu tanto a embriogénese somatica direta quanto indireta em P.
edulis.

- Testes histoquimicos revelaram que o embrido zigético de P. edulis possui
grande quantidade de corpos proteicos, os quais foram metabolizados durante o
desenvolvimento dos embrides somaticos.

- Grédos de amido foram localizados, principalmente, em regibes de
proliferacdo celular e reduziram conforme o desenvolvimento dos embribes
somaticos e apoés 40 dias, apenas pequenas inclusdes foram observadas na regido
de formac&o do procambio dos embrides somaticos.

- Corpos lipidicos reagiram positivamente ao sudam black B somente apds
20 dias de cultivo, os mesmos localizavam-se principalmente na bainha
parenquimatica.

- Nao foi observada uma diferenca entre células pré-embriogénicas e nao
embriogénicas quanto a presenca de pectinas, demonstrando que esse
polissacarideo ndo é um marcador de potencial embriogénico em P. edulis. A
utilizacao do reagente de Lugol na histolocalizacdo dos graos de amido ndo detectou

este composto.
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6. CONCLUSOES GERAIS

No primeiro capitulo foi proposto um protocolo de inducéo da embriogénese
somatica a partir de embribes zigéticos maduros de P. edulis utilizando meio MS
acrescido de 31,06 pM de picloram + 2,22 uM de BA + 2,27 uM de TDZ. Analises
morfo-anatémicas indicaram a presenca de embriogénese somatica direta e indireta,
simultaneamente. A dupla coloragdo com carmim acético e azul de Evans confirmou
a competéncia embriogénica do material. O gene SERK foi expresso em células do
embrido zigético de P. edulis, com expressdao mais acentuada aos 25 dias de cultivo
e reducdo consideravel aos 40 dias de cultivo em meio de inducdo, e auséncia de
sinal aos 20 dias em meio de maturacdo da embriogénese somatica. Nao foi
observada a regeneracdo de plantulas, permanecendo os embridides no estagio
globular até a completa necrose ou até o surgimento de primérdios foliares.

Com relacéo aos estudos no segundo capitulo, constatou-se que o embrido
zigético de P. edulis possuia grande quantidade de corpos proteicos, os quais foram
metabolizados durante o desenvolvimento dos embrides somaticos. Durante a
inducdo da embriogénese somética, os grdos de amido estavam situados,
principalmente, em regidbes de proliferacdo celular e reduziram conforme o
desenvolvimento dos embrides sométicos e apos 40 dias, apenas pequenas
inclusbes foram observadas na regido de formacdo do procambio dos embribes
somaticos. Os corpos lipidicos reagiram positivamente ao sudam black B somente
apos 20 dias de cultivo e localizavam-se principalmente em células do parénquima
localizadas logo abaixo dos embrides somaticos. Nao foi observada diferenca entre
células pré-embriogénicas e ndo embriogénicas quanto a presenca de pectinas,
demonstrando que esse polissacarideo ndo € um marcador de potencial
embriogénico em P. edulis. A utilizacdo do reagente de Lugol na histolocalizagéo
dos grédos de amido ndo detectou este composto.

O presente trabalho constitui no primeiro relato de indu¢do de embriogénese
somatica em P. edulis utilizando picloram combinado com BA e TDZ. Os resultados
obtidos constituem informacdes relevantes sobre o padrdo de expressdao do gene
SERK e o0 acumulo de reservas durante o processo embriogénico em P. edulis nas
condi¢cdes propostas. Os resultados demonstram também a dificuldade em se
estabelecer as condigfes adequadas para a maturagdo dos embrides somaticos e a
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necessidade de maiores estudos quanto aos fatores que possam relacionar-se com

histodiferenciagéo e conversao desses embrides em plantulas.
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