UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO UNIVERSITARIO NORTE DO ESPIRITO SANTO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA TROPICAL

KRISTHIANO CHAGAS
Magister Scientiae

MATURACAO E GERMINACAO DE EMBRIOES
SOMATICOS DO MAMOEIRO ‘GOLDEN THPB’

Sao Mateus, ES
Fevereiro de 2014



UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO UNIVERSITARIO NORTE DO ESPIRITO SANTO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRICULTURA TROPICAL

MATURACAO E GERMINACAO DE EMBRIOES
SOMATICOS DO MAMOEIRO ‘GOLDEN THPB’

KRISTHIANO CHAGAS

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal do Espirito Santo, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduagcado em Agricultura Tropical, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Agricultura Tropical.

Orientador: Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre

Sao Mateus, ES
Fevereiro de 2014



Dados Internacionais de Catalogagéo-na-publicagéao (CIP)

(Biblioteca Central da Universidade Federal do Espirito Santo, ES, Brasil)

C433m

Chagas, Kristhiano, 1988-
Maturagdo e germinagdo de embribes somaticos do
mamoeiro ‘Golden THB’ / Kristhiano Chagas. — 2014.

54 f. :il.

Orientador: Rodrigo Sobreira Alexandre.

Coorientador: Edilson Romais Schmildt, José Carlos Lopes,
Wagner Campos Otoni.

Dissertacdo (Mestrado em  Agricultura Tropical) -
Universidade Federal do Espirito Santo, Centro Universitario
Norte do Espirito Santo.

1. Mamé&o. 2. Embriogénese somatica. 3. Carboidratos. 4. Auxina.
|. Alexandre, Rodrigo Sobreira. Il. Schmildt, Edilson Romais. Ill.
Lopes, José Carlos. IV. Otoni, Wagner Campos. V. Universidade
Federal do Espirito Santo. Centro Universitario Norte do Espirito
Santo. lll. Titulo.

CDU: 63




MATURACAO E GERMINACAO DE EMBRIOES
SOMATICOS DO MAMOEIRO ‘GOLDEN THPB’

KRISTHIANO CHAGAS

Aprovada em 20 de fevereiro de 2014

Dissertacao apresentada a Universidade
Federal do Espirito Santo, como parte das
exigéncias do Programa de Poés-
Graduagdo em Agricultura Tropical, para
obtencdo do titulo de Mestre em
Agricultura Tropical.

Prof. Dr. Edilson Romais Schmildt
Universidade Federal do Espirito Santo
Centro Universitario Norte do Espirito
Santo
(Co-orientador)

Prof. Dr. José Carlos Lopes
Universidade Federal do Espirito Santo
Centro de Ciéncias Agrarias
(Co-orientador)

Prof. Dr. Omar Schmildt
Universidade Federal do Espirito Santo
Centro Universitario Norte do Espirito
Santo

Prof. Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre
Universidade Federal do Espirito Santo
Centro Universitario Norte do Espirito
Santo
(Orientador)



“Confia no senhor de todo o teu coragédo e, nao te
estribes no teu préprio entendimento. Reconhece-o
em todos os teus caminhos e, Ele endireitara as tuas
veredas. Feliz € o homem que acha sabedoria, € 0
homem que adquire entendimento, pois melhor € o
lucro que ela d4 do que o lucro da prata, e a sua
renda do que o ouro. Mais preciosa € do que as
joias, e nada do que possas desejar é comparavel a

ela”.
Provérbios 3: 5-6, 13-15 (Biblia Sagrada)



Aos meus avos Norberto Marcelo Chagas, Maria Macrina Chagas,
Anténio Vitorino Filho e Maria Bertulino, ‘in memoriam’, exemplos
de carater, decéncia, dignidade e simplicidade. Vocés me
ensinaram as licdes de vida mais importantes e estao para sempre

em meu coracao.

Aos meus pais, Suely Vitorino de Oliveira e
Domingos Felix Chagas, pelo amor incondicional,
educacao, incentivo, confiangca a mim depositada e
por, incansavelmente, me darem toda atencéo,
carinho e suporte, que sempre precisei para que o

outrora almejado se tornasse real.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Ao todo poderoso e eterno DEUS, o alfa e o 6mega, o principio e o fim. Por seu
infinito, impar, incomensuravel e transcendental amor. Sou grato a ti, 6 DEUS, pois
sem ti nada sou e nada posso fazer.

A minha méae, Suely Vitorino de Oliveira, por me amar, pelas oragdes em meu favor,
pelo apoio, por estar diretamente relacionada na formacao do meu carater e por me
ensinar que sem luta nao ha vitoria.

Ao meu pai, Domingos Felix Chagas, por me amar, pelo apoio, e pela incansavel
luta do dia a dia, na preocupacao de sempre me oferecer o melhor.

Aos meus irmaos, cunhadas, sobrinhos, primos, tias e tios que lutaram pelo meu
SUCEsSSO e sempre se preocuparam em me ensinar 0 que a vida tem de melhor a
oferecer.

A minha namorada, Camila Soares de Castro, mesmo distante, sempre foi fonte de
amor, carinho, suporte, apoio nas dificuldades, alegria nas vitérias e pela
preocupacao de sempre me oferecer o melhor.

Ao professor e amigo, Dr. Rodrigo Sobreira Alexandre, pela orientacdo na conducéo
deste e de outros trabalhos e ainda por possibilitar que o outrora sonhado se
tornasse uma realidade.

Aos demais professores do curso de Agronomia pelo ensino, amizade e
disponibilidade de sempre atender-me e expor seus conhecimentos em favor da
minha formagéo.

Aos meus co-orientadores, professor Wagner Campos Otoni, professor Edilson
Romais Schmildt e professor José Carlos Lopes pelas relevantes contribuicées ao
desenvolvimento do trabalho.



A professora Karina Carvalho Mancini e ao técnico Jairo Oliveira pelos auxilio nas
analises de microscopia eletrénica do material.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessao da bolsa de estudo, sem a qual nada teria se tornado real.

Ao Centro Universitario Norte do Espirito Santo (CEUNES), por me acolher, permitir
galgar mais um degrau, conferindo-me o titulo de Mestre em Agricultura Tropical.

Ao senhor Edivaldo Permanhane e seu assessor Wagner, da Fazenda Vovd Délio,
pelos ensinamentos e fornecimento do material vegetal.

Aos amigos Jamile, Poliana, Robson, Amanda, Helder, Joel, Francisco C. Rocha
Neto, Francisco de Assis Ferreira, Alex, Alessandra, e demais colegas, pelo
constante incentivo, bom humor e cumplicidade nos momentos de trabalho e,
também, de diversdo, dando-me forcas nas horas de luta, apoio nas horas dificeis e
alegria nas vitérias e, ainda, pelos trabalhos realizados juntos, “amigos para sempre
€ 0 que nos iremos ser. Na primavera ou em qualquer das estagdes [...]” (Jane &
Herondy).

Muito obrigado!



vi

BIOGRAFIA

KRISTHIANO CHAGAS, filho de Domingos Felix Chagas e Suely Vitorino de
Oliveira, nasceu na cidade de Linhares, ES, em 01 de abril de 1988. No ano de 2006
ingressou na primeira turma do curso de Agronomia da Universidade Federal do
Espirito Santo no Centro Universitario Norte do Espirito Santo, onde se graduou em
bacharelado no ano de 2012. No periodo de graduacao, teve experiéncia na area de
manejo e conservacado do solo e agua, fruticultura tropical, especificamente com
maracujd e mamao, realizando pesquisas na area de propagacao e producao
dessas espécies frutiferas. Em 2012, ingressou no Programa de Pés-graduacéao de
Mestrado em Agricultura Tropical da Universidade Federal do Espirito Santo, onde
se obteve o titulo de mestre em Agricultura Tropical, trabalhando com propagacéao
de plantas por meio da técnica de embriogénese somatica, submetendo-se a defesa

de dissertacao em 20 de fevereiro de 2014.



Vii

SUMARIO
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........cocvovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e iX
RESUMO . ...ttt e et e et e et e e s e e e te e e snseeeanseeanseeesnseeannneeans Xi
AB ST RACT .ttt se e e ae e e st e e e st e e s s te e e nna e e e ane e e anteeeanneeenneeas Xii
1. INTRODUGAO. ..ottt ettt nseren st nn s s s senenensnannnes 1
2. REVISAO DE LITERATURA........ootieeeceeeeeeee et e en et en e 4
2.1 Cultura de teCIAOS. ..ccei i 4
2.2 EMbriogénese SOMALICA. .. ...eeiuueeiiiie ettt e e 5
3. MATERIAL E METODOS.......coiuieeteeeeeeeeeeeeeeeeseeeesenes s ene s s e nananns 10
3.1 Material Vegetal........oooi s 10
3.2 FaSE 0 INAUGAOD. ... ceeeieeee ettt e e e 11
3.3 Fase de MatUraGa0........c.uueiiiiieieiieie et 11

3.3.1 Experimento 1 — Polietilenoglicol (PEG) na maturacao de embrides
somaticos de mamoeiro ‘Golden THB ... 11

3.3.2 Experimento 2 — Extrato de malte na maturagdo de embrides

somaticos de mamoeiro ‘Golden THB'..........coovvvieiieiiiiii e 12
K C 1= g1 11 = Vo= o FO PSP EPT R ROPPRTPTN 12
3.5 Preparagéo das amostras para MiCroSCOPIA. .......ceeveveerereieriiiiiiiirireeeeeeeeen 13

3.6 Microscopia eletronica de varredura...........ceeeeeeeeeeeeiecceccccccee e 13



viii

3.7 ANAlISE STt SHICA. . cen e 14
BESULT AD O S . .o e et 15
i IV = L (U = To= To T PRSP 15

4.1.1 Experimento 1 — Polietilenoglicol (PEG) na maturacao de embrides
somaticos de mamoeiro ‘Golden THB ... 15

4.1.2 Experimento 2 — Extrato de malte na maturagdo de embrides

somaticos de mamoeiro ‘Golden THB' ... 17

2 C 1= g1 11 o F=To= o FO TP RPUTRUPRUPRTPTN 22
CDISCUSSAOQ. ...ttt en sttt es s e s neenne 24
T IV F= L (BT = To= To TR 24

5.1.1 Experimento 1 — Polietilenoglicol (PEG) na maturacao de embrides
somaticos de mamoeiro ‘Golden THB' ... 24

5.1.2 Experimento 2 — Extrato de malte na maturagdo de embrides

somaticos de mamoeiro ‘Golden THB ..o 25
5.2 GOIMINAGAD. ... eeeieii ettt et e e e e e e e e e e enneeeeeeeeeanes 28
. CONCLUSOES GERAIS. .. oo, 30

. REFERENCIA BIBLIOGRAFICAS. ..o, 31



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

4-CPA: &cido 4-clorofenoxiacético
ABA: acido abscisico

AlA: acido indol-3-acético

ANA: acido a-naftalenoacetico
BAP: 6-benzilaminopurina

CA: carvao ativo

CO:z2: Diéxido de carbono

CV: Coeficiente de variacao

DIC: delineamento inteiramente casualizado
Dicamba: 4cido 3,6-dicloroanisico
Ecor: embrido cordiforme

Eg: embrido globular

ES: embrido somatico

ESG: embrido somatico globular
ESN: embriao somatico normal
Et: embrido torpedo

FC: folha cotiledonar

GAs: acido giberélico

GER: germinacao

HXK: hexoquinase

Kin: cinetina

MG: meio de germinacao

MI: meio de inducao



MIPS: myo-inositol-3-fosfato sintase

MM1: meio de maturacéo 1

MM2: meio de maturacéao 2

MS: meio Murashige e Skoog

NADP: nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

NESC: numero de embrides somaticos cordiforme

NESCA: niumero de embrides somaticos cotiledonar anormal
NESCG: niumero de embrides somaticos cotiledonar germinado
NESCN: numero de embrides soméaticos cotiledonar normal
NESCO: numero de embrides somaticos cotiledonar
NESG; niumero de embrides somaticos germinado

NEST: nimero de embrides somaticos torpedo

NMR: nimero médio de raiz

NTES: numero total de embrides somaticos

Oi: valores medidos

PEG: polietilenoglicol

pH: potencial hidrogenibnico

Pi: valores estimados

Picloran: acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico

PVC: policloroeteno

ROS: Espécie reativa de oxigénio

SERK: Quinase do receptor da embriogénese somatica



Xi

RESUMO

CHAGAS, Kristhiano; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo; Fevereiro de
2014; Maturacao e germinacao de embrioes somaticos do mamoeiro ‘Golden
THB’; Orientador: Rodrigo Sobreira Alexandre, Co-orientadores: Edilson Romais
Schmildt, Wagner Campos Otoni e José Carlos Lopes.

Objetivou-se avaliar a maturacao e germinacao de embrides somaticos do mamoeiro
‘Golden THB'. Para a obtencdo dos embrides somaticos, folhas cotiledonares de
plantulas de mamoeiro obtidas da germinacao in vitro, em meio MS basal, foram
inoculadas em meio de indugdo contendo sais de MS; myo-inositol (0,55 mM),
sacarose (87,5 mM), agar-agar Vetec® (8 g L") e suplementado com 4-CPA (4cido
p-clorofenoxiacético) (25 pM). Apods 50 dias, os calos embriogénicos foram
transferidos para os meios de maturagéao: Experimento 1 (MM1) constituido de meio
MS, ABA (0,5 uM, CA (15 g L") e os tratamentos suplementados com diferentes
concentragdes de PEG 6000 (0; 40; 50; 60 e 70 g L") durante 45 dias; Experimento
2 (MM2) constituido de meio MS, ABA (0,5 uM), CA (15 g L") e os tratamentos
suplementados com diferentes concentracdes de extrato de malte (0,0; 0,1; 0,2; 0,3
e 0,4 g L") durante 45 dias. Os tratamentos foram compostos com quatro repeticdes
de trés placas de Petri de 100 mm x 20 mm, contendo quatro calos embriogénicos.
Os embrides cotiledonares normais gerados no MM2 suplementado com ABA (0,5
uM), CA (15 g L") e extrato de malte (0,2 g L") foram transferidos para os meios de
germinacao (MG) formado pelo meio MS concentracéo total de sais, sacarose (87,5
mM), myo-inositol (0,0; 0,275; 0,550 e 0,825 mM) e agar-agar Vetec® (8 g L'). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias estudadas por analise
de regressao. Os tratamentos com PEG foram inferiores e prejudicaram o processo
de formacgdo dos embrides e sua utilizacdo na concentragdo de 70 g L' reduz em
31,85% a producao de embrides somaticos total e normais do mamoeiro ‘Golden
THB'. Portanto, para a embriogénese somatica do mamoeiro ‘Goden THB’ ndo se
recomenda a maturacdo em meio contendo PEG 6000. A adicao de extrato de malte
(0,17 g L"), no meio de maturacdo potencializou o desenvolvimento embrionario de
mamoeiro ‘Golden THB’, 4540 ES calo’. Identificou-se a ocorréncia de
embriogénese somatica secundaria e a formacao de embrides somaticos anormais.
A suplementacdo de myo-inositol (0,45 mM) no meio MS proporcionou ganhos
significativos na porcentagem de germinagdo de embrides somaticos e posterior
conversao em plantulas de mamoeiro ‘Golden THB'.

Palavras-chave: Carica papaya L., embriogénese somatica, carboidratos, auxina.
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ABSTRACT

CHAGAS, Kristhiano; M.Sc.; Universidade Federal do Espirito Santo; Fevereiro de
2014; Maturation and germination of somatic embryos of papaya ‘Golden THB’;
Adviser: Rodrigo Sobreira Alexandre, Committeed Members: Edilson Romais
Schmildt, Wagner Campos Otoni and José Carlos Lopes.

This work aimed to evaluate the maturation and germination of somatic embryos of
papaya 'Golden THB'. To obtain the somatic embryos, cotyledons of seedlings of
papaya obtained from in vitro germination in MS basal medium, were inoculated into
induction medium containing MS salts; myo-inositol (0.55 mM), sucrose (87.5 mM),
agar Vetec ® (8 g L") supplemented with 4 -CPA (p-chlorophenoxyacetic acid) (25
mM). After 50 days, the calli were transferred to maturation medium: Experiment 1
(MM1) consisting of MS medium, ABA (0.5 mM, CA (15 g L") and the treatments
supplemented with different concentrations of PEG 6000 (0, 40, 50, 60 and 70 g L)
for 45 days; Experiment 2 (MM2), consisting of MS medium, ABA (0.5 mM), CA (15 ¢
L -') and the supplemented treatments different concentrations of malt extract (0.0,
0.1,0.2,0.3 and 0.4 g L'"). During 45 days the treatments consisted of four replicates
of three Petri dishes of 100 mm x 20 mm, containing four calli. The normal
cotyledonary embryos generated in MM2 supplemented with ABA (0.5 mM), CA (15 g
L") and malt extract (0.2 g L") were transferred to the germination medium (GM)
formed by the total concentration of medium MS salts, sucrose (87.5 mM), myo-
inositol (0.0, 0.275, 0.550 and 0.825 mM) and agar Vetec ® (8 g L'"). The data were
subjected to analysis of variance and means studied by regression analysis.
Treatment with PEG were lower and harmed the process of formation of embryos
and their use at a concentration of 70 g L' reduces by 31.85% of the total production
and normal somatic embryos of papaya 'Golden THB'. So for somatic embryogenesis
of papaya 'Goden THB' not recommended in the maturation medium containing PEG
6000. Adding malt extract (0.17 g L") in the maturation medium potentiated the
embryonic development of papaya 'Golden THB', 45.40 ES callus™. Identify the
occurrence of secondary somatic embryogenesis and the formation of abnormal
somatic embryos. The supplementation of myo-inositol (0.45 mM) in MS medium
yielded significant gains in the percentage of germination of somatic embryos and
conversion into plantlets papaya 'Golden THB'.

Keywords: Carica papaya L., somatic embryogenesis, carbohydrates, auxin.



1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se no cenario mundial como um dos maiores produtores de
mamao (Carica papaya L.) com aproximadamente 12% do volume global, sendo
superado apenas pela india com 41,2% da produgdo mundial (FAO, 2014), apesar
do indice de exportacdo brasileiro ainda ser considerado incipiente, com taxa menor
que 2% (IBRAF, 2014; IBGE, 2014). O Brasil ocupa o segundo lugar na exportacao
mundial, superando a Malasia, porém com exportacao inferior a do México, que é
favorecido pela forte relacdo comercial com o vizinho Estados Unidos (KIST et al.,
2012).

O cultivo do mamao vem ocupando uma area de aproximadamente 33 mil
hectares em todo o Pais, com produtividade média de 50 t ha™', destacando-se as
regides Sudeste e Nordeste, com maior area e maior rendimento, respectivamente.
O estado da Bahia ocupa a primeira posicao no ranking nacional, respondendo por
45% da producgao, seguida do Espirito Santo, com 31,93%, Ceara e Rio Grande do
Norte, com um montante em torno de 10% (EMBRAPA, 2013).

No estado do Espirito Santo, o municipio de Pinheiros, e na Bahia os
municipios de Prado e Porto Seguro sdo os maiores produtores de mamao do grupo
Formosa (principalmente o hibrido ‘Tainung 01’). Entretanto, no Espirito Santo os
municipios de Linhares e Sooretama s&o os maiores produtores de mamao do grupo
Solo (principalmente ‘Golden’ e ‘Golden THB’ para exportacédo e ‘Sunrise Solo’ para
o mercado nacional) (SERRANO & CATTANEO, 2010).

Algumas caracteristicas agronémicas positivas foram verificadas em

acessos de ‘Golden THB’, como o predominio de poucas flores estéreis e muitas



flores hermafroditas perfeitas, bem como auséncia de carpeloidia e petandria; além
de frutos com formato de péra (QUINTAL et al., 2012), cultivar do grupo Solo,
altamente produtivo, com plantas uniformes, vigorosas e de elevada sanidade. Os
frutos sdo de o6tima qualidade, uniformes, com 6timo padrdo comercial, formato
periforme, e apresentam excelente coloracdo externa e interna. A polpa apresenta
coloragao alaranjada e de textura firme. O ‘Golden THB’, quando comparado a
outros cv do grupo Solo apresenta como vantagem, plantas com porte baixo (2,0 a
2,5 m aos dois anos e meio de idade), facilitando ao produtor os tratos culturais e a
colheita dos frutos (FELTRIN SEMENTES, 2009).

O mamoeiro possui essencialmente trés tipos de flores, das quais originam
plantas do sexo masculino, feminino e hermafrodita, esta ultima é preferivel por
produzir frutos de formato alongado, com variagdes de formato piriforme a cilindrica,
com pequena cavidade interna e maior valor comercial (DANTAS & CASTRO NETO,
2000). As plantas femininas produzem frutos de formato arredondado ou
ligeiramente ovalado, cuja cavidade interna é grande e necessitam da fecundacgéo
por pblen de plantas masculinas ou hermafroditas para produzirem frutos (COSTA &
PACOVA, 2003).

Entre plantas hermafroditas do grupo Solo, na descendéncia autofecundada
€ esperada a proporcao de 2:1 entre hermafroditas e femininas (MA et al., 2004).
Essa segregacao exige que se faca a eliminacao das plantas femininas em plantios
comerciais, por ocasidao do inicio do florescimento (3 a 5 meses apds o plantio).
Como nao se conhece o sexo das plantas no inicio do plantio, os agricultores
plantam pelo menos trés mudas por cova, 0 que aumenta os custos de producao,
além de afetar o desenvolvimento das plantas hermafroditas em razdo da

competicdo por agua, luz e nutrientes.

Para a solucdo desses problemas, a propagacdo vegetativa € uma
alternativa, e a embriogénese somatica € um método de propagacédo vegetativa
realizado por meio de processo de iniciacdo e desenvolvimento de embrides
somaticos in vitro, a partir de células e tecidos somaticos, capazes de originar
individuos geneticamente idénticos a planta matriz e livre de doencas,

principalmente pelo fato da cultura in vitro permitir obtengées de plantas axénicas.



Assim, objetivou-se neste trabalho estabelecer um meio de maturacao
favoravel a formacdo dos embrides somaticos indiretos provenientes de folhas

cotiledonares de mamoeiro ‘Golden THB’, bem como avaliar a sua germinagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Cultura de tecidos

Na cultura de tecidos alguns conceitos sdo muito importantes, como a
totipoténcia, competéncia e determinacédo celular. Segundo Haberlandt (1902)
totipoténcia celular é a capacidade que a célula apresenta de sofrer divisbes e dar
origem a um organismo inteiro. Células responsivas seriam aquelas que possuem
sensibilidade, que foi definida por Trewavas (1981) como sendo a competéncia de
um tecido em responder a um sinal especifico. Determinacdo € o processo pelo qual
o potencial de desenvolvimento de uma célula torna-se limitado a uma rota
especifica (CHRISTIANSON, 1985).

Um exemplo de tecido com baixa determinacao e elevada competéncia para
formacao de embrides é o calo. O calo é considerado um tecido indiferenciado, ou
pouco diferenciado, podendo ser induzido, tornando-se determinado e, finalmente
sofrer diferenciacao para formar embriées soméaticos, conforme o balan¢co hormonal
aplicado (SKOOG & MILLER, 1957).

Diversos fatores influenciam no éxito do cultivo de tecidos, como o tipo de
explantes, a desinfestagdo, o meio de cultura, os fitohormonios endbgenos, a adi¢cao
de substancias reguladoras do crescimento no meio, a concentragdo osmotica, a luz
e a temperatura. O sucesso na tecnologia e aplicagdo dos métodos de cultura in
vitro deve-se a uma melhor compreensao dos requerimentos nutricionais das células
e tecidos em cultura. Os dois fatores que mais frequentemente determinam o
sucesso da cultura de tecidos vegetais sdo a origem do explante e 0 meio nutritivo



onde sao cultivados, este composto por elementos essenciais e por componentes

opcionais.

2.2 - Embriogénese Somatica

A embriogénese in vitro foi descrita pela primeira vez por Steward et al.
(1958), em cultivo de células isoladas de raiz de cenoura. A embriogénese somatica
exerce um papel importante na variacao genética, hibridizacdo somatica e variacao
somaclonal, considerando-se que a expressao diferencial de um gene em células
somaticas abrange a mudanga na programacao de desenvolvimento dessas células,
culminando na capacidade de manifestar o potencial embriogénico (ZENG et al.,
2006).

Morfologicamente, os embrides somaticos apresentam desenvolvimento
muito semelhante ao do embrido zigético. No inicio ha uma diferenciacao estrutural
bipolar, que consiste do apice caulinar e radicular, passando pelos estadios de
desenvolvimento embriondrios: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(GUERRA et al., 1999).

O inicio da embriogénese somatica se da com a formacao de células com
competéncia embriogénica, seguida pela formacao do embrido somatico, maturacao,
germinacdo e conversao completa da plantula (VON ARNOLD et al., 2002). A
competéncia embriogénica celular € a capacidade de responder a sinais especificos,
tais como condigdes de cultura e concentracdo de fitorreguladores, sendo que a

inducao de embrides somaticos é a resposta a esses sinais (YEUNG, 1995).

A embriogénese pode acontecer diretamente no tecido (via direta), na
auséncia de calo ou a partir deste (via indireta), que apresenta células em divisao
desorganizadas, em diferentes estadios de diferenciacao, das quais se originam os
pré-embrides, comumente com o uso de altas concentracdes de auxinas (GUERRA
et al., 1999).

A embriogénese somatica é técnica pela qual as células somaticas se

desenvolvem a estruturas que se assemelham a embrides zigoticos, isto &, bipolar e



sem conexao vascular ao tecido parental, com estadios embriol6gicos

caracteristicos, sem fusdo de gametas (JIMENEZ, 2001).

Para que ocorra o processo de embriogénese somatica, as células
diferenciadas devem, antes de tudo, ser desdiferenciadas depois da divisdo celular,
para estarem determinadas como células embriogénicas e posteriormente serem
rediferenciadas (PASQUAL et al., 1997). As células somaticas adquirem
caracteristicas embriogénicas por meio de uma completa reorganizacdo do estadio
celular, incluindo a fisiologia, o metabolismo e a expressdo génica (FEHER et al.,
2003). De modo geral, o processo de embriogénese somatica ocorre em trés fases
distintas: inducao, maturacao e germinacao, sendo necessarias diferentes condicdes
de cultura para a obtencéo de sucesso em cada fase.

A fase de inducao da embriogénese somatica é provavelmente a etapa mais
importante do processo, pois sua frequéncia pode ser influenciada pelas condicbes
de cultivo (CASTILLO et al., 1998; ALMEIDA et al., 2001; ASCENCIO-CABRAL et
al., 2008; SUN et al., 2011; ANANDAN et al., 2012), tecidos vegetais utilizados
(FARZANA et al., 2008), gendtipo (MALABADI et al., 2011; VALE, 2013) e niveis
hormonais no explante (PERES et al., 1997; JIMENEZ et al., 2005; BISPO et al.,
2007).

Acredita-se que as auxinas sintéticas em altas concentracbes tém efeito na
inducdo da embriogénese somatica relacionada a sinalizacdo e como um
componente que gere estresse (FEHER et al.,, 2003). Em geral, na maioria dos
modelos de embriogénese somatica in vitro, as auxinas, a exemplo o 2,4-D, sao
consideradas substancias responséaveis pelo desencadeamento dos processos de
desdiferenciacdo (modelos indiretos) e rediferenciacdo (modelos diretos), alterando
a determinacao e conferindo novas competéncias as células responsivas presentes
nos explantes (GUERRA et al., 1999).

Porém, outras auxinas também ja foram utilizadas para a indugdo de
embriogénese somatica em diversas espécies, como o acido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico (Picloram) em cana-de-agucar (GARCIA et al.,, 2007); acido a-
naftalenoacético (ANA) em mamao (FARZANA et al, 2008); &cido 4-
clorofenoxiacético (4-CPA) em goiaba ‘Paluma’ (MOURA & MOTOIKE, 2009) e



Cleome rosea Vahl. (SIMOES et al., 2010), e 4cido 3,6-dicloroanisico (Dicamba) em
Cedrela odorata L. (PENA-RAMIREZ, 2011).

A embriogénese somatica ainda necessita de maiores estudos para a
definicdo do sinal que inicia esse processo. A aquisicdo da competéncia
embriogénica e desenvolvimento do embrido parecem ser controlados por uma
combinacao da regulacdo espacial e temporal de genes especificos. Esses genes
podem ser divididos em dois grupos: promotores e repressores da embriogénese
somatica, sendo que entre os promotores o melhor caracterizado € o SERK
(Embriogénese Somatica Quinase Receptor), isolado de células embriogénicas de
varias especies, dentre elas, cenoura (SCHMIDT et al., 1997), Bracchiaria spp.
(KOEHLER, 2010), Ananas comosus (MA et al., 2012) e Cyclamen persicum Mill
(SAVONA et al., 2012) e

Apés a inducgdo, a fase de maturacdo refere-se ao estadio em que se
estimula a progressao das fases iniciais dos embrides para as tardias. A estratégia
empregada consiste em interromper os ciclos repetitivos de divisdo celular e fornecer
os estimulos fisiol6gicos, bioquimicos e ambientais para a diferenciacao celular,
originando, dessa forma, grande numero de embrides somaticos maduros, de alta

qualidade e aptos a se tornarem plantas (GUERRA et al., 1999).

O processo de maturacdo € uma etapa critica no desenvolvimento do
embrido somatico. Esta fase é distinta pela expansao, diferenciacao e acumulo de
substancia de reserva do embrido, assim sendo determinante na germinacao e
conversao bem sucedida dos embrides somaticos (MISHRA et al.,, 2012). As
principais substancias promotoras de maturacdo sado o acido abscisico (ABA);
agentes osmaticos, como polietilenoglicol (PEG), carboidratos, hexitois e carvao
ativado (LAKSHMANAN, 2005).

A adicdo de ABA no meio de cultura para estimular o processo de maturagcao
€ amplamente utilizada para diversas espécies como em Cocos nucifera L.
(FERNANDO & GAMAGE, 2000), Pinus patula (MALABADI & STADEN, 2005),
Carica papaya (FARZANA et al., 2008), Jarilla heterophylla (NUNO-AYALA et al.,
2012), Brassica napus (AHMADI et al., 2014) e Oryza sativa (MATSUNO &

FUJIMURA, 2014). Na auséncia de ABA, a maturacdo resulta em embrides



somaticos pouco desenvolvidos e frequentemente anormais, apresentando baixa

capacidade para a germinacao e desenvolvimento da planta (DETONI, 2013).

Em mamoeiro cv. Co7, a maturacdo de embrides somaticos apresentou
correlacdo positiva com o aumento da concentragdo de ABA (ANANDAN et al.,
2012). Portanto, segundo estes autores, a maior concentracdo de ABA (39,72 uM)
resultou num maior rendimento de embrides em estédio cotiledonares e na sua
auséncia ou em menores concentragdes de ABA resultou na produgdo de um

namero de embrides, na qual a maioria era anormal.

Em outros trabalhos, como o de Finkelstien e Crouch (1986), verifica-se que
a maturacdo de embrides de Brassica napus L. cv. Tower esta frequentemente

associada ao baixo potencial osmoético do meio de cultura.

A osmolaridade esta relacionada com alguns componentes do meio de
cultivo, como por exemplo, o polietilenoglicol (PEG), que é um agente osmético nao
plasmolizante, com moléculas de alto peso molecular que ndo sdo capazes de
atravessar a parede celular, que conduz a uma restricao da absorcao de agua, uma
reduzida pressao de turgescéncia e a redugdao no potencial osmético intracelular
(MISRA et al., 1993), conduzindo a dessecacdo. Essa dessecacao induzida pelo
PEG no meio de cultura pode estimular a producao enddgena de acido abscisico
(ABA), que é o responsavel pela sintese de substancias de reserva importantes para
as demais fases do desenvolvimento do embrido, como as proteinas LEA (Late
Embryogenesis Accumulated). O PEG também pode atuar no controle da expressao
de diversos genes responsaveis pela divisdo, diferenciacdo o desenvolvimento do
meristema apical do caule (STASOLLA et al., 2003a). Smulders et al. (2011)
propuseram que esse tipo de estresses também pode provocar modificacbes na
metilacdo do DNA.

De acordo com Rancé et al. (1994), os tratamentos de dessecacao do
embrido, como o produzido pelo PEG, podem resultar em rapidas mudancgas
bioquimicas, desencadeando a atividade de proteinas especificas. Em Prosopis
laevigata (BUENDIA-GONZALEZ et al., 2012), a presenca de PEG foi essencial para
a conversao dos embrides somaticos em plantulas, que s6 teve inicio com a inducao

do estresse hidrico induzido pelo PEG.



Outras substancias como o carvao ativado é frequentemente adicionado a
formulacdes no meio de cultura, para complexar compostos indesejaveis e assim

melhorar as respostas morfogénicas dos explantes (SAENZ et al., 2010).

Trabalhando com a embriogénese somatica de mandioca, Groll et al. (2002)
demonstraram que a suplementacdo do meio com carvao ativado teve efeito positivo
na diferenciacédo e posterior germinacdo dos embrides somaticos. Krajiiakova et al.
(2009) obtiveram a melhor porcentagem de germinagdo com embrides somaticos de
Abies cephalonica, quando estes amadureceram em meios suplementados com
21,6% de carvao ativo (CA).

A interacdo positiva do acido abscisico com o carvao ativado no
desenvolvimento e na producao de embrides somaticos foi observada por Pullman et
al. (2005), na progressdo da embriogénese e na melhoria da morfologia dos

embrioes.

Embrides somaticos podem ser transferidos para diferentes meios de
germinacao, que pode ser suplementado com acido giberélico (GAs) (KAYIM & KOC,
2006; ABREU, 2010; NUNO-AYALA et al., 2012); com diferentes combinagdes de
citocininas e auxinas (CLARINDO et al., 2008; SUN et al., 2011), ou desprovido de
fitorreguladores de crescimento (SIMOES et al., 2010; TEXEIRA et al., 2011;
PINHEIRO et al., 2012), para que ocorra a conversdo em plantulas. O sucesso
dessa etapa, que culmina com a formagao de plantulas normais, é dependente da
formacao de embrides normais no processo de maturacao (DETONI, 2013).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

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

As sementes foram retiradas de frutos de mamoeiro ‘Golden THB’ em
estadio cinco de maturacédo, fase em que mais de 75% da superficie do fruto
apresenta coloracdo amarela, feita a remocao da sarcotesta pelo método de cal
hidratada e friccdo em peneira de polipropileno e lavadas em agua corrente com
detergente neutro. Em camara de fluxo laminar, as sementes foram imersas em
alcool 70% por um minuto, seguida de solucao de hipoclorito de sédio comercial
(2,5%) (Teil®, Brasil), com a adi¢do de trés gotas de Tween-20%, durante 15 minutos
e, ao final, tratadas com perdxido de hidrogénio a 50% por 10 minutos. No intervalo
de cada tratamento, as sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada

autoclavada.

Apos a desinfestagédo, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio
contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) concentracdo total de
sais, myo-inositol (0,55 mM), sacarose (87,5 mM) e agar-agar Vetec® (8 g L), pH
ajustado para 5,7 = 0,1 antes da adicao do agar e posterior autoclavado por 20
minutos a temperatura de 121°C e a pressdo de 1,05 kg cm=2. As culturas foram
mantidas em estufa incubadora com temperatura alternada 20-30 °C, com
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fotoperiodo de 12 horas, fornecendo uma intensidade luminosa de 60 pumol m2 s de
fluxo de fotons fotossintéticos. Apds o rompimento do tegumento e inicio da
protrusdo da raiz primaria, as sementes foram colocadas no escuro, mantendo-se a

alternancia da temperatura.

3.2 Fase de inducao

Em camara de fluxo laminar, as folhas cotiledonares (FC) extraidas de
plantulas cultivadas in vitro com idade de 30 dias, foram inoculados em placas de
Petri de vidro estéreis 100 x 20 mm, contendo meio de inducao (MI) de
embriogénese somatica formado pelo meio MS, myo-inositol (0,55 mM), sacarose
(87,5 mM), A&gar-agar (8 g L') e suplementado com 4-CPA - &cido 4-
clorofenoxiacético (25 uM). O Ml teve o pH ajustado para 5,7 £ 0,1 antes da adicao
do agar, posterior autoclavado por 20 minutos a temperatura de 121°C e a pressao
de 1,05 kg cm™.

Apé6s a inoculacdo dos explantes, as placas de Petri foram vedadas com
filme plastico PVC (Goodyear, Brasil) e envolvidas com papel laminado para impedir
a passagem de luz, sendo mantidas em estufa incubadora a 27 + 1 °C por 50 dias.

3.3 Fase de maturacao

3.3.1 Experimento 1 — Polietilenoglicol (PEG) na maturacdo de embribes somaticos
de mamoeiro ‘Golden THB’.

Apés 50 dias no MI com 4-CPA (25 pM), os calos embriogénicos foram
transferidos para os meios de maturacdo (MM1) formado pelo meio MS, myo-inositol
(0,55 mM), sacarose (87,5 mM), agar-agar Vetec® (8 g L") e suplementado com
acido abscisico - ABA (0,5 uM), carvao ativo - CA (15 g L") e os tratamentos
consistindo em diferentes concentracdes de polietilenoglicol - PEG 6000 (0; 40; 50;
60 e 70 g L"). Todos os meios foram autoclavado por 20 minutos a temperatura de
121°C e a pressdo de 1,05 kg cm™ e posterior vertidos em placas de Petri de vidro
estéreis 100 x 20 mm, vedadas com filme plastico PVC e mantidas em camara
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incubadora com temperatura a 27 + 1 °C e fotoperiodo de 12 horas, fornecendo uma
intensidade luminosa de 60 pmol m? s de fluxo de fétons fotossintéticos, por 45
dias. Com auxilio de um microscopio estéreo Motic® modelo SMZ 168 provido de
lentes oculares com o aumento de 10x e a objetiva regulada em 1,5x, foram
avaliados: numero total de embrides soméaticos; nimero de embrides cotiledonares
normais; numero de embrides cotiledonares anormais; numero de embrides

cotiledonares germinados.

3.3.2 Experimento 2 — Extrato de malte na maturacdo de embribes somaticos de

mamoeiro ‘Golden THB'.

Apé6s 50 dias no MI com 4-CPA (25 pM), os calos embriogénicos foram
transferidos para os meios de maturacao (MM2) formados pelo meio MS, myo-
inositol (0,55 mM), sacarose (87,5 mM), agar-agar Vetec® (8 g L") e suplementado
com &cido abscisico - ABA (0,5 uM), carvao ativo - CA (15 g L'') e os tratamentos
consistindo em diferentes concentracées de extrato de malte (0,0; 0,1; 0,2; 0,3 e 0,4
g L"). Todos os meios foram autoclavado por 20 minutos a temperatura de 121°C e
a pressao de 1,05 kg cm™ e posterior vertidos em placas de Petri de vidro estéreis
100 x 20 mm, vedadas com filme plastico PVC e mantidas em camara incubadora
com temperatura a 27 £ 1 °C, e fotoperiodo de 12 horas fornecendo uma intensidade
luminosa de 25 pmol m? s de fluxo de fétons fotossintéticos, por 45 dias. Com
auxilio de um microscépio estéreo Motic® modelo SMZ 168 provido de lentes
oculares com o aumento de 10x e a objetiva regulada em 1,5x, foram avaliados:
namero total de embrides somaticos; niumero de embrides globulares; nimero de
embrides cordiforme; numero de embrides torpedo; numero de embrides
cotiledonares; numero de embrides cotiledonares normais; nimero de embribes

cotiledonares anormais; niumero de embriées cotiledonares germinados.

3.4 Germinacao

Embrides cotiledonares normais gerados no MM2 suplementado com ABA
(0,5 uM), CA (15 g L") e extrato de malte (0,2 g L") foram transferidos para os meios
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de germinagao (MG), formado pelo meio MS, sacarose (87,5 mM), agar-agar Vetec®
(8 g L") e os tratamentos consistindo em diferentes concentragdes de myo-inositol
(0,0; 0,275; 0,550; 0,825 mM). Todos os meios foram autoclavado por 20 minutos a
temperatura de 121°C e a pressao de 1,05 kg cm e posterior vertidos em placas de
Petri estéreis de poliestireno 90 x 15 m, vedadas com filme plastico PVC e mantidas
em camara incubadora com temperatura a 27 £ 1 °C e fotoperiodo de 12 horas
fornecendo uma intensidade luminosa de 60 pumol m?2 s de fluxo de fétons
fotossintéticos, por 30 dias. Foram avaliadas porcentagem de germinacao e niumero
de médio de raizes.

3.5 Preparacao das amostras para microscopia

As amostras foram compostas apenas por tratamentos com extrato de malte
(0,2 g L"), uma vez que em meio de maturacdo, as respostas embriogénicas foram
satisfatérias nesse tratamento. A fixacdo foi feita em solugdo de Karnovsky
[glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4,0%) em tampao fosfato de potassio
monobasico 0,1 M (pH 7,2) e 5 mM de cloreto de calcio] (KARNOVSKY, 1965).

3.6 Microscopia eletrénica de varredura

As amostras fixadas foram desidratadas em série etilica até &lcool absoluto
e feita a secagem em ponto critico com CO2 (Autosamdri 815, Tousimis®), colocadas
em “stubs” e submetidas a deposicdo metélica com ouro, pelo processo de
pulverizagéo catddica (Desk V, Denton Vacuum®). As andlises e fotodocumentagéo
foram conduzidas utilizando-se um microscépio eletrébnico de varredura (JSM —
6610LV, Jeol®) e todas as imagens foram digitalmente processadas. As analises
foram feitas no Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins, da

Universidade Federal do Espirito Santo.
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3.7 Analise estatistica

Nos experimentos da fase de maturacao utilizaram-se calos provenientes de
explantes de folha cotiledonar utilizando 4-CPA (25 uM). Os tratamentos foram
dispostos em delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticbes formadas por trés placas de Petri, contendo quatro explantes cada,
totalizando 48 explantes por tratamento.

A fase de germinacao foi realizada em DIC, composto por quatro
tratamentos com cinco repeticdes formadas por quatro placas de Petri, contendo
cinco embrides somaticos, totalizando 100 embrides somaticos para cada

tratamento.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias estudadas
por analise de regressao, com o auxilio do Programa GENES (CRUZ, 2013). A raiz
quadrada do quadrado médio do erro (RQQME) foi obtida pela formula:

N ror ez
2 |Z‘;‘:1(Pl — 0i)?

!
N N

em que: Pi - valores estimados; Oi - valores medidos; N - nimero de observagdes.

A raiz quadrada do quadrado médio do erro (RQQME) informa sobre o valor real do
erro produzido pelo modelo (SOUZA et al., 2011). Comumente sua utilizacdo visa
expressar a acuracia dos resultados numéricos com a vantagem de que a RQQME
apresenta valores do erro nas mesmas dimensoes da variavel analisada (HALLAK &
PEREIRA FILHO, 2011). O maior valor de RQQME foi para o numero total de
embrides somaticos (6,67). Quanto menor for esta medida, melhor sera o
desempenho dos modelos em fazer estimativas, portanto, o nimero de embrides
cotiledonares germinados, por apresentar a menor média, apresentou o melhor
desempenho (SOUZA & ESCOBEDO, 2013).
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4. RESULTADOS

4.1 Maturacao

4.1.1 Experimento 1 — Polietilenoglicol (PEG) na maturagdo de embribes somaticos
de mamoeiro ‘Golden THB’.

Na maturacdo de embrides somaticos de mamoeiro ‘Golden THB’, em
diferentes concentracées de polietilenoglicol 6000, os numeros totais de embrides
somaticos, de embrides soméaticos cotiledonares normais e de embrides somaticos
cotiledonares germinados apresentaram diferenga significativa pelo teste de F em
nivel de 1% de probabilidade. Entretanto, para o nimero de embriées somaticos
cotiledonares anormais nao foi verificada diferenca significativa em nivel de 5% de
probabilidade, com média de 6,54 (Tabela 1). Estas varidveis foram estudadas pela
analise de regressdo, das quais, apenas a contagem de embrides somaticos
cotiledonares germinados apresentou comportamento quadratico, enquanto as
demais foram lineares (Figura 1), a maior raiz quadrada do quadrado médio do erro
(1,2373) foi observada para o numero total de embrides. A auséncia de PEG 6000
na maturacdo apresentou a maior média estimada de embrides somaticos totais por
calo (17,58). Com o aumento das concentragbes de PEG houve redugdes no
nimero de embrides somaticos totais até a concentracdo de 70,0 g L' com 12
embrides por calo, diferenca esta de 31,85% em relacao ao controle (Figura 1A).
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Tabela 1. Andlise de variancia para numero total de embrides somaticos (NTES),
namero de embrides cotiledonares normais (NESCN), numero de embrides
cotiledonares anormais (ESCA) e numero de embrides cotiledonares germinados
(NESCG) de mamoeiro (Carica papaya L.) ‘Golden THB’ ap6s 45 dias de cultivo em
meio de maturagao.

Variaveis Variagoes entre  Variag6es dentro  Fcaicuado Médias  CV (%)

NTES 26,57 1,93 13,717 14,03 9,91
NESCN 17,35 1,04 16,67" 5,91 17,23
NESCA 2,56 0,99 2,58 6,54 15,22
NESCG 1,42 0,08 15,87" 1,26 23,74

" Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; s Nao significativo.
Legenda: CV. Coeficiente de variagao.
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Figura 1. Numero total de embribes somaticos (A), numero de embrides
cotiledonares normais (B) e niumero de embrides somaticos germinados (C) por calo
de mamoeiro ‘Golden THB’, em meio de maturacao com diferentes concentracdes
de polietilenoglicol 6000 (0; 40; 50; 60 e 70 g L), apdés 45 dias de cultivo. *
Significativo em nivel de 5%; = Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo
teste F.

O numero de embribes somaticos cotiledonares normais apresentou
comportamento linear decrescente, em que o controle registrou maior média

estimada de 9,02. Com o aumento das concentracdes de PEG 6000 houve reducdes
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na normalidade dos embrides somaticos, em aproximadamente 54%, ao comparar a
auséncia com a maxima concentracio estudada de 70 g L-' de PEG (Figura 1B).

Para o niumero de embrides somaticos germinados, o efeito foi quadratico,
com o0 maximo de embrides somaticos germinados (1,66) na concentragdo de 70 g
L' de PEG 6000, em que na sua auséncia o nimero de embrides germinados foi de
1,59 (Figura 1C).

4.1.2 Experimento 2 — Extrato de malte na maturacdo de embribes somaticos de
mamoeiro ‘Golden THB’.

A maturacdo de embrides somaticos de mamoeiro ‘Golden THB’, em
diferentes concentragdes de extrato de malte, apresentou diferencga significativa em
nivel de 1% de probabilidade para todas as varidveis analisadas (Tabela 2). Na
andlise de regressao, apenas o numero de embrides somaticos cotiledonares
germinados apresentou comportamento linear, os demais foram quadraticos. O
menor valor da raiz quadrada do quadrado médio do erro observado (0,130) foi para
o numero de embrides cotiledonares germinados, enquanto o maior (6,673) foi para

0 numero total de embrides somaticos.

Tabela 2. Andlise de variancia para numero total de embrides somaticos (NTES),
namero de embrides globulares (NESG), numero de embrides cordiforme (NESC),
namero de embrides torpedo (NEST), nimero de embrides cotiledonares (NESCO),
namero de embrides cotiledonares normais (NESCN), numero de embrides
cotiledonares anormais (NESCA) e numero de embrides cotiledonares germinados
(NESCG) de mamoeiro (Carica papaya L.) ‘Golden THB’ apés 45 dias de cultivo em
meio de maturacao.

Variaveis Variagoes entre  Variag6es dentro  Fcaicuado Médias  CV (%)

NTES 1129,85 6,90 192,397 30,38 8,64
NESG 32,77 1,10 29,84™ 3,44 30,45
NESC 8,97 0,08 110,35 3,09 9,22
NEST 17,73 0,26 67,517 4,57 11,19
NESCO 443,45 3,26 136,19" 18,35 9,83
NESCN 256,85 1,09 235,687 12,03 8,68
NESCA 35,65 1,23 29,04 6,31 17,56
NESCG 1,88 0,008 243,69 0,91 9,62

™ Significativo em nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. Legenda: CV. Coeficiente de variagdo.



18

Apbs permanecer por um periodo de 45 dias em processo de maturagéo, a
concentracdo estimada de extrato de malte de 0,17 g L' resultou no maior nimero
total de embrides somaticos por calo (45,40) (Tabela 3). As concentracdes de 0,2;
0,3 e 0,4 g L' apresentaram médias e redugbes de embrides somaticos por calo em
comparagdo a concentracdo de 0,17 g L' de 44,72 (0,68); 33,22 (12,18) e 7,38
(38,02), respectivamente (Figura 2 A).

A falta de sincronismo no desenvolvimento dos embrides somaticos e em
funcdo da ocorréncia de embriogénese somatica secundaria nos tratamentos com
extrato de malte (Figura 3Q) houve o surgimento de embrides em diversas fases de
diferenciacao (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar) no meio de maturacéo, ao
utilizar extrato de malte. Portanto, na analise de regressao observa-se, para o
namero de embrides somaticos globulares (Figura 2B), cordiformes (Figura 2C),
torpedos (Figura 2D) e cotiledonares (Figura 2E) efeito quadratico, seguindo
tendéncias semelhantes a do numero total de embrides somaticos. A concentracao
de extrato de malte de 0,18 g L' resultou no maior niimero estimado de embrides
somaticos globulares (6,05 calo') (Figura 2B); 0,19 g L' em cordiforme (4,58 calo™)
(Figura 2C); 0,18 g L' em torpedo (6,55 calo') (Figura 2D) e 0,16 g L' em
cotiledonares (27,57 calo™) (Figura 2E).

Para a normalidade dos embrides (Figura 3 G, H), a concentracdo de extrato
de malte de 0,4 g L' apresentou média de 1,10 embrides por calo, média inferior as
observadas nas demais concentragdes de 0,0; 0,1; 0,2 e 0,3 g L' (11,69; 17,50;
17,67 e 12,20 ESN calo™, respectivamente) (Figura 2F). A equacdo ajustada para
normalidade dos embrides somaticos apresenta ponto de maxima eficiéncia para
extrato de malte a concentragdo de 0,15 g L' (18,23 calo) (Tabela 3), em que as
respostas tendem a diminuir a partir desta concentracdo. Tal normalidade é
evidenciada quando se compara o embrido somatico normal (Figura 3H) com o
embrido zigdtico normal (Figura 3l).



60 - A
*
50 A
@ 8
Q
o
a8 6
£
)
2 4
c ¥ = 24,707 + 243,49x** - 716,96x2**
10 | R?=0,7613 2
RQQME = 6,673
Pméx= 0,170
T T T 1 0
= c 10
*
> 8
w
S 4 -
= 6
5 3 1 .
8, i
c ¥ =1,8855 + 28,290x** - 74,226x2**
1 - R?=0,8824 2
RQQME = 0,4592
Pmax= 0,190
0 T T 1 0
40 ~ E 30
25
0
3 20
2
5 15
o]
;‘3 10
C 10 - ¥=15582 + 144,77x** - 436,52x7**
R?=0,8023 5
RQQME = 4,187
Pmax= 0,165
0 T T T 1 0
12 G 2,0
10 - ¢

n° de embrides
(=)}

¥ =3,8661 + 58,771x** - 155,20x2**
R?=0,9766

RQQME = 0,408

Pmsx= 0,189

0 T T T

0 0,1 0,2 0,3
Extrato de malte (g L)

0,4

0,5

0,0

V= 1,3713 +49,589x** -130,79:2** 4p
R? = 0,7533
RQQME = 1,271

Pmax= 0,180
T

*

¥ = 3,0836 + 36,849x** - 97,946x>**
R?=0,7877

RQAOME = 0,8679

Pmax= 0,188

¥ =11,693 + 86,220x** - 281,73x2“‘“
R? =0,7055

RQAOME = 3,889

Pmax= 0,153

¥=1,7605 + 4,2375x**

| Rr2=0,9545
RQQME = 0,130 L g
0 01 0,2 03 04

Extrato de malte (g L)

19

Figura 2. Numero total de embrides somaticos (A), nimero de embrides globulares
(B), numero de embrides cordiforme (C), nimero de embrides torpedo (D) numero
de embrides cotiledonares (E), nimero de embrides cotiledonares normais (F),
namero de embrides cotiledonares anormais (G) e numero de embrides somaticos
cotiledonares germinados (H) por calo de mamoeiro ‘Golden THB’ em meio de
maturacdo com diferentes concentracées de extrato de malte (0,0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4

g L"), apds 45 dias de cultivo.
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Figura 3. Maturagao de embrides somaticos de mamoeiro ‘Golden THB’. Embrides
somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento: (A) Calo embriogénico com
embrides somaticos; (B) Embridao globular; (C, D) Embrides somaticos cordiformes;
(E, F) Embrides somaticos no estadio torpedo; (G, H) Embrides cotiledonares
morfologicamente normais; (1) Embrido zigoético. Embrides somaticos germinados: (J)
Embrido normal (seta) detalhe da regido de transicdo entre o sistema radicular x
parte aérea; (K) Embridao normal germinado com folhas cotiledonares clorofiladas; (L)
Embrido normal germinado. Embrides anormais: (M) Embrido anormal germinado;
(N) Embriao policotiledonar. Plantulas normais geradas a partir de embrides
somaticos: (O) 30 dias apds a germinacgao; (P) 65 dias apds a germinacéo. (Q)
Embriogénese secundaria. (R) Embrides somaticos fusionados. (S) Massa globular
de embrides somaticos. Abreviacbes: Eg. Embridao globular; Ecor. Embrido
cordiforme; Et. Embrido torpedo. Barra: 100 um (B, D); 200 um (H. N); 500 um (I, L,
Q); 0,5mm (F); 1,0 mm (A,C, E, G, J, K, M, R, S); 0,5 cm (P); 1,0 cm (O).
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Foram observadas anormalidades morfoldégicas nos embrides somaéticos,
como embrides com os cotilédones fundidos (Figura 3M), embriées policotiledonares
(Figura 3N) e embrides fusionados (Figura 3R). A presenca de anormalidades foi
maior na concentragdo de 0,19 g L' de extrato de malte (9,42 calo™) (Figura 2G). A
formacao de estruturas, aparentemente globulares, formadas por embrides
aglomerados (Figura 3S) contribuiu na ampliacdo desta variavel na respectiva

concentragao.

A auséncia de extrato de malte apresentou maior presenca de embrides
germinados (1,76 ESG calo') (Figura 2H). O comportamento linear decrescente
evidencia a eficiéncia da adicdo do extrato de malte no meio de maturacao, cujo
objetivo é retardar o processo de germinacao.

4.2 Germinacao

Apés a fase de maturacao, os embrides somaticos foram transferidos para
meio de germinagdo variando a concentracdo de myo-inositol a fim de verificar
protrusdo da raiz primaria e a viabilidade de conversdao em plantulas normais. Pela
analise de variancia foi observada diferenca significativa em nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de F para a porcentagem de embrides germinados (Tabela
3).

A concentragdo estimada de myo-inositol de 0,45 mM L' resultou em maior
porcentagem de germinacao (47,37%) (Figura 4). Entretanto, para 0 nimero médio
de raiz por embrido ndo houve diferenca significativa, apresentando média de 1,51
raiz por embrido (Tabela 3), possibilitando o desenvolvimento de plantulas normais
apos 30 e 65 dias de cultivo (Figura 3 O, P).

Tabela 3. Andlise de variancia da porcentagem de germinacao (G) e numero médio
de raizes (NMR) para embrides somaticos de mamoeiro (Carica papaya L.) ‘Golden
THB’, em meio de germinacado com diferentes concentracdes de myo-inositol.
Variaveis VariacOes entre  Variacées dentro  Fcaicuado Médias  CV (%)
G (%) 111,58 18,410 6,058 42,125 10,18
NMR 0,112 0,068 1,65 1,51 17,28

ns Nao significativo; ™ Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Figura 4. Porcentagem de germinagao de embrides somaticos de mamoeiro ‘Golden
THB’ em meio de germinacdo com diferentes concentracées de myo-inositol (0,0;
0,275; 0,550; 0,825 mM), apéds 30 dias.
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5. DISCUSSAO

5.1 Maturacao

5.1.1 Experimento 1 — Polietilenoglicol (PEG) na maturacdo de embribes somaticos

de mamoeiro ‘Golden THB'.

No presente trabalho, o tratamento controle, suplementado com ABA (0,5
uM) + CA (15 g L") e sem a adicdo de PEG 6000, foi capaz de desenvolver um
maior numero de embrides somaticos totais e normais maduros (Figura 1A e 1B). De
acordo com Rancé et al. (1994), os tratamentos de dessecag¢do do embrido, como o
produzido pelo PEG, podem resultar em rapidas mudancas bioquimicas,
desencadeando a atividade de proteinas especificas. Entretanto, os tratamentos
com PEG foram inferiores e prejudicaram o processo de formacao dos embrides e
sua utilizagdo na concentragdo de 70 g L' reduz em 31,85% a produgédo de
embrides somaticos total e normais do mamoeiro ‘Golden THB’. No entanto, na
maturagdo de embrides somaticos de mamoeiro cv. Pusa Delicious ocorreu o
maximo de conversdao de embrides somaticos do estadio globular para o estadio
cotiledonar quando utilizaram 4,2% de PEG, com cerca de 28%, sendo que estes

formaram plantulas normais (MISHRA et al., 2010).

Na embriogénese somatica a partir de embrides zigotico imaturos de mamao
hibrido Uenf/Caliman 01, o tratamento contendo 60 g L' de PEG 3350 resultou nas
maiores respostas de maturacdo (83,3%), com o maior numero de embrides
somaticos formado por calo (78) (HERINGER et al., 2013). Os autores ainda relatam
gue, as culturas mantidas no tratamento de PEG 3350 (60 g L) apresentaram a
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concentracdo média mais elevada de proteinas sollveis (9,4 mg g' de massa
fresca). Este aumento de proteinas pode estar relacionado com a sintese de
proteinas (Lea), nas quais, a expressao esta associado com a aquisicdo de
tolerancia a dessecacao das sementes, e algumas proteinas Lea sao induzidos por
estresse causado pelo frio ou osmético. Koehler et al. (2013) relataram que a adicéo
de 50 g L' de PEG 2000, juntamente com 2 g L' de carvao ativado e 5 pM de ABA,
levou a melhoria da qualidade dos embrides somaticos e a formacao de plantulas de
mamoeiro cv. Golden. Os autores acima citados trabalharam com PEG 3350
(HERINGER et al., 2013) e PEG 2000 (KOEHLER et al., 2013), diferente deste
estudo, o qual foram testadas concentracbes de PEG 6000, esse com um peso

molecular mais elevado o que pode explicar em parte as diferencas encontradas.

Em algumas espécies como em pinheiro-do-canada (Picea glauca)
(STASOLLA et al., 2003b; BELMONTE et al., 2005) e Aesculus hippocastanum
(TROCH et al., 2009) a presenca de PEG 8000 foi essencial para a conversao dos
embrides somaticos em plantulas, que so6 teve inicio com a inducdo do estresse
hidrico induzido pelo PEG 8000. Entretanto, Marquez-Martin et al. (2011) ao
utilizarem o PEG 8000 na maturacao, a producao de embrido soméatico de Persea

americana Mill. foi significativamente mais baixa do que no controle.

Quanto a germinacdo (Figura 1C), esse padrao irregular, com a
suplementacdao de PEG 6000, também foi reportado por Rai et al. (2009), ao
trabalharem na maturacao de embrides somaticos de Psidium guajava L., com meio
suplementado com PEG 6000. Segundo estes autores, nas concentracdes de PEG
6000 de 0,0; 5,0; 10,0; 20,0 e 40,0 g L', observaram conversbes de plantulas
médias de 68,6; 42,0; 52,9; 59,6; 38,5% de germinacgao, respectivamente.

5.1.2 Experimento 2 — Extrato de malte na maturacdo de embribes somaticos de
mamoeiro ‘Golden THB’.

O processo de maturacdo € uma etapa critica no desenvolvimento do
embrido somatico. Esta fase é distinta pela expansao, diferenciacao e acumulo de

substancia de reserva do embrido, assim, sendo determinante na germinagédo e
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conversdao em plantulas bem sucedidas dos embrides somaticos (MISHRA et al.,
2012).

A adicdo de extrato de malte, nas concentragdes 0,1 e 0,2 g L' (Figura 2A.),
no meio de maturagdo potencializou o desenvolvimento embrionario de mamoeiro
‘Golden THB’, respectivamente com 41,88 e 44,72 ES calo™!, superior a taxa de
embriogénese somatica (35 ES calo'), proposta para mamoeiro ‘Golden’
(CLARINDO et al., 2008) e ‘Improved Sunrise Solo line 72/12° (KOEHLER, 2004),
trabalhos desenvolvidos em meio de cultura suplementado com 0,5 uM de ABA.
Jumin & Nito (1996) evidenciam que o extrato de malte no meio de cultura, resulta
em maior numero de divisdes mitéticas, o0 que aumenta a eficiéncia na multiplicacao
de protoplasto de Citropsis schweinfurthii. Vardi & Galun (1988) descrevem que para
acelerar o desenvolvimento de embrides somaticos em estadio globular de Citrus e
obter embrides de morfologia normal com folhas cotiledonares expandidas, estes
devem ser transferidos para o meio contendo extrato de malte (0,5 g L ™).

O extrato de malte estimula a atividade de enzimas hidroliticas (KIM et al.,
2010), por ser uma importante fonte de a-amilase, B-amilase, a-glicosidase (EVANS
et al., 2010), enzimas que facilitam a quebra de amido em acgucares redutores, tais
como a glicose e maltose (JUNG et al., 2011). Entretanto, nas concentracdes de
extrato de malte superiores a do ponto de maximo (0,17 g L), ocorre uma alta
disponibilidade de glicose para as células vegetais, o que impede o funcionamento
fototréfico e possibilita o crescimento heterotréfico, com subsequentes efeitos foto-
oxidativos prejudiciais (ASHTON & ZIEGLER, 1987). Couée et al. (2006) verificaram
que o acumulo de acucares solUveis esta associado a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Segundo estes autores, o acumulo de agucares regula
negativamente a expressao génica da fotossintese, incluindo a expresséo do ciclo
de Calvin, o qual pode fazer com que ocorra a reducao da reciclagem de NADP e a
transferéncia de elétrons excessiva, que pode levar a producao de ROS.

Entretanto, acucares nao sé impulsionam o crescimento e desenvolvimento
vegetal como fontes de carbono e energia, mas, também exercem funcoes
reguladoras importantes como moléculas sinalizadoras de diferentes mecanismos

moleculares, que controlam a transcricdo, a traducado, a estabilidade da proteina e
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atividade enzimatica da hexoquinase (HXK-dependente e HXK-independente),
catalizadora da fosforilagdo das hexoses (BOLOURI-MOGHADDAM et al., 2010).

O surgimento de embrides em diversas fases de diferenciacdo (globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar) (Figura 3A) esta relacionada com o estimulo a
embriogénese secundaria, devido a constituicdo do meio de maturacéo, como a sua
suplementagcdo com extrato de malte, em que a concentragdo de 0,2 g L
proporcionou a maior formacédo de embrides secundarios. Essa indugdo pode ser
explicada pela presenca de uma quantidade relativamente grande de &cido
indolacético (AlA) no extrato de malte (DIX & VAN STADEN, 1982).

Oliveira et al. (1994) observaram no cultivo de calos nucelares
embriogénicos de lim&o Cravo (Citrus limonia Osbeck), em meio MT (MURASHIGE
& TUCKER, 1969) suplementado com 0,5 g L' de extrato de malte, e sem
fitorreguladores de crescimento, 38,8% de inducado de embridides, além de serem
mais friaveis e com menor nivel de oxidacao, superando aos demais meios com BAP
(44,4 uM) e a combinagao de IAA x KIN (5,7 uM x 0,5 M).

No presente trabalho, 0 meio de maturacdo ausente de extrato de malte, foi
capaz de desenvolver embrides somaticos maduros. Todavia, 0 meio de cultura
suplementado com extrato de malte (0,15 g L) resultou em maior nimero de
embrides somaticos normais. Esses resultados sugerem que o extrato de malte nao
possui agdo determinante para a formacao dos embrides somaticos de mamoeiro,
mas a sua utilizacao potencializa a producado de embrides somaticos normais, com

clara distingdo entre o eixo embrionario e os cotilédones (Figura 3G).

Observou-se a formacao de embrides anormais de mamoeiro ‘Golden THB’,
quando os mesmos foram cultivados em meio com extrato de malte (Figura 2G).
Essas anomalias também foram relatadas no desenvolvimento de embrides
somaticos de mamoeiro cv. Improved Sunrise Solo line 72/12 (KOEHLER, 2004), cv.
Golden (ANANDAN et al.,, 2012), ‘Golden THB’ (DETONI, 2013), cv. Golden e
geracao F2 do hibrido Uenf/Caliman 01 (VALE, 2013), como em outras espécies,
como Cassia angustifolia (AGRAWAL & SARDAR, 2007), Desmodium motorium
(DEVI & NARMATHABAI, 2011). Glycine max (KORBES & DROSTE, 2005;
SANTOS et al., 2006; HIRAGA et al., 2007) e Gossypium hirsutum (HUSSAIN et al.,
2009).
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A presenca de estruturas globulares (Figura 3S), resultante do
desenvolvimento aglomerado e desordenado dos embrides somaticos do mamoeiro
‘Golden THB’ no calo, gera uma competicdo por espaco. O seu surgimento pode
estar ligado ao meio de cultivo, que no presente trabalho os meios foram
solidificados com agar-agar, que pelo fato dos embrides desenvolverem de forma
estatica, diferentemente de meios liquidos, onde crescem sob agitacao,
desprendendo do calo e desenvolvendo livres, sem que ocorra a competicdo por
espaco. Castillo et al. (1998) compararam a maturacdo de embrides somaticos e
posterior conversao em plantas de Carica papaya L. cv. Solo, produzidos em meio
semi-sélido e meio liquido, em que os cultivados em meio de maturacao fase liquida
resultou em uma frequéncia maior de embriogénese somatica do que aqueles em
meio solidificado com &gar. Trabalhando com mamoeiro cv. Co7, Anandan et al.
(2010) relatam que as culturas em suspensédo (meio liquido) foram superiores as

culturas estaticas (meio solido) para a maturacao de embrides somaticos.

Para o mamoeiro ‘Golden THB’, a concentragdo de 15 g L' de CA parece
ser 6tima ou préxima de étima, uma vez que, combinado com ABA (0,5 puM),
provavelmente exerce a funcdo de adsorcdo de substancias inibidoras, além de
permitir a liberagdo de forma continua e adequada desse horménio para o tecido
embriogénico, favorecendo o seu desenvolvimento (DETONI, 2013). Segundo a
autora, outro efeito positivo do ABA (0,5 pM) + CA (15 g L") é a germinagdo dos
embrides com aproximadamente 4% (2,82 ES calo'). Contudo, o presente trabalho
para as mesmas concentracoes de ABA e CA apresentou uma média de 1,7 ESG
calo (Figura 2H) e, a medida que foi adicionado extrato de malte no meio, houve
maior reducdo na germinacdo de embrides, 0,06 ESG calo?!, quando o meio de
cultura foi suplementado com 0,4 g L' de extrato de malte, sugerindo um efeito
benéfico da sua suplementacao no meio de maturacao.

5.2 Germinacao

O efeito da suplementacdo de myo-inositol no meio de germinagdo na
concentracdo de 0,45 mM L proporcionou ganhos significativos na porcentagem de
germinacao de embrides somaticos de mamoeiro ‘Golden THB’, com um incremento

de 11,19%, em que, no meio sem a adicdo de myo-inositol a germinacao foi de
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36,23% e no meio suplementado com myo-inositol a 45 mM L' a taxa de
germinacao foi de 47,42% (Figura 4). O myo-inositol € um polialcool ciclico, sendo
um importante constituinte celular, estando envolvido em diferentes processos
bioquimicos (ALMEIDA et al., 2003). Nas plantas &€ um precursor para a sintese de
varios metabdlitos, entre eles, a fosforilagdo sequencial de myo-inositol pela myo-
inositol-3-fosfato sintase (MIPS), o que leva a produgédo de acido fitico (ABREU &
ARAGAO, 2007). Este utilizado pela planta como uma importante forma de
armazenamento de fésforo e myo-inositol para a utilizacdo durante a germinacao e o

crescimento das plantulas (SHI et al., 2005).
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6. CONCLUSOES GERAIS

Para a embriogénese somatica do mamoeiro ‘Golden THB nao se
recomenda a maturacdo em meio contendo PEG 6000.

A suplementacédo de extrato de malte (0,15g L") na maturagao potencializa o

desenvolvimento de embridoes somaticos cotiledonares normais.

Para a germinacao dos embrides somaticos recomenda-se a adicdo de myo-

inositol a 0,45 mM.
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