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RESUMO 

 

SILVA, Gizelly Mendes da, M.Sc., Universidade do Estado de Mato Grosso, fevereiro 
de 2014.  Embriogênese somática, hibridização in situ e histoquímica de 
maracujá-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 indução da 

embriogênese somática a partir de embriões zigóticos maduros, caracterizar a 

expressão do gene SERK e avaliar a histoquímica dos eventos morfogênicos em 

maracujazeiro amarelo (Passiflora edulis Sims, população FB-300 Araguary). O 

primeiro capítulo teve como objetivo estabelecer protocolo de indução da 

embriogênese somática a partir de embriões zigóticos de P. edulis Sims, realizar a 

caracterização morfo-anatômica do processo e avaliar a expressão transiente do 

gene SERK por hibridização in situ. A combinação de 31,06 µM de picloram + 2,22 

µM de benziladenina (BA) + 2,27 µM de tidiazuron (TDZ) apresentou maior 

frequência de explantes embriogênicos (76%). Cortes histológicos revelaram a 

presença de embriões somáticos globulares originados diretamente das folhas 

cotiledonares e indiretamente do eixo embrionário. A dupla coloração com carmim 

acético e azul de Evans confirmou a competência embriogênica do material. 

Análises de hibridização in situ com a sonda heteróloga de PcSERK (Passiflora 

cincinnata SERK) revelaram a expressão transiente do gene SERK em células do 

embrião zigótico e durante o desenvolvimento dos embriões somáticos até 40 dias 

de cultivo em meio de indução e ausência de sinal aos 20 dias de cultivo em meio de 

maturação. Para a histodiferenciação e maturação dos embriões somáticos, foram 

testados diferentes concentrações de sacarose, ágar e polietilenoglicol combinado 

ou não com 0,037 µM de ácido abscísico (ABA) e meio MS modificado com vitamina 

B5 e gelificado com 0,28% de Phytagel. Contudo, não se observou a conversão dos 

embriões somáticos em plântulas, permanecendo em estágio globular até a 

completa necrose ou até o desenvolvimento de primórdios foliares, demonstrando 

que as células não apresentavam-se completamente determinadas a seguir a rota 

embriogênica.  O objetivo do segundo capítulo foi descrever o acúmulo de reservas 

durante o processo de embriogênese somática em maracujazeiro amarelo obtido a 

partir de embriões zigóticos maduros através de métodos histoquímicos. Embriões 

zigóticos maduros foram cultivados em meio de indução da embriogênese somática, 
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composto por sais básicos de MS e 31,06 µM de picloram + 2,22 µM BA + 2,27 µM 

de TDZ. Explantes de embriões zigóticos com 0, 10, 20, 30 e 40 dias de indução da 

embriogênese somática foram coletados e fixados em solução de Karnovsky e, 

posteriormente, submetidos à desidratação em série etílica e incluídos em resina 

acrílica. Cortes transversais e longitudinais foram corados com azul de toluidina para 

caracterização anatômica, Xylidine Pounceau para a detecção de proteínas totais, 

ácido periódico-reagente de Schiff para polissacarídeos neutros, sudan black B para 

detecção de lipídios, vermelho de rutênio para detecção de pectinas e reagente de 

lugol para detecção de amido. Observou-se a indução de embriogênese somática 

direta e indireta. Os testes histoquímicos revelaram a presença de grande 

quantidade de corpos proteicos e grãos de amido em embriões zigóticos, os quais 

foram gradualmente metabolizados durante o período de indução e desenvolvimento 

dos embriões somáticos. Corpos lipídicos foram identificados somente após 20 dias 

de cultivo e situavam-se principalmente na bainha parenquimática. O presente 

trabalho representa o primeiro relato de indução de embriogênese somática em P. 

edulis utilizando picloram, combinado BA e TDZ. Informações relevantes sobre 

aspectos anatômicos, ultraestruturais, histoquímicos e padrão de expressão gênica 

durante a indução da embriogênese somática também são apresentadas. 

 

Palavras-chave: Maracujá, gene SERK, morfogênese in vitro. 
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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 31.06μM of picloram + 2.22μM of 

benzyladenine (BA) + 2.27μM 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 μM 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 31.06μM of picloram + 2.22μM of BA + 2.27μM TDZ. Explants of zygotic 
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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. INTRODUÇÃO GERAL 

 

O maracujá pertence ao gênero Passiflora, o qual é considerado o maior e 

mais importante economicamente da família Passifloraceae (Pérez et al., 2007; 

Braglia et al., 2010). Seus frutos podem ser consumidos in natura ou utilizados na 

confecção de doces, geléias e sucos. Já suas plantas são utilizadas para a 

ornamentação, tanto para flores de corte como envasadas (Braglia et al., 2010), e 

para a indústria farmacêutica e na medicina popular, devido aos seus compostos 

ativos como a passiflorina, maracujina e substâncias tanóides (Cunha et al., 2002; 

Melo e Guerra, 2003). 

O maracujazeiro é uma planta alógama, possui autoincompatibilidade do tipo 

esporofítica (Bruckner et al., 1995; Ferreira et al., 2010), e suas principais espécies 

são ploidediploides com 2n=2x=18 cromossomos (Martin e Nakasone, 1970). A 

propagação dessas plantas é realizada preferencialmente por via sexuada, através 

de sementes ou assexuadamente, pela utilização 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 micropropagação, é um 

importante método para multiplicar rapidamente genótipos superiores com alto 

rendimento e/ou resistentes a doenças, em espaço físico e tempo reduzidos, 

oferecendo muitas vezes alternativas únicas aos programas de melhoramento 

(Zerbini et al., 2008). Além disso, a micropropagação permite a conservação in vitro 

de germoplasma de alto valor genético, que em se tratando de Passiflora, o número 

de coleções, assim como o número de acessos resguardados ainda é muito 

pequeno, sendo necessária a priorização de ações de coleta e intercâmbio, aliadas 

aos processos de conservação de germoplasma dessa cultura (Faleiro et al., 2005). 

Dentre as técnicas de micropropagação, a embriogênese somática se 

destaca como uma proeminente via de regeneração de plantas e apresenta 

vantagens, como a oferta de linhagens celulares para a engenharia genética, 

regeneração de uma estrutura bipolar a partir de uma única célula, produção 

ilimitada de clones com características de elite, pesquisa básica funcional e 

molecular, produção de sementes sintéticas e conservação de recursos genéticos 

pela criopreservação (Li et al., 2006; Yang e Zhang, 2010; Aslam et al., 2011). 

Durante a indução da embriogênese somática, os tecidos envolvidos sofrem 

alterações bioquímicas e morfológicas, as quais estão fortemente relacionadas com 
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alterações no padrão de expressão gênica (Sharp et al., 1980; Zimmerman, 1993; 

Sahni et al., 2013). A caracterização e identificação de células embriogênicas, 

através de análises histocitológicas, são de suma importância para o estudo do 

processo de regeneração in vitro de plantas. Aspectos moleculares e químicos, 

como a expressão gênica e mobilização de reservas durante a embriogênese 

somática, também são relevantes por possibilitarem uma melhor compreensão, 

otimização e validação dessa via morfogênica em protocolos de transformação 

genética (Otoni et al., 2013). 

Diante do acima exposto, o presente estudo teve como objetivo estabelecer 

um protocolo responsivo de indução de embriogênese somática caracterizando a 

expressão do gene SERK e acúmulo de reservas durante a morfogênese de 

Passiflora edulis Sims. O primeiro capítulo teve como objetivo estabelecer um 

protocolo de indução da embriogênese somática a partir de embriões zigóticos 

maduros de P. edulis, realizar a caracterização morfo-anatômica do processo e 

avaliar a expressão transiente do gene SERK por hibridização in situ. O segundo 

capítulo teve como objetivo descrever o acúmulo de reservas durante o processo de 

embriogênese somática em P. edulis obtido a partir de embriões zigóticos maduros 

através de métodos histoquímicos. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. O gênero Passiflora 

A família Passifloraceae L. está incluída na ordem Malpighiales que é 

dividida em duas tribos, Paropsieae e Passiflorieae (Milward-de-Azevedo e 

Baumgratz, 2004; Cervi, 2005). Esta última é representada por 17 gêneros entre 

estes, Ancitrothysus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora L. estão 

presentes no Brasil (Cervi, 2005). 

O gênero Passiflora, onde o maracujazeiro está inserido, é o maior e mais 

importante economicamente da família Passifloraceae, com cerca de 500 espécies 

(Pérez et al., 2007; Braglia et al., 2010) e apresenta ampla variabilidade genética 

inter e intraespecífica (Bellon et al., 2009). O maracujazeiro é originário da América 

tropical, local onde a maioria das espécies ocorre, porém há relatos de ocorrência de 

algumas espécies na Ásia e Austrália e uma espécie em Madagascar (Alexandre et 

al., 2004; Cuco et al., 2005). 

As passifloráceas são plantas trepadeiras herbáceas ou lenhosas com 

gavinhas axilares (Vanderplank, 2000). Possuem folhas alternas, pecioladas, inteiras 

ou lobadas, geralmente com nectários extraflorais no pecíolo e estípulas comumente 

presentes. As flores são bissexuais, actinomorfas, solitárias ou em inflorescências, 

normalmente com brácteas, 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 são carnosos do tipo baga, indeiscentes, globosos 

a fusiformes. As sementes são comprimidas, com arilo carnoso colorido e testa 

reticulada, pontuada ou alveolada (Leitão Filho e Aranha, 1971; Vanderplank, 2000; 

Ulmer e Macdougal, 2004; Short, 2011). 

As principais espécies do gênero Passiflora são 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 (maracujá-roxo), P. edulis f. flavicarpa (maracujá-amarelo) e P. alata 

(maracujá-doce) são alógamas, condicionadas pelo fenômeno da 

autoincompatibilidade, do tipo esporofítica (Bruckner et al., 1995; Ferreira et al., 

2010). 
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A propagação em escala comercial do maracujazeiro é 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 propagação sexuado pode levar à formação de lavouras heterogêneas 

em termos de produção e qualidade de frutos (Meletti et al., 2002), enquanto que 

métodos assexuados permitem a manutenção das características da planta matriz, 

conferindo maior uniformidade ao pomar quanto às características das plantas e dos 

frutos, além de proporcionar solução para alguns problemas fitossanitários (Siqueira 

e Pereira, 2001; Salomão et al., 2002). 

Cerca de 70 espécies de maracujá produzem frutos comestíveis, dentre 

estas, a espécie P. edulis, conhecida como maracujá amarelo, está 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 econômico desta 

espécie é principalmente devido às qualidades gustativas e farmacodinâmicas do 

seu suco, fruto, casca e sementes, sendo esses últimos utilizados também na 

alimentação animal (Manica, 1981). 

Devido à sua importância econômica, a propagação do maracujazeiro, em 

especial de P. edulis é 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 doenças 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 gênero, como produtividade, 

características de fruto e resistência a pragas e doenças, 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), vários métodos de 

melhoramento podem ser aplicados na cultura do maracujazeiro, seja pelo aumento 

da frequência de genes favoráveis ou pela exploração do vigor híbrido. Dentre os 

métodos de melhoramento mais aplicados, citam-se a introdução de plantas, a 

seleção massal, a seleção com teste de progênie e a hibridação (Oliveira e Ferreira, 
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1991; Bruckner et al., 2002), os quais visam principalmente a “qualidade” do fruto, 

produtividade e resistência a doenças (Faleiro et al., 2005). 

Devido à incompatibilidade entre algumas espécies no gênero Passiflora, 

determinados cruzamentos são dificultados, algumas vezes envolvendo espécies 

consideradas fontes de resistência a pragas e doenças (Otoni, 1995). A hibridação 

somática e a transformação genética, por sua vez, são alternativas promissoras e 

suplementares da hibridação sexual para a transferência de genes em plantas com 

incompatibilidade sexual, porém a aplicação de ambas as técnicas requer a 

existência de protocolos eficientes de regeneração 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 à cultura do maracujazeiro 

Os avanços da biotecnologia vegetal propiciaram novos conhecimentos na 

área da fisiologia, da genética e da biologia molecular vegetal (Lima et al., 2000). 

Dentre as ferramentas biotecnológicas, a cultura de tecidos vegetais vem tendo 

relevante papel no desenvolvimento das ciências básica e aplicada na área 

agronômica. Mediante seu uso, vários pesquisadores vêm atuando tanto no 

melhoramento vegetal, quanto no estudo de funções gênicas desconhecidas, além 

de entender melhor os mecanismos fisiológicos 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 específicos, com o objetivo de regenerar uma nova planta in vitro que será 

idêntica à 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 às 

condições de indução do meio de cultura, com vistas à regeneração vegetal in vitro 

(Torres et al., 2000). Essa técnica se baseia no fenômeno de totipotencialidade, ou 

seja, a capacidade que a célula vegetal possui de se organizar em um novo 

indivíduo, mantendo a informação genética necessária, sem haver recombinação 

gênica, dando origem a uma nova planta (Kerbauy, 1999). 

O sucesso das diferentes técnicas de cultura de tecidos depende da divisão 

e diferenciação das células dos explantes utilizados (Kerbauy, 1999), as quais são 

influenciadas por fitormônios, reguladores de crescimento, compostos orgânicos e 

inorgânicos 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 subsequentemente vários protocolos 

diferentes foram estabelecidos para espécies do gênero (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 é possível citar a morfogênese via 

organogênese (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), morfogênese via embriogênese somática (Otoni, 1995; 

Anthony et al., 1999; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 2010; 

Albino, 2013; Florido, 2013), hibridação somática (Otoni et al., 1995; Davey et al., 

2005), transformação genética (Reis et al., 2007; Silva, 2007; Paim Pinto et al., 

2009), produção de sementes sintéticas (Silva, 2007), ginogênese (Rêgo et al., 

2011), androgênese (Silva, 2007), indução de autotetraploides (Rêgo et al., 2011), 

seleção in vitro visando resistência a doenças (Faleiro et al., 2005; Flores et al., 

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

No que diz respeito à micropropagação, a organogênese é a principal via 

morfogênica de regeneração no gênero Passiflora (Nhut et al., 2007; Zerbini et al., 

2008; Pinto et al., 2010), contudo a regeneração via embriogênese somática tem se 

mostrado promissora e com possibilidades de aplicação no melhoramento de 

maracujazeiros. 

 

2.3. Embriogênese somática 

A embriogênese somática in vitro é o processo pelo qual células isoladas ou 

um pequeno grupo de células somáticas, num processo morfogenético semelhante à 

embriogênese zigótica, dão origem a uma estrutura bipolar, constituída de ápices 

caulinar e radicular, que ao final do processo de diferenciação dará origem a uma 

planta sem que ocorra a fusão de gametas (Zimmerman, 1993; Yang e Zhang, 2010; 

Rose et al., 2010; Rocha e Dornelas, 2013; Rizvi et al., 2013). 

Essa via morfogênica é frequentemente relatada como uma das principais 

metodologias de multiplicação de genótipos elite (Kim, 2000) e apresenta inúmeras 

vantagens, como: a oferta de linhagens celulares para a engenharia genética, 

regeneração de uma estrutura bipolar a partir de uma única célula, produção 

ilimitada de clones com características elite, pesquisa básica funcional e molecular, 
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produção de sementes sintéticas e conservação de recursos genéticos pela 

criopreservação (Li et al., 2006; Yang e Zhang, 2010; Aslam et al., 2011). 

Dois padrões básicos de indução de embriogênese somática são 

reconhecidos: a direta e a indireta. Na embriogênese somática direta, os embriões 

são formados diretamente na superfície de um tecido organizado, enquanto que na 

embriogênese somática indireta, a formação dos embriões é precedida por um 

estágio intermediário de calo, o qual após estímulos externos desenvolve células em 

diferentes estádios de diferenciação e, consequentemente, com diferentes graus de 

determinação, as quais podem adquirir novas competências e originar embriões 

somáticos (Sharp et al., 1980; Yeung, 1995; Rizvi et al., 2013). 

Em P. cincinnata, espécie considerada modelo para estudos morfogênicos 

no gênero Passiflora, há um processo intermediário entre as embriogêneses 

somáticas direta e indireta, o qual é caracterizado pela formação de protuberâncias. 

Essas protuberâncias são constituídas de células parenquimáticas e tecido vascular, 

e sua formação precede o desenvolvimento de embriões somáticos, porém a 

organização histológica durante a sua formação e a incapacidade de proliferar 

indefinitivamente não confere a característica de calo (Rocha et al., 2012). 

O primeiro relato de embriogênese somática no gênero Passiflora foi feito 

por Otoni em 1995, trabalhando com a espécie P. giberti. O autor reportou a 

obtenção de calos embriogênicos a partir de explantes foliares utilizando meio de 

MS (Murashige e Skoog, 1962) contendo 2,4 ou 4,8 mg.L-1 de picloram. A partir 

desses calos, o autor obteve suspensões celulares, as quais desenvolveram 

embriões somáticos. 

Silva em 2007 propôs um protocolo de embriogênese somática a partir de 

anteras de P. cincinnata. A autora utilizou meio MS contendo 4,4 µM 2,4-D (ácido 

2,4-diclorofenoxiacético) combinado com 2,3 µM de BA (6- benzil-adenina) para a 

indução de calos embriogênicos, os quais foram transferidos para meio MS 

contendo carvão ativado e maltose, na ausência de reguladores de crescimento, 

dando origem à embriões somáticos primários e secundários. Utilizando embriões 

zigóticos maduros de P. cincinnata, Silva et al. (2009) estabeleceram um protocolo 

modelo de regeneração via embriogênese somática. Para tanto, os autores 

utilizaram meio MS acrescido de 18,1 µM da auxina 2,4-D, combinado com 4,5 µM 

de BA. Após 30 dias de cultivo em meio de indução, os calos embriogênicos foram 

transferidos para meio MS, acrescido de carvão ativado e desprovido de reguladores 
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de crescimento, o qual proporcionou a obtenção de alta taxa de embriões somáticos 

que se diferenciaram em plântulas e foram aclimatizados em casa de vegetação. 

A embriogênese somática também foi relatada para a espécie P. edulis a 

partir de embriões zigóticos utilizando-se 72,4 µM de 2,4-D e 4,4 µM de BA, 

entretanto, não ocorreu conversão dos embriões somáticos em plântulas, 

demonstrando a necessidade da otimização do protocolo para a espécie (Paim Pinto 

et al., 2011). 

Recentemente, Albino (2013) induziu a produção de embriões somáticos 

originados diretamente de raízes de P. morifolia, cultivadas em meio MS contendo 

concentrações entre 6,78 e 11,3 µM de 2,4-D. Calos embriogênicos e embriões 

somáticos em estágio globular foram obtidos a partir de embriões zigóticos de P. 

ligularis por Florido (2013), utilizando meio MS suplementado com 45,2 µM de 2,4-D, 

2,2 µM de BA e 2,3 µM de TDZ (tidiazuron). Contudo, esses autores não obtiveram a 

conversão dos embriões em plântulas. 

Segundo Yang e Zhang (2010), o processo de embriogênese somática inclui 

uma série de eventos característicos, como a desdiferenciação de células, a 

ativação da divisão celular e a reprogramação de seus padrões de fisiologia, 

metabolismo e expressão gênica. Essas características, aliadas às respostas 

morfológicas in vitro de modo genótipo-específico (Jiménez, 2005; d´Onofrio e 

Morini, 2006), dificultam o estabelecimento de protocolos responsivos de 

embriogênese somática em diversas espécies. Tal fato explica o número incipiente 

de protocolos de embriogênese somática disponíveis na literatura, em especial para 

espécies do gênero Passiflora (Faria et al., 2007; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; 

Paim Pinto et al., 2011). 

A caracterização e identificação de células embriogênicas, através de 

análises histocitológicas, são de suma importância para o estudo do processo de 

regeneração in vitro de plantas. Aspectos moleculares e químicos, como a 

expressão gênica e mobilização de reservas durante a embriogênese somática, 

também são relevantes por possibilitarem uma melhor compreensão, otimização e 

validação dessa via morfogênica em protocolos de transformação genética (Otoni et 

al., 2013). 
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2.4. Expressão do gene SERK durante a embriogênese somática 

Durante a indução da embriogênese somática, os tecidos envolvidos sofrem 

alterações bioquímicas e morfológicas, as quais estão fortemente relacionadas com 

alterações no padrão de expressão gênica (Sharp et al., 1980; Zimmerman, 1993; 

Chugh e Khurana, 2002; Sahni et al., 2013). Entre os genes envolvidos na 

embriogênese somática, o gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) 

possui um importante papel na aquisição de competência embriogênica (Santos et 

al., 2005; Suprasanna e Sidha, 2013). 

O gene SERK codifica um receptor transmembrana que contém um domínio 

intracelular de proteína-quinase específico de plantas, cuja função está associada à 

percepção de moléculas sinalizadoras que desencadeiam o processo embriogênico 

em células somáticas ou zigóticas e, um domínio extracelular, constituído por um 

peptídeo sinal, seguido por um zíper de leucina, cinco repetições ricas em leucina 

(LRR) e um domínio rico em prolina (SPP), que ocorre exclusivamente em proteínas 

SERK servindo como uma marca para identificá-las (Schmidt et al., 1997; Baudino et 

al., 2001). 

As proteínas quinases receptoras, quando ativadas iniciam uma cascata de 

sinalização que culmina em uma resposta metabólica, incluindo a repressão e 

ativação de transcritos (Becraft, 2002; Salaj et al., 2008), sendo importantes para 

diferentes processos no desenvolvimento vegetal, como no desenvolvimento do 

pólen e inflorescência, no estabelecimento de padrões celulares, formação do 

meristema apical caulinar e embriogênese (Thomas et al., 2004; Salaj et al., 2008). 

A primeira descrição do gene SERK foi realizada em células competentes de 

cenoura, Daucus carota (DcSERK) por Schmidt et al. (1997). A partir de então outros 

homólogos 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-

Núñez et al., 2009). 

O gene SERK exerce um importante papel durante a embriogênese 

somática e é considerado um marcador específico de competência embriogênica 

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

hibridização in situ. 

 

2.5. Caracterização histoquímica na mobilização de reservas durante a 

embriogênese somática 

Estudos envolvendo métodos histoquímicos são importantes por permitirem 

a análise da mobilização, síntese e metabolização dos compostos químicos 

envolvidos na morfogênese in vitro via organogênese ou embriogênese somática, 

assim como reconhecer regiões e/ou tecidos que requerem alta demanda energética 

(Branca et al., 1994; Cangahuala-Inocente et al., 2009). Esses estudos podem 

auxiliar na otimização de protocolos de regeneração in vitro (Almeida et al., 2006; 

Otoni et al., 2013). 

Os principais compostos de reserva em vegetais são carboidratos, lipídios e 

proteínas, os quais variam quanto à quantidade entre as plantas (Tozzi e Takaky, 

2011). O amido é considerado uma fonte primária de energia para o crescimento e 

proliferação celular, fornecendo energia para o desenvolvimento de embriões 

somáticos (Stamp, 1987; Martin et al., 2000). As proteínas estão envolvidas na 

regulação da expansão celular e criação de características biofísicas necessárias 

para a morfogênese (Jiménez, 2001). O lipídio, juntamente com proteínas, exerce 

papel fundamental na composição das membranas celulares (Buchanan et al., 

2000). Assim, o acúmulo dessas substâncias é considerado um dos processos 

chave na embriogênese, fornecendo energia nas primeiras fases do 

desenvolvimento embrionário (Merkle et al. 1995). 

No gênero Passiflora, estudos envolvendo métodos histoquímicos foram 

realizados, em sua maioria, durante a organogênese in vitro (Appezzato-da-Glória et 

al., 1999; Fernando et al., 2007; Lombardi et al., 2007). Em se tratando da 

morfogênese via embriogênese somática, Rocha et al. (2012) avaliaram o padrão de 

mobilização de reservas durante a embriogênese somática em P. cincinnata, 

contudo trabalhos como este no gênero Passiflora ainda são escassos na literatura. 
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CAPÍTULO I -  

Embriogênese somática em maracujá amarelo (Passiflora edulis Sims) a partir 

de embriões zigóticos maduros e expressão transiente do gene SERK 

 

RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de indução da embriogênese 

somática em P. edulis Sims, população FB-300 Araguary, a partir de embriões 

zigóticos maduros e avaliar a expressão transiente do gene SERK. Embriões 

zigóticos foram cultivados em meio de indução composto por sais básicos de MS 

com diferentes concentrações e combinações de picloram, BA, ANA, TDZ e 2,4-D. O 

tratamento T7 (31,06 µM de picloram + 2,22 µM de BA + 2,27 µM de TDZ) 

apresentou a maior frequência de calos embriogênicos (76%). Cortes histológicos 

revelaram a presença de embriões somáticos globulares originados diretamente das 

folhas cotiledonares e indiretamente do eixo embrionário. A dupla coloração com 

carmim acético e azul de Evans confirmou a competência embriogênica do material. 

Análises de hibridização in situ revelaram a expressão transiente do gene SERK em 

células do embrião zigótico e durante o desenvolvimento dos embriões somáticos 

até 40 dias de cultivo em meio de indução. Para a histodiferenciação e maturação 

dos embriões somáticos, foram testados diferentes concentrações de sacarose, ágar 

e polietilenoglicol combinados ou não com 0,037 µM de ABA e meio MS modificado 

com vitamina B5 e gelificado com 0,28% de Phytagel. Contudo, não se observou a 

conversão dos embriões somáticos em plântulas, permanecendo em estágio 

globular até a completa necrose ou até o desenvolvimento de primórdios foliares, 

demonstrando que as células não apresentavam-se completamente determinadas a 

seguir a rota embriogênica. Tais resultados demonstram a necessidade de estudos 

adicionais quanto aos fatores que possam estar relacionados com maturação e 

conversão dos embriões somáticos de P. edulis em plântulas. 

  

Palavras-chave: Maracujá, morfogênese in vitro, hibridização 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 μM of 

picloram + 2.22 μM of BA + 2.27 μM 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 

μM 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. INTRODUÇÃO 

 

A família Passifloraceae é constituída de 17 gêneros com aproximadamente 

630 espécies (Feuillet e MacDougal, 2007). O gênero Passiflora possui cerca de 500 

espécies (Pérez et al., 2007; Braglia et al., 2010), das quais 150 a 200 são 

originárias do Brasil e podem ser utilizadas como alimento, remédios e ornamento, 

muitas delas com finalidades múltiplas (Abreu et al., 2009; Pipino et al., 2010; Silva 

et al., 2011; Rocha et al., 2012). 

Cerca de 70 espécies de maracujá produzem frutos comestíveis, dentre 

estas, a espécie P. edulis Sims é 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 não só o cultivo como também o seu melhoramento 

genético para o desenvolvimento de novas cultivares (Souza et al., 2012). 

A propagação do maracujazeiro é realizada predominantemente por meio de 

reprodução sexuada devido às características florais e, principalmente, à 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 

maracujá, sendo elas a micropropagação (Dornelas e Vieira, 1994; Nhut et al., 

2007), protoplasto e hibridação somática (Otoni et al., 1995; Davey et al., 2005), 

transformação genética (Manders et al., 1994; Reis et al., 2007; Silva et al., 2007), 

sementes sintéticas (Silva, 2007), ginogênese (Rêgo et al., 2011), conservação in 

vitro (Passos e Bernacci, 2005; Faria et al., 2007), seleção in vitro para resistência a 

doenças (Faleiro et al., 2005; Flores et al., 2012) e embriogênese somática (Silva et 

al., 2009; Paim Pinto et al., 2011). 

Durante o processo de embriogênese somática in vitro uma estrutura bipolar, 

assemelhando-se a um embrião zigótico, se desenvolve a partir de uma célula 

somática com ausência de conexão vascular com o tecido original (Arnald et al., 

2002; Ma et al., 2012; Rizvi et al., 2013). Essa via morfogênica, quando bem 

estabelecida, pode ser utilizada para estudos básicos de fisiologia, biologia celular, 

bioquímica, genética da diferenciação e morfogênese em vegetais, além de 

possibilitar a propagação 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 indução da embriogênese somática, os tecidos envolvidos sofrem 

alterações bioquímicas e morfológicas, as quais estão fortemente relacionadas com 

alterações no padrão de expressão gênica (Sharp et al., 1980; Zimmerman, 1993; 

Sahni et al., 2013). Entre os genes envolvidos na embriogênese somática, o gene 

SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinase) possui importante papel na 

aquisição de competência embriogênica (Santos et al., 2005; Suprasanna e Sidha, 

2013), sendo expresso em diferentes estágios de desenvolvimento e considerado 

um marcador específico de células embriogênicas (Suprasanna e Sidha, 2013).  

Apesar de a embriogênese somática ser uma relevante via de regeneração 

para plantas transformadas e para a produção de plantas em larga escala (Rocha et 

al., 2012), até o momento, resultados concretos em termos de eficiência de 

protocolos no estabelecimento, desenvolvimento e regeneração através da 

embriogênese somática não foram obtidos para a maioria das espécies do gênero 

Passiflora (Faria et al., 2007; Reis et al., 2007; Silva et al., 2009; Paim Pinto et al., 

2011). Alguns fatores têm contribuído para isso, dentre eles destacam-se a ampla 

complexidade dos eventos envolvidos na embriogênese somática (Rose et al., 

2010), a variação das respostas entre genótipos às condições de cultivo, o tipo e 

condições fisiológicas dos explantes, bem como a composição 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 indução da 

embriogênese somática a partir de embriões zigóticos maduros de P. edulis Sims e 

avaliar a expressão transiente do gene SERK. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Indução da embriogênese somática 

Sementes de Passiflora edulis Sims, população FB-300 Araguary, foram 

obtidas dos Viveiros Flora Brasil Ltda, Araguari, MG. Os tegumentos das sementes 

foram removidos para a retirada dos embriões zigóticos, com auxílio de mini-morsa 

(Reis et al., 2007).  

As sementes foram desinfestadas em capela de fluxo laminar, mediante a 

imersão em álcool 70% (v/v) por 1 minuto, em seguida em hipoclorito de sódio 

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 solução. Posteriormente, as 

sementes foram submetidas a 4 enxagues consecutivos em água destilada e 

autoclavada e após foram mantidas overnight em água destilada estéril para 

reidratar e facilitar a remoção dos embriões zigóticos. 

Os embriões zigóticos foram removidos assepticamente do endosperma das 

sementes e inoculados em meio contendo sais básicos 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 Ágar (Merck®, Alemanha) como agente gelificante,  acrescido de diferentes 

concentrações e combinações dos reguladores de crescimento picloram, ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (2,4-D), benzil-adenina (BA), ácido naftaleno acético (ANA) e 

tidiazuron (TDZ). 

As concentrações dos reguladores de crescimento para a indução da 

embriogênese somática foram: T1) 45,25 µM de 2,4-D + 4,44 µM de BA; T2) 31,06 

µM de picloram + 2,22 µM de BA; T3) 41,41 µM de picloram + 2,22 µM de BA; T4) 

51,76 µM de picloram + 2,22 µM de BA; T5) 20,70 µM de picloram + 2,22 µM de BA 

+ 2,69 µM de ANA; T6) 41,41 µM de picloram + 2,22 µM de BA + 2,69 µM de ANA; 

T7) 31,06 µM de picloram + 2,22 µM de BA + 2,27 µM de TDZ. 

O pH foi ajustado para 5,7 ± 0,1 e posteriormente foram autoclavados 

durante 20 minutos (121ºC e 1,1 atm de pressão). Os embriões zigóticos foram 

cultivados em placas de Petri de poliestireno cristal 60 x 15 mm (J. Prolab®, Brasil) 

contendo alíquotas 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 ausência de luz, à 

temperatura de 27 ± 2ºC de acordo com Silva et al. (2009). Após esse período de 
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incubação, determinou-se a porcentagem de explantes com resposta e a produção 

de calos embriogênicos. 

 

2.2. Histodiferenciação e maturação dos embriões somáticos 

Após 40 dias em meio de indução, os calos obtidos no tratamento com 

melhor resposta embriogênica foram transferidos para diferentes meios de 

histodiferenciação e maturação dos embriões somáticos, os quais foram compostos 

por sais básicos de MS, vitamina de MS, 0,01% (p/v) de mio-inositol, 1,5% de carvão 

ativado, diferindo em: concentrações de sacarose, 3% (M1), 6% (M2), 9% (M3); de 

ágar, 0,65% (M4), 0,75% (M5), 0,85% (M6); concentrações de polietilenoglicol 

(PEG), 2% (M7), 4% (M8), 6% (M9); 0,037 µM de ácido abscísico (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 o meio esterilizado em autoclave por 20 

minutos (121ºC e 1,1 atm de pressão). 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 acrílico (Nexcare Micropore 3M, Brasil). As culturas foram 

mantidas por 40 dias em sala de cultivo à temperatura 27 ± 2ºC, sob fotoperíodo de 

16 horas de luz, irradiância de 36 µmol m-2 s-1 provida por lâmpadas fluorescentes 

(Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil). 

 

2.3. Análise citológica 

Para a análise citológica, foram realizados cortes à mão livre de massas pró-

embrionárias, as quais foram coradas em lâmina histológica com azul de Evans 

(0,5%) por 3 minutos, em seguida de carmim acético (1%) por 3 minutos (Durzan, 

1998) e cobertas com lamínula. As observações e os registros fotográficos foram 

realizados em fotomicroscópio (Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japão) com 

câmera digital acoplada (Diagnostic Instruments Inc., Spot Insightcolours 3.2.0, EUA) 

localizado no Laboratório de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia 

Vegetal da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 
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2.4. Análise anatômica e ultraestrutural em microscopia eletrônica de 

varredura (MEV) 

Foram coletados calos embriogênicos com 0, 10, 20, 30 e 40 dias em meio 

de indução da embriogênese somática para as análises histológicas. As amostras 

foram fixadas em solução de Karnovsky [solução de glutaraldeído (2,5%) e 

paraformaldeído (4%), em tampão fosfato de potássio monobásico (pH 7,2), 

acrescido de cloreto de cálcio 5mM], conforme descrito por Karnovsky (1965) e 

modificado por Rocha et al. (2012). 

Após fixadas em solução de Karnovsky, as amostras foram desidratadas em 

série etílica crescente e incluídas em resina acrílica (Historesin, Leica Instruments, 

Alemanha). Foram obtidas seções transversais e longitudinais com 5 µm de 

espessura utilizando um micrótomo rotativo de avanço automático (RM 2155, Leica 

Microsystems Inc., USA) e equipado com navalha de aço descartável. A coloração 

foi realizada com Azul de Toluidina (O‟Brien e McCully, 1981) com pH 4,0. As 

observações e os registros fotográficos foram realizados em fotomicroscópio 

(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japão) com câmera digital acoplada 

(Diagnostic Instruments Inc., Spot Insightcolours 3.2.0, EUA) localizado no 

Laboratório de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia Vegetal da UFV. 

Para a análise ultraestrutural, os calos embriogênicos fixados em Karnovsky 

foram desidratados em concentração crescente de acetona, secos ao ponto crítico 

(CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Alemanha) e metalizados com ouro (SCD 050, Bal-Tec, 

Balzers, Alemanha). As observações e registros fotográficos foram feitos em 

microscópio eletrônico de varredura (modelo LEO 1430VP, Zeiss, Heidelberg, 

Alemanha), no Núcleo de Microscopia Eletrônica e Microanálise da UFV. 

 

2.5. Análise da expressão do gene SERK por hibridização in situ 

2.5.1. Coleta e preparo das amostras 

Para a análise da expressão do gene SERK coletou-se calos embriogênicos 

aos 0, 15, 25 e 40 dias de indução e 20 dias em meio de maturação. As amostras 

foram fixadas em solução de paraformaldeído 4%, submetidas a 40 minutos de 

vácuo e, em seguida, a solução fixadora foi renovada e as amostras armazenadas a 

4ºC overnight. Posteriormente, as amostras foram desidratadas em série etílica (30, 

40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100%), por 4 horas em cada concentração e armazenadas 

em freezer a -20ºC. 
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Para o preparo dos cortes histológicos realizou-se a infiltração das amostras 

com etanol:xilol, nas concentrações de 3:1, 1:1, 1:3, a cada 4 horas e finalizando 

com xilol 100% por 8 horas. Após esse processo, as amostras foram transferidas 

para a estufa a 65 ºC e, gradativamente, infiltradas em parafina (2-3 dias). Em 

seguida, as mesmas foram emblocadas em parafina fresca em moldes de papel. 

Cortes histológicos semi-finos (5 μm) foram obtidos utilizando micrótomo 

rotativo de avanço automático (Leica, RM2255, Alemanha), distendidos em banho-

maria contendo água tratada com DEPC a 42 ºC e montados em lâminas 

silanizadas. 

 

2.5.2. Síntese da sonda marcada com digoxigenina 

Uma sonda heteróloga antisense foi sintetizada utilizando como molde uma 

sequência parcial de 557 pb do gene SERK de Passiflora cincinnata (PcSERK). O 

fragmento previamente clonado codifica uma região conservada que se estende do 

domínio SPP até parte do domínio quinase. A sonda foi marcada com digoxigenina 

(DIG-UTP), utilizando-se para tanto o “DIG RNA Labeling Kit (SP6/T7)” (Roche 

Applied Science), segundo recomendações do fabricante. 

 

2.5.3. Hibridização in situ 

A reação de hibridização in situ do gene SERK é dividida em 4 etapas: a pré-

hibridização, a hibridização, a pós-hibridização e a imunodetecção. Durante a pré-

hibridização, as lâminas preparadas foram desparafinizadas realizando dois banhos 

com xilol (100%), seguido de um banho em solução xilol:etanol absoluto na 

proporção 1:1 e posteriormente dois banhos em etanol absoluto, com duração de 5 

minutos. Depois de secas ao ar, as lâminas foram tratadas com proteinase K (1 

μg.mL-1 em 0,05 M Tris-HCl, pH 7,5) por 15 minutos a 37°C e em seguida lavadas 

duas vezes em água tratada com DEPC à temperatura ambiente. 

Para a hibridização in situ, em cada lâmina foram aplicados 100µL de 

solução de hibridização [60 ng de tRNA de levedura (Gibco BRL®) e 60 ng de sonda 

desnaturados a 80°C por 5 minutos, 85 µL de tampão de hibridização (10 mM Tris-

HCl pH: 7,5; 300 mM NaCl; 50% formamida deionizada; 1 mM EDTA; 1x Denharts; 

10% sulfato de dextran) e 3 µL de água DEPC]. Posteriormente, as lâminas foram 

cobertas com parafilme, acomodadas em câmara úmida e escura e mantidas 
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overnight em forno de hibridização (Techne hybridiser HB-1 D, Techne, Cambridge, 

U.K.) a 42 ºC. 

Durante a fase de pós-hibridização, as lâminas foram lavadas em SSC 4X, 

2X, 1X (duas vezes) e 0,5X (solução SSC 20X composta por NaCl 3 M, Na3-citrato 

0,3 M, pH 7,2), cada solução por 20 minutos a 42ºC. 

Para a realização da imunodetecção, as lâminas foram tratadas com DB1 

(0,1 M Tris-HCl e 0,15 M NaCl pH: 7,5) por 5 minutos, em seguida cobertas com 

120µL de solução bloqueadora (BSA 2% dissolvido em DB1), mantidas em câmara 

úmida e escura por 30 minutos. As lâminas foram novamente lavadas em tampão de 

detecção 1 por 1 minuto e incubadas durante 1 hora com anticorpo Anti-

Digoxigenine AP Fab Fragments (Roche®) diluído 1:1000 em tampão de detecção 1. 

Em sequência, foram realizadas duas lavagens, por 10 minutos cada, em DB1 e por 

5 minutos em DB3 (0,1 M Tris-HCl – pH 7,5; 0,1 M NaCl; 0,5 M MgCl2.6H2O; pH: 

9,5). Para a visualização do sinal de hibridização, as lâminas foram cobertas com 

solução de coloração contendo 4,5 μL de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) 

(0,05 g mL-1) e 4,5 μL de NBT (nitroblue tetrazólio) (0,05 g mL-1) em 1 mL de tampão 

de detecção 3 por 18 minutos em câmara úmida e escura. Para cessar a reação, as 

lâminas foram incubadas no tampão de detecção 4 (0,01 M de Tris HCl - pH 8,0; 1 

mM EDTA) por 10 minutos e enxaguadas duas vezes em água DEPC, por 5 

minutos. 

A observação e a captura de imagens foram realizadas em fotomicroscópio 

(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japão) com câmera digital acoplada 

(Diagnostic Instruments Inc., Spot Insightcolor 3.2.0, EUA) localizado no Laboratório 

de Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV. 

 

2.6. Análise estatística 

Os experimentos foram realizados seguindo o Delineamento Inteiramente 

Casualizado. Na fase de indução da embriogênese somática, foram avaliadas a 

frequência de formação de calos e a frequência de calos com potencial 

embriogênico. Na fase de histodiferenciação dos pró-embriões avaliou-se o número 

de calos que mantiveram e os calos que perderam o potencial embriogênico ao 

longo do cultivo in vitro. 

O experimento de indução da embriogênese somática foi composto por 10 

repetições por tratamento, sendo cada repetição representada por uma placa de 
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Petri contendo 10 embriões zigóticos. Os dados foram submetidos à análise de 

variância (ANOVA), e a diferença entre as médias dos tratamentos foram 

comparadas pelo teste de Tukey a 5%. 

O experimento de histodiferenciação e maturação dos embriões somáticos, 

foi composto por 7 repetições, sendo cada repetição representada por uma placa de 

Petri contendo 10 calos potencialmente embriogênicos. Os dados foram submetidos 

à análise de variância (ANOVA), e as médias foram agrupadas pelo teste de Scott e 

Knott a 5% de probabilidade. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1. Indução da embriogênese somática 

Após 5 dias de estabelecimento dos explantes em meio de indução, 

observou-se o intumescimento do eixo embrionário em todos os tratamentos, e após 

10 dias de cultivo ocorreu a formação de pró-embriões e de protuberâncias na 

região do eixo embrionário e dos cotilédones do embrião zigótico (Figs. 1A-B-C). 

Embriões zigóticos submetidos ao tratamento controle MS na ausência de 

reguladores de crescimento, iniciaram o processo de germinação após 10 dias de 

cultivo.  

Em P. cincinnata, espécie considerada modelo para estudos morfogênicos 

no gênero Passiflora, também foi observada a formação de protuberâncias durante o 

processo de indução da embriogênese somática. A formação dessas protuberâncias 

precedia o desenvolvimento dos embriões somáticos, porém a organização 

histológica durante a sua formação e a incapacidade de proliferar indefinitivamente 

não a caracterizava como calo (Rocha et al., 2012). 

Aos 20 dias de cultivo, regiões pró-embriogênicas apresentaram coloração 

amarelada, aspecto brilhante e compacto (Fig. 1D-E), enquanto que calos não 

embriogênicos foram friáveis, translúcidos e com coloração esbranquiçada. Neste 

estágio da morfogênese in vitro, observou-se principalmente no tratamento T7, alta 

frequência de pró-embriões globulares originados diretamente das bordas dos 

cotilédones e do eixo embrionário dos embriões zigóticos como pode ser observado 

na Figura 1E e em detalhe na Figura 1F. Com 30 dias de cultivo ocorreu intensa 

proliferação dos embriões somáticos, os quais estavam presentes praticamente em 

toda a superfície da região cotiledonar dos embriões zigóticos (Fig. 1 G-H-I). 

A frequência de explantes que responderam ao meio de indução após 40 

dias de cultivo não diferiu estatisticamente entre os tratamentos, tendo como 

resposta morfogênica a formação de protuberâncias. Quanto à porcentagem de 

explantes com agregados celulares pró-embriogênicos, o tratamento T7 apresentou 

o maior índice com 76%, seguido do tratamento T5 com 35%, sendo T2 e T6 (16 e 

13%) os tratamentos com menores índices de potencial embriogênico (Fig. 2). 
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Figura 1. Embriogênese somática de Passiflora edulis Sims a partir de embriões 
zigóticos maduros em microscopia de luz (A;D;G;J) e em microscopia eletrônica de 
varredura (B;C;E;F;H;I;K;L). A-B) Formação de pró-embriões e de protuberâncias na 
região do eixo embrionário e dos cotilédones do embrião zigótico após 10 dias em 
meio de indução T7 (31,06 µM de Picloram + 2,22 µM de BA + 2,27 µM de TDZ). C) 
Detalhe da formação de um pró-embrião sobre a superfície abaxial do embrião 
zigótico. D-E) Regiões pró-embriogênicas após 20 dias em meio de indução. F) 
Embrião globular sobre a face abaxial do cotilédone. G-H-I) Embriões globulares 
sobre a superfície dos cotilédones após 30 dias em meio de indução. J-K). Explante 
embriogênico após 40 dias em meio de indução da embriogênese somática. L) 
Embrião somático globular desenvolvido na região do cotilédone do embrião 
zigótico. Barras: A, D, F, G, I, J e L = 100 µm; B, E e H = 200 µm; C = 20 µm; K = 1 
mm. 
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Figura 2. Médias de embriões zigóticos maduros de Passiflora edulis Sims com 
resposta morfogênica e formação de agregados pró-embriônicos globulares, após 40 
dias de cultivo em meio de indução da embriogênese somática. T1) 45,25 µM de 
2,4-D + 4,44 µM de BA; T2) 31,06 µM de Picloram + 2,22 µM de BA; T3) 41,41 µM 
de Picloram + 2,22 µM de BA; T4) 51,76 µM de Picloram + 2,22 µM de BA; T5) 20,70 
µM de Picloram + 2,22 µM de BA + 2,69 µM de ANA; T6) 41,41 µM de Picloram + 
2,22 µM de BA + 2,69 µM de ANA; T7) 31,06 µM de Picloram + 2,22 µM de BA + 
2,27 µM de TDZ. As médias seguidas pelas mesmas letras não diferem 
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

 

Os resultados obtidos permitem inferir que ocorreu uma interação 

sinergística entre a auxina picloram e as citocininas BA e TDZ, visto que o uso de 

picloram isolado ou combinado com BA durante a indução da embriogênese 

somática em P. edulis não promoveu respostas positivas, sendo necessário o uso de 

TDZ para a maior produção dos pró-embriões. Observa-se que a presença de TDZ 

foi essencial para as divisões celulares, formação de protuberâncias e, 

posteriormente, na desdiferenciação das mesmas em embriões somáticos 

globulares. 

O tidiazuron (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia) é um composto do grupo das 

feniluréias e não apresenta o anel comum às citocininas tipo adenina, tais como, 

benzilaminopurina, cinetina ou zeatina, podendo ser a mais potente das difenil uréias 

que já 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 concentrações 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 indução de embriogênese 

somática 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 gênero Passiflora relatos do uso de Picloram na indução de embriogênese 

somática são restritos à cultura de células em suspensão e de protoplastos 

derivados de suspensões celulares de P. giberti realizados por Otoni (1995) e 

Anthony et al. (1999). 

O presente trabalho representa o primeiro relato de indução de 

embriogênese somática em Passiflora edulis Sims utilizando Picloram, combinado 

com BA e TDZ. O balanço entre esses reguladores de crescimento proporcionou 

condições favoráveis para a divisão e diferenciação celular, o que resultou na 

obtenção de alta taxa de embriões somáticos em estágio globular, os quais foram 

confirmados por análises anatômicas e citológicas. 

 

3.2. Análises anatômicas e citológicas 

Secções histológicas do embrião zigótico maturo do maracujazeiro amarelo 

revelaram a presença de protoderme unisseriada, com células retangulares, 

mesofilo indiferenciado com pouco espaço intracelular e presença de coifa bem 

conservada (Fig. 3A), seguindo o mesmo padrão encontrado em P. cincinnata 

(Rocha et al., 2012). 

Após 10 dias em meio de indução, foi observado o início da formação de 

protuberâncias na região cotiledonar do explante inicial, originadas a partir de 

divisões das células da epiderme no sentido anticlinal e divisões das células do 

mesofilo em orientações diversas. Neste estágio pequenos nódulos meristemáticos 

com células isodiamétricas, núcleos proeminentes, citoplasmas densos e pouco 

vacuolizados, apresentando intensa atividade mitótica foram observados (Fig. 3B). 

Protuberâncias originadas a partir de divisões das células parenquimáticas e células 

do meristema fundamental, seguida pela formação de pró-embriões, também foram 

observadas (Fig. 3C). Em P. cincinnata, respostas embriogênicas também foram 

precedidas pela formação de protuberâncias, sugerindo que o desenvolvimento 

dessas estruturas esteja associado com a redeterminação de células embriogênicas 

(Rocha et al., 2012). 

Os embriões zigóticos com 20 dias de cultivo apresentaram estruturas 

semelhantes à de embriões somáticos, as quais não possuíam conexão com o 
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tecido vascular do explante inicial (Fig. 3E). Já aos 30 dias os pró-embriões 

desenvolveram protoderme diferenciada e ocupavam praticamente toda a face 

abaxial dos cotilédones.  Neste estágio de desenvolvimento observou-se o início do 

processo de vacuolização 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 indução da embriogênese somática, os embriões somáticos em estágio 

globular já se constituíam de protoderme bem definida e isolados do explante inicial 

(Fig. 3G). 

O potencial embriogênico dos calos mantidos em meio de indução durante 

40 dias de cultivo foi confirmado via coloração com carmim acético e azul de Evans. 

As células com potencial embriogênico coraram intensamente de vermelho e as 

células não embriogênicas de azul. As células pró-embriogênicas apresentaram 

tamanho reduzido, conteúdo citoplasmático denso, núcleo volumoso e vacúolos 

pequenos, enquanto que as células não embriogênicas eram mais alongadas, com 

maior grau de vacuolização, núcleos reduzidos e citoplasma menos denso (Fig. 3D). 
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Figura 3. Sequência de eventos morfogênicos no processo de indução da 
embriogênese somática a partir de embriões zigóticos maduros de Passiflora edulis 
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Sims. A) Seção longitudinal do embrião zigótico utilizado como explante na indução 
da embriogênese somática. B) Seção transversal da face abaxial do cotilédone após 
10 dias em meio de indução. Células com núcleo evidentes e formação de 
meristemóides. C) Formação de protuberâncias a partir de divisões das células 
parenquimáticas do eixo embrionário. D) Teste histoquímico azul de Evans/carmim 
acético, evidenciando pró-embriões em vermelho e células não embriogênicas em 
azul. E) Desenvolvimento dos pró-embriões e formação de novos meristemóides 
sem conexão com o tecido vascular do explante inicial, após 20 dias de cultivo em 
meio de indução. F) Pró-embriões com protoderme diferenciada aos 30 dias de 
cultivo. G) Embriões somáticos globulares com protoderme bem definida e isolados 
do explante inicial na região cotiledonar do explante inicial, após 40 dias em meio de 
indução. Barras: A e D = 300 µm; B e E = 50 µm; C e F = 100 µm; G = 250 µm. 

 

3.3. Histodiferenciação e maturação dos embriões somáticos 

Após 30 dias de cultivo dos embriões somáticos em estágio globular nos 

diferentes tratamentos de maturação, não foi observada a regeneração de plântulas, 

permanecendo os embrióides no estágio globular até a completa necrose ou 

desenvolveram primórdios foliares, demonstrando que as células não encontravam-

se completamente determinadas a seguir a rota embriogênica. 

A maturação dos embriões somáticos e a subsequente conversão em 

plântulas, ainda são consideradas etapas limitantes para a ampla utilização da 

embriogênese somática em Passiflora (Otoni et al., 2013). Durante esta etapa, os 

embriões somáticos sofrem várias alterações morfológicas e químicas, as quais são 

evidenciadas pela deposição de materiais de armazenamento, redução da atividade 

metabólica e a aquisição de tolerância à dessecação (Stasolla et al., 2003). Para 

adquirir tais características, os embriões somáticos devem ser submetidos a 

alterações sequenciais que proporcionem condições favoráveis para prosseguirem 

seu desenvolvimento, tais alterações podem envolver a retirada da auxina do meio 

de cultura, a inclusão de ácido abscísico (ABA), carvão ativado, citocininas e de 

agentes que promovam estresse osmótico (Guerra et al., 1999; Stasolla e Yeung, 

2003; Werner at al., 2012). 

No entanto, o uso de osmorreguladores, carvão ativado e ABA, nas 

condições propostas, não possibilitaram o desenvolvimento e conversão dos 

embriões somáticos de P. edulis em plântulas, sendo necessário testar outras 

concentrações e/ou combinações dessas substâncias, e até mesmo outros agentes 

estressantes. Em P cincinnata, o uso de 3% de carvão ativado na ausência de 

reguladores de crescimento ou osmorreguladores, promoveu o desenvolvimento dos 

embriões somáticos e a sua posterior conversão em plântulas. Esses resultados 
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evidenciam a ocorrência de respostas morfológicas in vitro de modo genótipo-

específico (Jiménez, 2005; d´Onofrio e Morini, 2006) e, consequentemente, a 

dificuldade em se estabelecer protocolos reproduzíveis de embriogênese somática. 

A comparação 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 embriogênico após 30 dias em meio de maturação, 

comparado com os tratamentos M7, M8, M9, M10, M11 e M13 (Fig. 4). Calos com 

coloração amarelo pardo, verde claro e/ou escuro, na ausência de primórdios 

foliares e/ou radiculares, foram considerados com potencial embriogênico. Já os 

calos que apresentaram coloração marrom, com aspecto compacto e denso, ou com 

coloração esbranquiçada, aspecto friável e presença de células translúcidas 

alongadas, foram considerados como calos que ao longo do cultivo in vitro perderam 

a capacidade e consequentemente o potencial embriogênico. 

 Foi observada a formação de primórdios foliares e/ou gemas adventícias em 

todos os tratamentos testados para a maturação dos embriões somáticos, sendo 

que os tratamentos M4, M6, M10 e M13, os quais não diferiram estatisticamente, 

foram os que apresentaram maiores índices de organogênese (Fig. 4). Esses 

resultados também demonstram que as células não encontravam-se totalmente 

determinadas a seguir a rota morfogênica via embriogênese somática ou os 

estímulos externos utilizados não foram suficientes para manter ativo o programa de 

expressão gênica necessário para a maturação dos embriões somáticos, os quais 

perderam o potencial embriogênico no decorrer do cultivo. 

Durante a fase de maturação dos embriões somáticos uma rápida alteração 

no padrão de expressão gênica ocorre e uma variedade de genes específicos é 

ativada ou desativada (Chugh e Khurana, 2002). Recentemente, a indução de 

embriogênese somática em P. edulis a partir de embriões zigóticos maduros 

utilizando 2,4-D foi relatada por Paim Pinto et al. (2011), contudo os autores também 

não obtiveram sucesso na diferenciação dos embriões somáticos em plântulas. Tais 

resultados revelam a dificuldade em se estabelecer as condições adequadas nesta 

etapa e a necessidade de estudos adicionais quanto aos fatores que possam 

relacionar com maturação e conversão dos embriões somáticos em plântulas. 
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Figura 4. Porcentagem de explantes que apresentaram potencial embriogênico e/ou 
organogênico após 30 dias de cultivo em meio de maturação. Os meios foram 
compostos por sais básicos de MS em diferentes concentrações de sacarose, 3% 
(M1), 6% (M2), 9% (M3); de ágar, 0,65% (M4), 0,75% (M5), 0,85% (M6); PEG, 2% 
(M7), 4% (M8), 6% (M9) e 0,04 µM 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 não diferem 
estatisticamente pelo teste de Skott e Knott a 5%. 

 

3.4. Hibridização in situ 

O padrão espacial da expressão do gene SERK durante a embriogênese 

somática em P. edulis foi analisado por meio da técnica de hibridização in situ 

utilizando uma sonda heteróloga desenvolvida para a espécie P. cincinnata 

(PcSERK). Esta sonda demonstrou ser passível de uso em P. edulis, pois 

apresentou sinal de hibridização quando utilizada a sequência “anti-sense” e não 

hibridizou quando utilizada a sequência “sense”. 

Pôde-se observar que o embrião zigótico apresentou uma distribuição 

uniforme do sinal de hibridização (Fig. 5A). O mesmo padrão de expressão do gene 

SERK em embriões zigóticos 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 expressão de PeSERK iniciou após 10 dias de 

indução e não foi observada após o estágio globular (Paim Pinto, 2009). Em P. 

ligularis Juss, a expressão de SERK foi registrada em explantes com 5 e 15 dias, 

tendo o sinal reduzido aos 35 dias de cultivo em meio de indução (Florido, 2013). 

Tais resultados demonstram que o RNAm de SERK está presente transientemente 

entre o embrião zigótico e embriões somáticos globulares (Suprasanna e Sidha, 

2013).  
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A expressão de PcSERK aos 15 dias de cultivo em meio de indução da 

embriogênese somática ocorreu em todo o explante, com sinal mais evidente na 

região de formação da protoderme do embrião somático e na epiderme do embrião 

zigótico (Fig. 5B), evidenciando uma alta taxa de divisão celular e reprogramação 

celular. Em P. edulis (Paim Pinto, 2009) e P. ligularis (Florido, 2013), o sinal de 

hibridização também ocorreu em células associadas à formação da protoderme do 

embrião somático. Esse padrão de expressão pode ser explicado pelo fato que o 

gene SERK relaciona-se com a reprogramação celular, indicando o início de um 

novo programa molecular em células que já possuíam função anterior diferente 

(Hecht et al., 2001). 

Os embriões somáticos globulares com 25 dias de cultivo apresentaram 

sinais de hibridização mais intenso, com coloração azul escura em toda sua 

extensão (Fig. 5C).  A sonda “sense” não hibridizou em nenhum momento da 

indução ou maturação da embriogênese somática de P. edulis (Fig. 5D). Uma 

redução considerável do sinal da sonda de PcSERK, foi observada aos  40 dias em 

meio de indução da embriogênese somática (Fig. 5E). Com 20 dias em meio de 

maturação da embriogênese somática, já não havia mais sinal de expressão do 

gene SERK nos embriões somáticos globulares (Fig. 5F). 

O trabalho apresenta um protocolo responsivo e reproduzível de indução de 

embriogênese somática em P. edulis até o estágio globular, contudo a maturação 

dos embriões somáticos e sua posterior conversão em plântulas não foram obtidas. 

A perda do potencial embriogênico, ou até mesmo a ativação da expressão de 

outros genes que atuam no processo de maturação dos embriões somáticos, pode 

explicar a não hibridização da sonda de PcSERK em embriões globulares de P. 

edulis quando os mesmos foram cultivados no meio de maturação. 
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Figura 5. Padrão de expressão do gene SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-
like Kinase), obtido por hibridização in situ com sonda heteróloga desenvolvida para 
Passiflora cincinnata, durante a embriogênese somática em Passiflora edulis 
induzida a partir de embriões zigóticos. A) Cotilédone do embrião zigótico 
apresentando sinal de hibridização in situ. B) Expressão de SERK na região de 
formação da protoderme do embrião somático e epiderme do embrião zigótico aos 
15 dias de cultivo em meio de indução da embriogênese somática (31,06 µM de 
Picloram + 2,22 µM de BA + 2,27 µM de TDZ). C) Embriões somáticos com 25 dias 
de cultivo em meio de indução apresentando forte sinal de hibridização. D) Ausência 
de sinal de hibridização in situ em explantes embriogênicos e embriões somáticos 
com 25 dias de cultivo em meio de indução, quando utilizada a sonda “sense” 
(controle). E) Redução do sinal da sonda de PcSERK aos 40 dias em meio de 
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indução. F) Embriões somáticos com 20 dias de cultivo em meio de maturação da 
embriogênese somática não apresentando sinal de expressão do gene SERK. 
Sentido dos cortes: A = longitudinal; B,C,D e E = transversal. Barras: A, B, D e F = 
150 µm; C = 250 µm; E = 100 µm. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Nas condições experimentais em que o trabalho foi desenvolvido, os 

resultados obtidos permitem as seguintes conclusões: 

O meio MS acrescido de 31,06 µM de picloram + 2,22 µM de BA + 2,27 µM 

de TDZ proporcionou a indução da embriogênese somática a partir de embriões 

zigóticos maduros de P. edulis. A dupla coloração com carmim acético e azul de 

Evans confirmou a competência embriogênica do material. 

O gene SERK foi expresso em células do embrião zigótico de P. edulis, com 

expressão mais acentuada aos 25 dias de cultivo e redução considerável aos 40 

dias de cultivo em meio de indução, e ausência de sinal aos 20 dias em meio de 

maturação da embriogênese somática. 

Não foi observada a regeneração de plântulas, permanecendo os embrióides 

no estágio globular até a completa necrose ou até o surgimento de primórdios 

foliares. Tais resultados demonstram a necessidade de estudos adicionais quanto 

aos fatores que possam estar relacionados com maturação e conversão dos 

embriões somáticos de P. edulis em plântulas. 
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CAPÍTULO II -  

Avaliação histoquímica da indução da embriogênese  

somática em Passiflora edulis Sims 

 

RESUMO 

O objetivo deste trabalho foi descrever o acúmulo de reservas durante o processo de 

embriogênese somática em Passiflora edulis Sims „FB-300‟, obtido a partir de 

embriões zigóticos maduros, através de métodos histoquímicos. Embriões zigóticos 

maduros foram cultivados em meio de indução da embriogênese somática, 

composto por sais básicos de MS e 31,06 µM de picloram + 2,22 µM de 

benziladenina (BA) + 2,27 µM de tidiazuron (TDZ). Explantes de embriões zigóticos 

com 0, 10, 20, 30 e 40 dias de indução da embriogênese somática foram coletados e 

fixados em solução de Karnovsky e, posteriormente, submetidos a desidratação em 

série etílica e incluídos em resina acrílica. Cortes transversais e longitudinais com 5 

µm de espessura, foram corados com azul de toluidina para caracterização 

anatômica, xylidine Pounceau para a detecção de proteínas totais, ácido periódico-

reagente de Schiff para polissacarídeos neutros,  sudan black B para detecção de 

lipídios e reagente de lugol para detecção de amido. Observou-se a indução da 

embriogênese somática direta e indireta. Os testes histoquímicos revelaram a 

presença de grande quantidade de corpos proteicos e grãos de amido em embriões 

zigóticos de P. edulis, os quais foram gradualmente metabolizados durante o 

desenvolvimento dos embriões somáticos. Já os corpos lipídicos foram identificados 

somente após 20 dias de cultivo e localizavam-se principalmente na bainha 

parenquimática. O presente estudo descreve as alterações histoquímicas e o padrão 

de acúmulo de reservas durante o processo de embriogênese somática em P. 

edulis. 

 

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

embriões somáticos. 
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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 31.06μM of picloram + 2.22μM of benziladenin(BA) + 2.27μM 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, 5μm 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. INTRODUÇÃO 

 

A embriogênese somática é uma importante via de regeneração de plantas e 

apresenta inúmeras vantagens, tais como: a oferta de linhagens celulares para a 

engenharia genética, regeneração de uma estrutura bipolar a partir de uma única 

célula, produção ilimitada de clones com características elite, pesquisa básica 

funcional e molecular, produção de sementes sintéticas e conservação de recursos 

genéticos pela criopreservação (Li et al., 2006; Yang e Zhang, 2010; Aslam et al., 

2011). 

O processo de embriogênese somática inclui uma série de eventos 

característicos, como a desdiferenciação de células, a ativação da divisão celular e a 

reprogramação de seus padrões de fisiologia, metabolismo e expressão gênica 

(Yang e Zhang, 2010). Essas características, aliadas às respostas morfológicas in 

vitro de modo genótipo-específico (Jiménez 2005; d´Onofrio e Morini, 2006), 

dificultam o estabelecimento de protocolos de embriogênese somática em diversas 

espécies. 

Em Passiflora, poucos protocolos de embriogênese somática foram 

propostos (Otoni et al., 2013). O primeiro relato de obtenção de embriões somáticos 

no gênero foi para P. giberti por Otoni (1995). O autor reportou a regeneração de 

embriões somáticos a partir de suspensões celulares, derivadas de calos 

embriogênicos obtidos a partir de explantes foliares, e a partir de calos 

embriogênicos oriundos do cultivo de protoplastos isolados de suspensão celular. 

Em 2007, Reis et al. obtiveram a formação de protuberâncias que se assemelhavam 

à embriogênese somática indireta a partir de raízes transformadas de P. cincinnata 

via Agrabacterium rhyzogenes. Silva et al. (2009) e Paim Pinto et al. (2011) 

obtiveram embriões somáticos de P. cincinnata e P. edulis, respectivamente, 

utilizando o embrião zigótico como fonte de explante. 

Estudos envolvendo métodos histoquímicos permitem analisar a mobilização 

e síntese de compostos de reserva durante o desenvolvimento embriogênico, 

possibilitando reconhecer regiões e/ou tecidos que requerem alta demanda 

energética (Branca et al., 1994; Cangahuala-Inocente et al., 2009). Esses estudos 

podem auxiliar na otimização e aumentar a eficiência do sistema de regeneração 

(Almeida et al., 2006; Otoni et al., 2013). 
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No gênero Passiflora, estudos envolvendo métodos histoquímicos foram 

realizados, em sua maioria, durante a organogênese in vitro (Appezzato-da-Glória et 

al. 1999; Fernando et al. 2007; Lombardi et al. 2007). Em se tratando da 

morfogênese via embriogênese somática, trabalhos com caracterização 

histoquímica ainda são escassos, sendo relatado recentemente por Rocha et al. 

(2012), os quais avaliaram o padrão de mobilização de reservas durante a 

embriogênese somática em P. cincinnata. 

O objetivo deste estudo foi descrever o acúmulo de reservas durante o 

processo de embriogênese somática em P. edulis obtido a partir de embriões 

zigóticos maduros via métodos histoquímicos. 

  



56 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Indução da embriogênese somática 

 

Sementes de Passiflora edulis, população FB-300 Araguary, foram obtidas 

dos Viveiros Flora Brasil Ltda, Araguari, MG. A remoção dos tegumentos das 

sementes, para a retirada dos embriões zigóticos foi realizada com o auxílio de mini-

morsa (Reis et al., 2007). A desinfestação das sementes ocorreu em capela de fluxo 

laminar, mediante a imersão em álcool 70% (v/v) por 1 minuto, seguido da imersão 

por 15 minutos em solução de hipoclorito de sódio 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 

solução. Posteriormente, as sementes foram submetidas a 4 enxagues consecutivos 

em água destilada e autoclavada. Após o último enxague, as sementes foram 

mantidas overnight em água destilada estéril para reidratar e facilitar remoção dos 

embriões zigóticos. 

Os embriões zigóticos foram removidos assepticamente do endosperma das 

sementes e inoculados em meio contendo sais básicos 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 Ágar (Merck®, Alemanha) como agente gelificante, e acrescido de 31,06 µM 

de Picloram + 2,22 µM de benziladenina (BA) + 2,27 µM de tidiazuron (TDZ). 

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 ± 0,1 e posteriormente o meio 

foi autoclavado por 20 minutos (121ºC e 1,1 atm de pressão). As culturas foram 

estabelecidas em placas de Petri de poliestireno cristal 60 x 15 mm (J. Prolab, Brasil) 

contendo alíquotas de 15 mL de meio, vedadas com filme de policloreto de vinila 

PVC (Rolopac®), e mantidas em sala de cultivo, na ausência de luz, à temperatura 

de 27 ± 2ºC (Silva et al., 2009) por 40 dias. 

 

2.2. Preparo das amostras e caracterização anatômica e histoquímica 

Foram coletados explantes de embriões zigóticos de P. edulis com 0, 10, 20, 

30 e 40 dias de indução da embriogênese somática. As amostras foram fixadas em 

solução de Karnovsky [solução de glutaraldeído (2,5%) e paraformaldeído (4%), em 

tampão fosfato de potássio monobásico (pH 7,2), acrescido de cloreto de cálcio 

5mM], conforme descrito por Karnovsky (1965) e modificado por Rocha et al. (2012). 
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Após a fixação, as amostras foram desidratadas em série de concentração 

crescente de etanol e incluídas em resina acrílica (Historesin, Leica Instruments, 

Alemanha). Cortes transversais e longitudinais com 5 µm de espessura, foram 

obtidos em micrótomo rotativo de avanço automático (RM2155, Leica Microsystems 

Inc., USA) e corados com Xylidine Pounceau (Vidal, 1970) para a detecção de 

proteínas totais, ácido periódico-reagente de Schiff (O‟Brien e McCully, 1981) para 

polissacarídeos neutros,  sudan black B (Pearse, 1972) para detecção de lipídios, 

vermelho de rutênio para detecção de pectina, reagente de lugol (Johansen, 1940) 

para detecção de amido e azul de toluidina (O‟Brien et al., 1964) para  

caracterização anatômica. A captura de imagens foi realizada em microscópio de luz 

(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japão) com câmara digital acoplada (Spot 

Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA), no Laboratório de Anatomia 

Vegetal da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

 

2.3. Análise ultraestrutural em microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Para a análise ultraestrutural, explantes de embriões zigóticos de P. edulis 

com 20 dias de indução da embriogênese somática e calos embriogênicos foram 

fixados em Karnovsky, desidratados em concentração crescente de acetona, secos 

ao ponto crítico (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Alemanha) e metalizados com ouro 

(SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Alemanha). As observações e registros fotográficos 

foram feitos em microscópio eletrônico de varredura (modelo LEO 1430VP, Zeiss, 

Heidelberg, Alemanha), no Núcleo de Microscopia Eletrônica e Microanálise da 

Universidade Federal de Viçosa. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A morfogênese via embriogênese somática direta, quanto a  embriogênese 

somática indireta, foram observadas simultaneamente através dos cortes 

anatômicos nos explantes. Embriões somáticos de origem direta foram observados 

na região cotiledonar do explante inicial (Fig. 1C-E), originados através de divisões 

das células da epiderme no sentido anticlinal e divisões das células do mesofilo em 

orientações diversas (Fig. 1A). Massas pró-embrionárias, originadas de divisões 

celulares nos planos anticlinais e periclinais nas células do parênquima e do 

meristema fundamental, foram observadas na região do eixo embrionário (Figs. 1B-

D-F). A formação de embriões somáticos a partir de divisões e proliferação de 

células da epiderme caracterizou o padrão direto de regeneração, o qual teve origem 

multicelular, visto que os embriões somáticos não conectavam-se com o explante de 

origem por um suspensor (Figs. 1C-E). Já o padrão de divisão celular 

desorganizado, com visível desordem dos tecidos, seguida pela formação de uma 

zona meristemática e posterior diferenciação dos agregados celulares envoltos por 

uma protoderme, evidenciou a presença de embriogênese somática indireta (Figs. 

1D-F). 

A presença de embriogênese somática direta e indireta simultaneamente 

durante o processo de indução da embriogênese somática ainda não foi relatada no 

gênero Passiflora.  Esse fenômeno pode ser explicado pelas condições de cultivo e 

principalmente pelo uso de picloram combinado com BA e TDZ durante o processo 

de indução da embriogênese somática em P. edulis. Observa-se que ocorreu 

interação sinergística entre os reguladores de crescimento que possibilitou a 

reprogramação genética, seguida pela divisão, desdiferenciação, rediferenciação e 

proliferação celular, a qual culminou no desenvolvimento de embriões somáticos 

diretamente e indiretamente do explante.  

A auxina mais utilizada durante a embriogênese somática em Passiflora é o 

2,4-D e o padrão de regeneração 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 embriogênese somática indireta primária e direta secundária, ao 

cultivar embriões zigóticos de P. cincinnata em meio MS na presença de 18,1 µM de 

2,4-D + 4,5 μM de BA. 
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Figura 1. Padrões de regeneração observados durante a embriogênese somática 
em Passiflora edulis. A-B) Cortes anatômicos transversais corados com azul do 
toluidina. C-D) Microscopia de luz. E-F) Microscopia eletrônica de varredura. A-C-E) 
Pro-embriões somáticos originados diretamente da região cotiledonar do explante 
inicial, a partir de divisões das células da epiderme no sentido anticlinal e divisões 
das células do meristema fundamental em orientações diversas. B-D-F) Formação 
de protuberâncias e embriões somáticos globulares na região do eixo do embrião 
zigótico. Barras: A = 50 µm; B = 250 µm; C, D, E e F = 100 µm. 

 

Os testes histoquímicos revelaram que os cotilédones do embrião zigótico, 

utilizados como fonte de explante, apresentaram grande quantidade de corpos 

proteicos, com formato arredondado e tamanho pouco variado, evidenciados pela 

reação ao Xylidine Pounceau (XP) (Fig. 2A). A presença de grãos de amido foi 
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evidenciada pela reação positiva ao ácido periódico-reagente de Schiff (PAS) (Fig. 

2B), enquanto que corpos lipídicos não foram observados (Fig. 2C).  

Resultados contrastantes foram obtidos por Rocha et al. (2012), os quais 

observaram a presença de lipídios e corpos proteicos, e ausência de grãos de amido 

nos cotilédones do embrião zigótico de P. cincinnata. Tozzi e Takaki, (2011) 

observaram que durante a germinação de sementes de P. edulis, a presença de 

lipídios decresceu significativamente após dez dias de cultivo, enquanto que um 

aumento de grãos de amido ocorria simultaneamente. 

As principais substâncias de reservas das sementes são carboidratos, 

lipídios e proteínas, as quais variam quanto à quantidade entre as plantas (Tozzi e 

Takaky, 2011). O acúmulo dessas substâncias é considerado um dos processos 

chave na embriogênese zigótica e somática, fornecendo energia nas primeiras fases 

do desenvolvimento embrionário até a fase autotrófica após a germinação (Merkle et 

al., 1995; Cangahuala-Inocente et al., 2004; Cangahuala-Inocente et al., 2009). 

Uma drástica redução de corpos proteicos e amido foi observada após 10 

dias de cultivo dos embriões zigóticos de P. edulis em meio de indução da 

embriogênese somática, demonstrando o consumo desses compostos de reserva 

durante o processo de proliferação celular. Neste período, embriões somáticos em 

estágio globular foram observados (Fig. 1B) e possuíam pequenas inclusões de 

corpos proteicos e grãos de amido na região de formação da protoderme e corpo do 

embrião somático (Figs. 2D-E). Corpos lipídicos não foram identificados neste 

estágio (Fig. 2F). Embriões somáticos de Acca sellowiana em estágio globular 

também apresentavam pequenos corpos proteicos e pequenos grãos de amido 

(Cangahuala-Inocente et al., 2009). 

Compostos de reserva exercem um importante papel na morfogênese in 

vitro (Cangahuala-Inocente et al., 2004). As proteínas estão envolvidas na regulação 

da expansão celular e criação de características biofísicas necessárias para a 

morfogênese (Jiménez, 2001), e seu consumo é comumente registrado durante a 

indução e o desenvolvimento embriogênico, servindo como fonte de energia para a 

rediferenciação das células somáticas (Cangahuala-Inocente et al., 2009).  Já o 

amido é considerado uma fonte primária de energia para o crescimento e 

proliferação celular, fornecendo energia para o desenvolvimento de embriões 

somáticos (Stamp, 1987; Martin et al., 2000). Isso explica a redução de corpos 
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proteicos e grãos de amido durante o início da embriogênese somática em P. edulis, 

o qual é marcado por intensa proliferação celular. 

 

 

Figura 2. Análise histoquímica do processo de indução da embriogênese somática 
em Passiflora edulis a partir de embriões zigóticos maduros, utilizando meio de MS 
acrescido de 31,06 µM de Picloram + 2,22 µM de BA + 2,27 µM de TDZ. Cortes 
histológicos 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 
coloração vermelha. B) Grãos de amido com reação positiva ao PAS. C) Reação 
negativa de corpos lipídicos ao sudam black B. D) Pró-embriões com pequenas 
inclusões de corpos proteicos. E) Grãos de amido em células do cotilédone do 
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embrião zigótico evidenciados pelo PAS. F) Reação negativa para corpos lipídicos. 
G) Corpos proteicos na região do corpo do pró-embrião somático com 20 dias de 
cultivo. H) Grãos de amido identificados pela reação positiva ao PAS, distribuídos 
por toda a extensão do pró-embrião somático e explante inicial. I) Presença de 
corpos lipídicos, com formato arredondado/ovalado e tamanho variado, na região de 
formação da protoderme do embrião somático e em células do parênquima do 
explante inicial. J-K) Pequenas inclusões de corpos proteicos e grãos de amido em 
pró-embriões somáticos com 30 dias de cultivo. L) Presença de corpos lipídicos em 
células da bainha parenquimática. M) Corpos proteicos em embriões somáticos 
globulares com 40 dias de cultivo. N) Grãos de amido em embriões somáticos 
globulares com 40 dias de cultivo. O) Reação positiva para lipídios. Barras: A à K = 
50 µm; L e M = 30 µm; N e O = 100 µm. 

 

Após 20 dias de indução, os embriões somáticos em estágio globular 

apresentavam corpos proteicos na região do corpo do embrião somático e nas 

células do parênquima do explante inicial (Fig. 2G). Grãos de amido foram 

identificados pela reação positiva ao PAS e localizam-se distribuídos por toda a 

extensão do embrião somático e do explante inicial (Fig. 2H). Corpos lipídicos, com 

formato arredondado/ovalado e tamanho variado, foram observados na região de 

formação da protoderme do embrião somático e em células do parênquima do 

explante inicial (Fig. 2I). 

Pequenas inclusões de corpos proteicos e grãos de amido foram observadas 

aos 30 dias de cultivo em meio de indução da embriogênese somática (Fig. 2J). Os 

grãos de amido localizavam-se principalmente nas regiões da protoderme e nas 

células de formação do procâmbio (Fig. 2K). Neste período corpos lipídicos reagiram 

positivamente ao sudan black B e situavam-se principalmente na bainha 

parenquimática (Fig. 2L). 

Os lipídios, juntamente com proteínas, exercem papel fundamental na 

composição das membranas celulares. Segundo Buchanan et al. (2000), a 

biossíntese de lipídios em vegetais superiores envolve o retículo endoplasmático e 

os plastídios. Os ácidos graxos destinados a membranas celulares são sintetizados 

via plastídios, enquanto que os ácidos graxos de armazenamento são sintetizados 

via retículo endoplasmático. Em P. cincinnata, os embriões somáticos não 

apresentaram materiais de reserva como lipídios e proteínas, apenas grãos de 

amido foram identificados, porém não foram abundantes ou uniformemente 

distribuídos por todas as células (Rocha et al., 2012). 

Após 40 dias de indução da embriogênese somática, corpos proteicos e 

grãos de amido ainda estavam presentes nas células parenquimáticas dos 
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cotilédones dos explantes iniciais (Figs. 2M -N). Contudo, pode-se observar uma 

redução gradual desses compostos durante o processo de embriogênese, 

confirmando a degradação dos mesmos como fonte de energia para a formação dos 

embriões somáticos. Resultados semelhantes foram observados durante a 

embriogênese somática em Feijoa sellowiana, com uma drástica redução dos grãos 

de amido durante o desenvolvimento dos aglomerados de células embriogênicas 

(Cangahuala-Inocente et al., 2004). 

Corpos lipídicos também foram observados neste estágio da morfogênese in 

vitro (Fig. 2O), porém diferentemente dos corpos proteicos e grãos de amido, a 

quantidade deste composto aumentou conforme o desenvolvimento dos embriões 

somáticos. Rocha et al. (2012), relatam que durante o processo de embriogênese 

somática em P. cincinnata a quantidade de corpos lipídicos diminuiu gradualmente 

até o completo esgotamento, que ocorreu aos 18 dias de cultivo. 

A pectina é o principal agente cimentante da parede celular, contribuindo 

para a firmeza, resistência mecânica e coesividade do tecido vegetal. As pectinas 

são encontradas naturalmente em associação com a celulose e hemicelulose, e 

compõem mais de 35% da parede celular primária nas dicotiledôneas (Zhongdong et 

al., 2006; Mohnen, 2008). No presente estudo, os testes com vermelho de rutênio 

evidenciaram a presença de pectina na parede celular, os quais não apresentaram 

diferença de coloração entre as células do explante inicial e as células do embrião 

somático. Resultados contrastantes foram observados durante a embriogênese 

somática em bananeira, onde a coloração histoquímica com vermelho de rutênio 

revelou a presença de pectinas principalmente na superfície de embriões somáticos 

em estágio pré-globular e globular (Xu et al., 2011). 

A utilização do reagente de Lugol na histolocalização dos grãos de amido 

não detectou este composto nos embriões globulares. No entanto, a utilização do 

reagente PAS evidenciou os grãos de amido nos tecidos do embrião zigótico e no 

decorrer dos processos de morfogênese via embriogênese somática em P. edulis. 
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4. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem as seguintes 

conclusões: 

- O uso do meio MS acrescido de 31,06 µM de picloram + 2,22 µM de BA + 

2,27 µM de TDZ induziu tanto à embriogênese somática direta quanto indireta em P. 

edulis. 

- Testes histoquímicos revelaram que o embrião zigótico de P. edulis possui 

grande quantidade de corpos proteicos, os quais foram metabolizados durante o 

desenvolvimento dos embriões somáticos. 

- Grãos de amido foram localizados, principalmente, em regiões de 

proliferação celular e reduziram conforme o desenvolvimento dos embriões 

somáticos e após 40 dias, apenas pequenas inclusões foram observadas na região 

de formação do procâmbio dos embriões somáticos. 

- Corpos lipídicos reagiram positivamente ao sudam black B somente após 

20 dias de cultivo, os mesmos localizavam-se principalmente na bainha 

parenquimática. 

- Não foi observada uma diferença entre células pró-embriogênicas e não 

embriogênicas quanto à presença de pectinas, demonstrando que esse 

polissacarídeo não é um marcador de potencial embriogênico em P. edulis. A 

utilização do reagente de Lugol na histolocalização dos grãos de amido não detectou 

este composto. 
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6. CONCLUSÕES GERAIS 

 

No primeiro capítulo foi proposto um protocolo de indução da embriogênese 

somática a partir de embriões zigóticos maduros de P. edulis utilizando meio MS 

acrescido de 31,06 µM de picloram + 2,22 µM de BA + 2,27 µM de TDZ. Análises 

morfo-anatômicas indicaram a presença de embriogênese somática direta e indireta, 

simultaneamente. A dupla coloração com carmim acético e azul de Evans confirmou 

a competência embriogênica do material. O gene SERK foi expresso em células do 

embrião zigótico de P. edulis, com expressão mais acentuada aos 25 dias de cultivo 

e redução considerável aos 40 dias de cultivo em meio de indução, e ausência de 

sinal aos 20 dias em meio de maturação da embriogênese somática. Não foi 

observada a regeneração de plântulas, permanecendo os embrióides no estágio 

globular até a completa necrose ou até o surgimento de primórdios foliares. 

Com relação aos estudos no segundo capítulo, constatou-se que o embrião 

zigótico de P. edulis possuía grande quantidade de corpos proteicos, os quais foram 

metabolizados durante o desenvolvimento dos embriões somáticos. Durante a 

indução da embriogênese somática, os grãos de amido estavam situados, 

principalmente, em regiões de proliferação celular e reduziram conforme o 

desenvolvimento dos embriões somáticos e após 40 dias, apenas pequenas 

inclusões foram observadas na região de formação do procâmbio dos embriões 

somáticos. Os corpos lipídicos reagiram positivamente ao sudam black B somente 

após 20 dias de cultivo e localizavam-se principalmente em células do parênquima 

localizadas logo abaixo dos embriões somáticos. Não foi observada diferença entre 

células pró-embriogênicas e não embriogênicas quanto à presença de pectinas, 

demonstrando que esse polissacarídeo não é um marcador de potencial 

embriogênico em P. edulis. A utilização do reagente de Lugol na histolocalização 

dos grãos de amido não detectou este composto. 

O presente trabalho constitui no primeiro relato de indução de embriogênese 

somática em P. edulis utilizando picloram combinado com BA e TDZ. Os resultados 

obtidos constituem informações relevantes sobre o padrão de expressão do gene 

SERK e o acúmulo de reservas durante o processo embriogênico em P. edulis nas 

condições propostas. Os resultados demonstram também a dificuldade em se 

estabelecer as condições adequadas para a maturação dos embriões somáticos e a 
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necessidade de maiores estudos quanto aos fatores que possam relacionar-se com 

histodiferenciação e conversão desses embriões em plântulas. 


