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RESUMO GERAL

FIGUEIREDO, Milene Alves. Obtencio, analises morfolégicas e ultra-
estruturais de calos de Passiflora spp. 2007. 113p. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

O Brasil ocupa posicdo de destaque na cultura do maracujazeiro, sendo o maior
produtor mundial de maracujia. Nos ultimos anos, o aumento da demanda
provocou a expansdo da drea plantada e, com isso, houve o surgimento e a
expansio de um grande nimero de doencas. Algumas espécies ndo cultivadas,
como Passiflora gibertii N. E. Brown e Passiflora edulis edulis, t€m importantes
contribuicdes para o melhoramento genético, por apresentarem resisténcia a
doencas e pragas, longevidade, maior adaptacdo a condi¢des climédticas adversas,
periodo de florescimento ampliado, maior concentragdo de componentes
quimicos interessantes para a industria farmacéutica e outras potencialidades,
quase todas ainda inexploradas. O objetivo deste trabalho € analisar aspectos da
germinacdo e da regeneracdo in vitro, bem como caracterizar, nos niveis
morfolégico e ultra-estrutural, calos de Passiflora spp. Os resultados permitem
afirmar que a espécie nativa P. gibertii possui dorméncia extra-embriondria
mecanica, que é superada com a escarificacdo da ponta da semente com bisturi.
As sementes frescas obtém maior percentagem de germinacdo que as secas,
porém, com maior percentagem de germinacdo para sementes secas quando se
utiliza escarificacdo da ponta da semente. A espécie P. gibertii responde melhor
a formacdo de calos que P. edulis edulis nativo; a utilizacio de 8,88 uM de BAP
promove maior percentagem de calos a partir de segmentos foliares; segmentos
radiculares de P. gibertii € P. edulis edulis nativo ndo formam calos e ndo ha
diferenca entre segmentos nodal e foliar na formagdo de calos de espécies de
Passiflora nativo; segmentos nodal e foliar de P. gibertii, apds transferidos para
meio MSM contendo GA; formam gemas; calos oriundos de condigdes de
escuro sdo mais responsivos a formacdo de gemas em P. gibertii; o meio de
inducdo mais indicado para organogénese € o meio MS, contendo metade da
concentracdo de seus sais; a adi¢do de dgua de coco ao meio de cultura é
essencial, tanto para a inducdo de calos como para a formacdo de gemas em P.
gibertii. A adi¢do de picloram e cinetina a0 meio de cultura promove maior
formacdo de calos em explantes foliares cotiledonares de P. gibertii que 2,4-D e
cinetina. Diferentes coloracdes de calos, oriundos de explantes foliares
cotiledonares, sdo observadas nos tratamentos utlizando-se picloram e cinetina.
Explantes foliares de P. gibertii mantidos em meio de cultura MS no escuro

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador).



acrescido de BAP (8,88 uM) e 4gua de coco (5%) por 30 dias, induzem a
formacdo de calos, que, posteriormente, transferidos para meio MS, na presenca
de luz e contendo BAP (2,22 uM) tornam-se organog€nicos, cujos pardmetros
morfologicos e ultra-estruturais associados sdo células com formato
isodiamétrico, sistema celular organizado, nicleo com nucléolo proeminente,
presenca de grdos de amido e citoplasma denso e rico em reticulo
endoplasmatico. O regulador 2,4-D proporciona a obtencdo de calos com
caracteristicas embriogénicas (células com formato isodiamétrico, pequenas e
com pequeno espago intercelular, sistema celular organizado e predominancia de
mitocondrias de formato arredondado), enquanto resultados negativos
(predominancia de células com formato alongado, células maiores e com
espacos intercelulares, sistema celular desorganizado e predomindncia de
mitocondrias de formato alongado) s@o observados para picloram. Calos
translicidos e amarelo-claros apresentam caracteristicas nao-morfogénicas,
como células de diferentes formatos, sistema celular desorganizado, células
grandes e auséncia ou pouco conteido de amido. Calos de coloragdo amarelo-
escuro e branco-marrom apresentam caracteristicas embriog€nicas e 0s
paradmetros morfoldgicos e ultra-estruturais associados sdo: predominéncia de
células com formato isodiamétrico, sistema celular organizado, células
pequenas, citoplasma denso e rico em mitocondria e reticulo endoplasmatico.

ii



ABSTRACT

FIGUEIREDO, Milene Alves. Production, morphologic and ultra-structural
analyses of Passiflora spp. callus. 2007. 113p. Dissertation (Master’s degree in
Agronomy/ Plant Physiology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG. "

Brazil occupies a position of prominence in the passion fruit plant culture, being
the largest world producer of passion fruit. In the last years, the increasing
demand resulted in a expansion of the planted area resulting in the expansion
and appearance of many diseases. Some species not cultivated, as Passiflora
gibertii N. E. Brown and Passiflora edulis edulis, present important
contributions for plant breeding, for having pests and diseases resistance,
longevity, larger adaptation to adverse climatic conditions, enlarged flowering
period, larger concentration of interesting chemical components for the
pharmaceutical industry and other potentialities, almost unexplored. The
objective of this work was to analyze in vitro regeneration and germination
aspects, as well as to characterize, at morphologic and ultra-structural levels,
callus of Passiflora spp. The results allow to affirm that the native species P.
gibertii has mechanical extra-embryonic dormancy, that is overcome with seed
tip scarification using a scalpel. Fresh seeds present larger germination
percentage than the dry seeds, however, larger germination percentage for dry
seeds are obtained using tip scarification. The P. gibertii species respond better
to the callus formation than native P. edulis edulis; the use of 8,88 uM BAP
promotes larger callus percentage from leaf segments; root segments of P.
gibertii and native P. edulis edulis do not form callus and there is no difference
between leaf and nodal segments in the formation of native Passiflora species
callus; P. gibertii leaf and nodal segments, after transferred to MSM medium
containing GA;, form bud; callus from dark conditions are more responsive to
MS medium contain half of its salt concentration is the most inducated for
oranogenesis; the addition of coconut water to the culture medium is essential
for callus induction and bud formation in P. gibertii. The picloram and kinetin
addition to the culture medium promotes larger callus formation in cotyledonary
leaf explants of P. gibertii than 2,4-D and kinetin. Different callus colors, from
the cotyledonary leaf explants, are observed in treatments using picloram and
kinetin. P. gibertii leaf explants inoculated in MS culture medium and
maintained in the dark in the presence of BAP (8,88 uM) and coconut water
(5%) for 30 days, induce callus formation, which, later transferred to MS
medium, in the presence of light and BAP (2,22 uM) turned organogenic, whose

* Guidance Committee: Dr. Renato Paiva - UFLA (Advisor).
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ultra-structural and morphologic parameters associated were of isodiametric
cells, presenting organized cellular system, nucleus with prominent nucleolar,
presence of starch grains and dense cytoplasm rich in endoplasmic reticulum.
The growth regulator 2,4-D provides the obtaintion of callus with embryogenic
characteristics (cells with isodiametric format, small and with small intercellular
space, organized cellular system and predominance of round format
mitochondria), while negative results (predominance of prolonged format cells,
larger cells with intercellular spaces, disorganized cellular system and
predominance of prolonged format mitochondrias) are observed when picloram
is used. Translucent and yellow-clear callus present no-morfogenic
characteristics, like cells of different formats, disorganized cellular system,
larger cells and absence or reduced starch content. Callus of yellow-darkness
and white-brown coloration presented embryogenic characteristics with the
following morphologic and ultra-structural parameters: predominance of
isodiametric format cells, organized cellular system, small cells, dense
cytoplasm rich in mitochondria and endoplasmic reticulum.

v



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A cultura do maracujazeiro no Brasil ocupa uma posi¢do de destaque,
pois, atualmente, o pais é o maior produtor mundial de maracujd com uma
producdo de, aproximadamente, 448.000 toneladas. O aumento da demanda do
mercado internacional e nacional por sucos e pela fruta in natura fez com que
houvesse expansdo da &drea plantada; entretanto, houve o surgimento e o
agravamento de um grande nimero de doencas.

Algumas espécies ndo cultivadas de Passiflora spp. tém expressivas
contribuicdes importantes ao melhoramento genético, por apresentarem
resisténcia a doencas e pragas, longevidade, maior adaptacdo a condig¢des
climdticas adversas, periodo de florescimento ampliado, maior concentragdo de
componentes quimicos de interesse para a inddstria farmac€utica e outras
potencialidades, quase todas ainda inexploradas.

A desuniformidade na germinacdo das sementes, a falta de conhecimento
do periodo de viabilidade destas e o longo periodo de dorméncia sdo fatores que
impedem a obtencao de material para propagacdo em quantidade suficiente.

Por sua vez, a matéria-prima, para auxiliar os programas de
melhoramento € a variabilidade genética disponivel em bancos de germoplasma
que, neste caso, € bastante pequena, tanto em ambito internacional quanto no
nacional, apesar das fontes de recursos genéticos disponiveis na natureza serem
muito amplas.

A micropropagacdo tem sido utilizada com freqii€éncia em indmeras

espécies vegetais, por manter a identidade genética dos individuos e possibilitar



a obten¢do de grande ndmero de plantas sadias e de alta qualidade fitossanitédria
em pequeno espago fisico e em curto tempo, em qualquer época do ano.

As duas vias de regeneracdo in vitro, organogénese e embriogénese
somdtica podem ocorrer de forma direta (sem formacdo de calos) ou indireta
(com formagao de calos) e serem avaliadas e caracterizadas citologicamente.

O cultivo in vitro de espécies nativas de Passiflora spp. € importante,
tanto para a multiplicacdo de clones com caracteristicas superiores como para a
aplicagdo das técnicas de transformagdo genética e hibridacdo somdtica. Em
programas de melhoramento, esta é essencial para a propagacdo e a manutengao
da cultura.

Objetivou-se, com este trabalho, analisar aspectos da germinagdo e da
regeneracdo in vitro, bem como caracterizar, em niveis morfoldgico e ultra-

estrutural, calos de maracujazeiro (Passiflora spp.).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura

O maracujazeiro pertence a, aproximadamente, 630 diferentes espécies
de Passiflora L., género da familia Passifloraceae, que compreende 18 géneros
com distribui¢do, principalmente, nos trépicos da América, Asia e Africa
(Meletti, 2000; Ruggiero et al., 1996).

O Brasil possui uma édrea plantada de 36.576 ha, ressaltando-se os
estados da Bahia (8.895 ha), do Pard (4.187 ha), de Sergipe (4.161 ha), do
Espirito Santo (3.243 ha), de Minas Gerais (3.147 ha) e de Sao Paulo (2.641 ha).
Em 2004, o pafs produziu 491.619 toneladas, com rendimento médio de 13.441
kg ha'. O Nordeste brasileiro contribuiu com 17.458 ha da 4rea plantada no
Brasil, em 2004. (IBGE, 2004). De acordo com estimativas da ITI Tropicals
(2006), a producdo de maracuja é de 640.000 toneladas e o Brasil, como
produtor mundial, responde por, aproximadamente, 70% desse total. O Equador
aparece em segundo lugar e a Colombia em terceiro, com, respectivamente,
85.000 e 30.000 toneladas. Apesar dessa posi¢do, a produtividade nacional é
muito variada e, na maioria das vezes, baixa em relacdo ao potencial produtivo
da cultura.

A produgdo brasileira de maracujd adquiriu expressdo econdmica ha
pouco mais de 25 anos, inicialmente pelo incentivo da agroinddstria e, em
seguida, pela crescente demanda no mercado de frutas frescas. A expansdo dos
pomares foi significativa e, atualmente, o maracuja vem sendo cultivado em
quase todo o territdrio nacional, de onde resulta a maior produ¢ao mundial. No
entanto, 95% dos pomares sdo cultivados com uma tnica espécie, 0 maracuji-

amarelo ou azedo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg) (Meletti, 2005).



A matéria-prima para auxiliar os programas de melhoramento é a
variabilidade genética disponivel em bancos de germoplasma que, neste caso, é
bastante pequena, apesar das fontes de recursos genéticos disponiveis na
natureza serem muito amplas. Poucas espécies t€m sido cultivadas e observa-se
um numero significativo de formas selvagens, nativas, compativeis entre si,
propagadas por sementes de polinizacdo aberta (Meletti, 2005).

O maracujazeiro € origindrio da América Tropical, com mais de 150
espécies nativas do Brasil. Entretanto, entre tantas espécies diferentes, nem todas
produzem frutos comestiveis e aproveitdveis e apenas um pequeno nuimero
consegue ocupar espagos nos grandes mercados frutiferos nacionais e
internacionais. Vdrios maracujds nativos do Brasil s@o cultivados em outros
paises tropicais, tais como o Hawai, Venezuela, Africa do Sul e Australia, onde
tem considerdvel importincia econdomica (Alves & Melo, 2003).

Nao € por acaso que o Brasil é o maior produtor mundial de maracuja,
pois, aliados a outros importantes fatores, existem, no pais, as maiores e
melhores colecdes de germoplasma de Passiflora do mundo, o que di
sustentabilidade a essa pujante agroindustria brasileira. Embora o Brasil tenha
essa posicdo privilegiada, quando comparado aos demais paises, em termos de
recursos genéticos, verifica-se que hd, ainda, um longo e urgente caminho a

percorrer, notadamente em relacio ao resgate e a conservagdo de germoplasma.

2.2 Importancia da espécie Passiflora gibertii N. E. Brown e outras espécies
silvestres de maracujazeiro

Considerando a grande variabilidade do maracujazeiro, programas de
melhoramento genético t€m sido conduzidos visando a obten¢do de variedades
mais produtivas e resistentes a doengas, por meio da hibrida¢do sexual entre as

espécies cultivadas e espécies selvagens (Barbosa, 1998).



A ampla diversidade genética verificada entre as diferentes espécies do
género Passiflora, potenciais fontes de resisténcia a doencas, evidencia o
promissor uso em programas de melhoramento genético e também como porta-
enxerto para variedades comerciais (Paula et al., 2005; Roncatto et al., 2004).

Oliveira et al. (1994) e Oliveira & Ruggiero (1998), analisando o
comportamento de vdrias espécies de maracujazeiro em relagdo a morte
prematura, verificaram que Passiflora nitida, P. laurifolia e alguns acessos de P.
suberosa, P. alata, P. caerulea, P. gibertii e P setacea mostraram-se resistentes.

Baldin & Lara (2002) avaliaram a atratividade e a preferéncia alimentar
de adultos de Epicauta atomaria por folhas de espécies de maracujazeiro
(Passiflora spp.), sob condi¢des de laboratério e concluiram que a espécie P.
setacea € a mais suscetivel ao ataque da praga, enquanto P. nitida e P. gibertii
sdo resistentes, expressando ndo preferéncia para a alimentacdo. Lara (1991) e
Rossetto et al. (1981) ressaltam que o controle de insetos pelo uso de materiais
resistentes € o método ideal, principalmente em virtude da preservagdo
ambiental e da sensivel redu¢@o nos custos de produgdo.

A baixa produtividade do maracujd-amarelo ou azedo (Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Deg), no Brasil, deve-se, em grande parte, a problemas
fitossanitdrios. Dentre eles as doencas provocadas por patégenos do solo sdo as
mais importantes, em termos de expressdo econdmica (Meletti & Bruckner,
2001; Menezes et al., 1994). Varios autores (Meletti & Bruckner, 2001;
Menezes et al., 1994; Pace, 1984; Roncatto et al., 2004) relatam a necessidade
de se usar porta-enxertos resistentes para controlar a fusariose e a morte
prematura do maracujazeiro. Oliveira & Ruggiero (1998) sugerem que sejam
realizadas mais observagdes referentes ao comportamento como porta-enxerto
das espécies P. nitida, P. gibertii, P. caerulea, P. macrocarpa, P. setacea, P.
laurifolia, P. alata, P. incarnata, P. cincinnata, P. serrato digitata e P.

coccinea, visto serem espécies vigorosas e apresentarem ampla adaptagdo, além



de possuirem caracteristicas de resisténcia a doengas, o que as torna promissoras
para o uso no melhoramento genético.

Menezes et al. (1994) e Oliveira et al. (1984) relatam a boa
compatibilidade de Passiflora gibertii como porta-enxerto, com o maracuji-
amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg). Oliveira et al. (1984) afirmam,
ainda, que a utilizacdo de P. gibertii como porta-enxerto para P. edulis f.
flavicarpa Deg apresenta-se como uma medida promissora para o controle da
morte prematura das plantas.

Espécies silvestres do género Passiflora (P. laurifolia, P. nitida, P.
tenuifila, P.mucronata, P. gibertii, P. amethystina, P. quadrangularis, P.
setacea, P. coccinea, P. caerulea, entre outras) t€ém apresentado, com base em
estudos preliminares, variabilidade para resisténcia as principais doencas do
maracujazeiro (Cunha et al., 2002).

Entre as vdrias espécies de passifloras silvestres do Brasil, algumas t€ém
caracteristicas interessantes, que podem ser introduzidas no maracujazeiro
comercial. Varios autores (Fischer, 2003; Meletti & Bruckner, 2001; Menezes et
al., 1994; Oliveira et al., 1994; Oliveira et al., 1986) relataram a resisténcia de P.
nitida, P. caerulea, P. laurifolia, alguns acessos de P. suberosa, P. alata, P.
coccinea, P. gibertii e P. setacea a morte prematura e a outras doengas causadas
por patégenos do solo.

Meletti e Bruckner (2001) relatam a necessidade de se usar porta-
enxertos resistentes para controlar fungos do solo e nematdides do
maracujazeiro.

Sharma et al. (2005), em estudos de resisténcia em Passiflora spp. a
nematdides-das-galhas (Meloidogyne spp.), constataram que, das 11 espécies
avaliadas, cinco, P. edulis f. flavicarpa nativa, P. caerulea, P. edulis, P. giberti e
P. quadrangulares, foram resistentes a Meloidogyne incdgnita, enquanto P.

capsularis, P. ligularis, P. nitida e P. tricuspis foram suscetiveis e duas



espécies, P. morofolia e P. mucronata, foram altamente suscetiveis. Em relacio
a Meloidogyne javanica, das 14 espécies avaliadas, 11 (P. actinia, P. edulis, P.
giberti, P. haematostigma, P. ligularis, P. edulis f. flavicarpa nativa, P. nitida,
P. tenuifilla, P. tricuspis, P. quadrangulares e P. suberosa) foram resistentes e
P. capsularis, imune enquanto P. caerulea e P. edulis x P.edulis f. flavicarpa
(hibrido) foram suscetiveis.

Oliveira et al. (1984), em estudos com P. edulis enxertado em P. gibertii,
constataram, em drea com histérico de ocorréncia de morte prematura de
plantas, que, dos 30 enxertos, apenas dois morreram, enquanto das 50 mudas de
pé-franco, somente duas sobreviveram.

Roncatto et al. (2004) estudaram o comportamento de Passifloraceas (P.
edulis Sims, P. edulis Sims f. flavicarpa Degener, P. nitida H.B.K., P.
cincinnata, P. gibertii, P. laurifolia, P. morifolia, P. foetida e P. capsularis)
quanto a morte prematura de plantas, cultivadas em local com histérico da
doenca. A morte prematura das plantas ocorreu entre dois meses e dois anos da
cultura no campo, tendo P. gibertii e P. nitida se mostrado resistentes a doenga,
independentemente do local de origem. Entre os demais “acessos”, nio se
encontraram fontes promissoras de resisténcia.

Sao José et al. (2000), citados por Roncatto et al. (2004), testaram as
espécies P. edulis Sims f. flavicarpa Degener, P. alata Dryander, P.
macrocarpa, P. giberti, P. laurifolia e P. foetida, em local contaminado com
fusariose e observaram que P. alata e P. gibertii apresentaram melhor

comportamento em relacdo a morte provocada por fusariose.

2.3 Germinacio in vitro de Passiflora spp.
E de fundamental importincia o conhecimento sobre os aspectos da
germinacdo de sementes das diversas espécies de Passiflora para a propagacio e

a manuten¢do de bancos de germoplasma, visando evitar a erosdo genética



(Passos et al., 2004). O tempo médio de germinacdo e a sua uniformidade
poderao proporcionar producdo de mudas em escala comercial, de maneira mais
eficiente (Alexandre et al., 2004).

Virios aspectos da germinagdo de sementes de maracujazeiro sio
conhecidos, porém, a afirmativa de que o inicio e o término de germinagdo das
sementes de Passiflordceas ocorrem de forma irregular, € unanime. Este periodo
pode ser de dez dias a trés meses, o que dificulta a formacdo das mudas, por nao
serem uniformes (Akamine et al., 1956; Kuhne, 1968; Luna, 1984 citados por
Alexandre et al., 2004).

Segundo Santos et al. (2003), a propagagdo de espécies nativas &
limitada pela ocorréncia de dorméncia nas sementes, retardando a sua
germinacdo. A dorméncia pode ser definida como o fendmeno pelo qual
sementes de uma determinada espécie, mesmo sendo vidveis e tendo todas as
condi¢des ambientais para tanto, deixam de germinar. O estado de dorméncia
ndo se confunde com o de quiescéncia, que é um estado de repouso em que,
estando vidvel a semente, ele é facilmente superdvel, com o fornecimento das
condi¢Oes ambientais necessarias (Carvalho & Nakagawa, 2000).

Problemas de germinacdo sdo muito comuns no género Passiflora, até
mesmo no maracujd-amarelo, a espécie mais cultivada (Meletti et al., 2002).
Segundo Pereira & Dias (2000), um dos problemas enfrentados pelos produtores
de maracuji estd relacionado com sua propagacdo, realizada por meio de
sementes que apresentam baixa e desuniforme germinagdo, dificultando, assim,
a formagdo de mudas de qualidade. No caso de espécies silvestres de Passiflora
spp., tolerantes a moléstias e com importante potencial para porta-enxertos, o
periodo de dorméncia é muito mais longo do que em outras passiflordceas
(Meletti et al., 2002; Manica et al., 2005).

Segundo Villiers (1975), citado por Santos et al. (2003), a dorméncia

devido a impermeabilidade ou a resisténcia mecénica do tegumento pode ser



superada naturalmente por danos mecanicos causados por insetos, decomposi¢ao
microbiana do tegumento ou, ainda, pelo fogo. Artificialmente, as técnicas mais
comumente utilizadas para a superac¢do da dureza das sementes sdo escarificagio
mecénica por meio de ruptura ou abrasdo do tegumento, choque térmico e
escarificagdo quimica com 4acidos concentrados (Cohn, 1996; Ferreira et al.,
1992 citado por Santos et al., 2003).

A germinagdo pode ser promovida pela aplicagdo de reguladores de
crescimento, tais como auxinas, citocininas, giberelinas (GAs), etileno e outros.
Desses reguladores, as giberelinas estdo diretamente relacionadas & germinacao
de muitas sementes, uma vez que sua aplicacdo exdgena promove a expressiao
dos genes que controlam a sintese das enzimas envolvidas na degradacdo de
paredes celulares do endosperma, induzindo o crescimento do embrido e
estimulando o processo germinativo. Além disso, as giberelinas
contrabalanceiam a inibicdo imposta pelo 4cido abscisico, provocando um
aumento enddgeno de GAs, que torna evidente sua participacio na superagdo da
dorméncia das sementes (Cardoso, 2004). O tipo de GA mais utilizado in vitro é

o 4cido giberélico (GAj).

2.4 Micropropagacio e analises morfologicas e ultra-estruturais de
Passiflora spp.

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas, nas
quais um explante (célula, tecido ou 6rgao) € isolado e cultivado em condi¢des
assépticas sobre um meio nutritivo artificial. O fundamento bésico da cultura de
tecidos € a totipotencialidade das células, segundo o qual, qualquer célula no
organismo vegetal contém toda a informagdo genética necessdria a regeneracio
de uma planta completa (Pasqual, 2000). Dessa forma, é uma importante
ferramenta, ndo s6 na genética e no melhoramento de plantas, como também

pode auxiliar em indmeras dreas da agricultura (Ramalho et al., 1997).



A cultura de tecidos vegetais é uma técnica vantajosa, quando aplicada a
variedades melhoradas que possuem pouco material e necessitam ser propagadas
em curto periodo de tempo e em grande escala, destacando-se, como alternativa
importante, principalmente, para as culturas de ciclo longo (Andrade, 1998).

O estabelecimento in vitro de maracujazeiro € essencial quando se deseja
fazer a manutencao de germoplasma de Passiflora, utilizando-se procedimentos
biotecnoldgicos. Para tanto, devem estar disponiveis, na literatura, protocolos de
assepsia para os explantes obtidos de sementes, folhas, gemas, segmentos
internodais, etc., protocolos para germinac¢do de sementes das diversas espécies,
bem como protocolos de organogénese adventicia de plantas a partir de
cotilédones, hipocétilos, folhas e de segmentos entrenodais e desenvolvimento
de plantas a partir de dpices meristemdticos e gemas.

A cultura de tecidos em Passiflora spp. pode contribuir para a obtencio
de plantas com caracteristicas agrondmicas desejdveis, utilizando-se as técnicas
de micropropagacao, hibridacdo somdtica ou transformacdo genética, associadas
a programas de melhoramento genético. O processo de transformacdo genética
permite a introducio de gene(s) exdgeno(s) no genoma de interesse. Por meio
deste processo, podem-se isolar genes de resisténcia a determinada doenga e
introduzi-los na espécie de interesse, obtendo-se plantas resistentes. A aplicacdo
de técnicas de transformacdo genética depende da obtencdo de sistemas
eficientes de regeneracdo de plantas (Monteiro-Hara, 2000). A hibridag¢do
somdtica, via fusdo de protoplastos, consiste em uma alternativa de transferéncia
de genes de resisténcia a doengas, presentes em espécies selvagens, para a
espécies cultivada (Barbosa, 1998).

A micropropagacdo € a aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos e
aquela de maior impacto (Grattapaglia & Machado, 1998). E utilizada
comercialmente, permitindo que uma planta com caracteristicas desejaveis possa

ser multiplicada indefinidamente (Pasqual, 2000).
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Indmeros fatores podem estar, direta ou indiretamente, envolvidos com o
sucesso da morfogénese in vitro, podendo-se citar como exemplos: as
caracteristicas da planta-mae, o tipo de explante, o balango de fitorreguladores, a
disponibilidade de nutrientes, as condi¢des ambientais nas quais se da o cultivo e
os fatores genéticos, entre outros. Arruda et al. (2005), por exemplo, afirmam
que a temperatura de cultivo das plantas fornecedoras de explantes influencia na
inducdo do processo organogénico, ocasionando variagdes na eficiéncia de
regeneracdo e alteracdes significativas nos teores de nutrientes, proteinas e
carboidratos. Material vegetal de P. edulis introduzido in vitro em épocas mais
frias do ano resulta na formacdo intensa de calo, em especial nas bordas dos
explantes, enquanto, em épocas mais quentes do ano, observa-se a formagao de
gemas, sobretudo diretamente a partir do explante, mas, em menor freqiiéncia,
também a partir de calo.

J4 existem muitos estudos publicados sobre a regeneracdo in vitro de
diversas espécies de Passiflora, mas lacunas permanecem. Diversos fatores
contribuem para isso e um dos principais é a variacdo da resposta entre
gendtipos, que tem sido extensivamente descrita na literatura. As variacdes sdo
mais evidentes quando sdo feitos experimentos com espécies pouco
domesticadas de maracujd, em que a variabilidade genética existente é muito
grande. As respostas diferentes se acentuam por conta dos vdrios explantes
utilizados, das diversas condi¢des ambientais de incubac¢do, como luz,
temperatura e fotoperiodo, tipos de frascos de cultura, meios de cultura e suas
variagdes, somente para citar alguns.

A despeito da importancia dos estudos morfoldgicos e ultra-estruturais,
pouco tem sido publicado em Passiflora. Para verificar e confirmar a via de
regeneracgdo in vitro, diferenciando-se organogénese de embriogénese somdtica,
devem ser realizados estudos histoldgicos. Depois de caracterizada a via de

regeneracdo, podem-se estabelecer melhores condi¢cdes de cultivo, para o
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estabelecimento de protocolos eficientes para a inducdo e a obtencdo de plantas.
Além disso, permitem também caracterizar as alteracdes celulares e a atividade
de organelas, possibilitando caracterizar tipos celulares e regides do explante

potencialmente morfogénicos (Monteiro-Hara, 2000).
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CAPITULO 2

ASPECTOS DA GERMINACAO in vitro DE SEMENTES DE
MARACUJAZEIRO Passiflora gibertii N. E. BROWN

RESUMO

FIGUEIREDO, Milene Alves. Aspectos da germinagdo in vitro de sementes de
maracujazeiro Passiflora gibertii N. E. Brown. In: . Obtencdo, analises
morfoldgicas e ultra-estruturais de calos de Passiflora spp. 2007. p.17-31.
Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG. "

Espécies ndo cultivadas de Passiflora spp. apresentam dificuldades na
germinacdo de sementes, problema comum em plantas silvestres. A germinagio
in vitro favorece a manutencdo e a propagacio de material. Este trabalho teve
como objetivo estudar a germinacdo in vitro de sementes de Passiflora gibertii.
Sementes de frutos maduros foram lavadas em dgua corrente e, posteriormente,
colocadas para secar a sombra por quatro dias (sementes secas). Apds esse
periodo, novas sementes foram isoladas dos frutos e lavadas em 4gua corrente
(sementes frescas). Foram testados diferentes tipos de escarifica¢do (auséncia de
escarificacdo, retirada da ponta da semente com pinga e bisturi e retirada da
ponta da semente com lixa manualmente). Apods escarificagdo, sementes
assépticas foram inoculadas em meio de cultura MS, contendo metade da
concentracdo de seus sais, suplementado com diferentes concentracdes de GA;
(0; 28,87; 57,74; 86,61 e 115,47 uM), sacarose (3%) e solidificado com 4gar
(0,5%). Ap6s inoculadas, as sementes foram mantidas em sala de crescimento,
sob irradidncia de fétons de 36 umol m™ s, temperatura de 25+2° C e
fotoperiodo de 16 horas. A avalia¢do foi realizada em intervalos de dois dias
durante 45 dias, sendo observados a percentagem de sementes germinadas € o
indice de velocidade de germinag¢do (IVG) em cada tratamento. Foi considerada
germinada a semente que apresentava a radicula protundida. Melhores resultados
para as varidveis percentagem de germinacdo e indice de velocidade de
germinacdo sdo obtidos com a utilizag@o de escarificagdao da ponta das sementes

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador).
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com bisturi. As sementes frescas obtém maior percentagem de germinacio que
as secas, porém, com maior percentagem de germinagdo para sementes secas
quando se utiliza escarificagdo da ponta da semente. A espécie nativa Passiflora
gibertii N. E. Brown possui dorméncia extra-embriondria mecanica, que &
superada com a escarificacdo da ponta da semente com bisturi.
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In vitro GERMINATION ASPECTS OF Passiflora gibertii N. E. BROWN
SEEDS

ABSTRACT

FIGUEIREDO, Milene Alves. In vitro germination aspects of Passiflora gibertii
N. E. Brown seeds. In: . Production, morphologic and ultra-structural
analyses of Passiflora spp. callus. 2007. p.17-31. Dissertation (Master’s degree
in Agronomy/ Plant Physiology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG. *

Non cultivated species of Passiflora spp. present seed germination difficulties, a
common problem in wild plants. The in vitro germination favors the material
propagation and maintenance. The objective of this work was to study the in
vitro germination of Passiflora gibertii seeds. Ripe fruit seeds were washed in
running water and, dryed in the shade for four days (dry seeds). After this
period, new seeds were isolated from fruits and washed in running water (fresh
seeds). Different scarification methods (no scarification, seed tip withdraw with
forceps and scalpel and seed tip withdraw with manual sanding) were tested.
After scarification, aseptic seeds were inoculated in MS culture medium,
containing half of its salt concentration, supplemented with different GA;
concentrations (0; 28,87; 57,74; 86,61 and 115,47 uM), sucrose (3%) and
solidified with agar (0,5%). After inoculated, the seeds were maintained in a
growth room, under photons irradiance of 36 umol m™ s™, temperature of 25+2°
C and photoperiod of 16 hours. The evaluation was accomplished in two days
intervals for 45 days, being observed the germinated seeds percentage and the
germination speed index (IVG) in each treatment. It was considered germinated
the seed that presented radicle. Better results for the variables germination
percentage and germination speed index were obtained with the use of seeds tip
scarification with scalpel. Fresh seeds present larger germination percentage
than dry seeds, however, larger germination percentage for dry seeds are
obtained using tip scarification. The native species Passiflora gibertii N. E.
Brown has mechanical extra-embryonic dormancy, that is overcome with seed
tip scarification using a scalpel.

* Guidance Committee: Dr. Renato Paiva - UFLA (Advisor).
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1 INTRODUCAO

O estabelecimento dos bancos ativos de germoplasma (BAGS) in vitro
tem sido bem sucedido para algumas espécies de maracujazeiro, especialmente
as que exigem producdo de matrizes livres de virus, com a vantagem da
economia de espago e simplificacdo nos procedimentos de intercambio e
quarentena de plantas. A falta de protocolos de regenera¢do e conservacio in
vitro ndo tem permitido, ainda, o uso extensivo deste processo de manejo de
germoplasma (Meletti et al., 2004; Passos et al., 2004). A necessidade de
repetidas subculturas, a exigéncia de infra-estrutura e de mao-de-obra
especializadas e a freqiiente contaminacdo fitossanitdria tém dificultado o
processo (Meletti et al., 2004).

A espécie Passiflora gibertii N. E. Brown possui grande potencial de
utilizacdo como porta-enxerto e também no melhoramento, pela sua resisténcia a
morte prematura, a cladosporiose, a bacteriose, a antracnose € a nematdides
(Junghans et al., 2006b; Junqueira et al., 2005; Oliveira & Ruggiero, 1998;
Sharma et al., 2005). Plantulas germinadas in vitro podem constituir 6tima fonte
de explantes para estudos de morfogénese. Todavia, sementes do maracujazeiro
apresentam problemas de dorméncia sob condic¢des in vitro, ocasionando taxas
de germinagdo baixas e desuniformes (Junghans et al., 2006a).

Pesquisas recentes mencionam a germinagdo in vivo de Passiflora
gibertii sob viveiro com sombrite de 50% de sombreamento, em tubetes com
casca de Pinus e carvado ativado, com uma taxa de germinagdo de 47%, que é
considerada baixa (Roncatto et al., 2006). Percentuais baixos (30%) foram
também obtidos com a mesma espécie, para a germina¢do de sementes em
temperatura alternada (30°-20°C), em camara BOD, em papel germitest (Filho et

al., 2000).
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A desinfestacdo superficial dos frutos, a escarificacdo das sementes e a
utilizacdo de dgua destilada autoclavada, como meio de cultura na germinagdo in
vitro de sementes de maracujd-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa),
proporcionaram altas taxas de germinagdo (86,67%) e de plantulas normais
(96,15%) em tempo satisfatério, equivalente a germinacdo in vivo, com a
vantagem de proporcionar plantas matrizes completamente assépticas, o que é
altamente vantajoso quando utilizadas na cultura de tecidos (Bento et al., 2002).

Para a cultura do maracujazeiro, ndo existem informagdes suficientes
sobre a germinagdo in vitro. Isto demonstra a importincia deste tipo de estudo
para contribuir no sucesso da fase de estabelecimento da micropropagagdo por
meio de sementes. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi estudar aspectos da
germinacdo in vitro de sementes de maracujazeiro Passiflora gibertii N. E.

Brown.
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2 MATERIAL E METODOS

Como material vegetal, foram utilizados frutos maduros de
maracujazeiro Passiflora gibertii N. E. Brown - acesso CPAC MJ-22-01 da
colecdo de germoplasma da Embrapa Cerrados (CPAC), Planaltina, DF,
coletados em julho de 2006.

Apds a abertura dos frutos por corte longitudinal, as sementes foram
lavadas em 4gua corrente, com peneira, para a retirada do arilo. Posteriormente,
foram colocadas para secar a sombra por quatro dias (sementes secas). Apds
quatro dias, novos frutos foram abertos por corte longitudinal, isolando-se as
sementes que foram lavadas em dgua corrente, com peneira para a retirada do
arilo (sementes frescas).

Os dois grupos de sementes foram transferidos para cAmara de fluxo
laminar, no qual, com peneira para apard-las, foram imersas em alcool 70% (v/v)
por 60 segundos e em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) com 1% de cloro
ativo, acrescido de Tween 20 (uma gota por 100 mL de hipoclorito) por 20
minutos e lavadas 3 vezes em dgua destilada e autoclavada.

Foram testados diferentes tipos de escarificacdo (auséncia de
escarificacdo, retirada da ponta da semente com pinga e bisturi e retirada da
ponta da semente com lixa, manualmente).

Sementes cujas pontas foram escarificadas com lixa, foram imersas em
dlcool 70% (v/v), por 60 segundos e em solucdo de hipoclorito de sédio
(NaOCl) com 1% de cloro ativo, acrescido de Tween 20 (uma gota por 100 mL
de hipoclorito), por 10 minutos e lavadas 3 vezes em dgua destilada e
autoclavada. Apds escarificadas manualmente, foram imersas novamente em
NaOCl, com 1% de cloro ativo, acrescido de Tween 20 (uma gota por 100 mL

de hipoclorito), por 10 minutos e lavadas 3 vezes em dgua destilada e
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autoclavada. Apés escarificacdo, sementes foram inoculadas em meio de cultura
MS (Murashige & Skoog, 1962) (Anexo 1) contendo metade da concentragdo de
seus sais, suplementado com diferentes concentracdes de GA; (0; 28,87; 57,74;
86,61 e 115,47 uM), sacarose (3%) e solidificado com &dgar (0,5%). O pH do
meio foi ajustado para 5,8+1 antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20
minutos. Apds inoculadas, as sementes foram mantidas em sala de crescimento
sob irradidncia de fétons de 36 pmol m™ s, temperatura de 25+2°C e
fotoperiodo de 16 horas.

A avaliacdo foi realizada em intervalos de dois dias, durante 45 dias,
sendo observados a percentagem de sementes germinadas e o indice de
velocidade de germinacdio (IVG), em cada tratamento. Foi considerada
germinada a semente que apresentava a radicula protundida.

O delineamento estastistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial triplo 3x2x5 (tipo de escarificagdo, tipo de semente e
concentracdo de GAj;), com quatro repeticdes por tratamento, cada uma
composta por cinco tubos de ensaio, cada tubo contendo uma semente. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia, utilizando-se o software
estatistico Sisvar®, sendo as médias dos tratamentos comparados pelo teste de

Tukey, com significincia fixada em 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante das analises efetuadas, os resultados do resumo da analise de
variancia dos fatores avaliados estdo apresentados na Tabela 1. Observa-se
interacdo significativa entre o tipo de semente (fresca ou seca) utilizada e o

modo de escarificacao.

TABELA 1. Resumo da andlise de variincia para germinagdo (%) e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) in vitro de Passiflora gibertii.
UFLA, Lavras, MG, 2007.

oM

Fonte de variacao GL Germinacao IVG
(%)

Semente (S) 1 7053.333* 1,34%
GA; 4 120 0,02
Escarificagao (E) 2 70330* 7,9%
S x GA; 4 270 0,05
E x GA; 8 55 0,01
SxE 2 5503,33% 0,96*
S x E x GA; 8 220 0,03
Residuo 90 264,44 0,02
CV (%) 33,19 33,61

*Significativo a 1%, pelo teste F.

De acordo com as observacdes, o melhor resultado para a varidvel
percentagem de germinacdo foi obtido com a utilizacdo de escarificacdo da
ponta das sementes secas (91%) (Figura 1). Observa-se que, para as sementes
frescas, ndo houve diferenca estatistica entre escarificacdo da semente com lixa
(74%) e retirada da sua ponta (86%). Porém, esta ultima, apresentando maior
percentagem, tanto para sementes frescas como para sementes secas, pode ser

indicada como a melhor forma de escarificacdo para a quebra de dorméncia das
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sementes de Passiflora gibertii in vitro. A auséncia de escarificacdo
proporcionou as menores taxas de germinagdo, tendo, para as sementes secas,
havido auséncia de germinacdo e para sementes frescas apenas 10% (Figura 1).
Estes resultados permitem concluir que a espécie Passiflora gibertii possui
dorméncia extra-embriondria, superada facilmente pela quebra da ponta da

semente, ou seja, por agdo mecanica.
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Escarificac¢do na ponta da semente

FIGURA 1. Percentagem de germinacdo in vitro de sementes de Passiflora
gibertii provenientes de diversos métodos de quebra de
dorméncia. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com
Junghans et al. (2006a) que recomendam a retirada parcial do tegumento das

sementes de Passiflora gibertii para a obtencdo de plantulas in vitro. No entanto,
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0s autores obtiveram, com o tratamento mecénico, 58% de germinacao in vitro,
que ¢é considerado baixo, enquanto que, no atual trabalho, o maior percentual de
germinacdo obtido foi de 91%. Provavelmente, os autores citados utilizaram
método de escarificacio que nao expdem o embrido, como ocorre quando se
retira a ponta do tegumento ou coletaram frutos em época diferente da utilizada
no presente trabalho.

Hall et al. (2000), em estudos com o hibrido australiano (Passiflora
edulis x Passiflora edulis f. flavicarpa), constataram insucesso da germinacao in
vitro de sementes.

De maneira geral, as sementes frescas obtiveram maior percentagem de
germinacdo (56,67%) que as secas (41,33%), porém, com maior percentagem de
germinacdo para sementes secas (91%), quando se utilizou escarificacdo da
ponta da semente. Correa et al. (2006), estudando o armazenamento de
maracujazeiro doce (Passiflora alata Dryander), obtiveram resultados
contrastantes, nos quais a percentagem de emergéncia de plantulas foi menor em
sementes Umidas do que aquelas que secaram a sombra por trés dias.

O maior indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi obtido para
sementes frescas com escarificagdo de suas pontas (0,92) (Figura 2). Para
sementes secas, foi observado resultado semelhante (0,88). Assim como os
resultados obtidos para percentagem de germinacdo in vitro, a auséncia de
escarificagcdo obteve a velocidade mais lenta para sementes frescas (0,03) e secas

(0) (Figura 2), corroborando com os resultados anteriores.

26



14 Aa
L

0,91
0,8
0,7+
0,6
0,5
0,44
0,3+ Bb

" x
v A

Fresca Seca

Ab

IVG

Semente

B Auséncia de Escarificagdo O Escarificacdo com lixa
Escarificacdo na ponta da semente

FIGURA 2. Indice de velocidade de germinagdo in vitro de sementes de
Passiflora gibertii provenientes de diversos métodos de quebra de
dorméncia. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Em Lima et al. (2006), o indice de velocidade de emergéncia (IVE) de
Passiflora gibertii foi de 16,10 dias, sendo superior a espécie P. edulis f.
flavicarpa (8,85), que obteve a maior velocidade de emergéncia. As espécies P.
edulis e P. edulis f. flavicarpa apresentaram melhores indices de velocidade de
emergéncia e germinacdo. Confirmando os resultados obtidos no presente
trabalho, a partir dos resultados de Lima et al. (2006), conclui-se que, para tornar
a germinagdo de Passiflora gibertii economicamente vidvel, devem-se utilizar
diferentes métodos de quebra de dorméncia. Melo et al. (2000) afirmam que é
muito comum a baixa germinacdo de espécies ndo domesticadas de

maracujazeiro. Até que se chegue ao ponto expressivo de germinagdo, é
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necessdrio avaliar e desenvolver técnicas, dai a grande importincia de
realizarem-se pesquisas com estas espécies. A médio e longo prazos, o
melhoramento genético vegetal deverd selecionar plantas dentro das populacdes,
considerando a taxa de germinagdo das sementes, juntamente com outras

caracteristicas agrondmicas.

4 CONCLUSOES

Melhores resultados para as varidveis percentagem de germinagdo e
indice de velocidade de germinacdo sdo obtidos com a utilizacdo de
escarificagdo da ponta das sementes com bisturi.

As sementes frescas obtém maior percentagem de germinacido que as
secas, porém, com maior percentagem de germinacdo para sementes secas,
quando se utiliza escarificacdo da ponta da semente.

A espécie nativa Passiflora gibertii N. E. Brown possui dorméncia extra-
embriondria mecanica, que € superada com a escarificacdo da ponta da semente

com bisturi.
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CAPITULO 3

INDUCAO DE CALOS EM Passiflora spp.

RESUMO

FIGUEIREDO, Milene Alves. Indugdo de calos em Passiflora spp. In:
Obtencio, analises morfologicas e ultra-estruturais de calos de Passiflora
spp- 2007. p. 33-61. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

A regeneracdo de plantulas in vitro para espécies de Passiflora spp.
nativas, com caracteristicas agrondmicas, poderd fornecer subsidios importantes
para o melhoramento genético. Objetivou-se estabelecer um protocolo para a
inducdo de calos em duas espécies de maracujazeiro nativo. Foram testados
diferentes segmentos (foliares, nodais e radiculares) de P. gibertii N. E. Brown e
P. edulis edulis, concentragdes de BAP (0; 2,22; 4,44; 6,66 e 8,88 uM),
concentracdes de sais do meio MS (MS e 2 MS), ambientes de cultivo (no
escuro a temperatura de 25+£2°C e em sala de crescimento sob irradidncia de
fétons de 36 pmol m™ s™', temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas),
necessidade da adi¢do de dgua de coco ao meio de cultura e concentragdes de
picloram e 2,4-D combinados com cinetina em P. gibertii. Os resultados
permitem afirmar que a espécie P. gibertii responde melhor a formagdo de calos
que P. edulis edulis nativo; a utilizacdo de 8,88 uM de BAP promove maior
percentagem de calos a partir de segmentos foliares; segmentos radiculares de P.
gibertii e P. edulis edulis nativo, nos tratamentos utilizados, ndo formam calos e
nao hd diferenca entre segmentos nodal e foliar na formagdo de calos de espécies
de Passiflora nativo; segmentos nodal e foliar de P. gibertii, apds transferidos
para meio MSM contendo GA; formam gemas; calos oriundos de condicdes de
escuro sdo mais responsivos a formacio de gemas de P. gibertii e, no intuito de
reduzir os gastos na cultura in vitro, pode-se sugerir que o meio de indugao mais
indicado para organogénese de P. gibertii é o meio MS contendo metade da
concentracdo de seus sais e mantido no escuro. A adi¢do de dgua de coco ao
meio de cultura € essencial, tanto para indugdo de calos como para formacao de

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador).
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gemas em P. gibertii. A adicdo de picloram e cinetina ao meio de cultura
promove maior formacdo de calos em explantes foliares cotiledonares de P.
gibertii que 2,4-D e cinetina. Diferentes coloragdes de calos oriundos de
explantes foliares cotiledonares sdo observadas nos tratamentos utlizando-se
picloram e cinetina.
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CALLUS INDUCTION IN Passiflora spp.

ABSTRACT

FIGUEIREDO, Milene Alves. Callus induction in Passiflora spp. In:
Production, morphologic and ultra-structural analyses of Passiflora spp.
callus. 2007. p.33-61. Dissertation (Master’s degree in Agronomy/ Plant
Physiology) - Federal University of Lavras, Lavras, MG. *

In vitro seedlings regeneration of native Passiflora spp. species, with agronomic
characteristics, can supply important subsidies for plant breeding. The objective
of this work was to establish a protocol for callus induction in two species of
native passion fruit plant. Different segments (leaf, nodal and roots) of P.
gibertii N. E. Brown and P. edulis edulis, BAP concentrations (0; 2,22; 4,44;
6,66 and 8,88 pM), MS medium salt concentrations (MS and Y2 MS), culture
environments (in the dark at temperature of 25+2°C and in growth room under
photons irradiance of 36 umol m™ s™', temperature of 25+2° C and photoperiod
of 16 hours), presence and absence need of coconut water were tested . The use
of 2,4-D and picloram concentrations combined with kinetin were tested only in
P. gibertii. The results allow to infer that the P. gibertii species respond better to
callus formation than native P. edulis edulis; the use of 8,88 uM BAP promotes
larger callus percentage from leaf segments; root segments of P. gibertii and
native P. edulis edulis do not form callus and there is not difference between leaf
and nodal segments in the formation of native Passiflora species callus; P.
gibertii leaf and nodal segments, after transferred to MSM medium containing
GA;, form bud; callus from dark conditions are more responsive to bud
formation in P. gibertii; MS medium containing half of its salts concentration is
the most indicated for organogenesis; the addition of coconut water to the
culture medium is essential for callus induction and bud formation in P. gibertii.
The picloram and kinetin addition to the culture medium promotes larger callus
formation in cotyledonary leaf explants of P. gibertii than 2,4-D and kinetin.
Different callus colors, from the cotyledonary leaf explants, are observed in
treatments using picloram and kinetin.

* Guidance Committee: Dr. Renato Paiva - UFLA (Advisor).
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1 INTRODUCAO

Algumas espécies ndo cultivadas de maracujazeiro, como Passiflora
gibertii N. E. Brown e Passiflora edulis edulis, ttm acenado com contribui¢des
importantes ao melhoramento genético, por apresentarem resisténcia a doengas
(Barbosa, 1995; Kuroda, 1981; Oliveira, 1987) e a pragas, maior longevidade,
maior adaptacdo a condicdes climdticas adversas, periodo de florescimento
ampliado, maior concentracdo de componentes quimicos de interesse para a
industria farmacéutica e outras potencialidades, quase todas ainda inexploradas.

Existem vdrios estudos sobre a regeneracdo in vitro de diversas espécies
de Passiflora, mas a variacdo da resposta entre genotipos contribui para que o
assunto ndo seja extinto. Essa variacdo ocorre, principalmente, em espécies
silvestres de maracujazeiro, nas quais a variabilidade genética existente € muito
grande. Os diferentes explantes utilizados também contribuem para a
variabilidade da resposta de regeneragao in vitro.

A regeneragdo in vitro pode seguir duas vias: a organog€nese ou a
embriogénese somatica. Estas vias podem ser realizadas de forma indireta ou
direta, dependendo da formacg@o ou nio de calos, respectivamente. No caso da
organogénese, ocorre a formacdo de gemas adventicias, que sdo assim
denominadas por terem origem em locais diferentes daqueles onde se formam no
curso normal de desenvolvimento da planta. Um protocolo de regeneracido de
plantas in vitro é, portanto, imprescindivel para a multiplicagdo de plantulas com
caracteristicas agrondmicas desejdveis de diferentes espécies de Passiflora spp.
(Monteiro-Hara, 2000; Moura et al., 2001).

Para espécies de Passiflora, a regeneragdo pela micropropagacdo vem
sendo obtida por vdrios autores. A maioria dos reguladores vegetais utilizados é

do grupo das citocininas, principalmente BAP (benzilaminopurina), KIN

36



(cinetina) e zeatina, podendo ser combinadas de auxinas como ANA (4cido
naftalenoacético), AIA (4cido indolacético) ou 24-D (2,4-acido
diclorofenoxiacético) (Monteiro-Hara, 2000).

O BAP tem sido muito eficaz para promover a multiplicacdo em diversas
espécies e parece ser a citocinina mais adequada para a multiplicagdo de parte
aérea e a indugdo de gemas adventicias (Grattaplagia & Machado, 1998). A
razdo da maior eficiéncia do BAP, seguida em ordem decrescente por cinetina
(CIN) e isopenteniladenina (2iP), pode estar na capacidade de os tecidos
vegetais metabolizarem os hormdnios naturais mais rapidamente do que os
reguladores de crescimento. Isso, entretanto, ndo é uma regra absoluta e,
conforme a espécie, outras citocininas podem apresentar melhores resultados
(Grattaplagia & Machado, 1998). Especificamente quanto ao processo de
embriogénese somdtica in vitro, as auxinas desempenham papel essencial na
indu¢do do embrido somdtico em cultura e posterior desenvolvimento desse
embrido (Zimmerman, 1993). O regulador mais utilizado com esse propdsito é o
2,4-D (Dornellas et al., 1992; Zuo et al., 2002), que pode vir acompanhado de
citocininas, como a cinetina. Outro regulador interessante a ser estudado € a
auxina picloram, que promove alta indug@o de calos (Figueiredo et al., 2000;
Rosal, 2004; Stella & Braga, 2002).

Ribas (2001), estudando as técnicas de propagacdo in vitro de diferentes
acessos do maracujazeiro (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.), estabeleceu
concentracdo de 8,88 uM de BAP para a regeneracdo de gemas adventicias (a
partir de explantes foliares de material adulto) que, por sua vez, eram pequenas,
nao alongaram e tornaram-se cloréticas.

A organogénese em Passiflora cincinnata Mast ocorre direta e
indiretamente, dependendo do explante e ou do tempo de cultivo in vitro. E um

processo assincronico e o regulador vegetal 6-BA favorece o processo, sendo
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imprescindivel a sua adicdo para a resposta organogénica do disco foliar
(Lombardi, 2003).

A formagao de gemas in vitro em espécies de Passiflora ja foi verificada
a partir de explantes cotiledonares, hipocotiledonares, segmentos de entrené e
segmentos radiculares (Fernando et al., 2005).

Segundo Torres et al. (2001), os aditivos orgdnicos complexos podem
ser adicionados ao meio, visando melhor resposta no padrdo de crescimento. A
adicdo de 4gua de coco, 2iP e ANA estimula o rdpido crescimento e a
progressdo de culturas de calo em eixo embriondrio, segmentos caulinares e
segmentos de folhas jovens clorofiladas (Ledo et al., 2002). Segundo Hall et al.
(2000), para muitas espécies, incluindo Passiflora, a dgua de coco contém
substancias de crescimento essenciais para uma maior regeneracdo. Lombardi
(2003) afirma que o numero de explantes com brotos obtidos de diferentes
espécies de Passiflora foi também maior quando combinado BAP e dgua de
cOCo.

De acordo com Taiz & Zeiger (2004), a dgua de coco € o liquido do
endosperma de sementes de coco que contém citocininas e outros fatores
nutricionais. A zeatina, uma citocinina de ocorréncia natural que estimula a
divisdo de células vegetais maduras, foi identificada na dgua de coco. Algumas
culturas possuem necessidade desse hormdnio vegetal para o melhor
desenvolvimento e produtividade no meio de cultura e, para outras, esse
componente € fator de sucesso ou insucesso no cultivo in vitro (Cardoso, 2007).

A composicdo da dgua de coco e da polpa depende de fatores, como
variedade da palmeira, grau de maturagdo e natureza do solo no qual o fruto
cresceu (Aleixo et al., 2000).

O objetivo deste trabalho foi o de estabelecer um protocolo para a
inducdo de calos em diferentes segmentos de duas espécies de maracujazeiro

nativo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Inducio de calos organogénicos em diferentes explantes
2.1.1 Material vegetal

Explantes foliares, nodais e radiculares foram obtidos de plantulas
germinadas in vitro de duas espécies de maracujazeiro nativo: Passiflora gibertii
N. E. Brown - acesso CPAC MJ-22-01, da cole¢do de germoplasma da Embrapa
Cerrados (CPAC) Planaltina, DF e Passiflora edulis edulis - acesso CPAC MJ-
21-10, da cole¢do de germoplasma da Embrapa Cerrados (CPAC), Planaltina,
DF.

2.1.2 Calogénese

As folhas foram excisadas em didmetros de = 1 cm® e os explantes
nodais e radiculares com = 1 cm de comprimento. Nos explantes foliares foram
efetuados pequenos cortes na face abaxial, a qual ficou em contato com o meio
de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) (Anexo 1) contendo metade da
concentracdo de seus sais, suplementado com &dgua de coco (5%) e sacarose
(3%). O pH do meio foi ajustado para 5,8+0,1 e este solidificado com 4gar
(0,5%), antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20 minutos.

No primeiro experimento, foram adicionadas ao meio MS diferentes
concentracdes de BAP (0; 2,22; 4,44; 6,66 e 8,88 uM), inoculando-se segmentos
foliares e radiculares das duas espécies.

Em um segundo experimento, os segmentos foliares e nodais das duas
espécies foram inoculados em meio MS acrescido de 4,44 uM de BAP.

Ap6s a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
sob irradiancia de fétons de 36 umol m> s temperatura de 25+2°C e

fotoperiodo de 16 horas, por 60 dias.
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Para andlise estatistica, os calos foram classificados nas seguintes
categorias: 0 = auséncia de calos; 1 = explantes intumescido; 2 = inicio da
calogénese; 3 = 50% do explante coberto por calos e 4 = explante totalmente
coberto por calos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido
de 10 repeti¢des por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um explante
foliar. Todos os resultados foram analisados no programa estatistico SAS®, pela
correlagdo de Spearman, utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis e obtendo-se o

escore médio de formacdo de calos.

2.1.3 Organogénese

Os calos formados (do segundo experimento) foram transferidos para
meio de cultura MS contendo metade da concentracdo de seus sais,
suplementado com BAP (4,44 uM), sacarose (3%), dgua de coco (5%) e
solidificado com 4gar (0,5%). Apds inoculagdo, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento sob irradincia de fétons de 36 pmol m” s™, temperatura de
25+2°C e fotoperiodo de 16 horas, por quatro meses (122 dias).

Ap6s esse periodo, calos organogénicos foram transferidos para meio de
cultura MSM (Monteiro et al., 2000a) (Anexo 2), especifico para maracujazeiro,
suplementado com sacarose (3%) e GA; (2,89 uM), e mantidos em sala de
crescimento nas mesmas condi¢des citadas acima, por 30 dias. O pH dos meios
foi ajustado para 5,8+0,1 e os meios solidificados com dgar (0,5%), antes da

autoclavagem, a 120°C, durante 20 minutos.
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2.2 Inducao de calos organogénicos a partir de segmentos foliares de
Passiflora gibertii

2.2.1 Material vegetal

Plantas matrizes jovens de maracujazeiro Passiflora gibertii - acesso
CPAC MJ-22-01 foram germinadas in vivo e mantidas em sala de crescimento, a
2542°C de temperatura, irradiancia de fétons de 43 pmol m™ s™'e fotoperiodo de
16 horas. A idade das plantas foi de 52 e 109 dias, para o primeiro e o segundo

experimento, respectivamente.

2.2.2 Calogénese

Para a desinfestacdo, as folhas foram levadas para cimara de fluxo
laminar e imersas em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI), com 0,5% de
cloro ativo, acrescido de Tween 20 (uma gota por 100 mL de hipoclorito) por 10
minutos e, posteriormente, lavadas 3 vezes em dgua destilada e autoclavada.

Ap6s desinfestagio, as folhas foram excisadas em didmetros de ~ 1 cm’
e os explantes receberam pequenos cortes por toda a superficie, com bisturi e
inoculadas com a face abaxial em contato com o meio de cultura.

No primeiro experimento, foram testadas diferentes concentracdes dos
sais do meio MS (MS e Y2 MS), suplementado com BAP (8,88 uM), sacarose
(3%), 4gua de coco (5%) e solidificado com agar (0,5%).

No segundo experimento, foi testado meio MS contendo metade da
concentracao de seus sais, acrescido ou ndo de dgua de coco (5%), suplementado
com BAP (8,88 uM), sacarose (3%) e solidificado com agar (0,5%)

O pH dos meios foi ajustado para 5,8+1, antes da autoclavagem, a
120°C, durante 20 minutos.

Ap6s inoculacdo, os explantes do primeiro experimento foram mantidos
em dois ambientes: no escuro, a temperatura de 25+2°C e em sala de

-1

. s . 2
crescimento, sob irradidncia de fétons de 36 pmol m™ s, temperatura de
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25+2°C e fotoperiodo de 16 horas, por 30 dias. Explantes do segundo
experimento foram mantidos em sala de crescimento, no escuro, a temperatura
de 25+2°C, por 30 dias.

Para andlise estatistica, os calos foram classificados nas seguintes
categorias: 0 = auséncia de calos; 1 = explantes intumescido; 2 = inicio da
calogénese; 3 = 50% do explante coberto por calos; 4 = mais que 50% do
explante coberto por calos e 5 = explante totalmente coberto por calos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, constituido
de 12 repeticdes por tratamento, para o primeiro experimento e de 45 repeti¢des
por tratamento, para o segundo experimento. Todos os resultados foram
analisados no programa estatistico SAS®, pela correlacio de Spearman,
utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis e obtendo-se o escore médio de

formacao de calos.

2.2.3 Organogénese

Apos trinta dias, explantes com calos foram transferidos para meio de
cultura MS contendo metade da concentra¢do de seus sais, suplementado com
BAP (2,22 uM), sacarose (3%) e solidificado com d4gar (0,5%). Apos
inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento sob irradiancia
de fétons de 36 umol m™ s, temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de 16 horas,
por 30 dias. Apds esse periodo, calos organogénicos foram transferidos para
meio de cultura MSM, suplementado com sacarose (3%) e GA; (2,89 uM), e
mantidos em sala de crescimento, nas mesmas condi¢des citadas acima, por 30
dias. O pH dos meios foi ajustado para 5,8+0,1 e os meios solidificados com

agar (0,5%), antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20 minutos.
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2.3 Inducdo de calos embriogénicos a partir de segmentos foliares
cotiledonares de Passiflora gibertii
2.3.1 Material vegetal

Plantas obtidas conforme item 2.2.1 deste capitulo, porém, com 45 dias

de idade.

2.3.2 Calogénese

Para a obtencdo de calos embriogénicos, foram utilizadas folhas
cotiledonares que foram desinfestadas e inoculadas conforme item 2.2.2 deste
capitulo. Porém, o meio de cultura utilizado foi MS, contendo metade da
concentracdo de seus sais, suplementado com sacarose (3%) e de diferentes
concentracdes de picloram (0; 2,07; 4,14; 6,21 e 8,28 uM) ou 2,4-D (0; 2,26;
4,52; 6,79 e 9,05 uM) combinadas com cinetina (0 e 0,46 uM). O pH do meio
foi ajustado para 5,8+1, antes da autoclavagem, a 120°C, durante 20 minutos.
Ap6s inoculados, explantes foram mantidos no escuro, a temperatura de 25+2°C
por 30 dias.

A classificac@o dos calos foi idéntica a andlise estatistica do item 2.2.2
deste capitulo e o delineamento experimental utilizado igual ao primeiro

experimento do item 2.2.2 deste capitulo.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducio de calos organogénicos em diferentes explantes

As diferentes espécies de Passiflora spp. e as concentracdes de BAP
diferiram estatisticamente na indugdo de calos. Porém, o tratamento utilizando
segmento radicular ndo houve formagao de calos.

Melhores resultados para calogénese a partir de segmentos foliares
foram observados para a espécie Passiflora gibertii, com maior escore (1,0) na
concentracdo de 8,88 uM de BAP (Figura 1). Passiflora edulis edulis obteve
uma pequena formacdo de calos, com maior escore de 0,3 na concentragdo de

6,66 uM de BAP (Figura 1).

0.8
0,6
0.4-

AN
)

Escore médio

0,2

Passiflora gibertii Passifora edulis edulis

Espécies de maracujazeiro

B Auséncia de BAP OBAP 2,22 uM B BAP 4,44 uM
BBAP 6,66 uM  EBAP 8,88 uM

FIGURA 1. Inducdo de calos em segmentos foliares de P. gibertii e P. edulis
edulis, em meio MS, na presenca de diferentes concentracdes de
BAP aos 60 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Estes resultados confirmam a existéncia da variacdo da resposta entre
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genétipos de diferentes acessos de maracujazeiro nativo, tornando-se, entio,
necessdrio o estudo de cada espécie.

Pode-se observar, ainda, que, na auséncia de BAP, ndo houve boa
inducdo de calos na espécie P. gibertii, mostrando, assim, a importancia desse
regulador na formacao de calos para essa espécie. Resultados semelhantes foram
obtidos por Monteiro et al. (2000b) que, utilizando explantes foliares de
Passiflora suberosa, obtiveram calos, cultivados na auséncia de luz, com
aspecto semelhante ao obtido no presente trabalho, utilizando 2,22 e 4,44 uM de
BAP em meio MS acrescido de sacarose (3%) e solidificado com 4gar (0,8%).

Dornelas & Vieira (1994), utilizando espécies de Passiflora, observaram
organogénese indireta a partir de cotilédone, hipocétilo e discos foliares
cultivados em meio contendo 4,44 pM de BAP, sob condicdes de 16 horas de
luz. Lombardi (2003) obteve organogénese indireta, a partir de discos foliares,
em P. cincinnata em meio MS contendo diferentes concentragdes (2,22; 4,44;
6,66 e 8,88 uM) do regulador 6-BA e 5% de dgua de coco. Porém, diferindo do
resultado obtido no presente trabalho, Lombardi (2003) obteve organogénese,
tanto direta como indireta, em segmentos radiculares de P. cincinnata cultivados
em meio MS contendo 6-BA e 5% de dgua de coco.

Nao houve diferenca estatistica entre os diferentes explantes utilizados
para a inducdo de calos (Figura 2), tendo a melhor resposta sido obtida para
segmento nodal em P. gibertii, com escore de 0,8 e segmento foliar para P.

edulis edulis, com escore de 0,32.
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FIGURA 2. Indugdo de calos em segmentos foliares e nodais de P. gibertii e P.
edulis edulis em meio MS, aos 60 dias de cultivo. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Apés quatro meses em sala de crescimento, alguns explantes foliares
(Figura 3a) e nodais (Figura 4a) com calos de Passiflora gibertii formaram
gemas na superficie, em meio MS que, ao serem transferidos para meio de
cultura MSM, suplementado com sacarose (3%) e GA; (2,89 uM),

desenvolveram plantulas (Figuras 3b e 4b).
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FIGURA 3. (a) Calos organogénicos obtidos de segmentos foliares de P.
gibertii cultivados em meio MS contendo metade da concentragdo
de seus sais, suplementado com BAP (4,44 uM) e dgua de coco
(5%), aos 122 dias de cultivo. (b) Plantula obtida de calo
organogénico cultivado em meio MSM suplementado com GA;
(2,89 uM), aos 30 dias de cultivo. Barra = 3 mm (a, b). UFLA,
Lavras, MG, 2007.

FIGURA 4. (a) Calos organogénicos obtidos de segmentos nodais de P. gibertii
cultivados em meio MS contendo metade da concentragio de seus
sais, suplementado com BAP (4,44 uM) e agua de coco (5%), aos
122 dias de cultivo. (b) Plantula obtida de calo organogénico
cultivado em meio MSM suplementado com GA; (2,89 uM), aos
30 dias de cultivo. Barra = 3 mm (a), 5 mm (b). UFLA, Lavras,
MG, 2007.
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Dornelas & Vieira (1994) avaliaram o efeito de diferentes fontes de
explante e concentragdes de fitorreguladores na cultura in vitro de P. edulis f.
flavicarpa. Estes autores observaram que a formacgdo de gemas ocorreu sem a
fase de calo e que o meio MS, acrescido de 8,88 uM de BA e 10% de dgua de
coco, favoreceu a organogénese nos explantes cotiledonares e hipocotiledonares.
Ja para os explantes foliares, foram necessarias concentragdes de 4,44 uM de
BA e 10% de dgua de coco para promover a organogénese. Similarmente, Hall
et al. (2000) verificaram a influéncia do explante, bem como da adi¢do de dgua
de coco na organogénese do hibrido australiano P. edulis x P. edulis f.
flavicarpa. Os autores enfatizaram que os explantes cotiledonares foram mais
eficientes que os explantes foliares no processo de regeneracio e que a adigdo de
10% de dgua de coco ao meio MS contendo 8,88 uM de BA promoveu um
répido desenvolvimento de gemas.

Na organogénese in vitro, em diferentes acessos de maracujazeiro azedo,
cultivados em meio MS suplementado com 8,88 uM de BAP, o segmento nodal
apresentou melhor desempenho no cultivo, com produc@o de maior nimero de
brotagdes; os piores resultados foram obtidos com o fragmento foliar, que nio
produziu brotagdes. Foram observados, em cortes histolégicos, numerosos
meristemdides e gemas sem conexdo vascular com os tecidos originais (Ribeiro
et al., 2006). Resultados semelhantes foram observados no presente trabalho, em
que o meio MS, contendo metade da concentragcdo de seus sais e suplementado
com 8,88 uM de BAP em segmentos nodais de P. gibertii, obteve maior indu¢io
de calos.

Monteiro et al. (2000b), de forma semelhante ao presente trabalho,
observaram a formacdo de gemas a partir de calos de Passiflora suberosa, ap6s
o cultivo em meio de cultura MSM acrescido de 2,89 uM de GA; Entretanto,
apesar da produgdo de calo em 100% dos explantes foliares, a formacgdo de

gemas a partir dessa regido proliferada foi considerada baixa.
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O processo organogénico in vitro em P. edulis f. flavicarpa populacdo
FB-100 caracterizou-se pela formacdo de primérdios foliares, gemas e
protuberancias em ambas as extremidades dos explantes hipocotiledonares e na
superficie abaxial dos explantes foliares, principalmente na regido da nervura
central. A formagdo de calo foi verificada somente nos explantes

hipocotiledonares (Fernando et al., 2005).

3.2 Inducdo de calos organogénicos a partir de segmentos foliares de
Passiflora gibertii

Nao houve diferenca estatistica entre as diferentes concentracdes do
meio de cultura MS nos diferentes ambientes para inducdo de calos (Figura 5),
tendo a melhor resposta sido obtida em explantes cultivados na luz com escore

de 0,58, independente da concentragdo do meio de cultura.

Escore médio
=
W

MS 1/2 MS

Meio de cultura
B Luz OEscuro
FIGURA 5. Inducdo de calos em segmentos foliares de P. gibertii, em

diferentes concentracdes do meio MS e em diferentes ambientes,
aos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Entretanto, quando os explantes com calos foram transferidos para meio
de cultura MS contendo metade da concentragdo de seus sais, suplementado com
BAP (2,22 pM) e mantidos em sala de crescimento na luz, apenas alguns
explantes oriundos do cultivo no escuro formaram gemas aos 30 dias. Apds esse
periodo, quando calos organogénicos foram transferidos para meio de cultura
MSM suplementado com GA; (2,89 uM) e mantidos em sala de crescimento nas
mesmas condi¢des citadas acima, apenas um explante oriundo do cultivo na luz
formou gemas (Figura 6b). Ja varios explantes oriundos do cultivo no escuro
formaram gemas (Figura 6a), aos 30 dias de cultivo, porém, nenhuma gema se

desenvolveu em plantula.

FIGURA 6. Calos organogénicos obtidos de segmentos foliares de P. gibertii
oriundos do escuro (a) e da luz (b). Barra = 3 mm (a, b). UFLA,
Lavras, MG, 2007.

Monteiro et al. (2000b) obtiveram resultados semelhantes aos do
presente trabalho, quando cultivaram folhas de P. suberosa in vitro em meio de
cultura MS. Os explantes foram mantidos em meio de indu¢do no escuro, a
26+2°C durante quatro semanas e, apds esse periodo, houve a formacao de calos
que apresentaram aspecto organogénico. Apds sua transferéncia para meio MSM
contendo 2,89 uM de GAj;, sob condi¢des de luz, os autores observaram a
formacgdo de gemas a partir dos calos. J4 de acordo com Lombardi (2003),

explantes de P. cincinnata Mast. cultivados em meio MS acrescido de 5% de
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dgua de coco e mantidos em sala de crescimento, sob condi¢des de fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 25+1°C, formaram gemas, via indireta, nas
extremidades dos explantes, aos 14, 28 e 56 dias de cultivo.

A adi¢gdo ou ndo de &4gua de coco ao meio de cultura diferiu
estatisticamente na inducdo de calos. Melhores resultados foram observados na
presenca de dgua de coco, com escore de 0,72, contrastando com 0,28 na

auséncia de dgua de coco (Figura 7).

0,8+
0,74
0,6
0,54
0,4
0,34
0,2+
0,1+

Escore médio

Presenca Auséncia

Agua de Coco

FIGURA 7. Inducio de calos em segmentos foliares de P. gibertii na presenga e
na auséncia de dgua de coco em meio de cultura MS contendo
metade da concentragdo de seus sais e suplementado com BAP
(8,88 uM), aos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Ap6s transferéncia dos calos para novo meio de cultura, calos
provenientes do meio contendo dgua de coco promoveram a formagdo de gemas
(Figura 8 a, b), enquanto que calos provenientes de meio sem a adi¢cdo de dgua

de coco nao formaram gemas (Figura 8 c, d).
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FIGURA 8. Calos organogénicos obtidos de segmentos foliares de P. gibertii
cultivados em meio de cultura suplementado com agua de coco (a,
b); calos obtidos de segmentos foliares de P. gibertii cultivados
em meio de cultura na auséncia de dgua de coco (¢, d). Barra = 3
mm (a, b, ¢, d). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Estes resultados estdo de acordo com vérios autores, que enfatizam que a
adi¢do da dgua de coco ao meio de cultura em diferentes espécies de Passiflora
spp. promove a organogénese (Dornelas & Vieira, 1994; Hall et al., 2000;
Lombardi, 2003).

Kantharajah & Dodd (1990) verificaram que a adi¢do de 20% de dgua de
coco ao meio MS contendo 8,88 uM de BA elevou significativamente a
producdo de gemas de P. edulis var. Norfolk Island.

Al-Khayri et al. (1992) examinaram a influéncia de varias concentracdes
de 4gua de coco na indugdo de calos a partir de discos foliares e na regeneragao

de gemas de espinafre (Spinacia oleracea L.). Os autores constataram que a
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adi¢do de 15% de dgua de coco ao meio de cultura aumentou o crescimento do
calo, o potencial regenerativo e o crescimento das gemas.

De acordo com Fernando (2005), segmentos de hipocétilo de P. edulis f.
flavicarpa inoculados em meio MS contendo 5% de 4dgua de coco apresentaram
maior ndmero de gemas e protuberdancias. Contudo, independentemente da
adi¢do de dgua de coco, a organogénese in vitro foi similar, ou seja, houve
formagdo de protuberdncias e gemas em ambas as condi¢des de cultivo in vitro.
Portanto, a adicdo de 4gua de coco ao meio de cultura é vantajosa para a
micropropagacdo, uma vez que o numero de gemas formado ¢
significativamente superior e morfologicamente similar, em ambos os

tratamentos.

3.3 Inducdo de calos embriogénicos a partir de segmentos foliares
cotiledonares de Passiflora gibertii

Os diferentes reguladores de crescimento e suas concentracdes diferiram
estatisticamente na inducdo de calos.

Pela Figura 9, observa-se que, de maneira geral, a presenca de picloram
e cinetina no meio de cultura proporcionou maior formagdo de calos que a
utilizacdo de 2,4-D e cinetina.

Melhores resultados para calogénese a partir de segmentos foliares
cotiledonares foram observados com a utilizacdo de 4,14 e 8,28 uM de picloram
combinado com 0,46 uM de cinetina, com escore médio de 1. Piores resultados
de inducdo de calos (0,31 e 0,25) foram obtidos na auséncia de picloram,
independente de cinetina. O regulador 2,4-D obteve uma pequena formagao de
calos, com maior escore de 0,56, na concentragdo de 6,79 uM, combinada com

0,46 uM de cinetina.
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Picloram x cinetina 2,4-D X cinetina

Reguladores de crescimento

M Picloram O uM x cinetina O uM ; 2,4-D 0 uM x cinetina 0 uM

O Picloram 2,07 uM x cinetina O uM ; 2,4-D 2,26 uM x cinetina 0 uM

O Picloram 4,14 uM x cinetina 0 pM ; 2,4-D 4,52 uM x cinetina 0 uM

B Picloram 6,21 uM x cinetina O uM ; 2,4-D 6,79 uM x cinetina 0 uM

B Picloram 8,28 uM x cinetina O uM ; 2,4-D 9,05 uM x cinetina 0 uM

B Picloram 0 uM x cinetina 0,46 uM ; 2,4-D 0 uM x cinetina 0,46 pM

& Picloram 2,07 uM x cinetina 0,46 uM ; 2,4-D 2,26 uM x cinetina 0,46 uM
B Picloram 4,14 uM x cinetina 0,46 uM ; 2,4-D 4,52 uM x cinetina 0,46 uM
[ Picloram 6,21 uM x cinetina 0,46 uM ; 2,4-D 6,79 uM x cinetina 0,46 uM
Ed Picloram 8,28 uM x cinetina 0,46 uM ; 2,4-D 9,05 uM x cinetina 0,46 uM

FIGURA 9. Indugéo de calos em segmentos foliares cotiledonares de P. gibertii
em meio de cultura MS contendo metade da concentracdo de seus
sais e suplementado com diferentes tipos e concentragdes de
reguladores de crescimento, aos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras,
MG, 2007.

De acordo com Vietz & San-José (1996), citados por Nicioli (2006), em
muitos casos, € necessdrio o suprimento exdégeno de reguladores de crescimento
para a calogénese.

A interagdo entre auxinas e citocininas €, muita das vezes, responsdvel
pela alta inducdo de calos. Em Rudgea jasminoides, Stella & Braga (2002)
verificaram que a maior ocorréncia de calos foi observada em meio MS

suplementado com 2,22 uM de cinetina, associado a 2,07 uM de picloram.
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Rosal (2004) utilizou segmentos foliares jovens, oriundos de plantulas
com 60 dias de cultivo in vitro e seedlings, como explantes, em um trabalho de
induc@o de calos em candeia (Eremanthus erythropappus (DC.) Mac Leish). A
autora estudou o efeito de picloram e 2,4-D, em combina¢do ou ndo com as
citocininas BAP e cinetina e chegou a conclusdo de que o picloram, em geral,
apresenta melhores respostas para a formacdo de calos, em comparagio ao 2,4-
D. Resultados semelhantes foram obtidos por Figueiredo et al. (2000), que
estudaram diferentes tipos e concentragdes de reguladores de crescimento na
inducdo de calos em explantes foliares de Rollinia mucosa. Os autores
concluiram que o meio acrescido de picloram foi o que mais induziu calos.

O presente estudo estd de acordo com os autores citados, tendo o
picloram, associado a cinetina, promovido maior formacao de calos que 2,4-D e
cinetina.

Porém, em trabalho conduzido por Flores et al. (1998), para desenvolver
protocolo de calogénese em morangueiro cultivares Konvoy-Cascata e Chandler,
a partir de explantes foliares, observou-se que, na cv. Konvoy-Cascata, o 2,4-D
propiciou uma maior intensidade de calo. J4 na cv. Chandler, o 2,4-D e o
picloram ndo mostraram diferencas significativas quanto a intensidade de calo.
Kaur & Kothari (2004) testaram a influéncia de 2,4-D e picloram, isolados ou
em combinagdo com cinetina, na indu¢do e na regeneracdo de calos em
Paspalum scrobiculatum L. Estes autores demonstraram que a inducgdo de calos
embriog€nicos e a subsequente embriogénese somdtica ocorreu em ambos 0s
reguladores, independente de cinetina.

Dependendo da concentragdo de picloram utilizada, dentre outros
fatores, foi observada induc¢do de calos com diferentes coloragdes: translicido
(4,14 pM picloram x 0,46 pM cinetina); amarelo-escuro (4,14 pM picloram x
0,46 uM cinetina); amarelo-claro (8,28 puM picloram x 0,46 uM cinetina);
branco (4,14 uM picloram x 0,46 pM cinetina); branco e marrom (6,21 pM
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picloram x 0,46 uM cinetina); amarelo e branco (8,28 pM picloram x 0,46 uM
cinetina) (Figura 10).

Translacido Amarelo-escuro Branco e amarelo

Branco

FIGURA 10. Diferentes coloragdes de calos obtidos em diferentes
concentracdes e combinacdes de picloram e cinetina: (a)
translicido, (b) branco, (¢) amarelo-escuro, (d) amarelo-claro,
(e) branco e amarelo, (f) branco e marrom. Barra = 5 mm (a, b,
¢, d, e, ). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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4 CONCLUSOES

A espécie P. gibertii N. E. Brown responde melhor a formacdo de calos
que P. edulis edulis nativo.

A utilizagdo de 8,88 uM de BAP promove maior percentagem de calos, a
partir de segmentos foliares de maracujazeiro nativo.

Segmentos radiculares de P. gibertii e P. edulis edulis nativo, nos
tratamentos utilizados, ndo formam calos. Nao hd diferenca entre segmentos
nodal e foliar na formacdo de calos de espécies de Passiflora nativas.

Segmentos nodal e foliar de P. gibertii, ap6s transferidos para meio
MSM contendo GA; formam gemas.

Calos oriundos de condi¢gdes de escuro sdo mais responsivos a formacao
de gemas de P. gibertii. No intuito de reduzir os gastos na cultura in vitro, pode-
se sugerir que o meio de indu¢do mais indicado para organogénese de P. gibertii
¢ o meio MS contendo metade da concentracio de seus sais e mantido no escuro.

A adicdo de dgua de coco ao meio de cultura é essencial, tanto para
inducido de calos como para a formacdo de gemas em P. gibertii.

A adicdo de picloram e cinetina ao meio de cultura promove maior
formacdo de calos em explantes foliares cotiledonares de P. gibertii que 2,4-D e
cinetina. Diferentes coloracdes de calos, oriundos de explantes foliares
cotiledonares, sdo observadas nos tratamentos que utilizam-se picloram e

cinetina.
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CAPITULO 4

ANALISES MORFOLOGICAS E ULTRA-ESTRUTURAIS DE CALOS
DE MARACUJAZEIRO Passiflora gibertii N. E. BROWN

RESUMO

FIGUEIREDO, Milene Alves. Andlises morfoldgicas e ultra-estruturais de calos
de maracujazeiro Passiflora gibertii N. E. Brown. In: . Obtencao,
analises morfoldgicas e ultra-estruturais de calos de Passiflora spp. 2007. p.
63-110. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

Poucos sdo os estudos das alteragdes morfoldgicas e ultra-estruturais de
calos organogénicos e embriogénicos, durante o seu desenvolvimento. O
objetivo deste trabalho € caracterizar, morfoldgica e ultra-estruturalmente, a
calogénese em explantes foliares de Passiflora gibertii N. E. Brown. Para a
obtencdo de calos com caracteristicas organogénicas, folhas foram inoculadas
em meio de cultura MS contendo metade da concentragdo de seus sais, acrescido
de BAP (8,88 uM), dgua de coco (5%) e sacarose (3%). Apds assepsia e
inoculagdo, explantes foliares foram mantidos em sala de crescimento, sob
irradiancia de fétons de 36 umol m™ s, temperatura de 25+2°C e fotoperiodo de
16 horas (presenga de luz) e no escuro a temperatura de 25+2°C, por 30 dias.
Apés esse periodo, explantes com calos foram transferidos para meio de cultura
MS contendo metade da concentracdo de seus sais, suplementado com BAP
(2,22 uM), sacarose (3%) e solidificado com 4gar (0,5%). Ap6s inoculacio, os
explantes foram mantidos em sala de crescimento, na presenca de luz, por 30
dias. Folhas cotiledonares foram utilizadas para a obtencdo de calos
embriogénicos. Explantes (foliares) apds assepsia foram inoculados em meio de
cultura MS contendo metade da concentragdo de seus sais, suplementado com
sacarose (3%), 2,4-D x cinetina e picloram x cinetina. Para andlises
morfoldgicas e ultra-estruturais de diferentes coloracdes de calos, utilizaram-se
calos, conforme coloragdo: translicido, amarelo-escuro, amarelo-claro, branco,
branco e marrom, branco e amarelo. Ap6s 30 dias em meio de cultura, calos
obtidos acima foram fixados em Karnovisky e preparados para a visualiza¢do

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador).
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em eletromicroscopia de transmissdo e varredura e microscopia de luz.
Explantes foliares de P. gibertii, mantidos em meio de cultura MS no escuro,
acrescido de BAP (8,88 uM) e dgua de coco (5%) por 30 dias, induzem a
formacgdo de calos que, posteriormente, transferidos para meio MS, na presenga
de luz e contendo BAP (2,22 uM), formam calos organogénicos, cujos
pardmetros morfolégicos e ultra-estruturais associados sio células com formato
isodiamétrico, sistema celular organizado, nicleo com nucléolo proeminente,
presenca de grdos de amido e citoplasma denso e rico em reticulo
endoplasmético. O regulador 2,4-D proporciona a obtencdo de calos com
caracteristicas embriogénicas (células com formato isodiamétrico, pequenas e
com pequeno espago intercelular, sistema celular organizado e predominancia de
mitocondrias de formato arredondado), enquanto resultados negativos
(predominancia de células com formato alongado, células maiores e com
espacos intercelulares, sistema celular desorganizado e predomindncia de
mitocondrias de formato alongado) sdo observados para picloram. Calos
translicidos e amarelo-claros apresentam caracteristicas nao-morfogénicas,
como células de diferentes formatos, sistema celular desorganizado, células
grandes e auséncia ou pouco conteido de amido. Calos de coloragdo amarelo-
escura e branco-marrom apresentam caracteristicas embriog€nicas e o0s
pardmetros morfolégicos e ultra-estruturais associados sdo predominancia de
células com formato isodiamétrico, sistema celular organizado, células
pequenas, citoplasma denso e rico em mitocondria e reticulo endoplasmético.

64



MORPHOLOGIC AND ULTRA-STRUCTURAL ANALYSES OF
Passiflora gibertii N. E. BROWN CALLUS

ABSTRACT

FIGUEIREDO, Milene Alves. Morphologic and ultra-structural analyses of
Passiflora gibertii N. E. Brown callus. In: . Production, morphologic
and ultra-structural analyses of Passiflora spp. callus. 2007. p.63-110.
Dissertation (Master’s degree in Agronomy/ Plant Physiology) - Federal
University of Lavras, Lavras, MG. *

Few are the studies of the morphologic and ultra-structural alterations of
embryogenic and organogenic callus, during development. The objective of this
work was to characterize, morphologic and ultra-structuraly, calogenesis in leaf
explants of Passiflora gibertii N. E. Brown. To obtain callus with organogenic
characteristics, leaves were inoculated in MS culture medium containing half of
its salt concentration, supplemented with BAP (8,88 uM), coconut water (5%)
and sucrose (3%). After asepsis and inoculation, leaf explants were maintained
in growth room, under photons irradiance of 36 pmol m™ s, temperature of
25+2° C and photoperiod of 16 hours (light presence) and in the dark at
temperature of 25+2°C, for 30 days. After this period, explants with callus were
transferred to MS culture medium containing half of its salt concentration,
supplemented with BAP (2,22 uM), sucrose (3%) and solidified with agar
(0,5%). After inoculation, the explants were maintained in the growth room, in
the presence of light, for 30 days. Cotyledonary leaves were used for the
embryogenic callus formation. Explants (leaf) after asepsis were inoculated in
MS culture medium containing half of its salt concentration supplemented with
sucrose (3%), and the 2,4-D + kinetin and picloram + kinetin. For morphologic
and ultra-structural analyses of different callus with colors, the following callus
were used: translucent, dark yellow, light yellow, white, white and brown, white
and yellow. After 30 days in culture medium, callus obtained above were fixed
in Karnovisky and prepared for the visualization in scanning and transmission
electromicroscopy and light microscopy. P. gibertii leaf explants inoculated in
MS culture medium and maintained in the dark in the BAP (8,88 uM) and
coconut water (5%) for 30 days, induce callus formation, later transferred to MS
medium, in the presence of light and BAP (2,22 uM) turned organogenic, whose
morphologic and ultra-structural parameters associated were of isodiametric

* Guidance Committee: Dr. Renato Paiva - UFLA (Advisor).
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cells, presenting organized cellular system, nucleus with prominent nucleolar,
presence of starch grains and dense cytoplasm rich in endoplasmic reticulum.
The growth regulator 2,4-D provides the obtaintion of callus with embryogenic
characteristics (cells with isodiametric format, small and with small intercellular
space, organized cellular system and predominance of round format
mitochondria), while negative results (predominance of prolonged format cells,
larger cells with intercellular spaces, disorganized cellular system and
predominance of prolonged format mitochondria) are observed when picloram is
used. Translucent and yellow-clear callus present no-morfogenic characteristics,
like cells of different formats, disorganized cellular system, larger cells and
absence or reduced starch content. Callus of yellow-darkness and white-brown
coloration presented embryogenic characteristics with the following
morphologic and ultra-structural parameters: predominance of isodiametric
format cells, organized cellular system, small cells, dense cytoplasm rich in
mitochondria and endoplasmic reticulum.
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1 INTRODUCAO

A cultura de células e tecidos in vitro inclui a organogénese e a
embriogénese somdtica (Christianson & Warnick, 1988). A habilidade para a
regeneracdo de planta depende do tipo de explante (Mathews, 1987), da sua
idade, do grau de diferenciag@o (Fiore et al., 1997; Santos et al., 1994), do seu
tamanho e de como € implantado no meio (Ozcan et al., 1993; Tomar & Gupta,
1988).

Os processos de regeneragdo de plantas in vitro podem ser avaliados e
caracterizados pela andlise histolégica e morfolégica do material vegetal.
Estudos histoldgicos podem ser realizados para verificagdo e confirmacgdo da via
de regeneracdo, diferenciando-se organogénese de embriogénese somadtica.
Caracterizando-se a via de regeneracdo, podem-se estabelecer melhores
condi¢des de cultivo, para o estabelecimento de protocolos eficientes para a
inducio e a obten¢do de plantas. Cortes histologicos seriados, além de permitir a
observacdo da formagdo de gemas adventicias ou de embrides somadticos,
definindo-se se sdo formados direta ou indiretamente, permitem caracterizar as
alteracdes celulares e a atividade de organelas durante os processos,
possibilitando caracterizar tipos celulares e regides do explante potencialmente
morfogénicos (Monteiro-Hara, 2000).

Células embriogénicas, independente do padrio direto ou indireto,
apresentam um conjunto de caracteristicas comuns ao comportamento de células
embriogénicas ativas, incluindo rdpida divisdo mitdtica, tamanho pequeno,
citoplasma denso, nicleo grande com nucléolos proeminente, vactiolos pequenos
e presenca de graos de amido. Essas caracteristicas podem ser analisadas por
meio de estudos ultra-estruturais e sugerem uma intensa sintese de RNA e ampla

atividade metabdlica (Williams & Maheswaran, 1986).
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No caso de calos organogénicos, poucos sdo os relatos encontrados na
literatura que os caracterizam citologicamente durante seu desenvolvimento.
Torna-se, entdo, necessdario o estudo das alteracdes morfoldgicas e ultra-
estruturais durante a organogénese in vitro, visando a formagdo de mudas de
maracujazeiro.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar, morfoldgica e

ultra-estruturalmente, a calogénese em explantes foliares de Passiflora gibertii.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e procedimentos laboratoriais do cultivo ir vitro

Plantas matrizes jovens de maracujazeiro Passiflora gibertii N. E.
Brown - acesso CPAC MIJ-22-01, da colecdo de germoplasma da Embrapa
Cerrados (CPAC), Planaltina, DF, foram mantidas em sala de crescimento, a
2542°C de temperatura, irradiancia de f6tons 43 umol m™ s™'e fotoperiodo de 16
horas. As idades das plantas foram de 52 e 45 dias, para os experimentos de
organogénese e embriogénese somdtica, respectivamente.

Para desinfestacdo, em camara de fluxo laminar, folhas de maracujazeiro
foram imersas em solucdo de hipoclorito de s6dio (NaOCl) com 0,5% de cloro
ativo, acrescido de Tween 20 (uma gota por 100 mL de hipoclorito), por 10
minutos e, posteriormente, lavadas 3 vezes, em dgua destilada e autoclavada.

ApGs assepsia, as folhas foram excisadas em didmetros de ~ 1 cm’ e
estimuladas a formar calos, efetuando-se pequenos cortes na face abaxial, a qual

ficou em contato com o meio de cultura.
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2.2 Organogénese

Para a obtencao de calos com caracteristicas organogénicas, folhas foram
inoculadas em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) contendo
metade da concentracdo de seus sais, acrescido de BAP (8,88 uM), dgua de coco
(5%) e sacarose (3%). Apds inoculados, explantes foram mantidos em sala de
crescimento sob irradidncia de fétons de 36 pmol m™ s™, temperatura de 25+2°C
e fotoperiodo de 16 horas (presenca de luz) e no escuro, a temperatura de
25+2°C por 30 dias (Figura 1). Os calos utilizados no presente experimento

referem-se aos resultantes do primeiro experimento, do item 3.2, Capitulo 3.

Luz Escuro

FIGURA 1. Calos cultivados em meio contendo BAP e mantidos na presenga de
luz (a) e no escuro (b). Barra = 5 mm (a, b). UFLA, Lavras, MG,
2007.

Apés esse periodo, explantes com calos, obtidos no meio citado acima,
foram transferidos para meio de cultura MS contendo metade da concentragiao
de seus sais, suplementado com BAP (2,22 pM), sacarose (3%) e solidificado
com dagar (0,5%). Ap6s inoculacdo, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento sob irradidncia de fétons de 36 pmol m™ s™, temperatura de 25+2°C

e fotoperiodo de 16 horas, por 30 dias.
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2.3 Embriogénese somatica

Folhas cotiledonares foram utilizadas para a obtencdo de calos
embriogénicos. Estas folhas foram inoculadas conforme metodologia utilizada
no experimento 2.3, do capitulo 3. Apds inoculados, explantes foram mantidos
no escuro, a temperatura de 25+2°C, por 30 dias.

Utilizaram-se, para andlises morfologicas e ultra-estruturais, calos
oriundos dos tratamentos 2,4-D (6,79 uM) x cinetina (0,46 uM) e picloram (6,21
uM) x cinetina (0,46 uM) (Figura 2), resultantes do experimento 3.3, do capitulo
3.

2,4-D x cinetina Picloram x cinetina

FIGURA 2. Calos cultivados em meio contendo 2,4-D e cinetina (a) e picloram
e cinetina (b). Barra = 5 mm (a, b). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Para as andlises morfoldgica e ultra-estrutural de calos apresentando
diferentes coloragdes, utilizaram-se calos conforme coloracdo obtida no
experimento 3.3, do capitulo 3: translicido (4,14 uM picloram x 0,46 pM
cinetina); amarelo-escuro (4,14 pM picloram x 0,46 uM cinetina); amarelo-claro
(8,28 uM picloram x 0,46 uM cinetina); branco (4,14 pM picloram x 0,46 uM
cinetina); branco e marrom (6,21 pM picloram x 0,46 uM cinetina); amarelo e

branco (8,28 uM picloram x 0,46 pM cinetina) (Figura 3).
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Transliacido Amarelo-escuro Branco e amarelo

FIGURA 3. Diferentes coloracdes de calos: (a) transliicido, (b) branco, (c)
amarelo-escuro, (d) amarelo-claro, (e) branco e amarelo, (f)
branco e marrom. Barra = 5 mm (a, b, ¢, d, e, f). UFLA, Lavras,
MG, 2007.

2.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Calos obtidos dos experimentos citados nos itens 2.2 e 2.3 deste capitulo
foram fixados em Karnovisky modificado [glutaraldeido (2,5%) e
paraformaldeido (2,5%) em tampao cacodilato, pH 7,2], por um periodo de, pelo
menos, 24 horas, a temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram lavados em tampao cacodilato 0,05 M
(trés vezes de 10 minutos) e pds-fixados em tetréxido de 6smio 1%, em tampao
cacodilato 0,05 M, por 4 horas.

Em seguida, foi realizada a desidratagdo em gradiente crescente de
acetona (25%, 50%, 75% e 90%, por 10 minutos e trés vezes com 100% por 10

minutos cada). Logo apds, o material foi incluido em gradiente crescente de
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acetona/resina Spurr 30%, por 8 horas, a 70% por 12 horas e duas vezes a 100%,
em intervalos de 24 horas. Os tecidos foram colocados em moldes de silicone
em resina pura e colocados em estufa, a 70°C, por 48 horas para a
polimerizagao.

Em seguida, os blocos obtidos foram submetidos ao desbaste com
laminas de barbear para a retirada da resina excedente e realizados os cortes em
secOes semifinas (I wm) e ultrafinas (<100nm), utilizando-se um ultramicrotomo
Reichrt-Jung (ultracut), com navalha de diamante. Os cortes semifinos foram
coletados com anel de ouro e colocados em laminas de vidro, corados com azul
de toluidina (1 g azul de toluidina, 1 g borato de sddio e 100 mL de &dgua
purificados em filtro Millipore 0,2um) e montados, permanentemente, em meio
Permoult.

Os cortes ultrafinos foram coletados em uma gota de dgua com grides
Slots e colocados em raques, cobertos com pelicula de formvar (Rowley &
Moran, 1975). As se¢des foram pds-contrastadas em acetato de uranila, seguido
por acetato de chumbo por 3 minutos cada e, em seguida, examinadas em

microscopio eletrdnico de transmissao Zeiss, modelo EM 902 a 80Kv.

2.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Calos, obtidos dos experimentos citados nos itens 2.2 e 2.3 deste
capitulo, foram fixados em Karnovisky modificado por um periodo de, pelo
menos, 24 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, os calos foram lavados em tampao cacodilato 0,05 M
(trés vezes de 10 minutos) e pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% em tampao
cacodilato 0,05 M por 4 horas.

Em seguida, foi realizada a desidratacdo em gradiente de acetona (25%,

50%, 75% e 90%, por 10 minutos e trés vezes com 100%, por 10 minutos cada).
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Ap6s a desidratacdo, foi realizada secagem em aparelho de ponto critico
CPD 030, por meio de CO, liquido e as amostras metalizadas com ouro. As
observagdes foram realizadas em microscopio eletronico (LEO Evo 040),

operando entre 10 e 20 kV.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Organogénese

Foram observadas diferencas morfoldgicas e ultra-estruturais entre as
células dos diferentes calos estudados.

Calos cultivados em meio contendo BAP e mantidos na presenca de luz
(Figura la) apresentaram células tanto com formato isodiamétrico (Figura 4 a,
¢), como alongado (Figura 4 b, d).

Na superficie dos calos cultivados em meio contendo BAP e mantidos na
auséncia de luz (Figura 1b) observou-se proliferacao de células bem organizadas
de formato isodiamétrico (Figura 5).

Estudos utilizando a microscopia de luz (ML) e MET demonstraram que
as células estdo em divisdo, com sistema celular organizado, em diferentes
formatos e estdgio de divisdo, tanto para calos cultivados na presenga de luz
(Figura 6 a;b) como na sua auséncia (Figura 7 a;b). Outras caracteristicas
celulares em comum dos calos cultivados na presenca e auséncia de luz sdo:
nicleo com nucléolo proeminente (Figuras 6 e 7 ¢), vacuiolo granular (Figuras 6
d, f; 7 c;d), citoplasma denso e rico em reticulo endoplasmadtico (Figuras 6 c;f; 7
f), graos de amido (Figuras 6 c;f; 7 c;d), corpos lipidicos (Figuras 6 d, f; 7 f) e

provaveis compostos fendlicos (Figuras 6 a;b; 7 a;b, e). Observagdes celulares
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dos calos cultivados na presenca de luz apresentaram, ainda, citoplasma rico em

mitocondrias e cloroplastos imaturos (Figura 6 c;f).

FIGURA 4. Eletromicrografias de varredura de calos de folhas de P. gibertii
cultivados em meio de cultura MS, contendo metade da
concentracio de seus sais e BAP, e mantidos na presenca de luz.
Barras = 200 um (a), 100 um (b, c¢), 20 um (d). UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Dornellas et al. (1992) observaram a resposta de tecidos embriogé€nicos
de Stylosanthes scabra, detectando a alta dependéncia do tipo de regulador de
crescimento utilizado. Os autores ainda observaram a organogénese obtida pela
utilizacdo de BAP, porém, a indugcdo de embriogénese somadtica foi a partir do
regulador 2,4-D.

A constituicdo bioquimica do género Passiflora advém das espécies P.

incarnata, P. edulis e P. alata, porém, tais estudos fitoquimicos sdo escassos
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para esse género (Costa & Tupinambd, 2005). Os grupos quimicos relatados
com maior freqiiéncia pelos autores sdo alcaldides inddlicos, flavondides,
esterdis, lignanos e cianoglicosideos. Como hd descricio de ocorréncia de fendis
para o género e os taninos sdo polifendis, ha a possibilidade de que tal
metabdlito esteja presente na espécie em questdo, pois, foi verificado na
fotomicrografia e eletromicrografia de transmissdo, provdvel depdsito de
compostos fendlicos, como os taninos (Figuras 6 a;b; 7 a;b, e). Estes sdo
encontrados, principalmente, nos vacuolos das plantas e, nestes locais, nao
interferem no metabolismo celular. Somente apds lesdo ou morte celular eles
agem e t€m metabolismo eficiente (Prance & Prance, 1993, citados por Nicioli,

2006).

FIGURA 5. Eletromicrografias de varredura de calos de folhas de P. gibertii
cultivados em meio de cultura MS, contendo metade da
concentracdo de seus sais ¢ BAP, e mantidos na auséncia de luz.
Barras = 100 um (a, b, c¢), 20 um (d). UFLA, Lavras, MG, 2007.



FIGURA 6. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissdo (c-f) de
células dos calos em folhas de P. gibertii cultivados em meio de
cultura MS, contendo metade da concentragdo de seus sais e BAP,
e mantidos na presenca de luz. M = mitocdndria, RE = reticulo
endoplasmatico, Ci = citoplasma, V = vacuolo, CL = corpos
lipidicos, A = amido, N = nicleo, Nu = nucléolo, C = cloroplasto.
Em a e b, células com actimulo de compostos fendlicos = setas,
graos de amido = pontas de seta. Barras = 50 um (a, b), 2 um (c, d,
e, f). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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FIGURA 7. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmisséo (c-f) de

células dos calos em folhas de P. gibertii cultivados em meio de
cultura MS, contendo metade da concentracdo de seus sais e BAP,
e mantidos na auséncia de luz. RE = reticulo endoplasmadtico, Ci =
citoplasma, V = vactiolo, CL = corpos lipidicos, A = amido, N =
ndcleo, Nu = nucléolo, compostos fendlicos = CF. Em a e b,
células com acumulo de compostos fendlicos = setas, grdos de
amido = pontas de seta. Barras = 50 um (a, b), 2 um (c, d, e, f).
UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Caracteristicas ultra-estruturais de células envolvidas na organogénese in
vitro de Bauhinia forficata (via indireta) e Glycine max (via direta) foram
estudadas. Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) arranjado concentricamente,
grandes vactolos e plastideos contendo grdos de amido foram observados
durante a organogénese de Glycine max (L.) Merrill e Bauhinia forficata Link. A
presenca de plastideos ao redor do niicleo e de envelope nuclear com poros
conspicuos foi observada apenas em B. forficata (Appezzato-da-Gloéria &
Machado, 2004). Os meristemdides de Bauhinia forficata e Glycine max nao
tiveram origem a partir de células meristeméides tipicas, mas, sim, de células
altamente vacuolizadas, de acordo com os autores supracitados. Estes resultados
sdo também observados no presente trabalho, no qual as células com potencial
organogénico apresentaram-se altamente vacuolizadas, com citoplasma rico em

organelas e presen¢a de graos de amido (Figuras 6 e 7; Tabela 1).

TABELA 1. Caracteristicas de células com potencial organogénico, dos calos
obtidos de folhas de P. gibertii cultivados em meio de cultura MS,
contendo metade da concentrag¢do de seus sais ¢ BAP, mantidos na
presenca e auséncia de luz aos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
BAP Luz BAP Escuro
Células com formato isodiamétricoe ~ Predominancia de células com formato
alongado isodiamétrico
Sistema celular organizado Sistema celular organizado
Nicleo com nucléolo proeminente Nicleo com nucléolo proeminente
Presenca de graos de amido Presenca de graos de amido
Provdveis taninos Provéveis taninos
Citoplasma denso e rico em reticulo Citoplasma denso e rico em reticulo
endoplasmadtico endoplasmatico

Ap6s sete dias da transferéncia dos calos cultivados no escuro para meio
de cultura MS contendo metade da concentracdo de seus sais, acrescido de BAP

(2,22 pyM) e mantidos em sala de crescimento na presenca de luz, estes

78



tornaram-se organogénicos (Figura 8), formando gemas e primérdios foliares

(Figura 9).

FIGURA 8. Calos organogénicos obtidos de folhas de P. gibertii cultivadas em
meio de cultura MS, contendo metade da concentragdo de seus sais
e BAP, mantidos na auséncia de luz e apds sete dias de
transferéncia para novo meio na presenca de luz. Barra = 2 mm (a,
b). UFLA, Lavras, MG, 2007.

De acordo com Appezzato-da-Gléria et al. (2005), em Passiflora, é
freqiiente a formacdo de estruturas foliares, as quais sdo erroneamente
interpretadas como gemas que ndo se alongam. As andlises estruturais da
organogénese in vitro em P. edulis Sims f. flavicarpa Deg. e em P. cincinnata
Mast. tém mostrado grande determinacdo dos explantes para a formacdo de
primérdios foliares. Os autores citados acima afirmam que esse caminho
organogé€nico compromete o sucesso da cultura in vitro, pois a presenca de
meristema apical caulinar € essencial para a producio de brotos.

As observagdes em MEV permitiram a diferenciagdo morfoldgica entre
gemas caulinares e estruturas foliares isoladas, baseando-se no fato de que,
nestas, a base se insere diretamente no explante (Figura 9 b-f), enquanto nas

gemas, os primoérdios foliares saem de um eixo comum (Figura 9 a).
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FIGURA 9. Eletromicrografias de varredura de calos organogénicos obtidos de
folhas de P. gibertii cultivadas em meio de cultura MS, contendo
metade da concentracdo de seus sais e BAP, mantidos na auséncia
de luz e apos sete dias de transferéncia para novo meio na presenca
de luz. (a) gema; (b-f) primordios foliares. Barras = 200 um (a, b,
c, e), 100 um (d, f). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Confirmando a importancia do presente trabalho, Appezzato-da-Gléria et
al. (2005) citam que as observacdes ao microscopio eletronico de varredura das

estruturas originadas in vitro sdo fundamentais e constituem maneira rdpida de
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caracterizacdo morfolégica, permitindo a distin¢do entre gemas e primordios

foliares.

3.2 Embriogénese somatica
Quanto a inducdo de cardter embriogé€nico, observacdes em MEV
mostraram que a proliferacio de células dos calos cultivados em meio contendo

2,4-D e cinetina (Figura 2a) apresentaram-se bem organizadas, com formato

isodiamétrico (Figura 10).

FIGURA 10. Eletromicrografias de varredura de calos de folhas cotiledonares
de P. gibertii cultivados em meio de cultura na presenca de 2,4-D
e cinetina, evidenciando células isodiamétricas (a-d). Barras =
100 pm (a, b, ¢), 20 um (d). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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No entanto, na superficie dos calos cultivados em meio contendo
picloram e cinetina (Figura 2b), foram verificadas, principalmente, formas

alongadas (Figura 11).

FIGURA 11. Eletromicrografias de varredura de calos de folhas cotiledonares
de P. gibertii cultivados em meio de cultura na presenca de
picloram e cinetina evidenciando, na sua maioria, células
alongadas (b-d) e algumas formas isodiamétricas. Barras = 200
pum (a, b), 100 um (c), 20 um (d). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Observacdes, em MET, dos calos cultivados na presenca de 2,4-D e
cinetina, mostraram que as células sdo pequenas e bem dispostas (Figura 12 a;b),
com pequeno espaco intercelular (Figura 12 e). Seu citoplasma denso é
abundante, tanto em mitocondrias, de formato alongado (Figura 12 d) e

arredondado com cristas bem desenvolvidas (Figura 12 f), como em reticulo
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endoplasmético (Figura 12 c-f). As células apresentaram vacuolo grande e
central, além de alguns pequenos e dispersos no citoplasma (Figura 12 c¢). Pode-
se observar também a presenca de corpos lipidicos (Figura 12 c.e;f), graos de
amido (Figura 12 a;b) e provavel acimulo de compostos fendlicos (Figura 12

a;b).

Ja as células dos calos cultivados na presenca de picloram e cinetina sdo
maiores, com espagos intercelulares e de formato irregular (Figura 13 a;b). Seu
citoplasma, de forma semelhante ao anterior, contém muitas organelas, como
mitocondrias de formato alongado (Figura 13 c), reticulo endoplasmético
(Figura 13 d;e) e grdos de amido (Figura 13 e). As células apresentaram um
grande vacuolo, provéveis vesiculas de secrecdo (Figura 13 f) e corpos lipidicos
(Figura 13 c), porém, nio foi observado acimulo de compostos fendlicos.

Canhoto et al. (1996) afirmam que as células podem se tornar
competentes para embriogénese somdtica, desde que a interagcdo entre fatores
enddgenos e exdgenos, como a concentragdo e o tipo de regulador de
crescimento utilizado, esteja balanceada, desencadeando uma série de eventos
moleculares que podem afetar a expressdo do gene e determinar a diferenciacio
de embrides sométicos.

Células da camada meristemdtica ndo envolvidas na diferenciacdo do
embrido somdtico sdo altamente vacuolizadas, apresentando mitocOndria
extremamente alongada e organelas com inclusdes cristalinas (Canhoto et al.,

1996).
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FIGURA 12. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de
células dos calos em folhas cotiledonares de P. gibertii cultivados
em meio de cultura na presenca de 2.4-D e cinetina. M =
mitocondria, RE = reticulo endoplasmadtico, Ci = citoplasma, V =
vacuiolo, CL = corpos lipidicos.Em a e b, células com acimulo de
compostos fendlicos = setas, grdos de amido = pontas de seta.
Barras = 50 um (a, b), 2 um (c, d, e), 1 um (f). UFLA, Lavras,
MG, 2007.
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FIGURA 13. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de
células dos calos em folhas cotiledonares de P. gibertii cultivados
em meio de cultura na presenca de picloram e cinetina. M =
mitocondria, RE = reticulo endoplasmadtico, Ci = citoplasma, V =
vacuiolo, CL = corpos lipidicos, VS = vesiculas secretoras, A =
amido, graos de amido = pontas de seta. Barras = 50 um (a, b), 2
um (c), 1 um (d, e, f). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Mitocdndrias de células embriogénicas sdo abundantes, usualmente

ovais ou arredondadas e apresentam uma matriz eletrodensa com a crista bem
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desenvolvida (Appezzato-da-Gléria & Machado, 2004; Canhoto et al., 1996),
como as observadas no presente trabalho em células de calos cultivados em meio
contendo 2,4-D. Esse fator estd relacionado a alta atividade metabdlica, pelas
altas taxas respiratérias. Células ndo embriogénicas sdo caracterizadas pela
presenca de mitocOndria alongada (Canhoto et al., 1996) que também foi
observada no atual estudo, porém, em células de calos cultivados na presenca de
picloram.

Em Nuti Ronchi & Giorgetti (1995), varios autores afirmam que células
com largo vaciolo em cultura de suspensdo de cenoura e alfafa ndo sdo
embriogénicas. Muitos autores concordam que células pequenas, com
citoplasma denso e rédpida divisdo celular, sio a unidade primdria do
desenvolvimento de embrides somdticos, sendo sempre precedidos pela
formacao de um pequeno grupo de células.

Zuo et al. (2002) citam o 2,4-D exercendo a funcdo de indutor da
embriogénese somdtica. Em estudos com Phyllostachys bambusoides, Komatsu
(1995) observou que o picloram possibilitou a obtengdo de calos brancos fridveis
e amarelos globulares, mas foi na auséncia desse regulador que o autor observou
a formacdo de raizes, centros meristematicos e embrides somdticos a partir do
calo amarelo globular.

De acordo com Dornelas et al. (1992), a atividade meristematica
induzida por 2,4-D em cotilédones imaturos de Stylosanthes scabra conduziu
para o desenvolvimento de estruturas globulares que vieram, aparentemente, de
divisdes que produziram células pequenas, com nicleo grande, citoplasma denso
e promoveram rapida expansdo do explante cotiledonar. Com o desenvolvimento
da cultura, as estruturas globulares originaram embrides somdticos. Nenhuma
conecg¢do vascular foi observada, evidenciando a embriogénese somética direta.

Células envolvidas na forma¢do do embrido soméatico contém um grande

nicleo com nucléolos proeminentes e citoplasma denso com numerosos
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ribossomos, mitocondria, plastideos com amido e poucas se¢des de reticulo
endoplasmdtico rugoso. Células ndo envolvidas na diferenciacio do embrido
somdtico foram caracterizadas pela presenca de vdrias organelas contendo
mitocondria alongada (Canhoto et al., 1996).

Quando Marbach (1998) observou o efeito de concentragdes de ANA e
picloram na calogénese e na embriogénese somatica a partir de explantes
foliares de berinjela (Solanum melongena L.), ambos os reguladores induziram
calos nos explantes foliares, mas apenas ANA induziu embriogénese somadtica.
O autor supracitado concluiu que tais resultados indicam que a calogénese e a
embriogénese somdtica sdo eventos bioldgicos independentes, pois a
embriogé€nese somdtica pode ser direta e indireta.

Os resultados obtidos no atual estudo confirmaram que, para a obtengcdo
de calos com caracteristicas embriogénicas, o regulador 2,4-D foi superior aos
resultados observados com o picloram (Tabela 2), corroborando com os

resultados obtidos por Dornelas et al. (1992).

TABELA 2. Caracteristicas de células embriogénicas (2,4-D x cinetina) e nio-
embriogénicas (picloram x cinetina) dos calos obtidos de folhas
cotiledonares de P. gibertii, aos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras,

MG, 2007.
2,4-D x cinetina Picloram x cinetina
Células com formato isodiamétrico, Predominancia de células com formato
pequenas e com pequeno espago alongado, células maiores e com
intercelular espacos intercelulares
Sistema celular organizado Sistema celular desorganizado
Predominéncia de mitocondrias de Predominéncia de mitocondrias de
formato arredondado formato alongado

Com relacdo ao padrdo de coloracdo, a andlise em MEV dos calos

translicidos (Figura 3 a) mostrou que as células apresentaram-se pouco
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organizadas, com formato isodiamétrico e alongadas (Figura 14 a, c, d). No

entanto, na Figura 14 b observam-se também células em formato oblongo.

FIGURA 14. Eletromicrografias de varredura de calos translicidos de P.
gibertii. Barras = 100 um (a, b, c), 20 um (d). UFLA, Lavras,
MG, 2007.

Células pouco organizadas sdo também observadas na Figura 15 (a-d),
porém, ocorre predominio de células alongadas, nos calos de coloracdo amarelo-

clara (Figura 3 d).
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FIGURA 15. Eletromicrografias de varredura de calos de coloragdo amarelo-
clara de P. gibertii. Barras = 100 pum (a, b), 30 um (c), 20 um (d).
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Conforme se observa na Figura 16 (a,b), as células dos calos translicidos
sdo grandes e com poucos espagos intercelulares, apresentam citoplasma estreito
(Figura 16 c), rico em mitocondrias e reticulo endoplasmatico (Figura 16 c-f).
Na Figura 16 d observa-se, ainda, grande vactiolo e, de modo geral, as células
s@o de parede fina e sem graos de amido detectdveis.

De forma antagdnica ao presente trabalho, El Maéataoui et al. (1990)
observaram que células de calos fridveis e translicidos apresentaram citoplasma
denso, rico em graos de amido, nicleo volumoso posicionado centralmente com
muitos nucléolos e vactiolos que ocorreram em duas diferentes formas

morfoldgicas, globulares ou alongadas com contornos sinuosos. Observaram,
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ainda, que esses calos foram embriogé€nicos e apresentavam nédulos esféricos

com tamanhos variaveis.

FIGURA 16. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de
células dos calos transldcidos de P. gibertii. M = mitocondria, RE
= reticulo endoplasmadtico, Ci = citoplasma, V = vactolo. Barras =
50 um (a, b), 2 um (c, d, e, f). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Quando se observam calos de coloracdo amarelo-clara, nota-se que as
células sdo grandes e com espacos intercelulares proeminentes (Figura 17 a,b).
Observando-se a Figura 17 c-f, constata-se que as mesmas apresentam pouco
contetido celular, com citoplasma estreito, conforme observado também na
Figura 15c, com mitocondrias e reticulo endoplasmatico (Figura 17 c-f), com
vacuolo grande (Figura 17 c-d). Embora as células tenham citoplasma estreito,
estas apresentam parede espessa (Figura 17 e, f), com pouco conteido de amido
(Figura 17 e).

Tanto calos translicidos como amarelo-claros apresentaram células
grandes, porém, estas com poucos € proeminentes espagos intercelulares,
respectivamente e ambos com citoplasma estreito. Porém, quanto a organelas,
ambos apresentam mitocOndrias e reticulo endoplasmdtico, mas com diferencas
quanto a quantidade. O calo translicido apresenta quantidades maiores
comparado as do calo amarelo-claro que contém parede celular espessa. Ha
diferencas também quanto a quantidade de grdos de amidos, ou seja, os calos
translicidos ndo os apresentam, e os calos amarelo-claros os apresentam em
poucas quantidades. Isso, provavelmente, estd interferindo na coloracdo dos
mesmos, como também a parede espessa do calo amarelo-claro pode estar
contribuindo para a coloracdo do mesmo.

O aumento da parede celular € também considerado uma caracteristica
de células embriogénicas para garantir seu isolamento e, conseqiientemente, a
expressdo da totipoténcia (Williams & Maheswaran, 1986). No interior da
parede, as células sofrem uma série de divisdes que conduzem a formagdo de

proembrides que, conseqiientemente, apresentam origem unicelular.
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FIGURA 17. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de
células dos calos de coloragdo amarelo-clara de P. gibertii. M =
mitocondria, RE = reticulo endoplasmaético, Ci = citoplasma, V =
vaciolo, A = amido, PE = parede espessa. Em a e b, grios de
amido = pontas de seta. Barras = 50 um (a, b), 2 um (c, d, e, f).
UFLA, Lavras, MG, 2007.

De acordo com Canhoto et al. (1996), as células meristematicas possuem
um citoplasma rico, constituido de muitos ribossomos, alguns graos de amido,

pequenas secdes de reticulo endoplasmatico rugoso, numerosas mitocdndrias e
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sdo ausentes em lipideos e proteinas de reserva. As células dos proembrides
apresentam as mesmas caracteristicas das células meristemdticas, entretanto,
mais vacuolizadas e, em alguns casos, com presengca de lipideos na regido
periférica do citoplasma. Algumas células dos proembrides mostram-se
altamente vacuolizadas, com apenas uma fina camada do citoplasma entre o
tonoplasto e a membrana plasmdtica. No presente trabalho, foi também
observado citoplasma estreito, nos calos translicidos e amarelo-claros (Figuras
16 e 17).

A regeneracdo de plantas por via indireta, ap6s a produgdo de calos a
partir de células (protoplasto) ou tecidos, foi caracterizada por estudos
morfolégicos e histoldgicos que caracterizaram trés tipos distintos de tecidos de
calos com variagdes na cor, na estrutura e na resposta morfogenética. O primeiro
tipo apresenta calos compactos (globulares ou nodulares), de cor amarelo-clara e
denso, constituido de pequenas células isodiamétricas; o segundo tipo descrito
apresenta calos irregulares, soltos, consistindo de células arranjadas
afrouxadamente; quanto a cor sdo mais semitranslicidos do que os anteriores,
com regides densas pouco coloridas e, finalmente, o terceiro tipo de tecidos de
calos apresenta formato irregular, extremamente soltos, com células alongadas,
tubulares, grandes, translicidas e ndo morfogénicas (Schumann et al., 1995).

De acordo com estes autores, somente no primeiro tipo de calo foi
observado o desenvolvimento de camadas de células semelhantes ao procambio,
o que coincide com a fase de proliferacio. Este tipo de calo apresentou, ainda,
um grupo de células com alta atividade de divisdo, mais organizadas, compactas,
com citoplasma denso, resultando na formacdo de meristeméides, que
originaram brotos adventicios que se diferenciaram na superficie abaxial do
calo. Ho & Vasil (1983) classificam centros meristematicos como embridides.

Em contrapartida, Trevizam (2005) supde que a presenga desses centros
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meristemdticos indica processos morfogenéticos capacitados para a formacdo de
raizes e ou pré-embrides somaticos.

Contradizendo as afirmagdes feitas por Schumann et al. (1995), as
células dos calos amarelo-claros do presente trabalho ndo apresentaram
caracteristicas morfogénicas (Tabela 3). No entanto, de acordo com os autores,
células dos calos translicidos apresentaram aspectos semelhantes, obtendo

caracterizagdes nao morfogénicas (Tabela 3).

TABELA 3. Caracteristicas de células ndo-morfogénicas dos calos translicidos
e amarelo-claros, obtidos de folhas cotiledonares de P. gibertii, aos
30 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Translicido Amarelo-claro
Células com formato isodiamétrico, Predominancia de células com formato
alongado e oblongo alongado
Sistema celular desorganizado Sistema celular desorganizado
Células grandes Células grandes
Sem graos de amido detectdveis Pouco contetido de amido
Citoplasma estreito Citoplasma estreito

Quando se observam as micrografias dos calos amarelo-escuros (Figura
3 ¢), observam-se células bem organizadas (Figura 18 a, b), com predominio de
células de formato isodiamétrico, porém, com algumas formas alongadas (Figura

18c, d).
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FIGURA 18. Eletromicrografias de varredura de calos de coloragdo amarelo-
escura de P. gibertii. Barras = 100 um (a, b, c¢), 20 pm (d).
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Nos estudos em MET de calos amarelo-escuros, observam-se células
pequenas com espacos intercelulares e graos de amido (Figura 19 a, b). H4,
ainda, citoplasma denso, rico em mitocondrias (Figura 19 c) e reticulo
endoplasmatico (Figura 19 e), micleo com nucléolo proeminente (Figura 19 c¢) e
de formato arredondado (Figura 19 d). Apresentam vactiolo pequeno (Figura 19
c) e vesiculas secretoras (Figura 19 f), com quantidade significativa de grios de
amido. O conteudo celular deste calo, provavelmente, esta proporcionando a

coloracgdo amarelo escura do mesmo, sendo rico em organelas e amido.
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FIGURA 19. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de
células dos calos de coloracdo amarelo-escura de P. gibertii. M =
mitocondria, RE = reticulo endoplasmaético, Ci = citoplasma, V =
vacuolo, N = ntdcleo, Nu = nucléolo, VS = vesiculas secretoras.
Em a e b, grios de amido = pontas de seta. Barras = 50 um (a, b),
2 um (c, d, f), 1 um (e). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Fernando (1999) observou que explantes cotiledonares de soja (Glycine

max) inoculados em meio de cultura contendo 181 uM de 2,4-D apresentaram

coloracdo amarelada e formacdo de uma massa de calo fridvel de aspecto
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gelatinoso, a qual ndo desenvolve qualquer estrutura embriogénica. A andlise
anatdmica desses explantes revelou a proliferacdo celular desorganizada e uma
vacuolizagdo acentuada das células do mesofilo cotiledonar. Assim sendo, essa
proliferacdo celular ndo apresentava padrdes celulares normalmente
relacionados com o processo embriogénico in vitro (Williams & Maheswaran,
1986).

Acumulagdo de amido parece estar relacionada ao cariter embriogénico
das células (Profumo et al., 1987). De fato, outros trabalhos t€ém mostrado que,
antes de se tornarem morfogenéticas (organogénese ou embriogénese), as células
sintetizam e armazenam uma considerdvel quantidade de amido (Button et al.,
1974; Williams & Maheswaran, 1986).

Schwendiman et al. (1988) consideram o amido e o acimulo de reservas
de lipideo como indicadores do potencial embriogénico dos tecidos em palmeira
(Elaeis guineensis), uma vez que vém acompanhando a diferenciacdo de
embrides somaticos. Ja observagdes em outras espécies mostram que os ultimos
estdgios da embriogénese somdtica que conduz ao desenvolvimento dos
embrides sdo caracterizados por reservas extremamente baixas.

Bezerra et al. (2001) caracterizam calos embriogénicos de milho,
cultivar Jatina C3 Ando, como sendo compactos, amarelados e com nodulagdes
evidentes na superficie. Schwendiman et al. (1988) afirmam que células
embriogé€nicas sdo pequenas, com um grande nicleo contendo muitos nucléolos
proeminentes, citoplasma denso, grande quantidade de amido e pequenos
vactolos.

Como visto no atual estudo, calos de coloracdo amarelo-escura
apresentaram significativa quantidade de grdos de amido, bem como outras
caracteristicas que possibilitam concluir, baseando-se nos resultados relatados
pelos autores anteriormente citados, que estes apresentam caracteristicas

embriogé€nicas.
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De acordo com Schumann et al. (1995), a formacdo do embrido
somadtico, via indireta, consiste na seqiiéncia do desenvolvimento do calo que,
primeiramente, forma uma massa fina, aquosa e translicida, consistindo de
células alongadas, seguida da formacdo de uma massa de calos compactos,
quebradicos e de coloragdo amarelada com células isodiamétricas e, finalmente,
a formacgdo de estruturas globulares, como os embrides. Os resultados obtidos
pelos autores citados acima confirmam as caracteristicas embriogénicas da
coloracdo amarelo-escura e ndo embriogénicas dos calos translicidos, obtidas no
presente trabalho.

As células verificadas na Figura 20, oriundas dos calos de coloracio

branca (Figura 3 b), sdo de formato isodiamétrico (Figura 20 a ,d); ja as

observadas na Figura 20 b, d apresentam formato alongado, predominantemente.

FIGURA 20. Eletromicrografias de varredura de calos de coloragdo branca de
P. gibertii. Barras = 100 pm (a, b, c¢), 20 um (d). UFLA, Lavras,
MG, 2007.
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Calos de coloragdo branca apresentaram células medianas com espagos
intercelulares muito proeminentes (Figura 21 a, b), de citoplasma denso, rico em

mitocondrias e reticulo endoplasmético (Figura 21 c-f). Observaram-se, ainda,

pequenos vactiolos (Figura 21 e) e presenca de graos de amido (Figura 21 d).

FIGURA 21. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de
células dos calos de coloracdo branca de P. gibertii. M =
mitocondria, RE = reticulo endoplasmadtico, Ci = citoplasma, V =
vactolo, A = amido. Em a e b, grios de amido = pontas de seta.
Barras = 50 um (a, b), 2 um (c, d, e, f). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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A caracterizacdo dos calos de coloragdo branca e amarela (Figura 3 e)

mostrou que hd um desarranjo celular extenso, porém, com algumas células

isodiamétricas (Figura 22 a, d).

FIGURA 22. Eletromicrografias de varredura de calos de coloracdo branca e
amarela de P. gibertii. Barras = 100 um (a, b, ¢), 20 um (d).
UFLA, Lavras, MG, 2007.

Para os estudos dos calos de coloracdo branca e amarela, as células sdo
medianas, com espacos intercelulares pequenos, proporcionando aspecto
organizado (Figura 23 a, b). Seu citoplasma denso, rico em mitocondria e
reticulo endoplasmético pode ser observado na Figura 23 (d, e). Como, para
calos de coloragdo amarelo-escura, estes apresentam nucléolo proeminente, mas
a forma do seu ntcleo é irregular (Figura 23 c). H4, ainda, a presenga de vactolo

grande (Figura 23 a, b), como pode ser observado para os calos de coloracdo
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amarelo-clara. Com presenca de vesiculas secretoras (Figura 23 f) e de grio de

amido (Figura 23 d), como € observado também para os calos de coloragdo

amarelo-escura (Figura 19 f, a, b).

FIGURA 23. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de
células dos calos de colorag@o branca e amarela de P. gibertii. M
= mitocdndria, RE = reticulo endoplasmatico, Ci = citoplasma, V
= vacuolo, N = nucleo, Nu = nucléolo, A = amido, VS = vesiculas
secretoras. Em a e b, graos de amido = pontas de seta. Barras = 50
um (a, b), 2 um (c, d, e, f). UFLA, Lavras, MG, 2007.
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Yeh & Chang (1986) observaram trés tipos de calos de Bambusa
oldhamii: embriogénicos (calos compactos semelhantes a nédulos, de coloragdo
branca a amarela, e brilhante Umido), ndo embriogénicos (calos fridveis,
consistindo de células filamentosas que produziram raizes adventicias com
pelos) e tipo intermedidrio (calo gelatinoso com caracteristicas dos tipos citados
anteriormente).

El Hassan & Deberg (1987) observaram dois tipos de calos de
Phyllostachys viridis: embriogénicos (compactos, opacos, de coloragdo branca,
apresentando corpos globulares brilhantes) e ndo embriogénicos (coloragdo
amarelo).

De acordo com Komatsu (1995), a caracteristica globular e a coloracio
branco-amarelada do calo estdo associadas a sua capacidade morfogénica.

Calos de coloragdo branca e marrom (Figura 3 f) apresentaram células
bem organizadas, com predominancia de formato isodiamétrico (Figura 24 a, b,
d), porém, ha ocorréncia de células alongadas (Figura 23 c).

Verifica-se, para calos de coloragcdo branca e marrom, células pequenas
sem espacos intercelulares visiveis (Figura 25 a, b). Apresentam, ainda, niicleo
isodiamétrico e citoplasma denso, rico em mitocdndria e reticulo endoplasmético
(Figura 25 c-d), como ocorre com os calos de colora¢do branca e amarela
(Figura 23 d, e). Observa-se, ainda, a presenga de vactiolos grandes em algumas
células (Figura 25 f), como a presenca de amido em quantidades significativas,
com pouco depdsito de compostos fendlicos, provavelmente s6 observado para

esta coloragdo de calo.
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FIGURA 24. Eletromicrografias de varredura de calos de coloragdo branco e
marrom de P. gibertii. Barras = 100 um (a, b), 200 um (c), 20
um (d). UFLA, Lavras, MG, 2007.

Mikuta et al. (2005) observaram que as células dos calos de Gentiana
cruciata (L), eram pequenas, pouco vacuolizadas, com citoplasma denso e
contendo organelas aparentemente ativas, como mitocondrias (formato oval e
aparéncia tipicamente meristemdtica), complexo de Golgi e multicamadas de
reticulo endoplasmatico. Durante a 6 e a 8" semanas de cultivo, massas de
embrides somaticos foram formadas.

Sané et al. (2006) observaram que calos primdrios foram nodulares
compactos (globulares) e as células meristemdticas pequenas, com citoplasma
denso e muito rico em proteinas soldveis totais. Os calos secundérios
apresentaram aspecto granular fridvel (células embriogénicas), em divisdo ativa,
com células ricas em proteinas soldveis no citoplasma, vaciolos pequenos, com

nicleo grande e nucléolo facilmente visivel. Algumas células continham graos
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de amido. Em suspensio celular, as células embriogénicas apresentaram-se com
varios vactiolos pequenos e citoplasma rico em grdos de amido agrupados ao

redor do ntcleo.

FIGURA 25. Fotomicrografias (a-b) e eletromicrografias de transmissao (c-f) de

células dos calos de colorag@o branca e marrom de P. gibertii. M
mitocondria, RE = reticulo endoplasmadtico, Ci = citoplasma, V
vacuolo, N = nicleo. Em a e b, células com acimulo de
compostos fendlicos = setas, grdos de amido = pontas de seta.
Barras = 50 um (a, b), 2 um (c, e, f), 1 um (d). UFLA, Lavras,
MG, 2007.
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Profumo et al. (1987) observaram trés tipos de calos em Aesculus
hippocastanum L. O primeiro tipo, calo precursor, apresentou escassez de
espacos intercelulares e ocorréncia de vaciolos autofagicos nas células. No
segundo tipo, calo fridvel embriogénico, as células mostraram caracteristicas
citoldgicas tipicas de um alto nivel metabdlico e contendo amido. Finalmente,
no terceiro tipo, calo ndo embriogénico, as células eram maiores e altamente
vacuolizadas, desprovidas de amido e com citoplasma rico em organelas. Apesar
do alto grau de crescimento, ndo atingiram competéncia embriogénica a tempo.
Calos de coloracdo amarelo-escura e branco e marrom do presente trabalho,
baseando-se nos autores citados acima, apresentaram em comum, caracteristicas

de células embriogénicas (Tabela 4).

TABELA 4. Caracteristicas de células embriogénicas dos calos amarelo-escuros
e branco-marrom, obtidos ce folhas cotiledonares de P. gibertii,
aos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2007.

Amarelo-escuro Branco e marrom
Predominéncia de células com formato Predominancia de células com formato
isodiamétrico isodiamétrico
Sistema celular organizado Sistema celular organizado
Células pequenas Células pequenas
Citoplasma denso e rico em Citoplasma denso e rico em

mitocOndria e reticulo endoplasmatico  mitocOndria e reticulo endoplasmatico
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4 CONCLUSOES

Explantes foliares de P. gibertii, mantidos em meio de cultura MS no
escuro, acrescido de BAP (8,88 uM) e dgua de coco (5%), por 30 dias, induzem
a formacdo de calos que, posteriormente, transferidos para meio MS, na
presenca de luz e contendo BAP (2,22 uM), formam calos organogénicos, cujos
pardmetros morfolégicos e ultra-estruturais associados sio células com formato
isodiamétrico, sistema celular organizado, nicleo com nucléolo proeminente,
presenca de grdos de amido e citoplasma denso e rico em reticulo
endoplasmatico.

O regulador 2,4-D proporciona a obteng¢do de calos com caracteristicas
embriogénicas (células com formato isodiamétrico, pequenas € com pequeno
espaco intercelular, sistema celular organizado, predominincia de mitocondrias
de formato arredondado), enquanto resultados negativos (predominincia de
células com formato alongado, células maiores e com espacos intercelulares,
sistema celular desorganizado, predomindncia de mitocondrias de formato
alongado) sdo observados para picloram.

Calos translicidos e amarelo-claros apresentam caracteristicas ndo-
morfogénicas, como células de diferentes formatos, sistema celular
desorganizado, células grandes e auséncia ou pouco contetido de amido.

Calos de coloragdao amarelo-escura e branco e marrom apresentam
caracteristicas embriogénicas e os pardmetros morfolégicos e ultra-estruturais
associados sdo predominancia de células com formato isodiamétrico, sistema
celular organizado, células pequenas, citoplasma denso e rico em mitocondria e

reticulo endoplasmaético.
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ANEXO 1. Solug@o nutritiva MS.

~ ~ Volume da SE -
Solugéo Concentracio da .. Concentracdo
estoque (SE) Compostos SE (mg L'l) adicionada ao final (mg L 1)
meio (mL)
1 NH4NO; 82500 20 1650,00
KNO; 95000 20 1900,00
H;BO; 1240 6,20
KH,PO, 34000 170,00
3 KI 166 5 0,83
Na,Mo00,4.2H,0 50 0,25
CoCl,.6H,0O 5 0,025
4 CaCl,.2H,0O 8800 50 440,00
MgS0,.7H,0 74000 370,00
5 MnS0O,.4H,0 4460 5 22,30
ZnS0,.7H,O 1720 8,6
CuS0,.5H,0 5 0,025
6 Na,EDTA.2H,0 7450 5 37,25
FeSO,.7H,0 5570 27,85
Tiamina HCI 50 0,50
Vitaminas  Piridonina HCI 50 10 0,50
Ac. nicotinico 50 0,50
Aminoacido Glicina 80 25 2,00
Hexitol Mio-inositol 2000 50 100,00
Acucar Sacarose (3%) -- -- 30000,00
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ANEXO 2. Solug¢éo nutritiva MSM.

~ ~ Volume da SE -
Solugéo Concentracio da .. Concentracdo
estoque (SE) Compostos SE (mg L'l) adicionada ao final (mg L 1)
meio (mL)
1 NH4NO; 82500 12,12 1000,00
KNO; 95000 16 1520,00
H;BO; 900 4,50
3 KH,PO, 54400 5 272,00
Na,Mo00,4.2H,0 50 0,25
CoCl,.6H,O 5 0,025
4 Ca(NO3),.4H,0 40000 32,5 1300,00
MgS0,.7H,0 30800 616,00
5 MnS0O,.4H,0 1400 20 28,00
ZnS0,.7H,O 145 2,9
CuS0,.5H,0 62,5 1,25
6 Na,EDTA.2H,0 7450 10 74,84
FeSO,.7H,0 5570 55,60
Tiamina HCI 10 0,10
Vitaminas  Piridonina HCI 50 10 0,50
Ac. nicotinico 50 0,50
Aminoacido Glicina 80 25 2,00
Hexitol Mio-inositol 2000 50 100,00
Acucar Sacarose (3%) -- -- 30000,00
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