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RESUMO

DETONI, Jamile Lenhaus; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo; Fevereiro
de 2013; Embriogénese somética em mamoeiro selecdo THB; Orientador:
Rodrigo Sobreira Alexandre, Co-orientadores: Edilson Romais Schmildt; José Carlos
Lopes; Wagner Campos Otoni.

Objetivou-se avaliar a embriogénese somatica em explantes juvenis do mamoeiro
selecdo THB. Apices caulinares e folhas cotiledonares foram inoculados em meio de
inducdo (MI): sais de MS, sacarose (30 g L™), mio-inositol (100 mg L™), Phytagel®
(2,8 g L) e concentracées de 2,4-D (6; 9; 12; 15 e 18 puM) ou 4-CPA (19; 22; 25; 28
e 31 uM). Apos 50 dias, os calos embriogénicos foram transferidos para o meio de
maturacdo (MM): MS sem regulador de crescimento; ABA (0,5 uM); ABA (0,5 uM) +
CA (15 g L™); ABA (0,5 uM) + CA (30 g L™Y); ABA (0,5 uM) + PEG (60 g L™) durante
30 dias. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% e andlise de regressdo. Em M,
para ambas as auxinas, as respostas foram superiores quando utilizadas folhas
cotiledonares, a excecdo da calogénese. Para os tipos de embribes somaticos,
prevaleceram, em ambas as auxinas, embrides em fases precoces, como globulares
e cordiformes. Para o 2,4-D, ndo foi possivel estabelecer uma concentragdo 6tima
para resposta, porém com o 4-CPA todas as variaveis tiveram seu ponto maximo
proximo a 25 pM. Nessa concentracdo, obteve-se 91,67% de calos embriogénicos
para folha cotiledonar. A analise histologica de folhas cotiledonares identificou a
formacdo de embribes sométicos a partir de células parenquimaticas, prevalecendo
a forma indireta, porém n&o sincronizada. Identificou-se a ocorréncia de
embriogénese soméatica secundéria e a formagédo de embrides somaticos anormais.
Para a maturacdo, a composicdo do meio que resultou em maior frequéncia de
embrides somaticos (70 ES calo™?), bem como menor porcentagem de ES
germinados (4%), foi com ABA (0,5 pM) + CA (15 g L™%). Portanto, para a
embriogénese somatica do mamoeiro selecdo THB recomenda-se a indugdo de
folhas cotiledonares em meio composto de 4-CPA (25 uM), sendo a maturacdo em
meio com ABA (0,5 uM) + CA (15 g L™).

Palavras-chave: Carica papaya L., explantes juvenis, auxinas sintéticas, maturacéo,

analise microscopica.
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ABSTRACT

DETONI, Jamile Lenhaus; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo; February
2013; Somatic embryogenesis in papaya tree selection THB; Adviser: Rodrigo
Sobreira Alexandre, Committeed Members: Edilson Romais Schmildt; José Carlos
Lopes; Wagner Campos Otoni.

This work aimed to assess the somatic embryogenesis in juvenile explants from the
papaya tree selection THB. Apex stems and cotyledonary leaves inoculated by
induction medium (IM): MS salts, sucrose (30 g L-1), myo-inositol (100 mg L-1),
Phytagel® (2.8 g L-1) and concentrations of 2,4-D (6; 9; 12; 15 and 18 puM) or 4-CPA
(19; 22; 25; 28 and 31 uM). After 50 days, the embryogenic calluses were transferred
to the maturation medium (MM): MS without growth regulator; ABA (0.5 puM); ABA
(0.5 uM) + CA (15 g L™); ABA (0.5 pM) + CA (30 g L™); ABA (0.5 pM) + PEG (60 g L
1) for 30 days. The data were submitted to analysis of variance by the F test and the
averages compared by the Tukey test in level of 5% and analysis of regression. In
IM, for both auxins, the responses were superior than when cotyledonary leaves
were used, except the callogenesis. For the somatic embryo types, embryos in
premature phase prevailed in both auxins, like globular and heart-shaped ones. For
the 2,4-D, it was not possible to establish a great concentration for the response, but
with the 4-CPA all the variables had their maximum level close to 25 uM. In this
concentration, it was possible to obtain 91.67% of embryogenic calluses in
cotyledonary leaves. For histological analysis of cotyledonary leaves, it was possible
to identify the somatic embryos formation from parenchyme cells, prevailing the
indirect form, but not synchronized. The occurrence of secondary somatic
embryogenesis and the formation of abnormal embryos were also identified. For the
maturation process, in the composition of the medium in which was detected a larger
occurrence of somatic embryos (70 ES calo?), as well as a lower percentage of
geminated ES (4%), there was ABA (0.5 uM) + CA (15 g L™). Therefore, for the
somatic embryogenesis of the papaya tree selection THB, it is recommended the
induction of cotyledonary leaves in 4-CPA (25 uM), being the maturation in an
medium with ABA (0.5 pM) + CA (15 g L™).

Keywords: Carica papaya L., juvenile explant, synthetic auxins, maturation,

microscopic analysis.



1. INTRODUCAO

A cultura do mamoeiro (Carica papaya L.) ocupa um papel de destaque
dentre as fruteiras tropicais no cenario mundial, sendo o Brasil o segundo maior
produtor (FAO, 2010), apesar do indice de exportacdo brasileiro ainda ser
considerado marginal, menos de 2% (IBRAF, 2010). Em nivel nacional, os principais
produtores sdo, nessa ordem, Bahia, Espirito Santo, Rio Grande do Norte e Ceara.
Porém, em critérios de produtividade e exportacdo, o Espirito Santo se sobrepfe a
Bahia e ocupa o primeiro lugar (IBGE, 2010). Essa significancia na producéo
nacional e mundial ocorreu apds a década de 70 com a introducdo de mamoeiro do
tipo Solo e Formosa, principalmente nesses dois estados brasileiros.

No Norte do Espirito Santo, tem-se cultivado frutos tanto do Grupo Formosa
quanto do Grupo Solo. No primeiro caso, ha destaque para os hibridos Tainung 01,
importado de Taiwan, e o Calimosa (UENF/Caliman 01), desenvolvido
nacionalmente em parceria entre a Universidade Estadual Norte Fluminense (UENF)
e a Empresa Caliman Agricola®. J& para o Grupo Solo, na regido, ha producéo do
cv. Golden e da selecdo THB, sendo este obtido por selecdo massal do proprio cv.
Golden dentro da Caliman Agricola®.

Dentre os produtores da regido, ha preferéncia para o cultivo do mamoeiro
selecdo THB em relacdo aos frutos do cv. Golden, uma vez que as plantas
apresentam qualidades que satisfazem o produtor, como alta produtividade por
planta e porte mais baixo, o que facilita a realizagéo de tratos culturais e a colheita.
De acordo com o Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extenséo

Rural (INCAPER, 2010) o sucesso da producdo de maméao no estado deve-se a



implantacdo de programas de acompanhamento técnico dos produtores e
monitoramento de lavouras, aliado ao desenvolvimento de tecnologias de manejo e
controle de pragas no mamoeiro.

Comercialmente, a cultura do mamoeiro € propagada via seminifera, porém
essa pratica tem sido acompanhada por iniUmeras desvantagens relatadas na
literatura ou mesmo pelos produtores, como: a ocorréncia de dorméncia pds-colheita
(VIGGIANO et al., 2000; CHOW & LIN, 2001; BHATTACHARYA & KHUSPE, 2001;
TOKUHISA, 2007); germinacéo lenta e irregular (TAKUHISA et al., 2008); grande
variacdo da germinacéo dentre os diversos cultivares (PEREZ et al., 1980; DETONI
et al., 2011); elevada segregacao génica e desuniformidade da plantacdo em campo
(COSTA & PACOVA, 2003); e alto custo inicial da implantagéo.

Esta ultima desvantagem, frequente entre os produtores, esta relacionada
ao preco incorporado a sementes de alguns genétipos importados, como o hibrido
Tainung 01, muito cultivado no territério nacional, e a necessidade do produtor de
colocar trés ou quatro mudas por cova para que haja maior garantia de obtencédo de
plantas hermafroditas, e sua posterior sexagem. Dessa forma, ha elevado
desperdicio.

A propagacdo vegetativa € uma alternativa para a solugdo desses
problemas. Em especial, a técnica de cultura in vitro tem se destacado na literatura
por reunir duas qualidades essenciais a propagacdo com interesse comercial:
obtencdo de material idéntico geneticamente a planta matriz, para a manutencao
das qualidades exigidas; e livre de doencas, uma vez que a cultura in vitro permite
obter plantas axénicas.

Uma aplicagdo da cultura in vitro € a embriogénese somatica, o qual é um
processo em que células hapléides ou sométicas desenvolvem-se por meio de
diferentes estadios embriogénicos, 0s mesmos para a embriogénese zigotica, dando
origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (WILLIAMS &
MAHESWARAN, 1986). Apesar do uso dessa técnica em mamoeiro ser amplamente
relatado na literatura, ha diversos fatores que influenciam nas respostas a
embriogénese somatica, sendo o principal deles o gendtipo escolhido. Notadamente,
para uma mesma espécie € possivel haver genotipos com potenciais embriogénicos
bastante divergentes (BELL et al., 1993).

Além do genotipo, outros fatores exercem influéncias sobre a inducédo e

maturacdo dos embribes somaticos como: o tipo e a concentracdo de auxina



(ANANDAN et al., 2012); o tipo de explante (ALMEIDA et al., 2001); a presenca ou
auséncia de acido abscisico (BELL et al., 1993), de carvéo ativo (LOPEZ-PEREZ et
al., 2005) ou de substancias osmoticas (SALAJ et al., 2004), dentre outros. Nesse
sentido, a avaliacdo de potenciais respostas embriogénicas in vitro para cada
gendtipo em particular se faz necessaria.

A utilizacdo de técnicas de microscopia de luz e eletrbnica pode servir de
ferramenta na investigacdo da origem e do desenvolvimento dos embrides
somaticos, pois facilita a visualizacdo do processo embriogénico.

Portanto, considerando a auséncia de informagOes na literatura sobre o
mamoeiro sele¢do THB, principalmente no que se refere as fases iniciais da cultura,
bem como o promissor sucesso da aplicabilidade da técnica de cultura in vitro como
alternativa a sua propagacao, € de grande relevancia uma analise sobre 0 processo
de embriogénese somatica, destacando alguns dos fatores que podem influenciar
nas suas respostas.

Dessa forma, objetivou-se neste trabalho avaliar a inducdo embriogénica em
mamoeiro selecdo THB a partir de explantes do tipo apice caulinar e folha
cotiledonar e as auxinas 2,4-D e 4-CPA; estabelecer o meio de maturacéo favoravel
a formacdo dos embriGes sométicos; bem como analisar seu desenvolvimento a

partir de técnicas de microscopia de luz e eletrdnica de varredura.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importéancia econdémica

O mamoeiro (Carica papaya L.) ocupa lugar de destague no cenario mundial
e brasileiro na producéo de frutas. O Brasil é o segundo maior produtor (FAO, 2010),
perdendo apenas para a India, sendo o0 mamé&o produzido durante quase todos 0s
meses do ano, com perspectivas de comercializacdo para o consumo in natura no
mercado interno e exportacao.

Essa planta € cultivada na quase totalidade do territorio brasileiro, mas
passou a ter importancia econdémica significativa no pais a partir de meados da
década de 70, com a introducéo de cultivares do Grupo Solo e de hibridos do Grupo
Formosa. Os estados da Bahia, Espirito Santo, Rio Grande do Norte e Ceara sao
responsaveis por cerca de 90% da producéo nacional (IBGE, 2010).

O maior produtor nacional € a Bahia, com representatividade superior a
49%, seguido pelo Espirito Santo, com producdo em torno de 550 mil toneladas
(30,68%). Porém, em relacdo a produtividade e exportacdo, o Espirito Santo
destaca-se em primeiro lugar (IBGE, 2010).

Para a producdo de mamao no estado do Espirito Santo, Linhares destaca-
se como o principal municipio produtor e responsavel por 70% das exportacfes do
fruto. A alta qualidade do fruto produzido no estado e dentro das exigéncias do
mercado norte-americano é um resultado do amplo trabalho na area de pesquisa,

assisténcia técnica e extensao rural desenvolvido (INCAPER, 2010).



As principais caracteristicas de fruto exigidas pelo mercado externo sao:
peso entre 350 e 550 g; formato piriforme; casca lisa, sem manchas externas; frutos
firmes, com polpa espessa, sem protuberancias e cavidade central redonda e
pequena; polpa de coloracdo vermelho-alaranjada, embora o mercado norte-
americano prefira polpa de coloragdo amarelada, tanto para consumo in natura
quanto para sucos concentrados; resistente a longos periodos de armazenamento; e
elevado teor de acglcares e auséncia de odor desagradavel (INCAPER, 2010).

De acordo com Farias et al. (1998), no Brasil a cultura do mamoeiro
sustenta-se em estreita base genética, sendo bastante limitado o numero de
cultivares plantados. De forma geral, conforme as caracteristicas do fruto, as
variedades de mamoeiro sdo classificadas em dois grupos: Solo, com predominio
das cultivares Sunrise Solo (mamé&o-papaia) e Improved Sunrise Solo (mamao-
havai); e Formosa, destacando-se os hibridos Tainung 01, de origem asiatica, e 0
UENF/Caliman 01, de origem brasileira.

Dentre os principais cultivares do grupo Solo produzidos no Espirito Santo, a
selecdo THB tem tido grande preferéncia entre os produtores do Norte do estado.
Este gendtipo foi obtido na Empresa Caliman Agricola® por meio de selecédo massal
em uma plantacao de cv. Golden. Sua preferéncia entre os produtores esta baseada
nas qualidades da planta, como porte baixo e alta produtividade. Porém, ha poucos
estudos especificos sobre a selecdo THB, principalmente no que se refere a sua

propagacao visando melhorar sua producao.

2.2 Propagacao do mamoeiro

O principal método de propagacdo empregado para a cultura do mamoeiro
em escala comercial é via sementes, o qual requer conhecimento dos fatores
determinantes da qualidade da germinacdo objetivando-se promover o
estabelecimento da cultura e elevar o nivel de producdo (COSTA et al., 2008).
Porém, inimeros trabalhos tém descrito a presenca de dorméncia pés-colheita em
varios cultivares de mamoeiro (VIGGIANO et al., 2000; TOKUHISA et al., 2007), o



que poderia ser fator limitante para a utilizacdo de sementes como método
propagativo.

A taxa de germinacdo do mamoeiro € frequentemente lenta e irregular, o que
tem sido atribuido a acdo de substancias inibidoras de crescimento, atuando nas
membranas das sementes, a externa, denominada arilo ou sarcotesta (envelope
mucilaginoso), e a interna, esclerotesta (camada enrugada), envolvendo o tégmen
(LANGE, 1961; GHERARDI & VALIO, 1976; CHOW & LIN, 1991).

Outra desvantagem observada pelos produtores que utilizam a propagacéo
seminifera do mamoeiro € o aumento da desuniformidade na plantacdo, decorrente
da segregacdo génica. Além disso, a elevacdo dos custos iniciais da producao
devido ao preco das sementes, algumas importadas - como o caso do hibrido
Tainung 01 - e a necessidade do produtor lancar méo de trés a quatro mudas por
cova, para se obter preferencialmente plantas hermafroditas, uma vez que os frutos
destas apresentam desejavel padrdo comercial.

A propagacdo vegetativa tem se mostrado excelente alternativa para
viabilizar a producédo dessa cultura de forma a obter baixos custos. Em relacéo a
possibilidade da propagacédo assexuada do mamoeiro, trabalhos tém demonstrado
ser possivel via estaquia ex vitro (OLIVEIRA et al., 2007), enxertia ex vitro (ARAUJO
& YAMANISHI, 2003; GYORGY et al., 2004), estaquia in vitro (SCHMILDT et al.,
2007; SCHMILDT et al., 2010) e cultura de tecidos (CASTILLO et al., 1998; CAI et
al., 1999; YU et al., 2003; TEIXEIRA & TEIXEIRA, 2004; ASCENCIO-CABRAL et al.,
2008).

Apesar das vantagens da propagacdo vegetativa, em larga escala, a
estaquia e a enxertia ndo sdo métodos eficientes, principalmente devido ao baixo
rendimento e dificuldade de enraizamento das estacas de algumas espécies.

Na enxertia, 0 método de garfagem empregado, o tipo de garfo e 0 seu
diametro podem influenciar na percentagem de pegamento dos enxertos. Entretanto,
a demanda de mao de obra qualificada para sua realizagdo tem se tornado um
empecilho para sua aplicacio em escala comercial (ARAUJO & YAMANISHI, 2003).

Com o desenvolvimento e aperfeicoamento dos métodos de cultivo in vitro, a
cultura de tecidos tem se firmado como ferramenta cada vez mais promissora, tanto
na producdo de clones com caracteristicas superiores, livres de viroses e com sexo
definido, quanto nos programas de melhoramento, podendo ser utilizada via

organogénese ou embriogénese somatica (CASTILLO et al., 1998).



O processo de enraizamento in vitro é bastante complexo, pois envolve uma
gama de interac6es entre fatores internos (fisioldgicos, bioquimicos e bioldgicos) e
fatores externos. Além disso, 0 sucesso do enraizamento ndo depende unicamente
do percentual de enraizamento obtido, mas também do niamero e da qualidade das
raizes formadas (GEORGE et al., 2008).

Entretanto, alguns trabalhos relacionando o enraizamento em microestacas
de mamoeiro tém mostrado algum sucesso, em que microestacas do hibrido
Tainung 01, originadas do cultivo em meio MS suplementado com auxina, nao
necessitaram de complementacédo desse indutor para 0 processo de enraizamento
ex vitro, uma vez que o desenvolvimento de raizes in vitro se mostrou bastante
eficiente (OLIVEIRA et al., 2007).

A concentracdo de sacarose no meio de cultivo pode influenciar na
percentagem, nimero e qualidade das raizes (SCHMILDT et al., 2007). Além disso,
a concentracdo de indutores do tipo auxinas, como o acido indol-3-butirico (AIB),
também influencia na porcentagem e qualidade das raizes adventicias (SCHMILDT
et al., 2010).

2.3 Embriogénese somatica

Outra aplicacéo da cultura de tecidos é a embriogénese somatica, também
denominada de embriogénese adventicia ou assexual. E, portanto, um processo
pelo qual uma unica célula ou pequeno grupo de células somaticas, incluindo células
hapldides, a partir da percepcéo de sinais especificos, adquirem a competéncia para
dividir-se e formar estruturas bipolares, que passam por estadios embriogénicos
subsequentes caracteristicos, podendo originar uma planta (WILLIAMS &
MAHESWARAN, 1986; FEHER et al., 2003; FEHER, 2005; ROSE et al., 2010).

Ao se analisar as mudancas ultra-estruturais em calos de coco induzidos
com 2,4-D, Verdeil et al. (2001) observaram que as células embriogénicas
apresentam modificagbes caracteristicas em nivel do ndcleo, citoplasma e parede
celular. De acordo com os autores, é possivel afirmar que condicfes semelhantes as

gametofiticas, em termos de ambiente, sdo necessarias para induzir células



somaticas a embriogénese. Nesse caso, 0 aumento no nivel de 2,4-D, em que pode
agir como um sinal de estresse, induz um programa de reproducdo embriogénica.
Sob essas condicbes, as células poderiam passar por uma reprogramacao
gendbmica e mudancas citologicas similares aquelas ocorridas durante a
macrogametogénese em plantas.

O desenvolvimento da embriogénese zig6tica e somatica apresentam alto
nivel de similaridade, como a independéncia dos tecidos vizinhos, padrdes
bioquimicos, expressdo de genes, acumulo de RNAmM e proteinas especificas,
qualificando a embriogénese somatica como modelo efetivo para os estudos em
diferentes estadios de desenvolvimento dos embrides (ZIMMERMANN, 1993).

Apesar dessas semelhancas, € possivel tracar algumas diferencas, pois 0s
embribes somaticos ndo entram em dorméncia, ndo estdo envolvidos por
endosperma, ndo possuem tecido suspensor nem sao revestidos por tegumentos,
além de apresentarem sistema vascular fechado, ou seja, sem conexdo com 0s
tecidos vasculares do explante inicial (ZIMMERMANN, 1993).

De acordo com Sharp et al. (1980), a embriogénese somatica pode se iniciar
de duas formas: embriogénese direta, em que os embrides se formam diretamente
sobre o tecido vegetal, geralmente de células epidérmicas, sem a formacéao de calo,
a partir de “células pré-embriogénicas determinadas”, que sdo programadas pela
diferenciacdo embriogénica. E a segunda forma € a embriogénese indireta, a qual
ocorre pela formacéo primaria de um calo e os embrides séo originados das “células
embriogénicas induzidas”.

O emprego da embriogénese somatica pode ter uma série de aplicagdes que
vao desde a obtencdo de um modelo de referéncia para estudos basicos em
fisiologia e bioquimica, até a propagagdo clonal, visando a conservacdo e
melhoramento genético das espécies (STEINER et al., 2008).

Comparando-se as demais técnicas de propagacao in vitro, a embriogénese
somatica apresenta algumas vantagens: a) obtencdo de grande quantidade de
propagulos (embrides somaticos); b) permite alto grau de automatizacéo, levando a
reducdo dos custos por unidade produzida, através da utilizacdo de biorreatores; c)
os embribes somaticos podem ser produzidos de forma sincronizada, com alto grau
de uniformizagéo e pureza genética; d) pode ser utilizada como ferramenta integrada
a programas de melhoramento genético, em especial quando associada a técnicas

de criopreservacao e engenharia genética (GUERRA et al., 1999). Porém, a principal



limitacdo observada pelos pesquisadores na utilizagdo da embriogénese somatica é
a variagcdo somaclonal quando se realizada sucessivos subcultivos, o que afeta o
desenvolvimento das plantas produzidas (LAKSHMANAN et al., 2005).

Todo processo de embriogénese somatica requer a inducdo de competéncia
embriogénica, na qual, 0 método mais usual, consiste na exposicdo dos explantes a
altas concentragfes de auxina durante um periodo de tempo variavel, dependendo
da espécie ou mesmo do gendtipo analisado, e entdo a transferéncia das células
para um meio com baixa concentracdo ou mesmo livre de auxinas (BAJAJ, 1995).

De modo geral, o processo de embriogénese somatica ocorre em trés fases
distintas: inducéo, maturacdo e germinacao, sendo necesséarias diferentes condicdes
de cultura para a obtencéo de sucesso em cada fase.

A fase de inducédo da embriogénese somatica é provavelmente a etapa mais
importante do processo, pois sua frequéncia pode ser influenciada pelas condi¢oes
de cultivo (ALMEIDA et al.,, 2001; ASCENCIO-CABRAL et al., 2008; SUN et al.,
2011; PINTO et al.,, 2011; ANANDAN et al., 2012), tecidos vegetais utilizados
(ALMEIDA et al., 2001; FARZANA et al., 2008; SIMOES et al., 2010), tipo de
gendtipo (MALABADI et al., 2011; PINTO et al., 2011) e niveis hormonais
enddgenos do explante (JIMENEZ, 2001).

Esta fase estd relacionada com as alteragbes no padrdo de expressdo
génica dos explantes e reprogramacdo das células que estdo envolvidas no
processo embriogénico, culminando em mudanca da determinacdo celular e
capacidade de adquirir competéncia para a embriogénese. Ocorre, portanto, o
estabelecimento da polaridade, a formacdo da camada protodérmica e dos demais
meristemas (BOZHKOV et al., 2002).

De modo geral, as auxinas sdo a classe de substancias responsaveis pelo
processo de inducéo, culminando na desdiferenciacéo e rediferenciacao das ceélulas
dos explantes. Além disso, elas sdo essenciais para se alcancar a fase de formacgéao
de massas celulares pro-embriogénicas (MCPE).

Em relacdo a aquisicdo de competéncia embriogénica, uma hipotese recente
afirma que apesar das células vegetais em geral terem a capacidade para
embriogénese, a sua expressdao € determinada por muitas circunstancias,
principalmente aquelas ligadas ao estado fisiolégico das células, o qual é
determinado por sua genética, condicdes de comportamento e também ambientais.

Resumidamente, o potencial embriogénico determinado geneticamente pode permitir
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a expressdo da competéncia embriogénica sob condi¢cbes apropriadas, em que ir4
iniciar o desenvolvimento dos embrides em resposta a um sinal especifico somente
naquelas ceélulas em que as condicdes fisioldgicas séo favoraveis. Essa complicada
interacdo entre genética e fatores fisiolégicos pode explicar por que somente certos
genodtipos, ou mesmo células, podem seguir pelo processo completo da
embriogénese somaética (FEHER, 2008).

Porém, para iniciar a via de organizacdo embriogénica, ha a necessidade de
remocao das auxinas do meio. Isso sugere que a diminuicdo da concentracdo de
auxina possa sinalizar para a inativacdo de alguns genes responsaveis pela
presenca de produtos inibidores, permitindo a embriogénese prosseguir
(ZIMMERMAN, 1993). Apesar do processo de inducdo de embrides ndo estar
completamente compreendido, acredita-se que a presenca continuada de auxinas
no meio cause uma mudanca diferencial na expressdo génica associada
provavelmente a demetilagdo do DNA (LOSCHIAVO, 1995).

A auxina mais utilizada descrita na literatura para embriogénese somatica é
o acido 2,4-diclofenoxiacético (2,4-D), pois é rapidamente metabolizado, o que leva
ao espessamento das paredes celulares e a diferenciacao irreversivel em embrides
somaticos (VASIL, 1988). Além disso, parece ocorrer uma correlagdo positiva entre o
nivel endégeno de acido indolacético (AIA) e a capacidade de resposta dos
tratamentos com 2,4-D (IVANOVA et al., 1994).

O modo de acdo o qual o 2,4-D induz a embriogénese somatica ainda
permanece incerto, porém esse regulador de crescimento poderia induzir o processo
embriogénico através de sua forte atividade auxinica, influenciando direta ou
indiretamente no metabolismo dos horménios endégenos (JIMENEZ & THOMAS,
2005), ou ainda agir como substancia estressante que levaria a formacdo de
embribes somaticos, considerado por alguns autores como uma resposta de
estresse extremo na cultura de células vegetais (FEHER et al., 2003; GAJ, 2004).

Porém, outras auxinas também ja foram utilizadas para a inducdo de
embriogénese somatica em diversas espécies, como o acido 4-clorofenoxiacético (4-
CPA) (MOURA & MOTOIKE, 2009; RAMOS, 2011), acido a-naftalenoacético (ANA)
(FARZANA et al., 2008; SIMOES et al., 2010), acido 3,6-dicloroanisico (Dicamba)
(RAMOS, 2011) e acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram) (RENUKDAS et
al., 2003; GARCIA et al., 2007; SIMOES et al., 2010).
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Aparentemente, as auxinas sdo responsaveis pelo estabelecimento da
polaridade celular (apical/basal) a partir da primeira divisdo assimétrica do embrido.
A presenca desse hormoénio nessa fase é importante para mediar um transporte
polar e para sintese de DNA (FUJIMURA & KOMAMINE, 1980). Porém, apos a
inducdo, o nivel desse indutor deve ser reduzido para se criar um gradiente e
estabelecer o desenvolvimento embriogénico.

Em mamoeiro, a utilizacdo da auxina 2,4-D para a inducédo de embriogénese
somatica apresenta-se com grande frequéncia, porém ha dificuldades em se
estabelecer uma concentracdo Otima para a espécie, uma vez que ha varios
gendtipos os quais respondem diferentemente ao indutor (CASTILLO et al., 1998;
ALMEIDA et al., 2001; FERNANDO et al., 2001; RENUKDAS et al., 2003; YU et al.,
2003; ASCENCIO-CABRAL et al., 2008; JATTANA et al., 2008; MALABADI et al.,
2011; ANANDAN et al., 2012).

Foi observada grande variacdo nas respostas a indu¢do embriogénica entre
varios genotipos de mamoeiro quando utilizado meio contendo 2,4-D (4,52 uM) em
combinacdo com TDZ (2,27 uM) (Tidiazuron), desde 2,0% para o cv. Co-1 até
médias superiores a 80% para os cv. Coorg Honey Dew, Taiwan 785 e Taiwan 786
(MALABADI et al.,, 2011), demonstrando a dificuldade em se estabelecer um
protocolo Unico para a espécie.

Além do 2,4-D, alguns autores ja utilizaram outras auxinas em experimentos
de embriogénese somatica com mamoeiro, como ANA (CHEN et al.,, 1987,
FARZANA et al.,, 2008) e Picloram (RENUKDAS et al.,, 2003), obtendo também
respostas satisfatorias.

A utilizacdo de duas auxinas (2,4-D e 4-CPA) em diversas concentragoes, na
auséncia ou presenca de duas citocininas (Zeatina e 2-iP), mostrou serem eficientes
na resposta embriogénica a partir de sementes imaturas de goiabeira (Psidium
guajava L.), porém com algumas diferencas. Enquanto o tratamento com 4-CPA
obteve maior sucesso, desde a formacdo dos embrifes até os estadios mais tardios,
0 2,4-D somente levou a formacdo dos calos embriogénicos (MOURA & MOTOIKE,
2009).

Para a fase de inducdo de embriogénese somatica para cana-de-acucar,
Ramos (2011) utilizou trés auxinas (2,4-D, Dicamba e CPA) em quatro
concentragcbes (5, 10, 15 e 20 uM). Dentre os resultados, verificou-se que 0s

tratamentos com 2,4-D resultaram em calos compactos com aspecto firme e de cor
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amarelada a creme; com o Dicamba apresentou calos com aspecto mucilaginoso e
com desenvolvimento de raizes, enquanto com o CPA ocorreu pouco calejamento,
porém com o desenvolvimento de parte aérea.

Trabalhando também com cana-de-acucar, Garcia et al. (2007) utilizaram
Picloram, ANA e 2,4-D para a inducdo de embriogénese somatica, porém obtiveram
organogénese direta quando usaram ANA e a embriogénese somatica em meio
acrescentado de Picloram e 2,4-D. A partir desses exemplos, € possivel perceber
que diferentes auxinas possuem especificidades diferentes aos tecidos e
consequentemente apresentam respostas diferentes, podendo apresentar variagdes
na estrutura de calos ou mesmo na resposta e frequéncia de inducao.

A resposta a determinado horménio pode ser alterada por mudancas no
namero e afinidade dos receptores e pela interacdo e nivel de outras substancias
enddgenas (FIRN, 1986). Assim, o “estado fisiolégico do embrido” seria a condi¢do
na qual as células responsivas do explante teriam grande numero de receptores
para os reguladores de crescimento presentes no meio. Entdo, a embriogénese
somatica € o resultado da ativacao de células responsivas contendo receptores para
determinado regulador de crescimento. Essas ceélulas seriam rediferenciadas para
novas rotas morfogénicas, gerando células-mde embrionarias competentes e que
poderiam gerar populacbes clonais de células embriogénicas (GUERRA et al.,
1999).

Apesar da importancia fundamental das auxinas na inducdo de
embriogénese somatica, deve-se considerar de grande relevancia o tipo de explante
utilizado, uma vez que essa escolha pode ser afetada pelo potencial morfogénico
particular de cada tecido, que é influenciado pelos seguintes aspectos: genotipo,
grau e retencdo da juvenilidade, determinacdo existente nos meristemas,
metabolismo oxidativo, condicdo fisiologica, estabilidade genética, dentre outras
(ZIMMERNANN, 2010).

Diferengcas anatdmicas e fisioloégicas entre os explantes podem influenciar
nas respostas embriogénicas. Considerando isso, 0s niveis de horménios
endodgenos devem ser considerados de grande importancia, uma vez que eles
regulam os processos de diferenciacdo dos explantes em cultivo (GRIEB et al.,
1997). Dessa forma, a relacdo entre os hormonios enddgenos e a competéncia
embriogénica dos explantes pode ser a chave para a inducdo e expressédo da

embriogénese somatica em diferente genoétipos ou explantes do mesmo gendtipo
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(MERKLE et al., 1995), apesar de ainda pouco elucidado na literatura. Além disso,
as interacGes entre hormoénios enddgenos e reguladores de crescimento exdgenos
sobre a inducdo em diversos explantes podem gerar variacdes nas respostas.

Diversos tipos de explantes ja foram testados para o desenvolvimento de
embrides somaticos, como embrides zigéticos (ASCENCIO-CABRAL et al., 2008;
FARZANA et al.,, 2008; LENIS-MANZANO et al., 2010; MACIEL et al., 2010;
MALABADI et al., 2011; PINTO et al., 2011; ANANDAN et al., 2012; ROCHA et al.,
2012), apices caulinares (MAGALHAES et al., 2006; SANE et al., 2006), folhas
cotiledonares (ALMEIDA et al., 2001; TARRE et al., 2004; PORTO et al., 2010),
sementes imaturas (MOURA & MOTOIKE, 2009), segmentos de hipocotilos
(ALMEIDA et al., 2001; FARZANA et al., 2008; SANTANA-BUZZY et al., 2009;
PORTO et al., 2010), segmentos radiculares (PORTO et al., 2010; YOU et al., 2011)
e anteras (JAYASANKAR et al., 2003).

Em experimento de embriogénese somatica em mamoeiro hibrido Tainung
01, com explantes do tipo hipocétio com folhas -cotiledonares totalmente
expandidas; folhas cotiledonares sem a nervura central, epicétilo e seccdo de
hipocotilo, a indugdo de calos teve melhor resultado utilizando hipocétilo com folhas
cotiledonares e seccdo de hipocétilo. Porém, para a variavel calos friaveis, ndo foi
observada diferenca significativa entre as médias de todos os explantes (ALMEIDA
et al., 2001).

Apoés a inducao, a fase de maturacdo na embriogénese somatica refere-se
ao estadio em que se estimula a progressao das fases iniciais dos embrides para as
tardias. A estratégia empregada consiste em interromper o0s ciclos repetitivos de
divisdo celular e fornecer os estimulos fisiol6gicos, bioguimicos e ambientais para a
diferenciacdo celular, originando, dessa forma, grande numero de embribes
somaticos maduros, de alta qualidade e aptos a se tornarem plantas (GUERRA et
al., 1999).

Nessa fase, o embrido acumula reservas de carboidratos, lipidios e
proteinas, ocorre a desidratacdo e reducdo na respiracdo celular (TRIGIANO &
GRAY, 1996). Sendo assim, o principal objetivo dessa etapa € obter embribes
somaticos em estadios tardios do desenvolvimento (fase cotiledonar), porém sem a
ocorréncia de germinacdo precoce. Nesse caso, caracteriza-se pelo alongamento
prematuro de células do hipocétilo e do 4pice caulinar, antes ou mesmo durante o
alongamento da radicula (MONNIER, 1995).
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Se a germinacgao precoce for inibida e o processo de maturacdo prolongado,
pode-se obter sincronismo no desenvolvimento dos embrides somaticos, revertendo
em maior percentual de conversao de plantulas normais (SILVA, 2005).

O conhecimento dos processos e fatores que controlam a embriogénese
zigdtica facilita o entendimento de como proceder para reconstituir esses eventos
durante a embriogénese somética. Grande esforco € desviado para a manipulagéo
das fases de maturacdo e germinacdo, uma vez que sdo as etapas em que O
processo de embriogénese somatica € otimizado. Portanto, os meios de cultura sao
cuidadosamente preparados quanto aos tipos e concentracdes de reguladores de
crescimento, sendo os principais agentes de maturacdo: acido abscisico (ABA),
agentes osmoticos [polietilenoglicol (PEG), manitol, sacarose] e carvao ativado (CA)
(LAKSHMANAN, 2006). Dessa forma, a utilizacdo dessas substancias ajuda na
prevencdo da germinagdo precoce, além de aumentar 0 Sucesso no
desenvolvimento normal dos embrides somaticos.

De acordo com Linacero et al. (2001), a fase de maturacdo do embrido €
caracterizada pela perda de agua, o que conduz a dessecacao do embrido e inicio
da dorméncia. Ainda nessa fase, os niveis de ABA aumentam consideravelmente,
exercendo diversas func¢des, como inibir a germinacao precoce, induzir a sintese de
proteinas de reservas envolvidas na tolerancia a desidratagcéo e induzir a dorméncia.

Apesar de embrides soméaticos ndo passarem por dessecacdo ou se
tornarem dormentes, varios genes, que sao preferencialmente expressos durante a
dessecacdo do embrido zigético, como 0s genes lea, também s&80 expressos
durante a embriogénese somatica (LINACERO et al., 2001). O ABA parece ter forte
influéncia sobre a expresséo de proteinas LEAs (late embryogenesis abundant), as
quais sdo acumuladas durante as fases finais da embriogénese (BLACKMAN et al.,
1991).

A adicao de ABA no meio de cultura para estimular o processo de maturacao
€ amplamente utilizada para diversas espécies (FERNANDO & GAMAGE, 2000;
MALABADI & STADEN, 2005; ANANDAN et al., 2012; KUMAR & THOMAS, 2012).
Na auséncia de ABA, a maturacdo resulta em embribes somaticos pouco
desenvolvidos e frequentemente anormais, apresentando baixa capacidade para a
germinacdo e desenvolvimento da planta. Assim, esse horménio possui papel
fundamental na histodiferenciagdo dos embribes somaticos durante essa fase,

garantindo maior qualidade das plantas formadas (GUTMANN et al., 1996).
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A maturacdo de embribes soméaticos de mamoeiro cv. Co7 apresentou
correlacdo positiva com o aumento da concentracdo de ABA em relacdo ao numero
médio de embribes cotiledonares formados, sendo que em meio MS sélido com
concentracdo total de sais e na auséncia de ABA apenas 13 embrides foram
formados, enquanto a aplicacdo de 10,5 mg L™ de ABA resultou em mais de 70
embrides (ANANDAN et al., 2012).

Outra substancia que potencializa as respostas de maturacdo da
embriogénese somatica € o carvao ativo (CA). Embora ndo seja um regulador de
crescimento, o CA tem sido utiizado com muita frequéncia para regular a
morfogénese in vitro (MOTOIKE et al., 2007; SILVA et al., 2009; MANCHANDA &
GOSAL, 2012; ROCHA et al., 2012).

A utilizacdo de CA no meio de maturacdo para embrides somaticos esta
relacionada a sua capacidade de adsorver substancias inibitérias do crescimento e
desenvolvimento vegetal como: reguladores de crescimento residuais, vitaminas,
etileno e compostos fendlicos presentes no meio de cultura (PEREIRA et al., 2008;
THOMAS, 2008). Além disso, o CA promove a estabilizacdo do pH (OWEN et al.,
1991).

Agentes osmoticos também sdo frequentes nos meios de maturacdo. Em
alguns casos, faz-se a utilizacdo de carboidratos, como a sacarose, porém, sua
permanéncia em uma cultura prolongada pode ser absorvida e metabolizada pelas
células dos calos, conduzindo a uma recuperacdo osmotica. Em contraste, o
polietilenoglicol, por ser um agente ndo plasmolizante e ndo metabolizado, pode
continuar a limitar a absorcdo de agua e, desse modo, proporcionar o estresse por
um prazo mais longo durante o desenvolvimento do embrido (ATTREE et al., 1995).

Por fim, ap6s a maturacdo, os embrides sdo transferidos para meio de
cultura com baixa concentracédo de auxina ou desprovidos de reguladores para que
ocorra a conversdo em plantas. O sucesso dessa etapa, a formacdo de plantulas

normais, é dependendo da qualidade do processo de maturagéo.

2.4 Morfologia e histologia
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As técnicas de microscopia de luz e eletrdnica tém tido grande aplicabilidade
nos estudos de morfogénese in vitro, uma vez que auxiliam na interpretacdo dos
resultados obtidos.

As analises histologicas podem ser utilizadas para caracterizar as alteracdes
celulares, identificar estruturas monopolares ou bipolares, analisando a qualidade e
desenvolvimento dessas estruturas, que em conjunto as analises morfoldgicas,
permitem caracterizar a via de regeneracao (SILVA, 2005).

Durante a fase de indugdo in vitro, as analises histologicas permitem a
identificacdo das mudancas celulares. Quando as células do explante percebem o
estimulo e iniciam o processo de desdiferenciacdo e competéncia celular, sua
estrutura € alterada. Células embriogénicas sdo caracterizadas por serem peqguenas,
com citoplasma denso, nucléolo grande, pouco vacuoladas e pequenos granulos de
amido (MICHAUX-FERRIERE & SCHWENDIMAN, 1992). A partir dessas
caracteristicas é possivel identificar as modificagbes ocorridas nos tecidos do
explante e auxiliar na descoberta da origem da embriogénese somatica.

A utilizacdo de diferentes explantes, bem como a espécie e os reguladores
de crescimento, exercem influéncia nas alteracdes morfoldgicas ocorridas durante a
indugc&o embriogénica. As primeiras divisdes celulares para a formagao de embrides
somaticos ja foram descritas na epiderme (RAMOS, 2011), mesofilo (ROCHA et al.,
2012), protoderme (SILVA et al., 2009), meristema fundamental (FERNANDO et al.,
2001), procAmbio (KOEHLER, 2004; SANE et al., 2006; SANTANA-BUZZY et al.,
2009).

Em segmentos foliares de cana-de-acucar induzidos com 2,4-D (20 uM), o
intumescimento dos explantes ocorreu ja no 2° dia apés a inducdo, ocorrendo
divisbes celulares no sentido anticlinal nas epidermes inferiores e superiores,
caracterizadas por nucléolo denso, alta raz&o nucleo/citoplasma e parede celular
fina (RAMOS, 2011).

Em Passiflora cincinnata, o padrdo embriogénico primario teve inicio na
superficie abaxial dos cotilédones dos embrides zigoticos, em meio com 2,4-D (18,1
uM) + 6-BA (4,5 uM). Apos o 4° dia de inducdo, foram observadas células
epidérmicas isodiamétricas e divisbes periclinais nas células do parénquima. Em
seguida, verificaram-se padrées aleatérios de divisbes anticlinais tanto na epiderme
qgquando no mesofilo, assumindo uma forma colunar e polarizada (ROCHA et al.,
(2012).
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As analises histologicas de embrides zigoticos de Carica papaya L. cv.
Sunrise Solo, em meio com 2,4-D (2,0 mg L™?) evidenciaram que as primeiras
divisbes celulares foram localizadas no meristema fundamental, proximo ao
procambio, ao longo do eixo embrionario. Somente apds oito dias de cultura é que
foi observada a proliferacdo da area celular na regido cotiledonar. Nesta fase, foi
possivel verificar a presenca de células pequenas com citoplasma denso,
caracteristicas de células embriogénicas (FERNANDO et al., 2001).

De forma semelhante, Koehler (2004), utilizando embrides zigoéticos de C.
papaya L. cv. Improved Sunrise Solo Line 72/12, nas mesmas condicdes de cultivo,
verificaram que as primeiras divisoes celulares foram observadas no 3° dia e nos
tecidos préximos ao procambio, ao longo do eixo-embrionario. Ja no 5° dia, as
divisGes periclinais se direcionavam para a periferia.

Em ambas as analises histolégicas da embriogénese de mamoeiro descritas
acima, os autores verificaram que, apos as fases iniciais de modificacdes celulares,
0s primeiros embrides seriam originados de um processo direto a partir de células
protodérmicas e subepidérmicas no domo apical dos embrides zigoticos. Os demais
embrides surgiriam de forma indireta a partir de células superficiais de complexos
embriogénicos, na periferia do calo.

Os estudos histolégicos aplicados a embriogénese somatica sao importantes
para a confirmacdo das técnicas morfogenéticas adotadas, bem como para a

determinacao dos tipos celulares a partir dos quais os embrides se originam.
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3. MATERIAL E METODOS

A germinacdo de sementes in vitro para a obtencdo de explantes e a
embriogénese somatica foram realizadas no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetal no Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES), da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), localizado no Campus Universitario, Sdo Mateus-

ES, nas coordenadas geograficas 18° 40' de latitude sul e 39° 51' de longitude oeste.

3.1 Material vegetal e germinacéao in vitro

As sementes foram retiradas de frutos de mamoeiro selegcdo THB em estadio
cinco de maturacdo, quando mais de 75% da superficie do fruto esta com coloragéo
amarela, e a remocéo da sarcotesta feita por meio de cal hidratada e friccdo em
peneira de polipropileno e lavadas em agua corrente com detergente neutro. Em
camara de fluxo laminar, as sementes foram imersas em alcool 70% por um minuto,
seguida de solucdo de hipoclorito de sodio comercial (2,5%) (Teit®, Brasil), com a
adicdo de trés gotas de Tween-20®, durante 15 minutos e, ao final, tratadas com
peréxido de hidrogénio a 50% por 10 minutos. No intervalo de cada tratamento, as
sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada.

Apos a desinfestagdo, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) concentracao total de
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sais, mio-inositol (100 mg L™), sacarose (30 g L™) e agar-agar (8 g L™), pH ajustado
para 5,7 £ 0,1 antes da adicdo do agar. As culturas foram mantidas em estufa
incubadora com fotoperiodo de 12 horas e temperatura alternada 20-30 °C. Apés o
rompimento do tegumento e inicio da protrusdo da raiz primaria, as sementes foram

colocadas no escuro, mantendo a alternancia da temperatura.

3.2 Inducdo de embriogénese somatica

Em camara de fluxo laminar, os apices caulinares (AP) e folhas
cotiledonares (FC), extraidos de plantulas cultivadas in vitro com idade de 30 dias,
foram inoculados em placas de Petri de poliestireno 90 x 15 mm (Global Trade
Technology, Brasil), contendo meio de inducdo (MI) de embriogénese somatica
formado pelo meio MS concentracdo total de sais, mio-inositol (100 mg L™),
sacarose (30 g L), Phytagel® (2,8 g L™) e suplementado com auxinas. Os indutores
utilizados foram as auxinas 2,4-D - acido 2,4-diclorofenoxiacético (6; 9; 12; 15 e 18
UM) ou 4-CPA - acido 4-clorofenoxiacético (19; 22; 25; 28 e 31 uM). O Ml teve o pH
ajustado para 5,7 + 0,1 antes da adicdo do Phytagel®.

Apos a inoculacdo dos explantes, as placas de Petri foram vedadas com
filme plastico PVC (Goodyear, Brasil) e envolvidas com papel laminado para impedir
a passagem de luz, sendo mantidas em estufa incubadora a 27 + 1 °C por 50 dias.
Foram avaliadas a calogénese (%), calo embriogénico (%), nimero médio de
embrides somaticos (ES), frequéncia de ES por calo e média dos tipos de ES

(globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar).

3.3 Maturacao dos embrides somaticos

Apbs 50 dias no MI, os calos foram submetidos ao teste de potencialidade

celular (DURZAN, 1988) que, juntamente com as analises estatisticas, permitiram
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selecionar os calos embriogénicos da melhor concentracdo, que em seguida foram
transferidos para os meios de maturacdo (MM): Ml sem reguladores de crescimento
(RC); MI + ABA - acido abscisico (0,5 uM); MI + ABA (0,5 uM) + CA - carvao ativo
(15 g L™"); MI + ABA (0,5 pM) + CA (30 g L) e MI + ABA (0,5 pM) + PEG —
polietilenoglicol 6000 (60 g L™). Todos os meios foram vertidos em placas de Petri
estéreis de poliestireno 90 x 15 m, vedadas com filme plastico PVC e mantidas em
camara incubadora com fotoperiodo de 12 horas e temperatura a 27 + 1 °C, por 30

dias. Foram avaliadas a frequéncia de ES (ES calo™) e ES germinados (%).

3.4 Preparacao das amostras para microscopia

Para a caracterizacdo anatdbmica e ultraestrutural do processo de
embriogénese somatica, folhas cotiledonares de Carica papaya L. foram coletadas
nos dias 1, 2, 7, 14, 21, 28, 35, 50 em meio de inducado, além do controle (sem
inducéo), e amostras de pds-maturacdo. As amostras foram compostas apenas por
tratamentos com 4-CPA (25 uM), uma vez que em MI as respostas embriogénicas
foram satisfatérias nesse tratamento. A fixacdo foi feita em solucdo Karnovsky
[glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4,0%) em tampédo fosfato de potassio
monobasico 0,1 M (pH 7,2) e 5 mM de cloreto de calcio] (KARNOVSKY, 1965).

3.5 Microscopia de luz

Para os estudos anatdbmicos, as amostras foram desidratadas em uma série
etilica e embebidas em metacrilato (Historesin®, Leica). Os cortes transversais e
longitudinais (espessura de 5 pum) foram obtidos com um microtomo de rotacao
automatica (RM2155, Leica), equipado com navalha de vidro descartavel, e corados
com azul de toluidina em pH 4,0 (O’'BRIEN & McCULLY, 1981), por 15 minutos. As

laminas foram montadas em resina sintética (Permount®). A andlise e
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fotodocumentagcdo foram realizadas em microscopio de luz (Olympus-AX 70)
acoplado a um sistema de fotomicrografia (Olympus U-Photo) do Laboratério de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal, da Universidade Federal de

Vicosa.

3.6 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras fixadas foram desidratadas em série etilica até alcool absoluto
e feita a secagem em ponto critico com CO, (Autosamdri 815, Tousimis®), colocadas
em “stubs” e submetidas a deposigdo metalica com ouro, pelo processo de
pulverizacdo catédica (Desk V, Denton Vacuum®). As andlises e fotodocumentac&o
foram conduzidas utilizando-se um microscopio eletrdnico de varredura (JSM —
6610LV, Jeol®) e todas as imagens foram digitalmente processadas. As anélises
foram feitas no Laboratorio de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, da
Universidade Federal do Espirito Santo.

3.7 Analise estatistica

A fase de inducgdao foi realizada em delineamento experimental inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 2 x 5, considerando duas analises de acordo
com o tipo de auxina, totalizando 10 tratamentos cada. Utilizaram-se dois tipos de
explantes (apice caulinar - AP e folha cotiledonar - FC) e cinco concentractes de 4-
CPA (19; 22; 25; 28 e 31 pM) ou cinco concentragbes de 2,4-D (6; 9; 12; 15 e 18
HMM), com quatro repeticdes formadas de trés placas contendo cinco explantes cada.

A fase de maturacao foi realizada em DIC, sendo feita a maturacdo apenas
de calos provenientes de explantes de folha cotiledonar utilizando 4-CPA (25 puM).
Os tratamentos foram realizados com cinco repeticbes formadas de trés placas de

Petri contendo cinco calos embriogénicos (10 mm?) cada.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F e as médias
comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade e analise de

regressao, com o auxilio do Programa GENES (CRUZ, 2008).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inducéo de embriogénese somatica

Na inducdo de embriogénese somatica com 2,4-D houve diferenca
significativa em nivel de 1% de probabilidade entre as médias dos tipos de explantes
para todas as variaveis analisadas, a excecdo da calogénese e embribes
cotiledonares. Nenhuma das varidveis foi afetada pelo fator concentragdo ou pela
interacdo entre concentracao e tipo de explante.

De forma contraria aos resultados aqui apresentados, para o hibrido Tainung
01, Almeida et al. (2001) verificaram que em meio de indu¢cdo com 2,4-D (2,0 ou
10,0 mg L™), houve diferenca significativa entre as médias para calogénese, porém
para calos embriogénicos ndo houve diferenca significativa entre as médias para
explantes. Na inducéo de embrides zigéticos do mamoeiro cv. Co-7, houve diferenca
significativa entre as médias em relagéo a concentragéo de 2,4-D (ANANDAN et al.,
2012).

Com a utilizacdo de apice caulinar de mamoeiro selegdo THB em meio com
2,4-D, houve baixa porcentagem (10%) de calos embriogénicos. Porém, com a
utiizacdo de folhas cotiledonares, 61,99% dos explantes tornaram-se
embriogénicos, desconsiderando as diferentes concentracdes da auxina. A mesma
discrepancia é observada para as variaveis nimero médio e frequéncia de embrides

somaéticos (Tabela 1).
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Tabela 1. Inducdo in vitro dos explantes apices caulinares (AP) e folhas
cotiledonares (FC) do mamoeiro selecdo THB em meio MS suplementado com 2,4-D
sobre a formacao de calos, calos embriogénicos, nimero e frequéncia de ES calo™,
apos 50 dias de cultivo

Calogénese  Calo embriogénico Numero Frequéncia
Explantes - 1
(%) (%) médio de ES (ES calo™)
AP 98,32a 10,00 b 0,55 b 0,04 b
FC 98,99 a 61,99 a 18,15 a 1,21a
DMS 1,85 4,27 5,85 0,39

"Médias seguidas de mesma letra na coluna n&o diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

A inducéo de folhas cotiledonares em meio com 2,4-D (2,0 ou 10 mg L) em
mamoeiro hibrido Tainung 01 obteve-se média de 41,7% para calos embriogénicos
(ALMEIDA et al., 2001), sendo inferiores aos resultados do presente trabalho. Dessa
forma, provavelmente o mamoeiro selecdo THB apresente maior competéncia
embriogénica quando comparado com o hibrido Tainung 01.

Na inducdo de embrides zigéticos do mamoeiro cv. Co-7, houve diferenca
significativa em relacdo a concentracdo de 2,4-D, em que os melhores resultados
foram alcancados com 2,0 mg L™ para calogénese (87,11%), calos embriogénicos
(75,12%) e embribes somaticos por calo (65,22) (ANANDAN et al., 2012).

A porcentagem de embriogénese somatica quando utilizados embrides
imaturos (90-115 dias apds a antese) ou embrides maduros (130-145 dias apos a
antese), em meio com 2,4-D (9,05 uM), apresentaram respostas diferentes em
ambos os mamoeiros cvs. Honey Dew e Washington, sendo que em embrides
imaturos obtiveram-se médias superiores a 90%, enquanto em embrides maduros as
meédias nao ultrapassaram 23% (RENUKDAS et al., 2006).

No presente trabalho, ao utilizar 4-CPA, verificou-se interacdo significativa
em nivel de 1% entre as médias para os fatores tipo de explante e concentracdo da
auxina nas variaveis numero, frequéncia e embrides do tipo globular, cordiforme e
torpedo. Para a variavel calo embriogénico, apesar da interacdo nao significativa,
houve diferenca em nivel de 1% entre as médias para os fatores concentracéo e
fonte de explante. Para ES do tipo cotiledonar, houve diferenca significativa apenas
para médias de tipo de explante. Nao houve diferenca significativa entre as médias
sob o efeito de tipo de explante, concentracdo de 4-CPA ou de sua interacao para a

variavel calogénese.
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O 4-CPA, em qualquer concentracdo para folha cotiledonar, a percentagem
de calo embriogénico foi maior que 65% (19 uM), podendo atingir 91,67% (25 pM),
médias muito superiores ao explante apice caulinar, a qual ndo ultrapassou 10%,
qguando utilizada a concentracdo de 25 uM. De forma semelhante, para as variaveis
namero e frequéncia de embribes somaticos as médias foram superiores quando
utilizada folha cotiledonar (Tabela 2). O uso de 4-CPA para embriogénese somatica

de mamoeiro ainda nao foi relatada na literatura.

Tabela 2. Inducdo in vitro dos explantes apices caulinares (AP) e folhas
cotiledonares (FC) do mamoeiro selecdo THB, em meio MS suplementado com 4-
CPA sobre a formacédo de calos, calos embriogénicos, numero e frequéncia de
embrides somaticos (ES), apds 50 dias de cultivo

4-CPA (M)
Caracteristicas Explantes
19 22 25 28 31

Calogénese AP 96,65a 100,00a 100,00a 91,67a 93,35a
(%) FC 91,65a 100,00a 100,00a 100,00a 90,00 a

DMS 11,05
Calos AP 3,35b 1,67 b 10,00 b 9,97 b 6,67 b
embriogénicos (%) FC 65,02 a 78,32 a 91,67 a 83,32a 71,67a

DMS 13,36
Ndmero médio de AP 0,25b 0,00 b 3,35b 0,75b 2,25b
ES FC 21,00 a 34,75 a 65,75 a 4400a 18,75a

DMS 14,47
Frequéncia AP 0,02b 0,00 b 0,21b 0,05b 0,15 b
(ES calo'l) FC 1,40 a 2,31 a 4,38 a 2,93 a 1,25 a

DMS 0,96

"Médias seguidas de mesma letra na coluna para cada caracteristica ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

As diferencas observadas no presente trabalho entre os tipos de explantes
para a competéncia embriogénica podem estar relacionadas as mudangas na
sensibilidade das células dos diferentes tecidos em responder aos estimulos, a qual
pode ser influenciada pela presenca de outras substancias endégenas (GUERRA et
al.,1999), como fitorménios (JIMENEZ et al., 2001) ou mesmo no nimero de
receptores sensiveis as auxinas presentes na membrana plasmatica das células
(LOSCHIAVO et al., 1991).
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A anadlise de regressdo das médias das respostas de indugcdo com a
utilizacdo de 4-CPA mostrou, para folhas cotiledonares um efeito quadrético (Figura
1), o qual pode estar relacionado ao padrdo de inducdo das auxinas quando
aplicadas em 6rgéos isolados da planta, como indicado por Taiz & Zeiger (2009), em
que a resposta aumenta até um ponto maximo.

Para o mamoeiro sele¢cdo THB, o ponto maximo é proximo a 25 pM para
todas as variaveis, sendo que apos esse ponto, as respostas tendem a diminuir com
0 aumento da concentracdo da auxina (Figura 1). Para as variaveis niumero e
frequéncia de embrides soméaticos, em que houve interacdo significativa entre as
médias dos explantes e das concentracbes de 4-CPA, ndo houve adequacdo de
modelo para as médias de apice caulinar. Dessa forma, apenas as curvas de
regressao para folha cotiledonar foram expostas nas Figuras 1B e 1C.

Para calo embriogénico, o qual ndo houve interacdo significativa entre as
médias, a curva expressa na Figura 1A refere-se a média de ambos os explantes,
sendo o maior valor estimado (48,32%) alcancado quando se utilizou a concentracéo
de 25,84 uM. A utilizagdo de concentracdes maiores que essa ocasionou a queda na
percentagem de calos embriogénicos.

Ao utilizarem embrides zigéticos de mamoeiro cv. Co7 em meio com 2,4-D,
na concentracdo de 2,0 mg L™ houve o maximo percentual de inducéo de calos
embriogénicos (75,12%) (ANANDAN et al., 2012).

Ao contrario dos resultados encontrados no presente trabalho, geralmente o
2,4-D apresenta respostas superiores ao 4-CPA na inducdo de embriogénese
somatica em outras espécies, como vinca (Catharanthus roseus) (JUNAID et al.,
2007), trigo (Triticum vulgare Vill) (MIROSHNICHENKO et al., 2009) e tamareira
(Phoenix dactylifera L.) (ASLAM et al., 2011).

Para numero meédio de ES, o maior valor estimado utilizando FC (55,34) é
alcancado para a concentracdo de 25,07 uM (Figura 1B). Para essa variavel, foram
considerados todos os embrides somaticos identificados em todas as fases de
desenvolvimento, desde globular até cotiledonar. A utilizagdo de concentracfes
maiores que 25 PM ocasionaram a diminuicdo do numero meédio de embrides

somaticos em meio de inducéo.
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Em meio liquido contendo 2,4-D (10 pM) para a inducdo de embribes
somaticos de mamoeiro cv. Solo foi possivel obter uma média superior a 300
embrides por calo (CASTILLO et al.,, 1998). Kumar & Kumari (2011) induzindo
hipocétilo de Carthamus tinctorius L. em meio sélido contendo 2,4-D (1,0 mg L™) +
ANA (0,5 mg L") + CPA (0,5 mg L) e TDZ (1,0 mg L™) alcancaram média de 80 ES
por calo.

A embriogénese somatica em mamoeiro cv. Sunrise e Solo apresentou,
respectivamente, médias de 2,0 e 12 ES grama™ de massa fresca, quando induzidos
em meio com 2,4-D (4,52 uM) + TDZ (2,27 uM), sendo considerados valores baixos,
de acordo com Malabadi et al. (2011).

Para frequéncia de ES, o maior valor estimado (3,91) é alcancado quando se
utiliza a concentracdo de 25,19 uM de 4-CPA (Figura 1C). Apesar da baixa formacao
de embribes estes sdo aceitaveis considerando que o meio é de inducédo e, que
estas respostas sugerem a possibilidade de transferéncia dos calos embriogénicos
para meio de maturacado. A utilizacdo de concentracdes maiores que essa ocasionou
a diminuicdo na frequéncia de embrides somaticos.

A frequéncia de embrides somaticos por calo apresentou variacdo
significativa de acordo com a concentracédo de 2,4-D utilizada por Anandan et al.
(2012) com embrides zigoticos, em que o melhor resultado foi obtido com a
concentracdo de 2 mg L™ (superior a 65 ES calo?), e as menores médias com
concentracdes acima de 10 mg L™ (6,40 a 9,65 ES calo™).

As auxinas estdo envolvidas na regulacdo do ciclo celular e diferenciacéo,
com importancia na embriogénese somatica em inimeras espécies (JIMENEZ,
2005; CAPELO et al., 2011; ROCHA et al., 2012).

Na andlise da embriogénese somatica direta, utilizando embrido zigético
imaturo de Arabidopsis thaliana, Kurczynska et al. (2007) observaram forte acimulo
de auxina na protoderme dos cotilédones, local de origem dos embrides somaticos,
correlacionando com as observacdes histologicas dos padrdes de divisdo celular.
Dessa forma, os autores concluiram que a atividade das auxinas é um dos principais
fatores de sinalizacéo para a competéncia embriogénica nessa espécie vegetal.

Para a espécie Carica papaya L., utiliza-se principalmente o 2,4-D como
indutor na embriogénese somatica e ndo ha consenso quanto a concentracao 6tima,
ocorrendo enorme variagdo entre os genotipos (ALMEIDA et al., 2001; SAHA et al.,
2004; ASCENCIO-CABRAL et al., 2008; JATTANA et al., 2008; SUN et al., 2011;
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ANANDAN et al., 2012). Apesar da inexisténcia de trabalhos com o uso de 4-CPA na
embriogénese em mamoeiro, essa auxina tem sido utilizada em outras espécies
como Pisum sativum (LOISEAU et al., 1995); Rosa sp. (KINTZIOS et al., 1999);
Psidium guajava (MOURA & MOTOIKE, 2009).

As auxinas 4-CPA e 2,4-D sdo sintéticas com atividade herbicida e
pertencentes ao grupo clorofenoxiacético, diferindo apenas pela auséncia de um
atomo de cloro na posicéo do carbono 2 do anel fenoxi em 4-CPA. Apesar das vias
de interacdo dos herbicidas auxinicos com o tecido vegetal ndo estarem totalmente
esclarecidas, é possivel observar que, apesar de estruturalmente pouco diferentes,
biologicamente as respostas sao distintas.

A resposta induzida por um regulador de crescimento na embriogénese
somatica esta relacionada a sua sensibilidade, a qual € proporcional ao nimero de
receptores presentes na superficie celular e diferente de acordo com o tecido
analisado (LOSCHIAVO et al., 1991). A acdo das auxinas esta relacionada com a
desdiferenciacdo e rediferenciacéo, alterando a determinacdo e conferindo novas
competéncias as células denominadas responsivas (GUERRA et al., 1999). Estas
células, sensiveis a indutores, sao caracterizadas pela presenca de receptores que
se ligam ao hormdnio e subsequentemente iniciam a resposta.

Em um estudo sobre a resposta embriogénica em plantas de centeio
comparando-se diferentes formas modificadas da cadeia de acido fenoxi, tendo o
2,4-D como controle, foi observado que pequenas modificacbes no tamanho da
cadeia reta de carbonos ou mesmo na estrutura do anel fendxi provocou enormes
variagbes na inducdo embriogénica (STUART & McCALL, 1992). Essa analise
evidencia a especificidade dos receptores de membrana, 0s quais podem apresentar
diferencas na afinidade das moléculas.

Até o momento, ndo foi relatada a existéncia de um receptor protéico
especifico para 2,4-D (CHINALIA et al., 2007), mas é provavel que o acoplamento e
reconhecimento dessa molécula aconteca por meio de receptores especificos para
auxinas enddgenas, como acido indol 3-acético (AIA) (LOSCHIAVO et al., 1991).

Acredita-se que o regulador de crescimento ndo exerca influéncia apenas
por meio de sua concentracdo, mas também por alteracbes na sensibilidade das
células responsivas. Estas estao diretamente envolvidas com o namero e afinidade

dos receptores, bem como no nivel de outras substancias endogenas (FIRN, 1986).
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Na indugcdo embriogénica do mamoeiro selecdo THB foram observadas
diferencas na estrutura dos calos entre os tipos de explantes utilizados, &pice
caulinar e folha cotiledonar (Figura 2A e 2B). Para o0 uso de apice caulinar, ambas as
auxinas induziram a formacédo de calos pequenos, compactos e néo friaveis, de
coloracdo bege claro e geralmente com aspecto esponjoso. Para folha cotiledonar,
com o uso de 2,4-D, observou-se estruturas com aspecto esponjoso recobrindo
parte da superficie, além do tamanho ser menor quando comparado com os calos
induzidos por 4-CPA. Porém, em ambos 0s casos, 0s calos eram compactos com
regides fridveis, aspecto brilhante e de cor amarela.

Na goiabeira cv. Paluma, sementes imaturas tratadas com 2,4-D (1,0 mg L™)
e 2-iP (2,0 mg L), durante a germinacdo do embrido zigético, apresentaram a
formacdo de calos mais rapida, sendo estes com coloracdo amarelada, porém a
frequéncia de inducdo embriogénica foi baixa (7%). J& para o tratamento com CPA
(0,5 mg L™), houve a formacdo de embries somaticos diretamente (20%) ou por
meio de calos (7%) com coloracdo branca leitosa. Além disso, também foram
detectados embrifes secundarios no tratamento com CPA (1,0 mg L) (MOURA &
MOTOIKE, 2009).

Considerando a similaridade estrutural entre o 2,4-D e 4-CPA,
provavelmente ambos seriam reconhecidos pela mesma classe de receptores,
porém, devido as diferencas estatisticas e na estrutura dos calos (Figura 2)
observados neste trabalho, é possivel que o 4-CPA apresente maior afinidade pelos
receptores, uma vez que foi observado ocorrer diferenca estatistica com a variagao
da concentragdo dessa auxina, fato ndo observado para 2,4-D.

A utilizagcdo de CPA (53,5 uM) em combinagdo com cinetina (4,6 pM) em
meio de indugdo com folhas cotiledonares de roseira cv. Soraya foi satisfatéria para
a formacéo de embribes somaticos, enquanto usando outros indutores (AIB, ANA e
2,4-D) néo houve resposta embriogénica (KINTZIOS et al., 1999).

A formacdo de calos embriogénicos durante a fase de inducdo € uma
caracteristica importante, pois indica o sucesso potencial do tecido vegetal para a
formacdo de embrides somaticos na maturacdo. A utilizacdo do teste de
potencialidade celular (DURZAN, 1988) baseia-se na diferenciacdo de células
embriogénicas, indicadas pela coloracdo vermelha do carmin-acético; das células
suspensoras, indicadas pela coloragao azul, devido sua alta permeabilidade ao azul

de Evans, podendo facilitar a identificacdo e a selecédo de agregados embriogénicos
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durante a formac&o dos calos. Esse teste confirmou os dois tipos distintos de células
no presente trabalho (Figura 2C). O carmin-acético ja foi utilizado com sucesso para
a diferenciacdo de populacfes de células embriogénicas das ndo-embriogénicas em
Passiflora (SILVA et al., 2009; PINTO et al., 2011).

Figura 2. Embriogénese somatica em mamoeiro selecdo THB. (A) Calo né&o
embriogénico de apice caulinar induzido com 4-CPA (25 uM). (B) Calo
embriogénico de folha cotiledonar induzido com 4-CPA (25 uM). (C)
Teste de potencialidade celular em calo induzido com 4-CPA (25 puM).
(D, E) Embrides somaticos (ES) em diferentes estadios de
desenvolvimento. (F, G) Embrido cotiledonar maduro e normal com
diferenciacdo dos cotilédones e eixo embrionario. ES em meio de
maturacdo: (H) ABA (0,5 uM) + CA (15 g L™); (I) ABA (0,5 pM) + PEG
(60 g L. (J) Plantula normal originada da embriogénese somatica.
Abreviagfes: cot. cotilédones; ee. eixo embrionério; ECo. embrido
somatico cotiledonar; ECr. embrido somético cordiforme; EG. embrido
somatico globular; ET. embrido somatico torpedo. Barra = 2,0 mm (A, B,
H); 0,5 mm (D, E, F); 1,0 mm (G, I); 10 um (C); 10,0 mm (J).
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Outro fator de grande influéncia sobre as respostas embriogénicas é o tipo
de explante. E possivel observar, & excecdo da variavel calogénese, a superioridade
das médias quando utilizadas folhas cotiledonares (Tabelas 1 e 2).

O tipo de explante utilizado para a embriogénese somatica tem grande
relevancia sobre as respostas obtidas, por isso sua escolha deve considerar alguns
aspectos como grau e retencdo da juvenilidade, determinacdo existente nos
meristemas, metabolismo oxidativo, condicdo fisioldgica, estabilidade genética,
dentre outras (ZIMMERNANN, 2010).

Em mamoeiro é frequente a utilizacdo de embrides zigoéticos (FERNANDO et
al., 2001; ASCENCIO-CABRAL et al., 2008; FARZANA et al., 2008; MALABADI et
al., 2011; ANANDAN et al., 2012) e folhas cotiledonares (ALMEIDA et al., 2001,
FARZANA et al., 2008; HOMHUANA et al., 2008; JATTANA et al., 2008) na inducao
de embriogénese somatica.

A baixa resposta embriogénica observada nos explantes AP pode estar
relacionada a presenca do meristema apical do caule, principal local de sintese de
auxinas que, somadas a aplicacdo exodgena desse indutor a 6rgaos isolados de uma
planta, pode ter induzido um efeito inibitério (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Uma hipdtese postulada por Bell et al. (1993), € que o processo de
embriogénese somatica seria uma resposta a senescéncia do tecido vegetal, uma
vez que houve aumento da embriogénese ao induzirem explantes foliares de
Dactylis glomerata em meio com Dicamba (30 uM) e em seguida com ABA (0,01 a
10 uM) por 3 dias. Considerando que o ABA é uma hormdnio sinalizador para a
senescéncia na planta, e a agdo positiva para a embriogénese somatica dessa
espécie, os autores acreditam haver correlagcdo entre a senescéncia e 0 processo
embriogénico.

A embriogénese somética pode ser considerada um exemplo de reacgfes da
planta relacionada a uma situagdo de estresse e a adicdo de 2,4-D € um estresse
quimico, uma vez que as alteracdes bioguimicas e moleculares sdo semelhantes a
outros estresses, como o salino e hidrico (ZAVATTIERI et al., 2010).

Analisando-se as diferencas obtidas para o mamoeiro selegdo THB em
relacdo aos tipos de explante, tanto para 2,4-D quanto para 4-CPA, é possivel fazer
uma relacdo com a hipotese descrita acima, uma vez que 0 apice caulinar, por

conter o meristema apical, € uma regido em constante divisdo celular e em processo
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de diferenciacéo, portanto muito jovem fisiologicamente. Essa juvenilidade € definida
com base nos niveis de horménios enddgenos dos tecidos, portanto o &pice caulinar
deve conter niveis altos de citocinina e auxina, porém niveis baixos de ABA e
etileno. Dessa forma, de acordo com a hipétese acima, isso poderia explicar a baixa
resposta de embriogénese somatica para o apice caulinar. De forma contréria, a
folha cotiledonar, assim que € destacada da plantula, entra em processo de
senescéncia, diminuindo os niveis de citocinina e auxinas, e elevando os de ABA e
etileno.

Entretanto, em apice caulinar de ervilha, Loiseau et al. (1995) conseguiram
percentagens elevadas de calo embriogénico ao utilizar 4-CPA (22,5 uM - 78,3% e
45 pM - 98,3%). No uso de 2,4-D, os autores obtiveram médias similares, porém em
concentracfes 10 vezes menores: 2,5 uM (86,4%) e 4,5 uM (98,3%). De acordo com
0s autores, indica-se a utilizagdo do meio de indugéao contendo 4-CPA (45 pM), uma
vez que mostrou ser mais eficiente no processo de conversao das plantas.

Em cultura de células de anis (Pimpinella anisum L.), em meio de inducéo
com 2,4-D (4,4 uM), foi observado que o desenvolvimento da embriogénese é
acompanhado pela diminuicdo da concentracdo de citocininas endégenas (ERNEST
et al., 1984). Em torno do 3° dia de cultivo, os autores observaram um pico de
citocinina, porém nos dias seguintes a concentracdo diminuiu sucessivamente até o
final das avaliacdes. De acordo com os autores, provavelmente, o pico do horménio
seja necessario para sinalizar a fase logaritmica de divisdo celular, sendo que
subsequentemente sua concentracao diminui e ndo retorna a aumentar.

Enquanto os niveis de citocinina tendem a diminuir durante a embriogénese
somatica, a presenca de ABA parece ser essencial para o processo embriogénico
em capim-elefante (Pennisetum purpureum Schum) (RAJASEKARAN et al., 1987).
Ao se aplicar in vitro fluridona, substancia que inibe a biossintese do ABA, em
diversas concentracées (0,02 — 20,0 mg L™?), os autores evidenciaram a inibicdo da
embriogénese somatica em qualquer concentracdo utilizada. Ao se tentar
restabelecer a embriogénese pela aplicacdo de ABA em explantes tratados
previamente com fluridona, foi observado aumento das respostas de inducdo nas
concentracdes de 1,0 e 5,0 mg L™. Esses resultados podem inferir sobre a influéncia
do ABA no processo de embriogénese, podendo confirmar a hipdtese proposta
acima, uma vez que esse horménio é sinalizador de eventos relacionados a

senescéncia na planta.
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A acdo dos herbicidas auxinicos em tecidos vegetais podem auxiliar na
proposta feita por Bell et al. (1993), pois a utilizacdo desses compostos sinaliza uma
acao de estresse na planta, o qual envolve interacées moleculares e bioquimicas
para seu efeito fitotoxico. A presenca desses herbicidas inicia uma cascata de
sinalizacdo, sendo percebida por proteinas F-box, entre elas o receptor de auxina
TIR1 (transport inhibitor responce 1), o qual ativa proteinas AFB (auxin signalling F-
box) que regulam a transcricdo de genes de resposta a auxina, entre eles 0os genes
de acido 1l-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) sintase para a producdo de
etileno e 9-cis-epoxicarotendide dioxigenase (NCED) para a sintese de ABA
(RAGHAVAN et al., 2006; GROSSMANN, 2007). Com isso, inicia-se 0 processo de
senescéncia.

A fitotoxidade dos herbicidas auxinicos também pode estar relacionada ao
acumulo de cianeto, gerado como subproduto da biossintese do etileno via acdo da
ACC oxidase. O cianeto acumulado nas células pode dar origem ao processo de
apoptose, indicando a senescéncia do tecido vegetal (GROSSMANN, 2003).

A aplicacdo de 2,4-D (1,0 mM) durante 1 hora em Arabidopsis sp.
determinou grandes variacdes no padrao de expressao génica dessa espécie. Apés
o tratamento com o herbicida, 148 genes tiveram sua transcricdo aumentada,
enquanto 85 genes diminuiram a transcricdo em resposta ao 2,4-D (RAGHAVAN et
al.,, 2005). Ao analisar as funcdes dos genes, o0s autores detectaram genes
envolvidos nas respostas de senescéncia, como no metabolismo da parede celular:
pectinesterases, xilosidades e beta-xilosidases, regulados negativamente; ou na
degradacédo da membrana celular: lipases, regulados positivamente.

Na regulacdo de genes associados as vias da biossintese de AlA, etileno e
ABA utilizando 2,4-D em Arabidopsis sp., Raghavan et al. (2006) mostraram que, na
presenca de 2,4-D, houve a regulacéo positiva de genes relacionados a expressao
de AIA (AIAL, AIA13 e AIA19) e etileno (ACC sintase e ACC oxidase). A via do ABA
é regulada positivamente em dependéncia da concentracdo de 2,4-D.

N&o ha na literatura relatos de trabalhos com embriogénese somatica de
mamoeiro selecdo THB. Portanto, na tentativa de analisar comparativamente, pode-
se fazer por meio de outros cultivares mais proximas geneticamente, como aqueles
pertencentes ao grupo Solo. Malabadi et al. (2011) analisando a embriogénese
somatica de Coorg Honey Dew, Washington, Honey Dew, Pusa Delicious, Pusa

Nanha, Taiwan 786, Taiwan 785, Sunrise, Solo, Co-1, Co-7 e Co-3 observaram que,
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em meio de indugdo com 2,4-D (4,52 uM) + TDZ (2,27 uM), os cultivares Sunrise
(9,0%) e Solo (19%), apresentaram respostas muito inferiores, quando comparadas
a outros cultivares como Taiwan 786 (87%) e Taiwan 785 (85%). Esses resultados
demonstram a grande variabilidade de resposta entre gendtipos de uma mesma
espécie e mesmo a superioridade da sele¢cdo THB em relagdo a outros gendtipos do
grupo Solo.

Em relacdo aos tipos de embrides, assim como as demais variaveis, o
explante FC em meio com 2,4-D apresentou maior quantidade de embribes
somaticos globulares (8,85), cordiformes (5,50) e torpedos (3,35) em comparacao ao
AP (0,45; 0,10 e 0,0; respectivamente), apesar de nao ter diferenca significativa

entre as médias para embrides cotiledonares (Tabela 3).

Tabela 3. Numero médio de embrides somaticos (ES) de apice caulinar (AP) e folha

cotiledonar (FC) de mamoeiro selecio THB em diversos estadios de

desenvolvimento em meio de inducdo suplementado com 2,4-D, ap6s 50 dias
Estadio embriogénico

Explante
Globular Cordiforme Torpedo Cotiledonar
AP 0,45 b* 0,10 b 0,00 b 0,00 a
FC 8,85a 5,50a 3,35a 1,25 a
DMS 2,609 1,783 1,272 1,304

"Médias seguidas de mesma letra na coluna no diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

De forma semelhante a resposta com 2,4-D, é possivel observar uma
predominédncia de ES em fases iniciais (globulares e cordiformes) em qualquer
concentracéo de 4-CPA utilizada (Tabela 4), sendo FC superior a AP.

As andlises feitas em relacéo aos tipos de ES no final da fase de inducéo
podem ser vistas como parametros qualitativos do processo de embriogénese. A
inducdo é a etapa no qual as células do explante adquirem a competéncia
embriogénica por meio da presenca de auxinas, porém a diferenciacdo dos
embrides somaticos (Figura 2D e 2E), bem como seu desenvolvimento para as fases
tardias, como a cotiledonar (Figura 2F e 2G), é esperada em meio de maturacéo, na

auséncia ou em baixas concentracdes de auxinas.
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Tabela 4. Numero médio de embrides somaticos (ES) de apice caulinar (AP) e folha

cotiledonar (FC) de mamoeiro selecdo THB em diversos estadios de

desenvolvimento em meio de inducdo suplementado com 4-CPA, apés 50 dias
Estadio embriogénico

Explante
Globular Cordiforme Torpedo Cotiledonar
AP 0,55 b* 0,50 b 0,20 b 0,05b
FC 13,95 a 11,25 a 7,45 a 4,70 a
DMS 4,014 6,74 3,691 2,732

"Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Para todos os estadios embriogénicos (globular, cordiforme e torpedo) em
gue a interacdo entre as médias dos explantes e da concentracdo de 4-CPA foi
significativa, houve adequacdo de modelo na analise de regressao apenas para 0S
tratamentos utilizando folha cotiledonar, sendo este modelo quadratico (Figura 3).

De forma semelhante as demais caracteristicas para o0 experimento de
inducdo, o ponto maximo € alcancado com concentracdo de 4-CPA préximo a 25
uM. Para ES globular, o ponto maximo (20,13) é obtido com a concentracdo de
24,72 uM; para ES cordiforme, a concentragéo de 25,43 uM favorece a obtencao de
17,99 ES; e para ES torpedo, o ponto méximo (12,26) é alcancado com a
concentracdo de 24,86 uM.

De acordo com Zimmerman (1993), para iniciar a via de organizacéo
embriogénica, hd a necessidade de remocdo das auxinas do meio, pois
provavelmente estas estariam ativando genes que impediriam 0 avan¢o do processo
de embriogénese.

Para o uso de ambas as auxinas em meio de inducéo, é possivel observar a
presenca de todas as fases dos ES (Tabelas 3 e 4), sendo mais perceptivel quando
utilizado o explante FC (Figura 3). Isto revela uma assincronizagdo do processo

embriogénico para mamoeiro selecdo THB (Figura 2E, 2F e 2G).
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Figura 3. Numero médio de embrides somaticos (ES) nos estadios globular
(A), cordiforme (B) e torpedo (C) a partir de folhas cotiledonares
em meio de indugdo com 4-CPA, apos 50 dias. **Significativo em
nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; ns N&o significativo.
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Comportamento semelhante foi observado por Silva et al. (2009) para
embriogénese somatica de Passiflora cincinnata Mast.,, no qual foram obtidos
embribes em todas as fases, independente da concentracdo e da combinacao entre
2,4-D e BAP, apos 30 dias em meio de inducdo e mais 30 dias em meio de
diferenciagcdo com carvao ativo.

A analise histolégica da embriogénese direta de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh evidenciou uma assincronizacdo na formacdo dos embrides a partir da
inducdo de embrides zigoticos imaturos em meio contendo 2,4-D (5,0 uM)
(KURCZYJSKA et al., 2007).

Portanto, os dados obtidos com o experimento de indugdo foram
selecionadores para a fase de maturacdo e analises microscopicas. Dessa forma,
devido a inferioridade de inducdo quando utilizados apices caulinares, bem como a
impossibilidade de definicdo de uma concentracdo 6tima para 2,4-D, estes calos nao
foram colocados em meio de maturacao, tdo pouco analisados microscopicamente.

Véarios critérios podem ser utilizados para se transferir os calos
embriogénicos ao meio de maturacéo. Loiseau et al. (1995) encontraram frequéncia
de calos embriogénicos para os tratamentos com 2,4-D; 4-CPA e Picloram
estatisticamente iguais, porém a transferéncia para o meio de maturacao foi apenas
de calos embriogénicos induzidos por 2,4-D (4,5 pM), pois apresentavam maior
frequéncia de embribes na fase de torpedo e cotiledonar. Além disso, os autores
selecionaram com base na menor concentracdo de indutor, 0 que ndo causaria
inibicdo no desenvolvimento do embrido para fases tardias. Para Anandan et al.
(2012), o critério de selecdo para transferéncia dos calos foi a partir da melhor
resposta para calogénese (87,1%), calos embriogénicos (75,1%) e embrides
somaticos por calo (65,2) obtido quando utilizado meio de indu¢cdo com 2,4-D (2,0

mg L ™).

4.2 Maturacdo dos embrides somaticos

A partir das andlises dos resultados obtidos no experimento de indugéo,

devido a inferioridade das respostas utilizando explante apice caulinar, bem como a
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indefinicdo de uma concentragéo 6tima para 2,4-D, estes foram excluidos da fase de
maturagdo. Assim, foram selecionadas apenas amostras de calos embriogénicos
tratadas com 4-CPA na concentracdo de 25 pM para o experimento em meio de
maturacdo (MM).

Apébs 30 dias de permanéncia nesse meio e a partir da andalise de variancia
pelo teste F, foi possivel verificar diferenga significativa em nivel de 1% entre as
meédias tanto na frequéncia de ES quanto na porcentagem de ES germinados,
indicando ocorrer variacbes quanto a utilizacdo dos diferentes meios para a
maturacédo dos ES.

Para o mamoeiro selecdo THB, a frequéncia de ES (contabilizados os ES
em fase cotiledonar e aqueles em inicio de germinacéo), a combinacdo de ABA (0,5
uM) + CA (15 g L™) se mostrou muito eficiente na maturacéo de ES, uma vez que
apresentou a maior média e estatisticamente diferente das demais (70,5 ES calo™).
Entretanto, quando utilizados os meios MS sem RC (45,7 ES calo™); ABA (0,5 uM) +
PEG (60 g L™) (48,5 ES calo™) ou ABA (0,5 pM) (51,6 ES calo™) as médias de
frequéncia de ES foram muito inferiores. Ao utilizar ABA (0,5 pM) + CA (30 g L™
(54,2 ES calo™), apesar de superior & média do meio MS sem RC, ndo apresentou
diferenca estatistica com os meios ABA (0,5 uM) + PEG (60 g L) e ABA (0,5 pM)
(Tabela 5).

Tabela 5. Maturacédo dos embries somaticos de mamoeiro selecdo THB obtidos de
folhas cotiledonares a partir de 4-CPA (25 pM), em relacdo a frequéncia e
germinacao precoce de embribes somaticos (ES), apos 30 dias de cultivo

Meio de Maturagéao Frequéncia (ES calo™) ES germinados (%)
MS sem RC 45,7 c* 18,3 a
ABA (0,5 uMm) 51,6 bc 6,5 C
ABA (0,5 pM) + CA (15g L™ 70,5 a 4,0 d
ABA (0,5 uM) + CA (30 g L™) 54,2 b 16,4 b
ABA (0,5 pM) + PEG (60 g L™ 48,5 bc 4,3 d
DMS 6,28 1,47

Legenda: ABA. acido abscisico; CA. carvdo ativo. PEG. polietilenoglicol. RC.
regulador de crescimento Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.

Para a variavel ES germinados, espera-se que o meio de maturacdo mais

eficiente seja aquele no qual ha menor percentagem destes, uma vez que essa
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variavel indica a ocorréncia de germinagdo precoce. Portanto, de forma semelhante
ao resultado da caracteristica anterior, 0 meio de maturacdo mais eficiente para
inibir a germinacdo precoce é composto de ABA (0,5 uM) + CA (15 g L™), com
apenas 4,0% de ES germinados, porém sem diferenca estatistica com o meio ABA
(0,5 uM) + PEG (60 g L™), com 4,3% de ES germinados. Entretanto, a menor
eficiéncia para inibir a germinagéo precoce em mamoeiro selecdo THB foi 0 MS sem
RC (18,3% de ES germinados), seguido pelo meio com ABA (0,5 pM) + CA (30 g L)
(16,4%) e ABA (0,5 pM) (6,5%), todos estatisticamente diferentes entre si. (Tabela
5).

O carvédo ativo (CA) possui utilidade no meio de maturacdo devido a sua
capacidade de adsorcdo de substancias inibidoras, como compostos fendlicos,
etileno ou mesmo residuos de auxinas, que poderiam impedir 0 processo de
desenvolvimento dos embrides sométicos (PEREIRA et al., 2008).

Na maturacdo de embrides somaticos de diferentes variedades de uva,
Lépez-Pérez et al. (2005) obtiveram aumento significativo da taxa de maturacéo
quando utilizado meio suplementado com carvdo ativo (2,5 g L™), sendo de apenas
5,8% em meio sem CA e quase 100% (99,5%) em meio com CA.

Para mamoeiro selecdo THB, a concentracdo de 15 g L™ de CA parece ser
Otima ou proxima de 6tima, uma vez que, combinado com ABA, provavelmente
exerca funcdo adsorvendo substancias inibidoras, além de permitir a liberacdo de
forma continua e adequada desse horménio para o tecido embriogénico,
favorecendo o seu desenvolvimento (Figura 2H). Porém, quando se elevou a
concentracdo de CA de 15 g L™ para 30 g L™, este provavelmente poderia adsorver
até mesmo o ABA, impedindo sua liberagdo em concentracdes ideais para o tecido
vegetal. Neste ultimo caso, a presenca do ABA possui pouca eficiéncia na inibicdo
da germinacao precoce, podendo ser comparado com o meio MS sem RC, ausente
de ABA (Tabela 5).

Apesar da frequéncia de ES ter sido baixa (48,5), o meio com ABA (0,5 uM)
+ PEG (60 g L™) foi muito eficiente para inibir a germinacdo precoce (4,3%) (Figura
21). Esse resultado sugere um papel relevante do PEG nesse processo, pois, devido
a sua funcéo osmdtica, é provavel que sinalize ao embrido em fase de maturacao as
condicbes externas impréoprias para a germinagdo. Apesar de ndo analisada
estatisticamente, a presenca de PEG em meio de maturacao favoreceu a formagao
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de ES normais, com clara distin¢cdo entre eixo embrionario e cotilédones, estes em
namero de dois (Figura 2l).

Alguns trabalhos tém relatado a importancia do PEG como substancia eficaz
para aumentar a osmolaridade do meio e elevar a frequéncia de embrides somaticos
(CASTILLON & KAMO, 2002; VOOKOVA & KORMUTAK, 2002; STEINER et al.,
2005; ALKHATEEB, 2006; CALIC-DRAGOSAVAC et al., 2010). Esses resultados de
maturacdo com PEG podem estar relacionados ao seu efeito osmotico nao-
plasmolizante, que embora ndo possa penetrar na célula vegetal, é capaz de induzir
0 estresse hidrico (ALKHATEEB, 2006).

A transferéncia dos calos embriogénicos para meios, na auséncia ou com
baixa concentracdo de auxinas, estimula a diferenciacdo e organogénese dos
embribes somaticos para as fases tardias (VAN ARNOLD et al., 2002). Houve a
diferenciacdo da massa pré-embriogénica em embrides somaticos, podendo ser
observadas as regides do eixo embrionério e dos cotilédones (Figura 1F e 1G).

A auséncia de ABA no meio de maturacao se mostrou ineficiente na inibicao
da germinacdo precoce para 0 mamoeiro selecdo THB. Além disso, foram
observadas maiores frequéncias de anormalidade nos embrides maturados na
auséncia de ABA (dado ndo mostrado). De forma semelhante, Gutmann et al. (1996)
observaram, através de andlises histoldgicas, desenvolvimento anormal e
assincronizado, levando a germinacdo precoce de ES de larico hibrido (Larix X
leptoeuropaea), quando maturados em meio sem a adi¢cdo de ABA. Porém, em meio
com ABA (60 uM), os autores verificaram desenvolvimento normal sem germinagao
precoce. Esses resultados ratificam a importancia do ABA em meio de maturacao
para o desenvolvimento normal dos ES.

Em meio soélido de maturagdo com variacdo da concentragdo de ABA (0,0 a
10,5 mg L), Anandan et al. (2012) alcancaram média maxima de 74 + 1,3 ES na
fase cotiledonar em meio com 10,5 mg L™ em mamoeiro cv. Co-7, apés 110 a 120
dias. Apesar de superior ao resultado apresentado neste trabalho com a selecéo
THB, deve-se considerar a diferenca em relagdo a concentracdo de ABA e o tempo
de exposicdo ao meio, uma vez que 0s autores utilizaram uma concentracdo de ABA
superior a mais de 100 vezes a utilizada no presente trabalho e deixaram por um
tempo quatro vezes maior, para se obter média pouco superior. Porém, ao se utilizar
apenas o meio MS puro, em condi¢cfes semelhantes, os autores alcangcaram média

de 13 + 2,6 ES, enquanto na selecdo THB a média foi superior a 45 ES (Tabela 5). A
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partir dessa analise, poder-se-ia inferir que 0 mamoeiro selecdo THB seja mais
embriogénico que o cv. Co-7.

Em um experimento de maturacdo de embribes somaticos de mamoeiros cv.
Honey Dew e Washington, Renukdas et al. (2006), utilizando antagonistas de etileno
(ABA, espermidina e AgNO3), observaram que concentra¢des superiores a 10 uM de
qualguer do antagonista, inibiam a maturacdo do ES. Porém, concentracfes entre
0,1 a 1,0 pM eram satisfatorias. Especificamente para o ABA, os autores
encontraram que as amostras respondiam melhor quando usada a concentracao de
0,1 uM, obtendo maturagcao superior a 80%. Portanto, dependendo da concentragao
de ABA o processo de maturagdo € favorecido e, provavelmente, o etileno seja um
inibidor do desenvolvimento embrionario, porém altas concentracfes de seus
antagonistas podem ser toxicas para a embriogénese somatica.

O sucesso da conversdao de embrides sométicos em plantulas, bem como
sua morfologia normal, est4 diretamente relacionado a qualidade do processo de
maturacdo. Embrides de mamoeiro selecdo THB maturados em meio contendo ABA
(0,5 pM) + PEG (60 g L™) ou ABA (0,5 uM) + CA (15 g L™) foram convertidos em

plantulas normais (Figura 2J) com maior frequéncia.

4.3 Andlise histolégica e estrutural

As andlises por microscopia de luz e eletrbnica de varredura foram
realizadas em folhas cotiledonares submetidas ao tratamento com 25 uM de 4-CPA
durante o periodo de inducdo e pdés-maturacdo, objetivando investigar o processo
embriogénico, bem como analisar a morfologia dos embrides formados (Figuras 4 e
5).

A folha cotiledonar de mamoeiro selegcdo THB (Figura 4A) apresenta uma
camada simples de epiderme com células retangulares e justapostas, 0os estdmatos
sdo observados em ambas as faces, adaxial e abaxial. Devido sua precoce
diferenciacdo, o mesofilo apresenta uma ténue separacdo entre o parénquima
palicadico, células alongadas longitudinalmente formando uma ou duas camadas

mais proximas a face adaxial, e o parénquima lacunoso, células grandes e esféricas



43

com espagamento intersticial e formando trés ou quatro camadas mais proximas da
face abaxial. Na auséncia de inducdo, ndo foram observadas células em processo
de diviséo.

A diferenciacdo celular foi observada dentro de dois dias, em meio de
inducédo com 4-CPA (25 uM) nas células parenquiméticas da lamina cotiledonar, com
inimeros pontos de atividade meristematica e divisbes em diversos planos. As
células originadas dessas divisdes apresentavam elevada razdo nucleo/citoplasma.

Em Passiflora edulis Sims, a diferenciacédo celular se iniciou apos trés dias
de inducéo, principalmente na regido cotiledonar de embribes zig6ticos maduros.
Similarmente, foi identificada na regido meristemética da radicula, porém devido sua
desorganizac¢éo, houve o inicio da formacao de calo (PINTO et al., 2011). Em Carica
papaya L., as primeiras divisbes celulares foram observadas no terceiro dia em
diversos pontos préximo ao procambio, ao longo do eixo embrionério (KOEHLER,
2004).

A presenca de células pré-embriogénicas foi visualizada apos sete dias de
cultivo (Figura 4B), sendo estas caracterizadas por pequeno diametro, citoplasma
denso, com nucleo grande e nucléolo evidente (WILLIAMS & MAHESWARAN,
1986). Sua formacao se iniciou internamente, a partir de células parenquiméticas,
ndo sendo possivel ainda a visualizacdo externa. Além da formacéo dessas células,
as divisées celulares originaram um tecido visivelmente desorganizado,
provavelmente dando inicio a formacao de calo. Ndo houve indicio histolégico de
formacéo direta de embrides somaticos em mamoeiro selecdo THB.

Em Carica papaya L., Fernando et al. (2001) observaram, a principio, a
formacdo de embrides soméaticos no cultivar Sunrise Solo diretamente a partir de
células individuais protodérmicas apds 18 dias, em meio de inducdo contendo 2,4-D
(2,0 mg L.

A origem unicelular, no qual uma unica célula de um tecido especifico,
geralmente a protoderme ou epiderme, sofre desdiferenciacdo e origina embrides
somaticos € descrita na literatura para algumas espécies (LAPARRA et al., 1997;
FERNANDO et al., 2001; KURCZYNSKA et al., 2007; KONIECZNY et al., 2012).
Esse processo de embriogénese geralmente apresenta-se de forma mais rapidas,

dentro de poucos dias.
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Figura 4. Sequéncia de eventos anatbmicos da embriogénese somatica a partir de
folhas cotiledonares de Carica papaya L. selecdo THB em meio de
inducdo com 4-CPA (25 pM). (A) Folhas cotiledonares nao induzidas com
idade de 30 dias; (B) Massa pro-embriogénica aos 7 dias. Células com
nacleo grande e nucléolo evidente (seta); (C) Massa calogénica e massa
embriogénica (*) em desenvolvimento com 14 dias e (D) 21 dias. Células
em intensa divisdo celular (seta). (E) Exposi¢cdo do calo embriogénico a
superficie do explante, rompendo a epiderme (seta), aos 28 dias em MI.
(F) Inimeros complexos embriogénicos globulares formados
indiretamente aos 35 dias. (G) Embrido somatico em fase torpedo e
embrides globulares (*) aos 50 dias. Embriogénese secundaria sendo
mostrada pela conexao entre embrides (seta). (H) Embrido cotiledonar
formado aos 50 dias em MI evidenciando as regifes de desprendimento
(setas) com o tecido original. Abreviagdes: ce. calo embriogénico; cne.
calo ndo-embriogénico; ee. eixo embrionario; est. estbmato; fada. face
adaxial; faba. face abaxial; fc. feixes vasculares; cot. cotilédones; mac.
meristema apical do caule; mf. meristema fundamental. pc. procambio; pl.
parénquima lacunoso; pp. parénquima palicadico; pt. protoderme. Barra =
100 um (A, B, C, D, E, H); 200 um (G, H). Coradas com azul de toluidina.

A intensa atividade meristematica nos dias seguintes, apds 14 dias (Figura
4C) e apos 21 dias (Figura 4D), desorganizou a estrutura do explante cotiledonar. O
processo de divisdo celular levou a formagcdo de células pequenas arranjadas
compactamente com citoplasma denso, dando origem a massas embriogénicas,
sendo possivel sua visualizacdo por meio de microscopia de varredura (Figuras 5A,
5B, 5C). Assim, da mesma forma que Fernando et al. (2001) e Konieczny et al.
(2012), foi possivel a identificacdo de dois tipos distintos de calo: um com células
alongadas e altamente vacuoladas, as quais apresentavam aparéncia friavel e
localizado abaixo da epiderme do explante; e outro ocorrendo mais internamente e
mostrando a presenca de pequenas células meristematicas de arranjo compacto e
com citoplasma denso.

Apos aproximadamente 28 dias, a estrutura do explante ja estava altamente
modificada e a epiderme cotiledonar mostrava-se completamente descontinua
(Figura 4E). A atividade meristematica das células de ambos os tipos de calo
direcionou a massa calogénica para a periferia do cotilédone, causando a extrusao

da massa embriogénica a superficie.
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Figura 5. Analise ultraestrutural por microscopia eletrbnica de varredura da
embriogénese somatica em Carica papaya L. selecdo THB pés-
tratamento com 4-CPA (25 uM). (A) Estrutura de calo formado de massa
nao-embriogénica com algumas regides de massa embriogénica (seta).
(B) Destaque para massa embriogénica com certa organizagao celular em
comparacdo com o tecido desorganizado ao redor. (C) Presenca de
protuberancias na superficie do calo indicando a formagéo de complexos
pré-embriogénicos (setas). Embrides somaticos em diversos estadios de
desenvolvimento apds a maturacdo: (D) globular; (E) globular e
cordiforme inicial; (F) cordiforme inicial com destaque para a formacao da
depressao apical no embrido e a presenca de estrutura semelhante ao
suspensor (seta); (G) globular e cordiforme tardio; (H) torpedo tardio; (1)
cotiledonar inicial; (J) cotiledonar tardio normal. (K) Presenca de embrides
somaticos em diferentes fases no mesmo calo. (L, M) Processo de
embriogénese secundéria (seta) em meio de maturacdo. Embrides
morfologicamente anormais: (N) embrido tipo trombeta com o0s
cotilédones fusionados; (O) embrido policotiledonar; (P) embrido
anisocotiledonar. Abreviacdes: cot. cotilédones; ee. eixo embrionario;
ECo. embrido cordiforme; ECt. embrido cotiledonar; EG. embrido globular;
sp. suspensor. Barra: 50 um (B, D, E, F, G); 100 um (C, O); 200 um (A, H,
I, J, K, L, P); 500 um (M, N).

A partir da exposi¢do das massas embriogénicas foi possivel a visualizagao
de inameros complexos globulares pré-embriogénicos independentes ou em
processo de independéncia, formados a partir de células epidérmicas e
subepidérmicas do calo (Figura 4F), com aproximadamente 35 dias. Este processo
sugere a ocorréncia de embriogénese indireta. Esses complexos apresentavam uma
linha de fragmentacdo muito bem definida, formada por células de paredes celulares
espessas, semelhantes a protoderme, estabelecendo limites entre as células
embriogénicas das células grandes e vacuoladas do calo (PINTO et al., 2011).

Ao contrario da origem unicelular, a origem multicelular ocorre da
desdiferenciacdo das células em diversos tecidos simultaneamente, podendo
progredir posteriormente para uma Unica massa embriogénica (ROCHA et al., 2012).

Devido a massa embriogénica se originar a partir da fusdo de células
parenquimaticas e epidérmicas, e a formacdo de estruturas globulares
embriogénicas a partir desta, conclui-se que a origem dos embrides somaticos em
mamoeiro selecdo THB é multicelular e indireta.

Assim como ocorreu para 0 mamoeiro sele¢édo THB, a origem multicelular de
embrides somaticos ja foi documentada em outros cultivares (FERNANDO et al.,

2001; KOEHLER, 2004).
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Em mandioca (Manihot esculenta), as massas embriogénicas foram
formadas ao redor do procambio ao longo de todo o explante cotiledonar.
Posteriormente, essas massas de fusionaram dando origem a embriées somaticos,
caracterizando sua origem multicelular (BABA et al., 2008).

A formacdo dessas estruturas globulares representa o primeiro estadio de
diferenciacdo dos embrides somaticos (fase globular), por meio da via indireta, sobre
os tecidos do explante inicial. Regides embriogénicas surgem a partir de camadas
subepidérmicas mitoticamente mais ativas (PINTO et al., 2011). Ainda foi possivel
observar, apos 35 dias, embries somaticos em fase globular sem conexao vascular
com o tecido parental (Figura 4F). De forma semelhante, complexos embriogénicos
foram visualizados ap6s 45 dias de inducdo nas camadas periféricas do calo no
cultivar Improved Sunrise Line 72/12 (KOEHLER, 2004).

Os embrides pré-globulares se desenvolveram em estadios mais tardios,
como o torpedo (Figura 4G) e cotiledonar (Figura 4H), podendo ser observados apés
50 dias. A presenca de protoderme e procambio nos embrides somaticos,
semelhante ao embrido zigotico, sugere independéncia do explante e sistema
vascular fechado.

Durante a fase de inducédo (Figura 4G) ou mesmo apoés a fase de maturacao
(Figura 5K), foi possivel a visualizacdo de embrides globulares juntamente com
embrides em estadios tardios. Além disso, todas as fases do embrido somatico
foram identificadas por MEV: globular (Figura 5D), cordiforme inicial (Figuras 5E,
5F), cordiforme tardio (Figura 5G), torpedo (Figura 5H), cotiledonar inicial (Figura 5I)
e cotiledonar tardio (Figura 5J). Dessa forma a embriogénese somatica em
mamoeiro selecdo THB nao foi sincronizada.

Falta de sincronizacdo na formacdo de embrides somaticos também foi
observada em outros cultivares de mamoeiro (FERNANDO et al., 2001; KOEHLER,
2004) e relatada em outras espécies: Glycine max (FERBANDO et al.,, 2002),
Arabidopsis (KURCZYNSKA et al., 2007), Manihot esculenta (BABA et al., 2008),
Trifolium nigrescens (KONIECZNY et al., 2012).

N&o esta claro na literatura o processo o qual motiva a formacdo de
embrides assincronizados, poréem esse fendmeno pode estar relacionado a
ocorréncia de embriogénese secundaria, a qual € condicionada ao tempo de
exposicdo ao meio de indugcdo ou meio de maturacdo. No presente trabalho, a

permanéncia em meio de inducdo por 50 dias, foi suficiente para a visualizacdo de
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embrides em diferentes fases de desenvolvimento no mesmo tratamento (Tabelas 3
e 4; Figura 3) ou calo (Figura 4G, 5K).

A ligacdo entre embrides tardios e embrides iniciais (Figura 4G) indica a
ocorréncia de embriogénese secundaria. Devido a conexdo protodérmica entre o
embrido torpedo e os globulares, € provavel que a embriogénese secundaria em
mamoeiro selecdo THB tenha origem direta, sem a necessidade de formag&o de
calo, a partir de células superficiais. A embriogénese secundaria foi observada
durante a inducdo (Figura 4G) e também em meio de maturacdo, ausente de
auxinas (Figuras 5L, 5M).

A embriogénese secundaria € um processo de inducdo de novos embrides
somaticos a partir de embrides pré-existentes (RAEMAKERS et al.,, 1995). Esse
processo pode aumentar o potencial de propagacéo de plantas via cultura de tecido.

E provavel que a embriogénese secundaria tenha relagdo com o tempo de
exposi¢cdo ao meio, pois para se dar inicio a novos embrides, € necesséario que
alguns deles ja tenham sido formados. A maior proliferacdo de embrides
secundarios em mamoeiro selecdo THB ocorreu em meio de maturacao, ausente em
auxinas (Figuras 5L, 5M), os quais se desenvolveram principalmente a partir da
superficie do eixo embrionario, préximo ao meristema radicular, dos embrides
primarios.

Desenvolvimento semelhante foi observado por Silva et al. (2009) na
inducdo de embriogénese somatica em Passiflora cincinnata, na qual a
embriogénese secundaria ocorreu em meio ausente de reguladores de crescimento.
Os autores observaram que a germinacéo dos embrides primarios foi negativamente
afetada por causa da producdo intensa de embrides secundéarios na superficie
daqueles, debilitando sua conversdo em plantulas pela inibicdo do desenvolvimento
das partes aérea e radicular.

O embrido soméatico em fase cotiledonar (Figura 4H) apresenta distintamente
as regibes cotiledonares e do eixo embrionario apés 50 dias, sendo bastante
evidente o meristema apical caulinar e a radicula. Apesar da visualizacdo do
procambio ainda indicar ligacdo entre o embrido somatico e o tecido parental, é
possivel observar a formagcdo de uma regido de fragmentacdo, sugerindo futura
independéncia com o explante.

A semelhanca estrutural com embrido zigotico € percebida pela presenca de

protoderme, procambio e meristema fundamental (Figura 4H), mostrando sua
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capacidade para a conversao em uma planta. A presenga de ambos 0s meristemas
caulinar e radicular indicam provavel sucesso na conversao.

Apesar da formacdo de embribes cotiledonares normais (Figura 5J), foram
visualizados embrides morfologicamente anormais, principalmente apds o periodo
de maturacdo, comprometendo sua capacidade de conversao em plantas. Dentre as
anormalidades, foram observados embrides com os cotilédones fusionados, em
forma de cone ou trompete (Figura 5N), policotiledonares (Figura 50) e
anisocotiledonares (Figura 5P), em que apresentam um cotilédone proeminente e
outro pequeno e rudimentar. Apesar da estrutura anormal, todos esses embrides
apresentavam capacidade de germinacdo, o que indica presenca de meristema
apical radicular, porém aqueles em forma de trompete falharam em se converter em
plantula, provavelmente pela auséncia ou ineficiéncia do meristema apical caulinar.
Todavia, os embribes policotiledonares e anisocotiledonares, apesar de anormais,
ocasionalmente foram capazes de germinar e se converterem em plantulas (dados
nao mostrados).

Em soja, foram observados embribes com os mesmos padrbes de
anormalidades, sendo que aqueles em forma de trompete foram os mais frequentes
(FERNANDO et al., 2002). Em Trifolium nigrescens, ndo foi observada a fase
cordiforme, porém os cotilédones foram formados circularmente ao redor de um poro
apical localizado centralmente, originando embribes em forma de chifre
(KONIECZNY et al., 2012).

A incidéncia de anormalidade em embrides somaticos tem sido sugerida
ocorrer em correspondéncia com o tempo de duragéo da cultura e pela utilizagéo de
altas concentracdes de auxinas (PESCADOR et al., 2008). Além disso, as auxinas
sintéticas, especialmente o 2,4-D, podem causar distlrbios no transporte polar de
auxinas, o qual & pré-requisito para o0 estabelecimento da simetria bilateral e
diferenciacdo dos cotilédones (GAJ, 2004). Essas auxinas podem induzir variagdes
somaclonais, devido seu efeito teratogénico, o que pode correlacionar com a
diversidade fenotipica dos embrides somaticos (TREMBLAY et al., 1999).

Considerando as semelhancas estruturais e fisiologicas das auxinas 2,4-D e
4-CPA, bem como o tempo de exposicdo ao meio de inducdo, € possivel que a
exposicdo do tecido vegetal & auxina contribua para a ocorréncia de aberracdes
morfoldgicas identificadas durante a embriogénese somatica de mamoeiro sele¢éo
THB.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Folhas cotiledonares do mamoeiro selecdo THB em meio com 4-CPA (25
HUM) apresentaram respostas superiores em relacdo ao apice caulinar e a auxina 2,4-
D para a inducédo da embriogénese somatica.

A analise histolégica evidencia que em folhas cotiledonares o processo
embriogénico inicia-se na regido parenquimatica com subsequente proliferacdo de
massas embriogénicas, originando embrides soméaticos pela via multicelular indireta.

A analise por MEV destacou a ocorréncia de embriogénese secundéria, bem
como a presenca de embrides anormais.

Para maturacédo de embries somaticos, a adicdo de ABA (0,5 uM) e CA (15
g L") ao meio apresentaram-se muito eficiente tanto para elevar a frequéncia de ES

guanto para inibir a germinacéo precoce.
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ANEXOS

ANEXO 1. Resumo da analise de variancia para embriogénese somatica de mamoeiro selecdo THB, utilizando 2,4-D no meio de
inducao

Valor de Quadrado Médio

FV GL Calogénese Calo N°médio  Frequéncia Tipos de embrides somaticos
(%) Embriogénico (%) de ES (EScalo?) Globular Cordiforme Torpedo Cotiledonar
Explantes 1 4,489" 27034,8" 3097,6" 13,759" 705,60 291,60 112,227 15,62
Conc 4 1,683" 86,621" 69,587" 0,310 14,90™ 4,66™ 4,28 1,69™
Exp XConc 4 7,295" 64,676" 57,037™ 0,254" 8,22" 3,41™ 4,29™ 1,69™
Residuo 30 8,229 43,575 81,967 0,364 16,30 7,62 3,87 4,07
Média 98,66 35,99 9,35 0,62 4,65 2,80 1,67 0,62

Legenda: ES. embrides somaticos; Conc. concentracées; Exp. explantes. ~ Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste
F; "Na&o significativo em nivel de 5% pelo teste F.
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ANEXO 2. Resumo da analise de variancia para embriogénese somatica de mamoeiro selecdo THB, utilizando 4-CPA no meio de
inducao

Valor de Quadrado Médio

FV GL Calogénese Calo N°médio  Frequéncia Tipos de embrides somaticos
(%) Embriogénico (%) de ES (EScalo?) Globular Cordiforme Torpedo Cotiledonar
Explantes 1 0,0003"™ 51365,889" 12638,025 56,169 1795,6°  1155,62° 525,62 216,22"
Conc 4  107,203™ 345,190" 793,287 3,525 71,687™  134,12™ 58,91 8,56
Exp X Conc 4  52,764™ 136,056 684,087 3,046~ 63,412° 113,37 52,68~ 8,91"™
Residuo 30 58,471 85,478 100,308 0,446 7,176 21,75 6,52 3,57
Média 96,332 42,170 19,075 1,275 7,25 5,87 3,82 2,37

Legenda: ES. embrides somaticos; Conc. concentracdes; Exp. explantes. "Significativo em nivel de 5% e ~ Significativo em nivel de
1% de probabilidade pelo teste F; "*N&o significativo em nivel de 5% pelo teste F.
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ANEXO 3. Resumo da analise de variancia para embriogénese somatica de
mamoeiro selecdo THB em meio de maturacdo

Valor de Quadrado Médio

FV GL
Frequéncia (ES calo™) ES germinado (%)
Meio de maturacao 4 471,317 238,134"
Residuo 20 11,015 0,607
Média 54,088 9,88

Legenda: ES. embrides somaticos. ~ Significativo em nivel de 1% de probabilidade,
pelo teste F.



