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RESUMO

Visando estabelecer protocolos para a inducéo de calos embriogénicos em espécies de heliconia,
foram realizados dois experimentos, onde o primeiro constou de trés ensaios. O primeiro ensaio
consistiu de combinagdes de AIA (4cido 3-indolilacético) (0; 1; 1,5; 2 e 2,5 mg.L™") com 2,4-D
(&cido 2,4-diclorofenoxiacético) (0; 3; 4; e 5 mg.L™) e o segundo ensaio combinou o BAP (6-
benzilaminopurina) (0; 1; 1,5; 2; 2,5 mg.L™) com 2,4-D (0; 3; 4; e 5 mg.L™), utilizando em ambos
seccOes de ovérios de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink. O terceiro ensaio foi
estabelecido a partir de combinagdes entre trés niveis de AIA (0; 1 e 2 mg.L™) e cinco niveis de 2,4-
D (0; 5; 10; 15 e 20 mg.L™), utilizando como explante, seccdes de ovérios das cultivares ‘Sexy
Pink’ e ‘Sexy Scarlet’” da espécie H. chartacea. No segundo experimento foi utilizado como
explante, embrides zigoticos de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two em combinages de AlA (0;
1e2mgL™?) e24-D (0; 5 10; 15 e 20 mg.L™Y). As avaliagdes em ambos experimentos foram
realizadas aos 30, 60 e 90 dias apds a inoculacdo, considerando o aspecto dos calos e a presenca de
nodulos, através de observacfes visuais com 0 auxilio de estereomicroscopio, além de andlises
citoquimica, histologica e de microscopia eletronica de varredura. No experimento 1 o indice de
formacao de calos nos explantes tratados com AlA+2,4-D (Ensaio 1), foi superior aquele observado
com as combinagdes de BAP+2,4-D (Ensaio Il), ao final dos 90 dias de cultivo, onde observou-se a
presenca de células pré-embriogénicas. No terceiro ensaio a cultivar ‘Sexy Pink’ apresentou um
maior indice de formacdo de calos do que a cultivar ‘Sexy Scarlet’, mas, esses calos néo
apresentaram a formacdo de embrides somaticos ao fina dos 90 dias de cultivo. No segundo
experimento, a formagcdo de pré-embrides somaticos ocorreu apenas nos embrifes zigoticos
provenientes de frutos maduros de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two cultivados na auséncia de
reguladores de crescimento. Objetivando avaliar o processo de micropropagacdo a partir do cultivo
de embribes zigdticos, foi realizada inicialmente uma andlise da estrutura interna do embrido
proveniente de frutos imaturos e maduros. Paraisto, foram incluidos em parafina e seccionados em
micrétomo. Os embrides provenientes de frutos imaturos e maduros foram inoculados em meio MS
(Murashige e Skoog) com diferentes concentracdes de sais (MS completo e 12 MS), de GA3 (acido
giberdico) (0; 2,5 e 5,0 mg.L™), além de sacarose ou glicose (30 g.L ™), para avaliar a conversdo do
embrido em planta. As avaliagcBes considerando o desenvolvimento da parte aérea e 0 niUmero de
raizes foram realizadas aos 15, 30 e 60 dias ap0s a inoculacdo, com base em observagdes visuais e
parametros quantitativos. Em seguida, as plantas obtidas foram repicadas e transferidas para meio
MS (MS completo ou ¥2 MS), acrescido de 0 ou 2,5 mg.L™* BAP com o objetivo de avdiar a
multiplicacdo aos 30 e 45 dias apds a inoculagcdo. Para avaliar a variabilidade genética das plantas

provenientes de embrides zigoticos, utilizou-se sistemas isoenziméticos (PO, EST, ACP, GOT,



ADH e MDH). Avaliando a estrutura interna dos embrides, observou-se que os embrides maduros
apresentam tecidos em estadios de diferenciacéo mais avancados do que os embrides imaturos,
como ja era esperado. Na fase de conversdo dos embrifes em plantas, observou-se que 85% dos
embrides provenientes de frutos maduros converteram-se em plantas normais em meio M S reduzido
a metade da concentracdo dos sais, utilizando a sacarose como fonte de carboidrato, enquanto que
os embriBes cultivados em meios com glicose, apenas 41% converteram-se em plantas. Na fase de
multiplicacdo, as plantas cultivadas em meio MS com 50% da concentracdo dos sais acrescido de
2,5 mg.L™ de BAP, apresentaram maior nlimero de gemas aos 45 dias de cultivo. Quanto a andlise
isoenzimatica foi observado algumas alteracBes nos padrdes isoenziméticos no que se refere a
intensidade de coloragdo e a migracdo de algumas bandas. Esses comportamentos podem estar
associados respectivamente, a diferenca de idade entre a planta matriz e as plantas obtidas in vitro
e/ou alguma variacdo no fendtipo eletroforético das plantas provenientes do cultivo in vitro de

embri&o zigdtico.

Palavras-chave: heliconia; calogénese; regulador de crescimento; micropropagacdo; Sacarose;

glicose; histologia; microscopia el etronica de varredura; isoenzimas.



ABSTRACT

The aim of this work was to establish protocols for the induction of embryogenic calluses in
heliconia species. Two experiments were carried out. The first one had three assays. The first assay
consisted of combinations of AIA (indole-3-acetic) (0, 1, 1.5, 2, and 2.5 mg.L™) with 2,4-D (2,4-
dichlorofenoxyacetic acid) (0, 3, 4, and 5 mg.L™) and the second essay combined BAP (6-
benzylamino purine) (0, 1, 1.5, 2, and 2.5 mg.L™) with 2,4-D (0, 3, 4, and 5 mg.L™). Sections of
ovaries of H. chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink were used in the assays above. The third
assay was established from combinations among three levels of AIA (0, 1 and 2 mg.L™) and five
levels of 2,4-D (0, 5, 10, 15, and 20 mg.L™) within cultivars ‘Sexy Pink’and ‘Sexy Scarlet’ of H.
chartacea. The second experiment used explant zygotic embryos of H. bihai cv. (L.) L. Lobster
Claw Two in combinations of AIA (0, 1 and 2 mg.L™) and 2,4-D (0, 5, 10, 15, and 20 mg.L™).
Evaluations in both experiments were carried out on days 30, 60 and 90 after innoculation. Aspects
of the callus and the presence of nodules were assessed by visual observations with the help of a
stereomicroscope and cytochemical, histologic and scanning electron microscopy anayses were
performed. At the end of experiment 1, the index of formation of calus in explants treated with
AlA+2,4-D (Assay 1) was greater than that observed with the combinations of BAP+2,4-D (Assay
2). The AIA+2.4-D assay aso produced proembryonary cells. In the third assay the ‘Sexy Pink’
cultivar showed a greater index of formation of callus than the ‘Sexy Scarlet’ cultivar, but these
calluses didn’t show somatic embryos at the end of 90 days of cultivation. In the second
experiment, formation of somatic proembryos occurred only in zygotic embryos from mature fruit
of H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two cultivated in the absence of growth regulators. The
objective of the second work was to evaluate micropropagation processes for cultivation of zygotic
embryos. Initially, an analysis of the internal structure of the embyo was carried out using immature
and mature fruits. This was accomplished by embedding the fruits in paraffin and sectioning them
with a microtome. Embryos from immature and mature fruits were innoculated in an MS
(Murashige and Skoog) environment with different concentrations of salts (full MS and %2 MS),
AGs (0, 2.5 and 5 mg.L™) and saccharose or glucose (30 g.L™), and their development was
evaluated. Evaluations were carried out 15, 30 and 60 days after innoculation based on visual
observations, quantitative parameters, and number of roots. Then, plants were replicated and
transferred to an MS environment (full MS or ¥ MS), added 0 or 2.5 mg.L™ BAP, with the
objective to evaluate their development after 30 and 45 days after innoculation. The genetic
variability of plants from zygotic embryos was estimated using isoenzymatic analyses (PO, EST,
ACP, GOT, ADH, and MDH). The internal structure of mature embryos showed tissues in more

advanced stages of differentiation than immature embryos, as expected. In the ¥2 MS environment
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with saccharose, 85% of the innoculated embryos were converted into plants, just 41% converted
into plants in the glucose environment. During the multiplication phase, plants cultivated in an MS
environment with a 50% concentration of salts and 2.5 mg.L™ of BAP showed a greater number of
buds. The isoenzymatic analyses showed some changes of isoenzymatic patterns, for example in
intensity of coloration and migration of some bands. These results can be associated respectively
with the difference of the ages among mother plant and plants obtained in vitro and/or variations in

eletrophoretic phenotypes of the plants from in vitro cultivation of zygotic embryos.

Keywords. heliconia, callogenesis, growth regulator, micropropagation, saccharose, glucose,
histology, scanning electron microscopy, isozymes.
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A floricultura, em seu sentido mais amplo, abrange o cultivo de plantas ornamentais, desde
flores de corte e plantas envasadas, floriferas ou ndo, até a producéo de sementes, bulbos e mudas
de érvores de grande porte. E um setor agricola altamente competitivo, que exige a utilizaco de
tecnologias avangadas, um profundo conhecimento técnico pelo produtor e um sistema eficiente de
distribuicéo e comercializagéo (SILVEIRA, 1993).

As especies de flores tropicais, devido a sua beleza, exoticidade e durabilidade pos-colheita,
tém atraido o mercado de flores. Nesse cenério, o Brasil possui grande contingente de espécies
nativas ou introduzidas de flores e plantas ornamentais, que se enquadram nesses padrbes de
referéncia, e as heliconias destacam-se dentro desse panorama (LOPES; GRAZIANO, 2001).

Jamaica, Costa Rica, Estados Unidos (Havai e Flérida), Honduras, Porto Rico, Suriname e
Venezuela sdo os principais produtores de heliconia. Os cultivos comerciais na Holanda, Alemanha,
Dinamarca e Italia sGo mantidos sob condigdes de temperatura, umidade e luminosidade controlada,
0 que encarece o0 produto (BERRY E KRESS, 1991; CASTRO, 1995; LAMAS, 2001). No Nordeste
do Brasil pode ser praticado um menor prego na comercializacgo do produto, tendo em vista o mais
baixo custo de producéo devido as condicdes edafocliméticas favoraveis para o cultivo de espécies
tropicais (CHAGAS, 2000).

As helicOnias sd0 propagadas convencionalmente a partir dos rizomas. Esse sistema de
propagacdo vegetativa, além de limitar a quantidade de mudas disponiveis, apresenta sérios riscos
de disseminac&o de pragas e doencas que podem comprometer a producéo e, consequentemente, a
comercializacdo do produto fina (CRILEY, 1989; CASTRO, 1995). A auséncia de mudas de
gualidade fitossanitaria compromete tanto a producdo de mudas de helicdnia pelos métodos
convencionais, como a producdo das inflorescéncias. Portanto, a propagacdo vegetativa
convencional é um dos obstacul os para a comercializacdo de espécies com potencial econdmico.

A micropropagacdo € uma excelente alternativa para proporcionar a producdo massiva de
mudas de espécies de Heliconia spp. Dentre as técnicas de micropropagacdo, a embriogénese
somética e o cultivo de embrides zigoticos sdo umas das mais viaveis para obtencéo de mudas de
heliconia isentas de patdégenos, pois a micropropagacdo via apices caulinares, depara-se com
problemas de contaminacdo endofitica, impossibilitando a micropropagacéo a partir desse explante,
conforme registrado por diversos autores (NATHAN et a. 1992; NANNETTI, 1994,
GUAMANTICA, 1998; ATEHORTUA et al., 1999; SANTOS, 2000; DIAS; RODRIGUES, 2001).
Sendo assim, se faz necessario avaliar novos explantes, e consequentemente, outras técnicas de
micropropagacdo para viabilizar a multiplicacdo in vitro de heliconias, pois trata-se de uma cultura

com grande expansao no setor agricola mundial.
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Dentre as técnicas de micropropagacdo destacam-se a embriogénese somatica utilizando
explantes florais como uma das alternativas viavéis para contornar o problema de contaminacéo
endofitica (ATEHORTUA et al., 1999) e o cultivo in vitro de embrides zigéticos (DURV AL, 2004).

A embriogénese somética, também conhecida como embriogénese adventicia ou assexua, €
0 processo pelo qual células hapldides ou sométicas se desenvolvem através de diferentes estadios
embriogénicos dando origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (WILLIAMS,
MAHESWARAN, 1986). Esse processo constitui um exemplo da expressdo da totipotencialidade
das células das plantas, postulado por Haberlandt (1902).

O cultivo in vitro de embrifes zig6ticos é uma das técnicas de micropropagacdo que tem
sido usada para: 1) superar a dorméncia de sementes, devido a imaturidade do embrido ou a
presenca de substancias inibidoras no endosperma; 2) estudar os aspectos nutricionais e fisiol égicos
do desenvolvimento do embrido; 3) testar a viabilidade de sementes; 4) recuperar hibridos raros de
cruzamentos incompativeis; e 5) como fonte de explantes com tecido de elevada totipoténcia.
Atuamente, uma das aplicagbes da técnica de cultivo in vitro de embrides zigoticos de maior
relevancia € a micropropagacdo clonal, devido ao alto potencial regenerativo do embrido, como
consequéncia da sua natureza juvenil (HU; FERREIRA, 1997).

Dessa forma, embriogénese somética e o cultivo in vitro de embrifes zigéticos despontam
como alternativas viaveis e seguras para a producdo em grande escala de mudas isentas de
patogenos. Contudo, 0 sucesso da producdo em larga escala depende do gjuste de um protocolo
adeguado para cada uma das técnicas e, conseqlientemente, para cada espécie ou variedade a ser
multiplicada in vitro (TORRES et a., 1998). Considerando a importancia das heliconias e as
vantagens das técnicas aplicadas ao cultivo in vitro, torna-se necesséria a realizacdo de estudos que
avaliem essas técnicas de micropropagacdo, na tentativa de solucionar o problema da producédo de

mudas de heliconia com qualidade fitossanitaria.
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2.1 - Objetivo Geral

e Estabelecer protocolos para indugdo de embriogénese somética e o cultivo in vitro de

embrides zigoticos, visando a micropropagacao de espécies de heliconia (Heliconia spp.).

2.2 — Obj etivos Especificos

e Estabelecer meios de cultivo que proporcionem a obtencdo de embrides somaticos a partir
de secgBes de ovérios de Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink e H.
chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Scarlet e, a partir de embrides zigoticos de H. bihai
(L) L. cv. Lobster Claw Two;

e |dentificar meios que favoregcam o desenvolvimento de embrides zigoticos de H. bihai (L.)

L. cv. Lobster Claw Two para a producéo de mudas através da micropropagacao;

e Verificar a variabilidade genética das plantas provenientes dos embrifes zigéticos de H.

bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two, através de analises isoenziméticas.
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3.1 - Consideracbes gerais sobre afloricultura

A floricultura é uma das atividades mais adiantadas da evolucdo agricola, pois exige ata
tecnologia e um sistema rapido de distribuicdo e comercializacdo. Esse setor agricola apresenta alta
rentabilidade por area, demanda grande quantidade de méo-de-obra, gerando, consequentemente,
grande quantidade de empregos. Além disso, apresenta-se como uma valiosa opgdo de fixagcdo do
homem no campo e também de melhor aproveitamento dos minifundios, antes considerados
improprios para outras atividades agropecuarias (SATURNINO, 1979).

Em alguns paises da Europa, nos Estados Unidos, Japdo e Isradl, a floricultura estd bem
difundida comercialmente. Em Israel, tem sido uma opg¢ado para 0 pequeno agricultor que busca
aumentar seus lucros com a agricultura intensiva. Além disso, Israel tem exportado flores para a
Europa, quando os paises europeus se encontram em épocas de condicdes climéticas desfavoraveis
(SELIGMAN, 1983). O mercado mundial de flores vem apresentando crescimento anual de 10%
desde a década de 90, tornando-se um dos segmentos econdmicos de grande importancia para a
Organizacdo Mundial de Comércio (OMC) (FERREIRA et a., 2002). Atualmente, a tendéncia do
mercado mundial de flores esta voltada para as espécies tropicais, por sua beleza exdtica e
durabilidade na pos-col heita.

No Brasil, o interesse pela floricultura e plantas ornamentais teve inicio na década de 70, a
principio, de maneira bem amadora, mas logo cresceu e adquiriu aspecto comercial. A floricultura
brasileira vem se expandindo e colhendo resultados positivos, mesmo em periodos de crise
(FERREIRA et a., 2002). A profissionalizacdo e o dinamismo comercial da floricultura séo
fenbmenos relativamente recentes no Brasil. Até o ano de 2001, no entanto, essa atividade ja
contabilizava mais de 2,6 mil produtores, cultivando uma érea de cerca de 5,2 mil hectares, em 304
municipios brasileiros. Apenas na atividade agricola, a floricultura gera, na média nacional, 3,7
empregos diretos por hectare, sendo que 94,4% deles séo preenchidos com méo-de-obra permanente
(NOGUEIRA JUNIOR, 2001).

Durante os seis primeiros meses de 2003, os resultados das exportagdes brasileiras de flores
e plantas ornamentais mantiveram-se em permanente crescimento em relacdo ao mesmo periodo
dos anos anteriores, o que resultou numa efetiva expansdo de negocios de 20,13% em relacdo aos
meses de janeiro a junho de 2002 e na manutencdo da expectativa de fechamento do ano com
vendas externas préximas a US$ 20 milhdes. As flores frescas cortadas (flores de corte),
decididamente representam um dos mais altos potenciais de crescimento das exportacbes da
floricultura nacional, agregando produtos de alta qualidade e competividade no mercado
internacional e introduzindo novos produtos, como as flores tropicais nordestinas, entre as quais
destacam-se as heliconias. O setor saltou de um patamar de vendas de US$ 151 mil, de janeiro a
junho de 2001, para US$ 473 mil, no mesmo periodo em 2002 e US$ 802 mil, em 2003. O mercado
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de maior expansdo vem sendo o dos Estados Unidos, que absorveu no ano de 2003, 82,6% das
vendas, no valor de US$ 662,7 mil. Outros compradores importantes sdo Holanda, Portugal,
Espanha e Uruguai (JUNQUEIRA; PEETZ, 2003).

No Brasil, o Estado de S&o Paulo é o maior pdlo de producéo de flores. Outros estados,
entretanto, principalmente os estados da regido Nordeste, comegaram a investir na floricultura
tropical e ampliaram significativamente a producdo nos ultimos anos, pois nessa regido as
condi¢cbes edafocliméticas sdo extremamente favoravelis para o cultivo de plantas ornamentais
tropicais, favorecendo significativamente o desenvolvimento da floricultura nessa regido
(CHAGAS, 2000).

3.2 — Consider acOes ger ais sobre as heliconias

As heliconias estédo entre as plantas ornamentais tropicais mais apreciadas pelos
consumidores, principamente em funcdo da beleza e longevidade das suas inflorescéncias. O
género Heliconia, pertencente a familia Heliconiaceae da ordem Zingiberaes, € constituido por
plantas herbaceas, eretas, de 0,5 a 10,0 m de altura, conforme a espécie, e com folhas de véarios
tamanhos (CASTRO, 1995). As heliconias apresentam rizoma subterraneo (Figura 1) e pseudocaule
formado pela justaposi¢do dos peciolos das folhas. Essas plantas emitem inflorescéncias terminais,
eretas ou pendentes, com bracteas coloridas, principalmente em tons vermelho, alaranjado a
amarelo. Sdo utilizadas, principamente, em jardinagem e como flores de corte (DANIELS,
STILES, 1979; CASTRO, 1995; PAIVA, 1998). As inflorescéncias de heliconias, além da beleza e
exoticidade, apresentam resisténcia ao transporte e durabilidade pds-colheita. Esses fatores
conferem a essas espécies, perspectivas bastante promissoras como flor de corte, tanto no mercado
interno como no externo (CASTRO, 1995). Entre as espécies de helicbnia podemos destacar H.
chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink e cv. Sexy Scarlet, devido a beleza e exoticidade da
inflorescéncia, pois sdo plantas que tanto a inflorescéncia como a muda, alcangam altos valores no
mercado. As cultivares ‘Sexy Pink’ e ‘Sexy Scarlet’ apresentam inflorescéncias pendentes em mais
de um plano, onde a cv. Sexy Pink possui bracteas de coloracdo rosea com bordas esverdeadas,
enquanto que a cv. Sexy Scarlet as bracteas sdo avermelhadas com as bordas também esverdeadas
(Figura 2) (ABALO, 1999). O cultivo dessas cultivares ainda € restrito, pois pertencem a uma
espécie com baixa producdo de mudas. A espécie Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two
apresentam inflorescéncias eretas de coloracdo vermelho-alaranjada com as bordas verdes (Figura
2). Essa espécie apresenta resisténcia e facilidade ao transporte, durabilidade na pos-colheita, sendo

uma espécie de grande importancia econdmica nos mercados nacional e internacional.
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Figura 1 — Aspecto gera do rizoma de heliconia

Figura 2 — Inflorescéncias de heliconias. Heliconia chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink (A)
(Barra= 10 cm); H. chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Scarlet (B) (Barra= 13,33 cm) e H. bihai
(L) L. cv. Lobster Claw Two (C) (Barra= 10 cm).

3.3—Cultivoin vitro

3.3.1 - Micropropagacao
A propagacdo vegetativa in vitro, também denominada de micropropagacdo devido ao
tamanho dos propagul os utilizados, é a aplicacdo mais pratica do cultivo in vitro de vegetais e ade
I~ -
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maior impacto para agricultura. Conforme o explante utilizado e sua subsequente manipulagdo, a
micropropagacdo pode ser conduzida de trés maneiras: (1) a partir da multiplicacdo por meio de
gemas, (2) a partir da multiplicacdo mediante inducdo de gemas adventicias, ou seja, por
organogénese; (3) ou a partir da multiplicagdo via embriogénese somética (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).

Dentro da terminologia do cultivo in vitro de vegetais, explante € qualquer segmento de
tecido oriundo de uma planta matriz utilizado para iniciar o desenvolvimento de uma cultura in
vitro, normalmente com o objetivo de estabelecer um protocolo para propagacdo de um gendtipo
com caracteristicas agrondmicas satisfatorias. Assim, o explante pode ser um apice caulinar, uma
gema axilar, um segmento de folha jovem, uma antera, um ovéario ou até um embrido zigotico (CID,
2001). Em helicbnias, alguns desses explantes vém sendo utilizados, no entanto, sem resultados
muito expressivos. Nathan et al. (1992) relataram a obtencéo de plantas de H. psittacorum a partir
de épices caulinares cultivados in vitro. Por outro lado, Nannetti (1994) observou que o cultivo in
vitro de apices caulinares de Heliconia sp. apresentavam crescimento bastante lento e também
mostravam alto indice de oxidacao e necrose dos tecidos. Além disso, tem-se observado que durante
a fase inicial do estabelecimento dos explantes (apices caulinares) de heliconia, ocorre com
fregiiéncia o aparecimento de uma bactéria endofitica (Pseudomonas solanacearum) (DIAS;
RODRIGUES, 2001), interferindo de forma negativa no desenvolvimento do explante. Esse
comportamento ja foi observado por diversos autores (NATHAN et al., 1992; NANNETTI, 1994,
GUAMANTICA, 1998; ATEHORTUA et al., 1999; SANTOS, 2000). Portanto, se faz necessario
buscar aternativas para solucionar o problema de contaminagdo, como a selecdo de novos
explantes, sugerido por Atehortua et al. (1999).

Teoricamente, qualquer tecido pode ser utilizado como explante, em vista da totipoténcia
das células vegetais. Na prética, entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior
proporcdo de tecido meristemético ou que tenham maior capacidade de expressar a totipoténcia
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Dependendo da técnica a ser aplicada, a selecdo do explante € primordial. Embrides
zigéticos, por exemplo, sdo utilizados atualmente com muita freqtiéncia como fonte de explantes
com tecido de elevada totipoténcia. Além disso, estdo aojados dentro de um ambiente estéril,
protegidos pelas paredes dos ovérios (HU; FERREIRA, 1998), representando, portanto, uma
excelente alternativa para micropropagar plantas livres de contaminagéo.

O cultivo in vitro de embrides zigéticos e a embriogénese somética sdo técnicas de
micropropagacdo, que podem viabilizar o processo de producdo de mudas de Heliconia spp. in
vitro, com qualidade fitossanitéria.
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a) Embriogénese Somatica

A embriogénese somética consiste em eventos ontogenéticos do processo embrionério
zigético a partir de células sométicas, sendo considerada uma das técnicas de micropropagacéo com
grande potencia de aplicacdo para a propagacéo em larga escala de gendtipos superiores (Guerra et
al., 1999).

A embriogénese somatica permite uma grande producdo de plantas, com aplicacéo direta na
agricultura (CUNHA; FORTES, 1992; KUEHNLE et a., 1992; HAMIDAH et a., 1997;
SANCHEZ et d., 2000), sendo também utilizada para a producéo de plantas transgénicas e de
sementes sintéticas (GUERRA et al., 2001). Devido a essas aplicacles, o controle da regeneracao
de plantas por embriogénese somatica €, atualmente, um dos principais objetivos da biotecnologia
vegetal.

A embriogénese somatica caracteriza-se pelo desenvolvimento de embrifes a partir de
células somaticas ou células hapldides, por meio de diferentes estadios embriogénicos, originando
uma planta sem que ocorra a fusdo de gametas (WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986). Na
embriogénese somatica in vitro ou induzida, células hapléides ou dipldides (sométicas) em
diferentes est&dios de diferenciacdo podem, se adequadamente induzidas por estimulos ambientais
ou quimicos, serem reprogramadas e adquirirem novas competéncias morfogenéticas (GUERRA et
al., 1997). Essatécnicafoi descrita, pela primeiravez por Steward et a. (1958) e Reinert (1958), em
cenoura. A embriogénese somaéticatem sido relatada paramais de 300 espécies (BAJAJ, 1995).

Segundo Sharp et a. (1980), existem dois padrdes basicos de expressdo da embriogénese
somatica in vitro, o primeiro corresponde ao modelo direto (embriogénese direta), no qua os
embrifes sométicos originam-se dos tecidos-matrizes sem a formac&o de estadios intermediarios de
calo e 0 segundo padréo refere-se ao modelo indireto (embriogénese indireta), no qual os embrides
somaticos formam-se a partir de um calo, que apresenta células em diferentes estédios de
determinagdo, as quais podem adquirir novas competéncias, mediadas por mensageiros quimicos
especificos.

Independente do padréo direto ou indireto, as células-méaes embriogénicas apresentam um
conjunto de caracteristicas comuns a0 comportamento de células embrionarias em divisdo ativa.
Essas caracteristicas incluem um tamanho reduzido ou variando entre 100-200um, contetdo
citoplasmético denso, nucleos grandes com nucledlos proeminentes, vacliolos pequenos e presenca
de gréos de amido. As propriedades histoquimicas dessas células indicam intensa atividade
metabdlica e de sintese de RNA (TISSERAT et a., 1979; SHARP et a., 1980; VASIL, 1982;
DURZAN, 1988; GUERRA et a., 1999; MATHEW; PHILIP, 2003; KIM et a., 2003).

O desenvolvimento da embriogénese somatica pode ser caracterizado por duas fases. a
primeira fase denominada de fase de inducéo, onde as células sométicas diferenciadas adquirem
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competéncia embriogénica e se multiplicam como células embriogénicas, e a segunda fase,
denominada de fase de expressdo, na qual as células embriogénicas exibem a sua competéncia
embriogénica, diferenciando-se em embrides soméaticos (JMENEZ, 2001).

O processo inicia paraaformagdo de células embriogénicas requer a utilizagcdo de explantes
apropriados e a adicdo de reguladores de crescimento de plantas (RCPs) ao meio nutritivo, com
destaque para as auxinas e as citocininas (MATSUMOTO et a., 1996; TOMBOLATO; QUIRINO,
1996). As auxinas promovem a formacdo de células embriogénicas, possivelmente por iniciar a
ativacao dos genes. Segundo Pierik et al. (1979) e Sanchez et al. (2000), a presenca de umafonte de
auxina (2,4-diclofenoxiacético) e outra de citocinina (6-benzilaminopurina) promoveram o
aparecimento de embrifes somaticos de Anthurium andraeanum. Em H. psittacorum a formacéo de
calos organogénicos so foi possivel em presenca de altas concentracdes de auxina (17,68 mg. L™ de
2,4-D) (GOH et al., 1995). Por outro lado, alguns explantes possuem células embriogénicas pré-
existentes, formando embriGes sométicos in vitro independente de RCPs (TRIGIANO; GRAY,
2000).

O metabolismo hormonal do explante € um fator associado a competéncia organogenética,
pois é ele quem determinard, o balanco hormona enddgeno para inducdo da organogénese ou
embriogénese (Figura 3). Portanto, o efeito diferencial dos vérios tipos de auxinas e citocininas
guando aplicados ao meio de cultura, pode ser também correlacionado com o fato de cada um deles
interferir de modo particular no metabolismo hormonal enddégeno (PERES, 2002). Segundo
Ammirato (1983), o tipo e o0 estadio de desenvolvimento do explante, além das condicdes
ambientais em que as plantas matrizes sdo mantidas, influenciam de forma expressiva a capacidade
embriogénica.

Pedroso e Pais (1995) observaram que, em Camellia japonica, determinadas regides do
explante foliar apresentaram embriogénese somatica direta, enquanto que em outras regifes da
folha ocorreu rizogénese direta e calos organogénicos. Cunha e Fortes (1992) notaram que aregido
da base da folha de kiwi (Actinidia deliciosa), proxima ao peciolo, apresentou maior taxa de
formacdo e de crescimento de calos. Esses resultados comprovam gue em um mesmo explante

podem existir células em diferentes estadios de diferenciacéo.
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Figura 3 — Reinterpretacdo da hipétese proposta por Christianson e Warnick (1988) apud
Peres (2002) para o entendimento da competéncia organogenética. Genes de sensibilidade =
envolvidos na percepcao e transducdo do sina para auxinas (AIA e 2,4-D) e citocininas
(Cks); genes de metabolismo hormonal = responsaveis pelo estabelecimento hormonal
endégeno necess&rio para a regeneracdo; genes homeodticos = controlam a formacdo de
Orgaos e, portanto podem estar associados a regeneracdo de novas gemas caulinares ou

raizes.

b) Cultivo in vitro de embrides zigbticos

A terminologia “cultura de embri&o” tem sido empregada para descrever o processo de
crescimento do embri&o in vitro, independente da idade, tamanho e estédio de desenvolvimento no
qgual o embrido foi excisado. Entretanto, o estadio de desenvolvimento do embrido determina suas
exigéncias em nivel nutricional, e isso é fundamenta para o desenvolvimento de uma metodologia
de cultivo (PAPPAPORT, 1954 apud TORRES, LACORTE, 1997).

Os meios de cultivo incluem, na sua composi¢ao, 0s el ementos essencials Necessarios ao
crescimento da planta in vivo, os quais tém papel fisiolégico distinto no metabolismo da planta
(TORRES et d., 2001).

Diversos fatores podem afetar a eficiéncia e o sucesso da cultura de embrides, porém, as
condicdes gerais foram testadas e determinadas por varios pesquisadores, em trabalhos cléssicos,
desde o inicio do século (TORRES; LACORTE, 1997). O trabalho pioneiro foi de Hanning em
1904, quando cultivou embrides maduros de Raphanus sativus, R. landra, R. caudatus e Cochlearia
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danica, cujas exigéncias nutricionais consistiam de sais minerais, aglcares e aminoécidos. Nesse
experimento Hanning observou que a inclusdo de sacarose era necessaria para a germinacéo
(RAGHAVAN, 1976).

A sacarose € o carboidrato mais comum utilizado como fonte energética, em alguns casos,
especialmente para gramineas, outros acglcares como a maltose (SCOTT; LYNE, 1994; STIVAL,
1995), ou frutose (FOLEY, 1992) sdo mais eficientes, enquanto que Guerrero et al. (1998)
comentam que a glicose geralmente é empregada no cultivo de monocotiledéneas. Segundo Hu et
al. (1979), a presenca de glicose e aglcares ndo redutores (sacarose, rafinose, estaquiose) no meio
de cultura promovem o crescimento embrionario. O agUcar € um importante componente do meio
nutritivo, utilizado como fonte de carbono e energia, sendo essencial para o crescimento e
desenvolvimento do explante in vitro, uma vez que a fotossintese € ineficiente em funcéo de uma
variedade de fatores, como a insuficiente organizagdo celular, a deficiéncia de clorofila, as
limitagOes das trocas gasosas entre 0 ambiente e os frascos de cultivo e a baixa disponibilidade de
luz (BEYL, 2000; TRIGIANO; GRAY, 2000).

Entre as numerosas aplicacdes da cultura de embrides, destaca-se a micropropagacao clonal,
como uma das técnicas vidveis para a multiplicacdo de plantas em larga escala. Devido a sua
natureza juvenil com alto poder regenerativo, os embrides zigoticos sdo excelentes explantes para
propagacdo clonal in vitro (TORRES; LACORTE, 1997). A regeneracéo de plantas tem sido obtida
de tecidos derivados de subculturas de embriGes maduros de arroz (JOAO, 1987) e de outras
gramineas (MCDANIEL et al., 1982).

Ferreiraet a. (1991, 1995) afirmam que as respostas a embriogénese zigoticain vitro podem
ser diferentes para cada material genético ou estadio de maturidade do fruto. In vitro, a
concentracdo de sais e de reguladores de crescimento (HU; FERREIRA, 1998), além da fonte de
carboidrato (DAVIS, 1989; HU et al., 1979; LOPEZ, 1990; ROJAS et a., 1996) no meio de cultivo,
podem influenciar o desenvolvimento embrionério. Hu e Ferreira (1998) também comentam que as
respostas de desenvolvimento do embri&o zigdtico in vitro e in situ sdo regidas pela constituicéo
genética, bem como pelas condic¢des ambientais e suas interacoes.

Embora no cultivo em laboratorio as condicdes sejam mais uniformes, estas ndo o0 eram
anteriormente, durante a formag&o da semente de onde os explantes foram retirados. Além disso,
em campo, a variabilidade genética é maior, principal mente quanto menos tenha sido domesticada a
espécie em estudo. Portanto, se faz necessario avaliar a variabilidade genética das plantas obtidas a
partir de embrides zigoticos desenvolvidos in vitro através de andlise genética (HU; FERREIRA,
1998).
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3.4 - Utilizacao de isoenzimas como ferramenta para anélise da variabilidade genética.

As plantas provenientes do cultivo in vitro podem apresentar uma maior freqiiéncia de
variagdes que modificam, em alguns casos, o fendtipo e/ou gendtipo dos individuos resultantes
(TULMANN NETO et a., 1998). A andlise isoenziméticatem sido bastante utilizada para estimar a
variabilidade em vérias espécies provenientes do cultivo in vitro: Lycopersicon esculentum
(EVANS et a., 1984); Solanum phurga (PEHU et al., 1986); Rubus idacus (COUSINEAU,;
DOUNELLY, 1989); Ipomoea batatas (ALVES et al., 1994); Sacharum officinalis (TAYLOR et
al., 1995); Musa sp. (ULISSES et al., 2002) e Ananas comosus (FEUSER et al., 2003), colaborando
de forma significativa na identificagdo de variages genéticas ao nivel de enzimas ou de proteinas
em plantas provenientes da micropropagacao, possibilitando uma analise indireta de genes.

O termo isoenzimas, em termos gerais, referem-se as diferentes formas bioguimicas de uma
enzima, as quais podem ser identificadas por migracéo e intensidade de coloragdo em gel (PINTO et
al., 2001). As isoenzimas surgem por mecanismos genéticos ou epigenéticos. No primeiro caso, 0
gene que codifica a enzima é duplicado (o que ocorre ao longo da evolucéo) e, posteriormente, esse
gene duplicado, por mutacdes de ponto, acaba por divergir do original, produzindo uma outra
enzima. Nos mecanismos ditos epigenéticos, as ateracbes ocorrem apos a traducdo dos peptideos,
sendo responsavel pelo surgimento das chamadas i soenzimas secundérias (ACCQUAAH, 1982).

A maioria dos sistemas isoenzimaticos localiza-se no citossol, em solucdo ou ligado as
membranas celulares. A variagao isoenzimatica pode ocorrer nos diferentes compartimentos de uma
célula, em células de um tecido ou nos diversos estadios ontogenéticos. A simplicidade da técnica
de isoenzimas, diada a0 seu baixo custo em relacdo aquele dos marcadores baseados em
polimorfismos de DNA, faz com que esse marcador continue a ser utilizado para responder as
diversas questes que a pesquisa em genética nos impde (PINTO et a., 2001).

A técnica de andlise de isoenzimas consiste de trés etapas: extracdo das enzimas do tecido
vegetal, separacdo por eletroforese e coloragcdo por métodos histoquimicos (PINTO et al., 2001).
Sua utilizacdo tem sido possivel na pesquisa genética em um grande nimero de espécies vegetais
(QUIROS, 1991). A andlise eletroforética de isoenzimas permite estudar a variabilidade genética
existente entre individuos ao nivel de enzimas ou de proteinas, e o0s resultados obtidos com a
eletroforese possibilitam uma andise indireta de genes (ALFENAS et al., 1991). Essa correlacdo
baseia-se no fato de que a seqliiéncia de aminoécidos das proteinas € determinada pela seqiiéncia de
nucleotideos de genes estruturais, e portanto, o padréo eletroforético de enzimas e/ou proteinas
corresponderia a expressao do produto primério do gene (GOTTILIEB, 1977).

As isoenzimas desempenham a mesma atividade catalitica, pois podem ter diferentes
propriedades cinéticas e ser separadas por processos bioquimicos. Isto significa que as isoenzimas

de um mesmo grupo diferem entre S na sequéncia de aminoacidos que possuem, o0 que, por

26



conseguinte, pode influir na natureza da estrutura protéica secundaria, terciéria e quaternaria da
enzima. O numero de isoenzimas de uma determinada enzima esta relacionado com o nimero de
compartimentos subcelulares onde se realiza a mesma reacdo catalitica (GOTTLIEB, 1982).

Os marcadores isoenziméticos apresentam algumas limitagdes, tais como, especificidade
tissular de algumas formas isoenziméticas e diferenciacdo da atividade das isoenzimas, associadas
aos diferentes estadios de desenvolvimento (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).

Segundo Crawford (1983) apud OliveiraPaula (1993), ateracbes na sequéncia de
nucleotideos de genes estruturais podem resultar em ateracfes na seqiiéncia de aminoacidos das
cadeias polipeptidicas que codificam, induzindo modificagdes na mobilidade das proteinas. Nesse
caso, as diferencas eletroforéticas sdo o resultado de diferencas genéticas; como exemplo, asimples
substituicdo de aminoécidos pode ser caracterizada de acordo com o efeito sobre ataxa de migracéo
de bandas, onde as diferencas observadas equivalem a caracteristicas fenotipicas particul ares.

A premissa béasica adotada ao se utilizar dados isoenziméticos é que as diferencas na
mobilidade eletroforética das isoenzimas sdo resultantes das diferencas ao nivel de sequéncias de
DNA gue codificam tais enzimas. Assim, se o0s padrdes de bandas de dois individuos diferem,
assume-se que essas diferencas possuam bases genéticas e sejam herdaveis (MURPHY/, 1990).

A andlise isoenzimética pode ser utilizada como marcador genético, a ser aplicado em
muitos aspectos da pesquisa basica bem como para estimar os niveis e entender a estrutura da
variabilidade genética de populagdes naturais, auxiliar na identificacdo de variedades e na selecéo
indireta de caracteres agrondmicos, entre outros (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1996).
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(Embriogénese somatica em heliconias a partir de secces de ovario e de embrides zigbticos).
RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer protocolos para a indugdo de calos
embriogénicos em espécies de heliconia. Foram realizados dois experimentos, 0 primeiro constou
de trés ensaios. O primeiro ensaio consistiu de combinactes de AIA (é&cido 3-indolilacético) (0; 1;
1,5; 2 e 25 mg.L™") com 2,4-D (2,4-diclorofenoxiacético) (0; 3; 4; e 5 mg.L™") e o segundo
combinou o BAP (6-benzilaminopurina) (0; 1; 1,5; 2; 2,5 mg.L™) com 2,4-D (0; 3; 4, e5mg.L™") na
espécie Heliconia chartacea cv. Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink. O terceiro ensaio contou de
combinagdes entre AIA (0; 1 e 2 mg.L™) e 2,4-D (0; 5; 10; 15 e 20 mg.L™), nas cultivares Sexy
Pink’ e ‘Sexy Scarlet” da espécie H. chartacea. Em todos 0s ensaios, utilizaram-se secgOes de
ovérios como explantes. No segundo experimento utilizram-se embrides zigbticos provenientes de
frutos imaturos e maduros de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two em combinacfes de AIA (0; 1
e2 mgL?) e 24D (0; 5; 10; 15 e 20 mg.L™). As avaliagBes em ambos experimentos foram
realizadas aos 30, 60 e 90 dias apbs a inoculagdo, considerando o aspecto dos calos e a presenca de
nodulos, através de observaces em estereomicroscopio, além de andlises citoquimica, histologica e
de microscopia €eletronica de varredura. No experimento 1, o indice de formagdo de calos nos
explantes tratados com AlA+2,4-D, foi superior aquele observado com as combinacbes de
BAP+2,4-D, na qual observou-se a presenca de células pré-embriogénicas. No terceiro ensaio, a
‘Sexy Pink’ apresentou maior indice de formac&o de calos quando comparada com a Sexy Scarlet’.
No segundo experimento a formagdo de embrifes somaticos ocorreu apenas nos embrides zigoéticos

provenientes de frutos maduros cultivados na auséncia de reguladores de crescimento.

Palavras-chave: Heliconia; calogénese; regulador de crescimento; histologia; microscopia
eletronica de varredura.
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(Somatic embryogenesis in heliconias from sections of ovary and of zigotic embryoes)

ABSTRACT

The aim of current work was to establish protocols for the induction of embryogenic callus in
helionia species. Two experiment were carried out; the first one had three essays. The first essay
was consisted on combinations of AlA (indole-3-acetic acid) (0; 1; 1,5; 2 and 2,5 mg.L™) with 2,4-
D (2,4-dichlorophenoxyacetic) (0; 3; 4 and 5 mg.L™) and the second combined BAP (6-
benzylamino purine) (0; 1; 1,5; 2 and 2,5 mg.L™) with 2,4-D (0; 3; 4 and 5 mg.L™). On the essays
above, sections of ovarys of H. chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink was used as explants.
The third essay counted on combinations among AIA (0; 1 and 2 mg.L™) and 2,4-D (O; 5; 10; 15
and 20 mg.L™Y) at cultivars ‘Sexy Pink’ and ‘Sexy Scarlet’ of H. chartacea species. On the second
experiment was used zigotic embryoes came from immature and mature fruits of H. bihai cv. (L.) L.
Lobster Claw Two in combinations of AIA (0; 1 and 2 mg.L™) and 2,4-D (0; 5; 10; 15 and 20 mg.L"
Y. Valuations in both experiments were achieved at 30, 60 and 90 days after inoculation,
considering the aspects of the callus and the presence of nodules, by observations in
stereomicroscope, besides citochemical, histologic and scanning electron microscopy analyses. On
the experiment 1, the rate of callus formation on treated explants with AIA+2,4-D, was superior to
that observed with the combinations of BAP+2,4-D, in which observed presence of proembrionary
cells. On the third essay, ‘Sexy Pink’ showed a major rate of formation of callus compared with
‘Sexy Scarlet’. At the second experiement the formation of somatic embryoes took place just in

zigotic embryoes came from mature fruit cultivated at the absence of growth regulators.

Keys-words. Heliconia; callogenesis, growth regulator; histology; scanning electron microscopy.

40



Introducéo

As espécies de plantas ornamentais tropicais tém atraido o mercado de flores devido a
beleza, exoticidade e durabilidade pds-colheita das inflorescéncias. Nesse cenario, o Brasil possui
grande contingente de espécies nativas ou introduzidas que se enquadram nesses padrfes de
referéncia. As heliconias destacam-se neste panorama e dentre elas, as cultivares ‘Sexy Pink’ e
‘Sexy Scarlet’, da espécie Heliconia chartacea Lane ex Barreiros, estéo entre as mais valorizadas
no mercado. Outro destaque € a espécie H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two que, dém de
apresentar durabilidade pos-colheita, € uma das cultivares de grande interesse para comercializacao
(Abalo, 1999).

As heliconias possuem um rizoma subterraneo, comumente usado para propagacao, a partir
do qual se desenvolvem as gemas florais e os novos perfilhos (Castro, 1995). Esse sistema de
propagacéo vegetativa, além de limitar a quantidade de mudas disponiveis, apresenta sérios riscos
de disseminagéo de pragas e doencas. A micropropagacdo surge como uma importante alternativa
para proporcionar a producdo em larga escala de mudas de helicbnia com elevado padrdo de
qualidade. Entretanto, a micropropagacdo de helicbnias via dpices caulinares depara-se com
problemas de contaminacdo endofitica, dificultando a multiplicacdo do explante, conforme
registrado por diversos autores (Nathan et al., 1992; Atehortua et al., 1999; Dias & Rodrigues,
2001). Diante desse problema, se faz necessario a utilizagdo de outros tipos de explantes associados
a outras técnicas de micropropagacao.

A embriogénese somédtica € uma das técnicas de micropropagacdo que se destaca por
apresentar algumas vantagens que aumentam as perspectivas no ambito da biotecnologia vegetal,
s80 elas: a obtencdo de inUmeros propagulos a partir de um reduzido nimero de explantes (Vasil &
Vasil, 1986; Vasil, 1988; Jménez, 2001; Maciel et al., 2003) e a propagacdo clona de plantas
transgénicas (Guerra et al., 1999; Jiménez, 2001).

A adequacdo de um protocolo para micropropagacdo, a partir da embriogénese somética,
envolve a definicdo de doses e combinagdes de reguladores de crescimento, além do tipo de
explante para cada gendtipo (Guerra et al. 1999). O sucesso da producdo in vitro em larga escala
depende do agjuste de um protocolo adequado para cada espécie ou variedade a ser micropropagada.

O presente trabalho objetivou estabel ecer protocolos para a obtencdo de embrides sométicos
nas espécies H. chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink e cv. Sexy Scarlet e H. bihai (L.) L. cv.
Lobster Claw Two.
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Material e métodos

As plantas matrizes das cultivares ‘Sexy Pink’ e ‘Sexy Scarlet” da espécie H. chartacea
Lane ex Barreiros, foram procedentes da Fazenda Mulata no municipio de Camaragibe, Estado de
Pernambuco, enquanto que as plantas matrizes de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two foram
procedentes do Sitio S&o Tiago, localizado no municipio de Paulista, também no Estado de

Pernambuco.

a) Experimento 1: Indugdo de embriogénese somética a partir de seccles de ovario.

O primeiro experimento constou de trés ensaios, onde o0s ovarios retirados de
inflorescéncias, com 4 brécteas abertas e 1 fechada, foram utilizados como fonte de explante.
Inicialmente, esses explantes passaram por uma lavagem com detergente comercial puro e agua
corrente. Em seguida, em camara de fluxo laminar, foram imersos em acool 70%, por um minuto,
seguindo de duas imersbes em solugcdo de hipoclorito de calcio, a primeira a 3%, contendo trés
gotas de tween 20%, durante 20 minutos, e a segunda a 1,5%, contendo também trés gotas de tween
20%, por 15 minutos e, finalmente, trés lavagens com agua destilada estéril para eliminar o excesso
dos agentes desinfestantes. Apds esse processo, 0s ovarios foram seccionados transversalmente e as
secgoes, medindo aproximadamente 0,7cm de diametro e 0,2cm de espessura, foram inoculadas em
tubo de ensaio (2,5 x 15cm) contendo 10mL do meio nutritivo.

O primeiro ensaio, consistiu de combinacBes entre os niveis 0; 3; 4 e 5mg.L™" de 2,4-D
(&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e 0; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5mg.L™* de AIA (&cido 3-indolilacético), de
acordo com Valencia & Atehortua (1999). Num segundo ensaio, 0s mesmos niveis de 2,4-D foram
combinados com os niveis 0; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5mg.L™* de BAP (6-benzilaminopurina). Os ensaios
supracitados foram realizados com a cv. ‘Sexy Pink’ e obedeceram a um esquema fatorial 5x4,
inteiramente casualizado, com 10 repeti¢cGes por tratamento. O terceiro ensaio foi estabelecido a
partir de combinacdes entre trés niveis de AlA (0; 1 e 2mg.L™) e cinco niveis de 2,4-D (0; 5; 10; 15
e 20mg.L™) nas cultivares ‘Sexy Pink’ e ‘Sexy Scarlet’, em esquema fatorial 3x5x2, com
delineamento experimental inteiramente casualizado, com 10 repeticdes por tratamento.

O meio MS (Murashige & Skoog, 1962) basico, foi acrescido de 30g.L™ de sacarose e
2,0g.L " de phytagel. O pH foi gjustado para 5,8 antes de esterilizar em autoclave a 121°C, durante
20 minutos. O material inoculado foi mantido no escuro, a temperatura de 25°2°C, durante 90 dias.

A avaliacdo foi realizada calculando-se um indice de formagdo de calos (IFC), a partir da
formula: IFC = EC/EI (onde: EC = nimero de explantes que formaram calos; EI = nimero de
explantes inoculados), considerando também o aspecto dos calos e a presenca de ndédulos, com o

auxilio de estereomicroscopio.
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Ao IFC foi aplicado teste estatistico ndo paramétrico, baseado na distribuicdo de Qui-

guadrado, utilizando um comparador de Tukey para ser empregado nos contrastes dos dados

transformados em arcsen J% )

b) Experimento 2: Inducdo de embriogénese somética a partir de embrifes zigoticos.

Nesse experimento foram utilizados como explante embrides zigoéticos de H. bihai (L.) L.
cv. Lobster Claw Two. Os frutos foram classificados mediante o grau de maturagdo: imaturo
(branco) e maduro (azul escuro), sendo retirados das bréacteas das inflorescéncias e submetidos a
uma lavagem com detergente comercial puro em &gua corrente. Em seguida, em camara de fluxo
laminar, os frutos foram submetidos a0 mesmo processo de assepsia descrito no experimento 1. O
pericarpo dos frutos maduros e imaturos foram retirados com o auxilio de pinga e bisturi e,
pressionando a semente na regido da radicula com um alicate, o embrido foi extraido. Os embrifes
extraidos foram inoculados separadamente em tubo de ensaio (2,5 x 15cm) contendo 10mL de meio
nutritivo MS, acrescido de 30g.L™ de sacarose e 2,0g.L™" de phytagel. O gjuste do pH e a
esterilizacdo do meio nutritivo foram feitos como descrito anteriormente. Os embrides foram
mantidos no escuro, em temperatura de 25°2°C.

Os tratamentos foram estabelecidos a partir de combinacdes entre trés niveis de AIA (0; 1 e
2mg.L™); cinco niveisde 2,4-D (0; 5; 10; 15 e 20mg.L ™) e 0 estadio de maturacdo do fruto (imaturo
e maduro), dentro de um esquema fatorial 3x5x2, inteiramente casualizado, com 10 repeticdes por
tratamento.

As avaliagbes em ambos experimentos, foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias apds a
inoculacdo, com base em observacdes visuais e caracteristicas qualitativas, com o auxilio de
estereomicroscopio.

Aos 90 dias em meio de indugdo, em ambos experimentos, foram selecionados os calos que
apresentaram superficie nodular e coloracéo amarelada, onde parte desses calos foi preparada para
analise citoquimica e histoldgica, e a outra parte foi transferida para meio de expressao (conversao
dos embrides sométicos). O meio de expressdo foi 0 MS acrescido de 30g.L ™ de sacarose, 2,0g.L™
de phytagel e 1,0mg.L™ de BAP. Os calos foram mantidos & temperatura de 25'2°C, com

fotoperiodo de 16 horas e luminosidade de 50pmols m?.s™, durante 60 dias.

e Andlise citoquimica

Calos selecionados provenientes do meio de inducdo foram corados com azul de Evans
(0,1%) e carmin acético (2%) para visualizagdo de pro-embrido somético, seguindo a metodologia

de Guerra (2001). Os calos foram observados e fotografados com o auxilio de um fotomicroscopio
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Optico, no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Empresa Pernambucana de Pesquisa

Agropecuaria (1PA).

e Andlises histologicas
a) Microscopia 6tica

Foram selecionados cal os que apresentaram estruturas nodulares na superficie e, em seguida,
foram desidratados e infiltrados no aparelho histotécnico automético e incluidos em parafina em
emblocador Tissue-Tec. Posteriormente, foram procedidos os cortes histologicos seriados, com
espessura variando de 4um a 6um, em microtomo horizontal. Os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina. O preparo das |&minas foi realizado no setor de Patologia do Laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). As laminas foram analisadas e fotografadas ao microscépio
otico do Laboratério de Anatomia Vegetal da Universidade de Séo Paulo (USP).

b) Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os calos foram fixados em solugdo de glutaraldeido a 3% e desidratados em uma série
gradativa de acool etilico (50%, 70%, 90% e 100%). Em seguida foi realizada a secagem pelo
método do ponto critico com CO,. Os calos foram metalizados com uma camada de ouro de 300A°
e observados ao microscopio eletrdnico de varredura, operando a 15kv. Essas anadlises foram
realizadas no setor de Microscopia Eletronica do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA).

Resultados e discussdo

a) Experimento 1: Inducéo de embrides sométicos a partir de secgles de ovério.

Apobs 30 e 60 dias de cultivo, observou-se intumescimento nas bordas das secces de ovario
inoculadas em todos os tratamentos dos ensaios com AlA+2,4-D (Ensaio 1) e com BAP+2,4-D
(Ensaio I1). Aos 90 dias de cultivo, o indice de formag&o de calos (IFC) nos explantes tratados com
AlA+2,4-D foi superior aguele observado com as combinagdes de BAP+2,4-D (Tab. 1). Os calos
obtidos nos tratamentos com AlA e 2,4-D, apresentaram-se como um grupamento de células
nodulares de coloragdo creme a amarelada, facilmente destacaveis. Essas caracteristicas sdo
atribuidas a calos embriogénicos fridveis em café (Sondahl & Sharp, 1977). Calos semelhantes
foram observados por Almeida et al. (2001) em Carica papaya (mamoeiro). Esses resultados
discordam de alguns autores (Chalupa, 1987; Kurten et al., 1990; Mathew & Philip, 2003), os quais
admitem que a combinag&o de concentragdes entre auxina e citocinina no meio nutritivo favorece a

induc&o e proliferagdo da embriogénese. Os calos formados a partir dos tratamentos com BAP e
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2,4-D apresentavam esbranquicados e aquosos. No presente trabalho, na maioria dos tratamentos a
presenca de BAP exerceu um efeito deletério sobre aformacédo de calos em Heliconia chartacea cv.
Sexy Pink. Resultados similares foram acancados por Martini et al. (2001), que observaram uma
acdo inibitéria do BAP na inducéo e proliferagdo de calos de orquidea (Gongora quingquenervis).
Segundo Williams & Maheswaran (1986), o BAP atua de forma considerada, na polaridade das
células, favorecendo o processo de diferenciacdo dos cal os embriogénicos em plantas.

Na auséncia das auxinas (Controle: AODOQ), ndo houve a formacéo de calos. No tratamento
com 1 mg.L™? de AIA, na auséncia de 2,4-D, registrou-se um baixo IFC, que anulou-se com o
aumento do nivel de AIA, sem adicéo de 2,4-D (Tab. 1).

Tabela 1 - indice de formaggo de calos (IFC) a partir de seccBes de ovério de H. chartacea Lane
ex Barreiros cv. Sexy Pink aos 90 dias em meios com diferentes combinagbes de AIA+2,4-D
(Ensaio I) e BAP+2,4-D (Ensaio I1) (mg.L™).

Tratamentos Indicede Tratamentos Indicede
(mg.L™ formagcéo de (mg.L™ formacao de
calos (IFC) calos (IFC)
0AIA +02,4-D (AODO) ob 0BAP+ 02,4-D (BODO) ob
OAIA +324-D (AOD3) la 0BAP+ 32,4-D (BOD3) la
OAIA +42,4-D (AOD4) 07 ab 0BAP+ 42,4-D (BOD4) la
0AIA +52,4-D (AOD5) la 0BAP+52,4-D (BOD5) la
1AIA + 024D (A1DO) 0,3 ab 1BAP + 0 2,4-D (B1DO) 0b
1AIA +324-D (A1D3) 0,8ab 1BAP+324-D (B1D3) 0,2ab
1AIA +42,4-D (A1D4) la 1 BAP + 4 2,4-D (B1D4) 04 ab
1AIA +524-D (A1D5) 0,8ab 1BAP+524-D (B1D5) la
1,5AIA +02,4-D (A1,5D0) 0b 1,5BAP+02,4-D (B1,5D0) Ob
15AIA +324-D (A1,5D3) 0,6 ab 1,5BAP+324-D (B1,5D3) 0,2ab
15AIA +42,4-D (A1,5D4) la 1,5BAP+424-D (B1,5D4) Ob
15AIA +524-D (A1,5D5) 0,6 ab 1,5BAP+524-D (B1,5D5) Ob
2 AIA +02,4-D (A2D0) ob 2 BAP+02,4-D (B2D0) ob
2 AlIA +32,4-D (A2D3) la 2BAP+324-D (B2D3) 0,2ab
2 AIA +42,4-D (A2D4) la 2 BAP + 4 2,4-D (B2D4) 0b
2 AIA +52,4-D (A2D5) la 2 BAP +52,4-D (B2D5) 02ab
25AIA +02,4-D (A2,5D0) Ob 2,5BAP + 0 2,4-D (B2,5D0) Ob
25AIA +32,4-D (A2,5D3) la 25BAP + 324-D (B2,5D3) Ob
25AIA +424-D (A2,5D4) la 2,5 BAP + 4 2,4-D (B2,5D4) Ob
25AIA +52,4-D (A2,5D5) la 25BAP+524-D (B2,5D5) Ob

Meédias seguidas de letras diferentes entre cada linha, diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de
Tukey.

As diferengas quanto ao metabolismo e a estabilidade das auxinas no tecido vegetal podem
contribuir para as diferencas observadas na resposta in vitro, onde o 2,4-D freqlentemente induz a
formacdo de calo e pode ser importante em sistemas de embriogénese somatica (Caldas et al.,

1998). O 2,4-D é considerado uma substancia capaz de desencadear processos de desdiferenciacdo
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(modelos indiretos) e rediferenciagdo (modelo direto), aterando a determinagcdo celular e
conferindo novas competéncias as células responsivas presentes nos explantes (Guerra et al., 1999;
Lee et al., 2001 apud Nowak & Shulaev, 2003). Admite-se que a massa celular pro-embriogénica
cultivada em presenca de auxina tem capacidade de sintetizar as proteinas necessérias paraformar o
embrido em estadio globular (Zimmerman, 1993).

Goh et al. (1995), trabalhando com secgdes finas do pseudocaule de Heliconia psittacorum,
observaram que em presenca de 2,21mg.L™ de 2,4-D houve a formag&o de raizes, enquanto que em
concentraces mais altas (8,84 e 17,68mg.L ™) ocorreu aformac&o de calos.

Cruz et al. (1990), Rodriguez & Wetzstein (1998) e Flores et al. (2003) demonstraram que
em Feijoa sellowiana, Carya illinoinensis e Fragaria sp., respectivamente, o 2,4-D foi mais efetivo
na formacdo de calos do que o AIA. No entanto, Radojevic (1979) observou que a formacdo de
embrides somaticos de Paulownia tomentosa foi induzida especificamente por AIA. Esses
diferentes resultados em relacdo a fonte de auxina utilizada podem estar relacionados com a
constituicao genética do material vegetal que tem grande influéncia na resposta obtida in vitro (Hu
& Ferreira, 1998).

Valencia & Atehortua (1999), induzindo a formagdo de calos a partir de gema floral de
Heliconia stricta, observaram que as melhores respostas quanto a formagéo de cal os embriogénicos
foram obtidas en meio MS suplementado com 3 a5mg.L™ de 2,4-D e 1 a25mg.L™ de AIA. A
formacdo desses calos embriogénicos ocorreu apds quatro a seis meses de cultivo, periodo mais
longo quando comparado com o periodo alcancado no presente trabalho, no qual a formagdo de
cal os embriogénicos e embrides sométicos foi registrada aos trés meses de cultivo (Fig. 1A).

A combinacdo de AIA com 2,4-D favoreceu a formagdo de nddulos de coloragdo amarelada
(Fig. 1A), especiamente nos tratamentos A1,5D3; A2D5 e A2,5D5. No tratamento com A1,5D3
observou-se acima do tecido caloso a presenca de uma estrutura clorofilada (Fig. 1B), indicando ser
0 inicio do processo organogénico. Essa estrutura ndo se desenvolveu quando transferida para o
meio de expressdo (1,0mg.L™ de BAP). Segundo Inoue et al. (2000), a competéncia organogenética
geralmente é regulada por citocininas, fato esse observado anteriormente em Santalum album L.
(Rai & McComb, 2002) e em Musa (Lee et al., 1997; Novak et al., 1989; Jarret et al., 1985;
Cronauer-Mitra & Krikorian, 1984). No entanto, ndo foi observada a continuidade do processo no
presente trabalho, utilizando no meio de expressdo uma citocinina como fonte indutora para
organogénese.

Segundo Peres (2002), diferencas significativas na capacidade organogenética in vitro séo
encontradas ao se variar a composi¢do mineral, as vitaminas e as fontes de aglicar do meio nutritivo.
Contudo, os componentes mais criticos adicionados ao meio de cultura sdo os reguladores de

crescimento vegetais. No processo de organogénese, a competéncia seria entendida como a
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capacidade de responder ao estimulo hormonal necesséria a inducéo da formagdo do 6érgéo. A falha
de competéncia de um tecido poderia refletir, portanto, a falta de receptores que interagem com
horménios, induzindo 0 processo organogenético nas células. Diante dos resultados obtidos nesse
trabalho, faz-se necessario avaliar meios com diferentes concentragdes de sais, outros reguladores
de crescimento, fontes de carboidratos, entre outros, para favorecer a capacidade de expressdo dos
embrifes sométicos de H. chartacea cv. Sexy Pink em plantas.

As células dos calos formados na maioria dos tratamentos com as combinacdes de
AlA+2,4-D apresentaram tamanho reduzido, conteldo citoplasmatico denso e intensa atividade
metabdlica, traduzida pela reagdo ao carmim aceético, apresentando coloracdo vermelha (Fig. 1C).
De acordo com Guerra et al. (1999), a coloracdo com carmim acético evidencia a presenca de
substéncias de reserva, as quais poderdo favorecer na formagdo do tecido. As células que
apresentam as caracteristicas supracitadas sdo consideradas células embriogénicas (Durzan, 1988;
Mathew & Philip, 2003; Kim et al., 2003).

Os calos fridveis apresentando nddulos amarelados nas extremidades sdo considerados
embriogénicos (Falco et al., 1996; Donato et al. 2000). Os calos obtidos no presente trabalho
apresentavam as caracteristicas supracitadas e quando foram analisados histologicamente,
observaram-se células protuberantes, extremamente coradas, consideradas pré-embriogénicas,
localizadas na camada superficial dos nédulos (Fig. 1D). Em Eucalyptus gunnii Hook, Hervé et al.
(2001) também observaram a presenca de uma protuberancia na camada superficial do calo, sendo

considerada uma regido com células pro-embriogénicas.
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Figura 1 — Aspecto geral dos caos, visuadizacdo de células pro-embriogénicas e avaliacdo
histol6gica dos calos da cv. Sexy Pink aos 90 dias de cultivo: (1A) Calos com nédulos amarelados e
embrifes sométicos (setas) obtidos no tratamento A2,5D5 (Barra = 1,25mm); (1B) Presenca de
estrutura esverdeada (seta) no tratamento A1,5D3 (Barra = 0,83mm); (1C) Células pro-
embriogénicas mostrando reagdes a presenca do carmim acético no tratamento A2,5D5 (Barra =
1mm); (1D) Segdo longitudinal do calo mostrando a proliferacéo de células pro-embriogénicas na

superficie do nodulo (seta), no tratamento A2,5D5 (Barra= 25mm).

As imagens obtidas na microscopia eletronica de varredura permitem observar um tecido
embriogénico com varias células esféricas pequenas (Fig. 2A), evidenciando células em divisdo no
tratamento A2,5D5 (Fig. 2B e 2C). Na figura 2C evidenciou-se a presenca de células em divisdo
anticlina que permaneceram conectadas ao tecido de origem (célula mae). Aspectos similares
foram observados por Sondahl et al. (1979), os quais admitem que o tecido embriogénico é
congtituido por células esféricas e peguenas, apresentando divisdes no inicio do desenvolvimento.
Ainda nafigura 2C observa-se a presenca de embrido somatico em estadio globular (EG). Embrides
similares foram observados por Rodriguez & Wetzstein (1998) em Carya illinoinensis. Observa-se
na figura 2D a presenca de um embrido possivelmente de forma cilindrica, ou segja, em estadio mais
avancado que o globular. Esses resultados comprovam a existéncia de células embriogénicas, mas

gue essas, ndo apresentaram capacidade para se converterem em plantas nos tratamentos utilizados.
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Figura 2 — Aspecto geral de células embriogénicas em calos da cv. Sexy Pink sob microscopia
eletronica de varredura (MEV), aos 90 dias de cultivo no tratamento A2,5D5: (2A) Visdo geral do
agrupamento de células embriogénicas com aspecto globular; (2B) Divisdo anticlinal da célula
embriogénica (seta); (2C) Células em processo de divisdo (seta) e presenca de embrido globular

(EG); (2D) Embrido somatico de forma cilindrica (seta).

Considerando o IFC e o aspecto dos calos descritos no ensaio |, foram feitas combinagtes
com as doses intermedidrias de AIA elevando-se as concentragdes de 2,4-D. Neste ensaio, a cultivar
‘Sexy Pink’ apresentou um maior indice de formagdo de calos em comparagdo com a cultivar Sexy
Scarlet’. Nos tratamentos A1D10 e A2D5, o IFC da cultivar ‘Sexy Pink’ foi igual a 1, o que
correspondeu a 100% de formacéo de calos nos explantes inoculados (Tab. 2), demonstrando que o
AlA associado ao 2,4-D apresentam respostas satisfatorias no |FC na cultivar estudada. Nathan et
al. (1993) obtiveram 100% de formagdo de calos em tratamento com nivel mais alto de 2,4-D
(17,68mg.L™), utilizando como explante inicial segmentos de brotos de H. psittacorum obtidos in

vitro.
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Tabela 2 - indice de formagZo de calos (IFC) a partir de secces de ovério das cultivares Sexy
Pink’ e ‘Sexy Scarlet’ da espécie H. chartacea Lane ex Barreiros aos 90 dias, em meios com

diferentes combinacdes de AIA e 2,4-D (mg.L™) (Ensaio I11).

Tratamentos i ndice de formagcao de calos
(mg.L™ (IFC)

Sexy Pink Sexy Scar let
0AIA +02,4-D (AODO) Ob Oa
OAIA +52,4-D (AOD5) 08a Oa
0AIA +102,4-D (AOD10) 0,6 ab Oa
0AIA +152,4-D (AOD15) 08a Oa
0AIA +202,4-D (AOD20) 0,2ab Oa
1AIA +02,4-D (A1DO) 0,4 ab Oa
1AIA +52,4-D (A1D5) 0,6 ab 04a
1AIA +1024-D (A1D10) la Oa
1AIA +1524-D (A1D15) 08a 02a
1AIA + 20 2,4-D (A1D20) 0,8a 02a
2 AIA +024-D (A2D0) 0,6 ab Oa
2 AIA +524-D (A2D5) la 02a
2 AIA +102,4-D (A2D10) 08a 04a
2 AIA +152,4-D (A2D15) 0,6 ab 02a
2 AIA +202,4-D (A2D20) 0b 02a

Médias seguidas de |etras diferentes entre as linhas dentro de cada coluna, diferem
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

O fato da cultivar ‘Sexy Scarlet’ ndo ter respondido aos tratamentos aplicados pode estar
associado a diversos fatores, dentre eles o gendtipo (recalcitrante). Mesmo sendo cultivares da
mesma espécie (H. chartacea cv. Sexy Pink e Sexy Scarlet), o genétipo exerceu uma influéncia no
comportamento in vitro e isso pode estar associado a recalcitrancia de determinadas
monocotiledéneas (Liliopsidas). Varios pesquisadores tém observado essa influéncia, os quais
sugerem gque genes dominantes controlam a formacdo de calos embriogénicos e a regeneracdo de
plantas no cultivo in vitro (Green & Rhodes, 1982; Tomes, 1985).

Em um grande nimero de processos, 0 controle da atividade génica na transcricdo e
traducéo esta diretamente relacionado com as células responsivas (Guerra et al., 1999). Segundo
Van Der Linde (1990) apud Guerra et al. (1999), as células responsivas sdo caracterizadas pela
presenca de receptores que se ligam ao hormonio e, subsequientemente, iniciam aresposta na célula.
Esses receptores geralmente sdo de origem protéica.

Observou-se que a maioria das secgdes de ovario da cv. Sexy Scarlet usadas como explante
ndo apresentaram intumescimento durante os 90 dias de cultivo, exceto nos tratamentos A1D5 e
A2D10, nos quais surgiram calos fridveis de coloragdo amarela esbranquicada desenvolvendo-se
mais na porcao central do explante (Fig. 3A). N&o houve aformagéo de embrides somaticos a partir
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desses calos. Por outro lado, aos 30 e 60 dias de cultivo, a maioria dos explantes da cv. Sexy Pink
apresentou intumescimento nas bordas, que progrediram para calos com caracteristicas friaveis, de
coloracdo creme a amarelada (Fig. 3B). Mas, ao final dos 90 dias, ndo se observou a presenca de
estruturas embriogénicas, ou segja, 0s cal 0s apresentaram apenas uma massa celular, sem a formagéo
de nddulos que caracterizam a presenca de embrides somaticos. A analise citoquimica desses calos
n&o mostrou a presenca de células pro-embriogénicas. Esse fato pode ser atribuido as concentraces
altas de auxinas utilizada nesse ensaio, interferindo na formacdo de embrides somaticos, como foi
observado no tratamento com 2mg.L™* de AIA e 20mg.L™* de 2,4-D (A2D20) (Tab. 2). Diante dos
resultados obtidos constatou-se uma dependéncia de auixina exdgena para a inducéo de calos, visto
gue no tratamento controle (AODO) ndo houve aformacéo de calos, mas que concentracdes el evadas

desse regulador de crescimento também inibem a calogénese.

<

A 2R

Figura 3 - (3A) Calos obtidos na cv. Sexy Scarlet no tratamento A1DS5, provenientes
de seccdes de ovéario aos 90 dias de cultivo (seta) (Barra = 1,25mm); (3B) Calos
obtidos na cv. Sexy Pink no tratamento A1D10, provenientes de secces de ovario

apos 30 dias de cultivo (setas) (Barra = 1,25mm).

b) Experimento 2: Inducéo de embrides soméaticos a partir de embrides zigoticos.

Os embrides zigéticos imaturos de Heliconia bihai cv. (L.) L. Lobster Claw Two
apresentaram-se mais intumescidos, ao final de 90 dias de cultivo, do que os embrides maduros.
Entretanto, s6 foram visualizados ndédulos de coloragdo amarelada com caracteristicas
embriogénicas em calos provenientes de 2 dos 10 embrides zigoticos extraidos de frutos maduros,
cultivados no tratamento sem auxinas (Controle: AODO) (Fig. 4A). Foram observados embrifes
sométicos em corte histolégico desses nodulos, mostrando uma estrutura cilindrica no 4pice
(coleoptile) e 0 meristema apical caulinar posicionado lateralmente (Fig. 4B).
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Segundo Beltrati (1994), o desenvolvimento embrion&io em monocotiledbneas e
dicotiledbneas € similar até o estadio globular e posteriormente nas monocotileddneas, o cotilédone
inicia-se cilindrico, ja que apenas um coleoptile (cotilédone) é formado e o meristema apical
caulinar é lateral em relagcdo ao coleoptile. Dessa forma, pode-se afirmar que alguns dos embrides
observados no presente trabalho ja ndo se apresentavam em estadio globular, mas sim no estadio
cilindrico, com o inicio daformacéo do coleoptile (Fig. 4B)

Devido ao maior intumescimento dos embrifes zigbticos provenientes de frutos imaturos,
alguns autores (Vasil et al., 1983; Kamo et al., 1985; Cruz et al., 1990; Guerra e Handro, 1988 e
1991; Vikrant & Rashid, 2002) admitiram que a utilizacdo de tecidos indiferenciados € um fator
essencial para a obtencdo de resultados satisfatérios na inducdo de embriogénese somética.
Entretanto, a conversdo dos calos em embrides somaticos pode ser induzida in vitro, como foi
observada no presente trabalho e também em Lonicera japonica (Kim et al., 2003), a partir de
tecidos considerados diferenciados, como embrides zigéticos provenientes de frutos maduros.
Resultados similares também foram alcangados por Zale et al. (2004), os quais que observaram que
0s embrides zigoticos maduros de cultivares de Triticum monococcum e T. tauschii foram eficientes
nainducdo de embrides sométicos e na conversdo desses em plantas.

Kerbauy (1999) sugere a existéncia de niveis enddgenos de auxinas ou de substéncias
receptoras de origem protéica no explante, que possam desencadear uma resposta da célula, quando
associadas as substancias do meio nutritivo, induzindo a formacéo de calos. Snowball et al. (1991)
detectaram, em Citrus paradisi, a presenca de maiores concentracdes de uma proteina especifica
nos tecidos maduros (proteina de maturagdo), quando comparados em tecidos similares de plantas
juvenis, sugerindo que a presenca de determinadas proteinas em alguns tecidos maduros, os tornem
mai s responsivos ao cultivo in vitro.

Vikrant & Rashid (2002) observaram um aumento na fregiiéncia de embrifes sométicos
provenientes de embrido zigdtico maduro de Paspalum scrobiculatum L. apos a adicéo de prolina
ou triptofano ao meio de cultivo. Entretanto ainduc&o de calos embriogénicos e, subseqientemente,
de embrides somaticos, sO foi possivel utilizando concentragOes relativamente baixas de 2,4-D (2
mg.L™), constatando que concentragBes mais altas dessa auxina reduziram a capacidade de
desdiferenciacdo das células.

Segundo Wareing & Al-Chaabi (1985) apud Kerbauy (1999), as diferencas entre calos
oriundos de varios tecidos sugeriram que a divisdo pode ser induzida em células maduras antes de
sua completa desdiferenciagdo. Tal fato significaria que a expressdo génica original estaria, em
certa extensdo, sendo mantida mesmo apos a retomada da mitose.

Nos tratamentos com combinagdes de AlA e 2,4-D, apesar do intumescimento do explante

inoculado, ndo houve formacéo de calos durante os 90 dias de cultivo (Fig. 4C). Observou-se, aém
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do tratamento controle, maior intensidade de intumescimento nos embrifes zigoticos cultivados nos
meios nutritivos A1D0 e A2D0, para embrido imaturo e maduro, respectivamente, ou seja, em meio
nutritivo desprovido de 2,4-D, demonstrando a auséncia de tendéncia combinatdria entre o explante
e as concentracdes de 2,4-D utilizadas.

De uma maneira geral, a embriogénese somética € induzida por auxinas fortes. Tanto as
auxinas como os demais reguladores de crescimento ndo influenciaram as respostas do explante
exclusivamente por meio de mudancas na sua concentracdo, mas essa regulacdo também pode ser
exercida mediante aterages na sensibilidade das células responsivas do proprio explante. Dessa
maneira, a resposta a um determinado hormoénio pode ser aterada por algumas mudangas, tais
como: 0 numero e afinidade de receptores e 0 nivel de substéncias enddgenas (horménios,
proteinas, etc.) no explante. Esses aspectos analisados em conjunto explicam porque determinados

explantes sdo competentes para a embriogénese somaética e outros ndo.

4

C

MAC /

4A 4B

Figura 4 — Aspecto geral e histologico do calo e do embri&o zigotico de H. bihai (L.) L. cv. Lobster
Claw Two aos 90 dias de cultivo em meio MS sem regulador de crescimento: (4A) Calos nodulares
a partir de embrido zigético provenientes de fruto maduro, apresentando caracteristicas
embriogénicas (Barra = 1,25mm); (4B) Vista longitudinal de embriBes sométicos (setas) a partir de
embrido zigotico provenientes de fruto maduro (C = Coleoptile; MAC = Meristema apical caulinar)
(Barra = 0,25mm); (4C) Embrido zigético provenientes de fruto imaturo intumescido (Barra =
0,83mm).

Conclusdes

A inducdo de embriogénese somaética a partir do cultivo in vitro de seccles de ovéario de H.
chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Pink em meio MS, sO é possivel mediante a adicéo de
auxinas (AlA e/ou 2,4-D), independente da presenca de BAP;
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A H. chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy Scarlet mostrou-se menos responsiva do que a cv.
Sexy Pink, a inducdo de embriogénese somatica a partir de seccoes de ovarios, em meio MS
acrescido de auxinas (AlA e 2,4-D);

Os embrides zigoticos provenientes de frutos maduros de H. bihai cv. (L.) L. Lobster Claw
Two favoreceram aformagao de embrides sométicos em meio MS sem regulador de crescimento.
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TRABALHO I

PROPAGACAO DE Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two MEDIANTE O
CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES ZIGOTICOS!

Trabalho a ser publicado na Revista Brasileira de Botanica.

! Trabal ho realizado com o apoio do Programa de P6s-Graduagdo em Botanica da UFRPE.
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Propagacao de Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two mediante o cultivo in vitro de
embrides zigbticos
RESUMO

O objetivo do trabalho foi avaliar 0 processo de micropropagacdo a partir do cultivo de embrides
zig6ticos de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two. Iniciamente, parte dos embrides provenientes
de frutos maduros e imaturos foram incluidos em parafina e seccionados em micrétomo, para
avaliar a estrutura interna e a outra parte foi inoculada em meio MS (Murashige e Skoog) com
diferentes concentracdes de sais (MS completo e ¥2 MS), de GA3 (&cido giberélico) (0; 2,5 e 5,0
mg.L™), além de sacarose ou glicose (30 g.L ™) para avaliar a conversio do embrido em planta. Em
seguida, as plantas obtidas foram repicadas e transferidas para meio MS (MS completo e %2 MS),
com 0 e 2,5 mg.L™ de BAP (6-benzilaminopurina). Avaliou-se a multiplicagdo aos 30 e 45 dias
apOs a inoculagdo. Para verificar a variabilidade genética das plantas, utilizou-se sistemas
isoenzimaticos (PO, EST, ACP, GOT, ADH e MDH). A observacdo da estrutura interna dos
embrides revel ou que os embrides maduros apresentaram tecidos em estadios de diferenciagdo mais
avancgados do que os embrides imaturos, fato ja esperado. Na fase de conversdo dos embrides em
plantas, 85% dos embrides provenientes de frutos maduros converteram-se em plantas normais em
meio ¥2 MS, acrescido de sacarose, enquanto que os embrides cultivados em meios com glicose,
apenas 41% converteram-se em plantas. Na fase de multiplicagéo, as plantas cultivadas em meio Y2
MS com 2,5 mg.L™" de BAP apresentaram maior nlimero de gemas aos 45 dias de cultivo. Em
alguns sistemas isoenzimaticos utilizados foram observados variacfes isoenziméticas que podem
estar associadas a diferenca de idade entre a planta matriz e as plantas obtidas in vitro, como
também variagdes no fendtipo eletroforético das plantas obtidas a partir de embrides zigdticos.

Palavr as-chave: heliconias; micropropagagao; sacarose; glicose; histologia; isoenzimas.
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Propagation of Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two by cultivation in vitro of zygotic
embryos
ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate micropropagation processes from the cultivation of zygotic
embryos of H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two. Initially, the internal structure of embryos from
immature and mature fruits was compared. The embryos were embedded in paraffin and divided
Into sections using a microtome. Embryos from immature and mature fruits were innoculated in MS
(Murashige and Skoog) environments of different concentrations of salts (full MS and %2 MS) and
AG; (gibberellic acid) (0, 2.5 and 5 mg.L™), using either saccharose or glucose (30 g.L™) and their
conversion into plants was evaluated. Then, plants were replicated and transferred to an MS
environment (full MS or % MS) with 0 or 2.5 mg.L™ concentrations of BAP (6 benzyillamino
purine), with the objective to evaluate their multiplication 30 and 45 days after innoculation. The
genetic variability of plants from zygotic embryos was estimated using isoenzymatic anayses
(POD, EST, ACP, GOT, ADH, and MDH). The interna structure of mature embryos showed
tissues in more advanced stages of differentiation than immature embryos, as expected. During the
conversion phase, 85% of the innoculated embryos were converted into plants in the %2 MS
environment using saccharose as a source of carbohydrate, while only 41% of the embryos
cultivated with glucose converted into plants. In the multiplication phase, plants cultivated in the ¥2
MS environment and with 2.5 mg.L™ of BAP showed more buds. The isoenzymatic analyses
showed some changes on isoenzymatic patterns in intensity of coloration and migration of some
bands. These results can be associated respectively with the difference of the ages among mother
plant and plants obtained in vitro and/or variations in eletrophoretic phenotypes of the plants from
in vitro cultivation of zygotic embryos.

Keywords:. heliconia, micropropagation, saccharose, glucose, histology, isozymes
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Introducéo

O mercado nacional e internaciona de flores e plantas ornamentais comega a se interessar
por produtos diferenciados, dando destaque as espécies tropicais da ordem Zingiberales, pertencente
a familia Heliconiaceae (IBRAFLOR, 2001). O género Heliconia esta constituido por cerca de 250
espécies, sendo a maioria nativa dos tropicos do continente americano (Criley 1989). As plantas
desse género possuem rizoma, sa0 herbéaceas, eretas, com altura variando entre 0,5 e 10 m,
conforme a espécie. Dentre as heliconias, a espécie Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two
esta entre as mais comercializadas, por apresentar inflorescéncia ereta contendo bracteas de cor
laranja-forte com bordos esverdeados e frutos de coloragdo branca quando imaturos e azulada
gquando maduros (Paiva 1998).

A propagacdo dessa espécie para fins comerciais é realizada vegetativamente, o que
favorece a disseminacdo de fitopatdgenos entre as éreas de cultivo por geraces sucessivas. O
cultivo in vitro vem sendo utilizado na horticultura ornamental como um sistema rapido de
multiplicagdo, possibilitando a producéo de propéagulos vegetais livres de doengas (Chu 1985 &
Sato et al. 1999).

Em helicbnia, o estabelecimento in vitro de explantes provenientes de apices caulinares é
freglientemente prejudicado por contaminagGes endofiticas, conforme registrado por diversos
autores (Nathan et al. 1992, Atehortua et al, 1999, Dias & Rodrigues 2001). Portanto, torna-se
necessé&ria a utilizagdo de outros tipos de explantes para o estabelecimento dessa cultura in vitro,
visto que trata-se de uma cultura de grande importancia econbmica e que se faz necessario
viabilizar o processo de micropropagacao com a finalidade de beneficiar a producéo de flores, pois
afloricultura é um dos segmentos agricolas que se encontra em grande expansao.

Diante desse problema de contaminacdo endofitica em &pices caulinares de helicbnia, os
embrides zigdticos podem ser uma alternativa como fonte de explante para a propagagéo clona in

vitro, devido a sua natureza juvenil com alto potencial regenerativo, aém de estarem encerrados
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dentro de um ambiente estéril, pois os mesmos se encontram alojados em 6vulos protegidos pelas
paredes do ovario (Hu & Ferreira 1998).

Para favorecer o desenvolvimento do embrido zigético in vitro até a formagdo de planta e
posteriormente, a multiplicacdo das mudas a partir de gemas laterais, se faz necessario a adequacéo
da concentragdo dos sais do meio nutritivo, de fontes de carboidratos e de reguladores de
crescimento que possibilite a micropropagacéo de heliconia a partir desse explante.

Um dos entraves da utilizacdo do embrido zigético como explante iniciad para a
micropropagacdo € a segregacdo genética, sendo necessdria a avaiagdo genética das plantas
provenientes desse tipo de propagacéo (Hu & Ferreira 1998). No entanto, ecologistas admitem que
0 cruzamento interespecifico entre as heliconias normalmente ndo é muito comum, devido a alguns
fatores como a adaptacdo dos polinizadores para determinada espécie e a existéncia de barreiras
fisiolégicas, entre elas a superficie estigmética, a qua € receptiva por apenas 4 a 5 horas apés a
abertura da flor e a ata especificidade de grande parte dos pélens que ndo fecundam os 6vulos de
plantas de outra espécie de heliconia (Criley & Broschat 1992). Esses fatos reduzem as chances de
cruzamentos entre as plantas.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a micropropagagéo de
mudas de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two, a partir de embrido zigotico, analisando através de

andlise isoenzimaética a identidade genética das plantas obtidas.

Material e métodos

a) Andlise daestruturainternado embrido zigotico.

Embrifes zigoticos provenientes de frutos imaturos e maduros de H. bihai (L.) L. cv.
Lobster Claw Two foram retirados de sementes, em seguida foram desidratados, infiltrados no
aparelho histotécnico automético, incluidos em parafina em emblocador Tissue-Tec e submetidos a
cortes histologicos seriados, com espessura variando entre 4 um a 6 pm, utilizando micrétomo

horizontal . Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. A finalidade dessa fase foi verificar
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a estrutura interna do embrido proveniente de fruto imaturo e maduro, de forma que pudesse
auxiliar o processo de micropropagacao a partir de embrides zigéticos. O preparo das laminas foi
realizado no setor de Patologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA). Aslaminas
foram analisadas e fotografadas ao fotomicroscépio 6tico no Laboratdrio de Anatomia Vegetal da

Universidade de Séo Paulo (USP).

b) Cultivo de embrides zigbticos

Frutos imaturos e maduros de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two foram retirados de
inflorescéncias procedentes do Sitio S&o Tiago, localizado no municipio de Paulista— PE e levados
para o Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE) e em camara de fluxo laminar, foram imersos em acool 70%, por um minuto, seguindo
de duas imersdes em solucéo de hipoclorito de calcio, aprimeiraa 3% contendo trés gotas de tween
20%, durante 20 minutos, e a segunda, a 1,5% contendo, também, trés gotas de tween 20%, por 15
minutos. Finamente, foram feitas trés lavagens com &gua destilada estéril. Logo apds a
desinfestagcdo dos frutos retirou-se o pericarpo dos mesmos com auxilio de pinga e bisturi, e em
seguida, pressionando a semente na regido da radicula com um aicate, o embrido foi extraido. Os
embrides provenientes, tanto de frutos imaturos como maduros, foram inoculados em meio MS
(Murashige & Skoog 1962) com a concentracdo salina original ou com a metade dessa
concentracdo, acrescido de &cido giberélico (GAs) nos niveis de 0; 2,5 e 5,0 mg.L™, combinados
com duas fontes de carboidratos (sacarose ou glicose) na concentracdo de 30 g.L™, dentro de um
esquema fatorial 2x3x2, inteiramente casualizado, com 10 repeticdes. Foram utilizados tubos de
ensaio (2,5 x 15 cm) contendo 10 mL de meio nutritivo, gelificado com 2,0 g.L™* de phytagel. O pH
do meio nutritivo foi gustado para 5,8 antes de esterilizar em autoclave a 121°C, durante 20
minutos.

Os embrides provenientes de frutos imaturos e maduros foram mantidos no escuro em sala

de crescimento durante os primeiros oito dias apods a inoculacdo, com a finalidade de evitar a
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oxidagdo. Em seguida, foram submetidos a um fotoperiodo de 16 horas e luminosidade de 50 pmols
m2.s* durante 52 dias. Durante todo o periodo de incubagfo a temperatura da sala de crescimento
foi mantidaa 25°2°C.

Aos 15 dias e 30 dias ap6s a inoculacdo, foram realizadas avaliagdes qualitativas do
desenvolvimento dos explantes e aos 60 dias foram avaliados o desenvolvimento de parte aérea
(altura e numero de folhas) e 0 nimero de raizes. Os dados das variavels analisadas aos 60 dias

foram normatizados pela transformag@o \/x + 0,5 para a andise de variancia e a comparagdo de

médias foi realizada pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

¢) Inducéo de Multiplicacéo

As plantas provenientes dos embrides zigéticos extraidos de frutos maduros foram
repicadas, ficando uma unidade propagativa (dpice caulinar) com aproximadamente 1 cm sendo
esta, transferida para meio MS completo ou com metade da concentracdo sadina (Y2 MS),
combinado com 2,5 mg.L™* BAP (6-benzilaminopurina) e sem esse regulador de crescimento
(controle).

Os tubos de ensaio contendo os apices caulinares foram mantidos na sala de crescimento do
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE), com temperatura de 25'2°C, com fotoperiodo de 16 horas e luminosidade de
aproximadamente 50 pmols m? s™.

As avaliagOes foram realizadas aos 30 e 45 dias apés ainoculagéo, determinando-se: nimero
e tamanho das gemas formadas a partir do explante inicial (apice caulinar) e altura da planta
formada a partir das gemas. O experimento foi conduzido em arranjo fatorial 2x2; no delineamento
experimental inteiramente casualizado, com 10 repeti¢es. Os valores obtidos foram normatizados

pela transformacdo \/x + 0,5 para a andlise de variancia e a comparacéo de médias das variaveis

analisadas foi realizada pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Ao final da fase de multiplicagdo, as plantas com aproximadamente 5 cm foram
aclimatizadas em copos descartaveis com capacidade para 250 mL, contendo substrato comercial
(Golden Mix), e mantidas em telado com irrigacéo diaria, até o inicio da drenagem, durante 60 dias,
onde receberam quinzenalmente, soluc&o nutritiva contendo 742,86 mg.L™ de fertilizante soltvel
(Kristalon® - 3% N; 11% P,Os; 38% K,0; 4% MgO; 11% S; 0,025% B; 0,004% Mo; 0,01% Cu-
EDTA; 0,025% Zn-EDTA,; 0,07% Fe-EDTA e 0,04% Mn-EDTA) e 840 mg.L ™ de nitrato de célcio

(BarcoViking — 15,5% N e 19% Ca).

d) Andliseisoenziméticadas plantas

No presente trabal ho foram estudados os sistemas peroxidase (PO), esterase (EST), fosfatase
acida (ACP), malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase (ADH) e glutamato oxal oacetato
transaminase (GOT) no Laboratério de Genética Bioquimica da UFPE.

Inicialmente retiraram-se aproximadamente 300 mg de tecido foliar jovem de 10 plantas
provenientes do cultivo in vitro de embrifes zigoticos e da planta matriz e, em seguida, foram
macerados, individualmente, em solucdo extratora até total homogeneizagdo. Cada amostra recebeu
1,5 mL da solucdo extratora, composta pelos tampdes Borato de litio e Tris-citrato, além de 600 mg
de sacarose e 600 mg de PV P (polivinilpirrolidona). Os homogenei zados foram colocados em tubos
de microcentrifuga e centrifugados a 12.000 rpm durante 10 minutos, a 4°C. Em seguida, adicionou
10 uL do sobrenadante nos pocos dos géis do sistema de eletroforese horizontal e descontinuo.

Os géis de poliacrilamida, a 7% foram preparados segundo a metodologia de Scandalios
(1969). Nas cubas foi utilizada a solucdo tampéo Borato de litio. Os géis foram postos a migrar a
uma temperatura aproximada de 4°C, até que a linha de fronte atingisse 5 cm do ponto de aplicagéo
das amostras. Durante a migracso foi utilizada uma corrente de 9,0 volts.cm™.

Apés a corrida eletroforética foi efetuada a revelacdo especifica das proteinas para cada
sistema enzimético. Os protocolos de revelacdo foram baseados nos trabalhos de Poulik (1957),

para PO e GOT, e de Scandalios (1969), para EST, ACP, ADH e MDH. Posteriormente, 0s
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zimogramas foram elaborados, sendo avaliados nimero e intensidade das bandas isoenziméticas

reveladas, para a definicdo dos padrbes el etroforéticos das amostras utilizadas.

Resultados e discussdo

a) Avaliacdo da estruturainterna do embrido zigotico.

A andlise da estrutura interna do embrido zigotico proveniente de fruto imaturo revelou a
presenca de um opérculo (estrutura localizada na regido micropilar) com coloracdo amarelada, além
do endosperma e inicio da diferenciagdo do apice caulinar (Figura 1). Ja o embrido proveniente de
fruto maduro, ndo se observou a presenca do opérculo, mas, apresentava o processo de formagéo do
apice caulinar em est&dio mais avancado, além do procambio (tecido meristemético do sistema
vascular), da protoderme, que daré origem a epiderme e do meristema fundamental, que produzira o
cortex eamedula (Figura 1).

Nos embrides provenientes de frutos maduros, como ja era esperado, 0s tecidos estavam em
estadios de diferenciacdo mais avancados, enquanto que nos embrides provenientes de frutos
imaturos ficou evidente a auséncia de determinados tecidos. Esse fato pode ter dificultado o
desenvolvimento dos embridesin vitro, pois, segundo Hu & Ferreira (1998), quanto mais jovem o

embrido, mais complexa sera a exigéncia nutricional que permita o seu desenvolvimento in vitro.
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Figura 1 — Secédo longitudina de embrides zigdticos de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two:
(1A) Embrido zigético proveniente de fruto imaturo, evidenciando o opérculo (OP), a parede do
opérculo (PO), o endosperma (END) e o inicio da diferenciacéo do épice caulinar (AC) (Barra=
1 mm); (1B) Embri&o zig6tico proveniente de fruto maduro apresentando a regido do &pice
caulinar (AC), a protoderme (PD), o meristema fundamental (MF) e o procambio (PC) (Barra =

1 mm).

b) Cultivo de embrides zigéticos

Aos 15 dias de cultivo iniciou-se 0 processo de conversao dos embrides provenientes de
frutos maduros, formando iniciamente a parte aérea, enquanto gue nos embrides provenientes de
frutos imaturos ndo ocorreu o processo de conversdo dos mesmos em planta durante os 60 dias de
cultivo. Esse fato pode estar associado a estruturainterna do embrido imaturo, na qual foi observada
a auséncia de alguns tecidos, além da presenca do endosperma (Figura 1), que, segundo Hu &
Ferreira (1998), tanto a imaturidade do embrido como a presenca de substancias inibidoras no
endosperma, podem interferir no processo de conversdo do embrido em planta.

Dependendo da espécie, 0 embrido imaturo pode ser estimulado a crescer por alguns
reguladores de crescimento, dentre eles as giberdlinas (Hu & Ferreira, 1998). No presente trabal ho,
mesmo com a adicdo de &cido giberélico ao meio nutritivo, ndo houve a conversdo do embrido
imaturo em planta.
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O periodo alcancado na conversdo dos embrides em plantas foi de aproximadamente 30
dias, o qual foi considerado relativamente curto, comparando com trabalhos com Avena sativa L.,
no qual so foi observado o desenvolvimento da planta inteira aos 12 meses de cultivo (Lamb et al.,
2002). Em orquidea (Gongora quinquenervis), a formagdo de parte aérea e raizes das plantas de
origem zigo6tica ocorreu aos 180 dias ap0s a inoculagdo em meio MS na auséncia de regulador de
crescimento (Martini et al., 2001).

Com relacdo a fonte de carboidratos, avaliou-se que 85% dos embriBes provenientes de
frutos maduros cultivados em meio contendo sacarose converteram-se em plantas normais ao final
dos 60 dias. Enquanto que, daqueles cultivados em meios com glicose, apenas 41% se converteram
em plantas. Resultados similares foram obtidos com Persea americana Mill (Llano_Agudelo et al .,
1995) e com Euterpe oleracea Mart (Ledo et al., 2001), com um percentual de conversio de 85%
para P. americana e 84% para E. oleracea, em meio MS com sacarose. Gollagunta et al. (2004)
também observaram que a sacarose favoreceu o desenvolvimento in vitro de Hosta tokudama.

Em presenca de glicose a conversdo dos embrides em plantas foi inferior aguela registrada
para sacarose, tanto no que se refere ao nimero de embrides convertidos, como ao aspecto geral das
plantas formadas. As plantas cultivadas em meio com sacarose apresentaram folhas vigorosas de
coloragdo verde intensa, enquanto agquelas cultivadas em meio com glicose, ndo se desenvolveram
e, a0 final dos 60 dias, apresentaram regides necrosadas (Figura 2).

As plantas obtidas a partir do cultivo de embrides zigdticos provenientes de frutos maduros
apresentaram melhor desenvolvimento, no que se refere aos pardmetros avaliados, nos tratamentos
em meio %2 MS, independente da fonte de carboidrato. Vale destacar, entretanto, que o melhor

desenvolvimento de parte aérea e raizes foi registrado no tratamento com sacarose (Tabela 1).
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Figura 2 — Plantas de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two provenientes do cultivo in vitro

de embriBes zigéticos aos 60 dias de cultivo: (2A) Planta cultivada em meio ¥2 MS com 30

g.L™ de sacarose (Barra = 1,19 cm); (2B) Planta cultivada em meio %2 MS com 30 g.L™ de

glicose (Barra= 0,83 cm).

Tabela 1 — Desenvolvimento de plantas de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two, a partir de

embrido zigotico proveniente de fruto maduro, aos 60 dias de cultivo in vitro, sob diferentes fontes

de carboidratos e concentragdes de saisno meio MS.

Altura (cm) Numero de folhas NUmero deraizes
Meios nutritivos/ %MS MS 15MS _ MScompleto  %MS MS
Fonte de carboidrato
completo completo
Sacarose 1,48 aA 0,97 bA 1,63 aA 1,52 bA 3,87 aA 0,69 bA
Glicose 0,68 aB 0,09 bB 1,22 aB 1 bB 144aB 0 bB

Médias seguidas de mesma letra, mintsculas dentro de cada linha e maitscula dentro de cada coluna, néo diferem
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

A sacarose geralmente é o carboidrato mais utilizado como fonte energética (Hu & Ferreira,
1998), pois explantes cultivados in vitro séo heterotroficos e dependem de fonte externa de energia
e carbono. Rojas et al (1996) admitem que a resposta do desenvolvimento do explante a uma
determinada fonte de carbono depende da constituicdo genética da espécie. Esses autores

observaram que aos 40 dias de cultivo, 75% das sementes de Coffea arabica germinaram in vitro,
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tanto utilizando a sacarose como outras fontes de carbono (lactose e glicose), enquanto que no
desenvolvimento de parte aérea apenas a glicose beneficiou o desenvolvimento das plantas.

As giberelinas estéo relacionadas com a ativagdo do crescimento vegetativo do embri&o, o
enfragquecimento da camada do endosperma que envolve o embrido e restringe seu crescimento,
assim como com a mobilizac8o das reservas energéticas do endosperma (Taiz & Zeiger, 2004). No
presente trabalho a adi¢do de GA3; aos meios contendo glicose coincidiu com um aumento na altura
da parte aérea, nUmero de folhas e de raizes. Apesar do efeito estimulador do GA3 sobre a parte
aérea e raizes das plantas cultivadas com glicose, os resultados mostram que a presenca da sacarose
foi mais eficaz na promogdo do crescimento, em especial na auséncia dessa giberelina. A presenca
de GA3 no meio de cultivo exerceu um efeito inibitério sobre o nUmero de folhas nos tratamentos
com sacarose (Tabela 2) independente concentragéo de sais no meio M S (Tabela 3). Esse fato pode
estar associado a exigéncias fisiologicas do explante. Embrides excisados no estadio maduro, ou
préximo a esse, em geral, dependendo da espécie, ndo necessitam de suplementacdo de reguladores
de crescimento (Hu & Ferreira 1998). Em Euterpe oleracea Mart aformagao de plantas completas a
partir de embries zigoticos ocorreu em meio MS na auséncia de reguladores de crescimento
(Yokoo et al. 1992).

Tabela 2 — Desenvolvimento de plantas de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two, a partir de
embrido zigotico proveniente de fruto maduro, aos 60 dias de cultivo in vitro, sob diferentes fontes

de carboidratos e concentragtes de GA; em meio MS.

Altura (cm) Numero de folhas NUmero deraizes
Fonte de carboidrato/ Sacar ose Glicose Sacar ose Glicose Sacar ose Glicose
Niveis de GA3 (mg.L?)
0 1,98 aA 0,15bC 3,38 aA 1,15bB 2,58 aA 0,15bC
2,5 0,78 aC 0,25 bB 1 aB 1 aC 2,06 aB 0,51 bB
50 1,00 aB 0,75 bA 1 bB 1,18 aA 1,50 aC 1,30 bA

M édias seguidas de mesma letra, minusculas dentro de cada linha e maiUscula dentro de cada coluna, ndo diferem
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.
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Tabela 3 - Desenvolvimento de plantas de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two, a partir de
embrido zigético proveniente de fruto maduro, aos 60 dias de cultivo in vitro, sob diferentes

concentragdes de GA3 e de saisdo meio MS.

Meios Nutritivos/ Altura (cm) Numero de folhas NUmero deraizes
s ¥“MS M S completo ¥“MS M S completo ¥“MS M S completo

0 1,17 aB 0,68 bA 2,28 aA 1,85 bA 1,80 aC 0,59 bA

25 0,61aC 0,40 bB 1 aC 1 aB 2,26 aB 0,39 bB

50 1,46 aA 0,38bC 1,18 aB 1 bB 3,70 aA 0 bC

Médias seguidas de mesma letra, minlsculas dentro de cada linha e mailscula dentro de cada coluna, ndo diferem
entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

Considerando as varidveis avaliadas: atura da parte aérea, nimero de folhas e nimero de
raizes, o0 melhor tratamento para a conversao de embrides zig6ticos em plantas, no cultivo in vitro,
foi 0 meio MS com a metade da concentracdo saling, acrescido de 30 g.L™ de sacarose, sem

regulador de crescimento.

c) Inducdo de Multiplicacéo

As plantas cultivadas no tratamento com %2 MS e 2,5 mg.L™* de BAP apresentaram maior
numero de gemas durante a fase de multiplicacdo. Oliveiraet al. (2001) observaram que as maiores
taxas de multiplicacdo em bananeira (Musa sp.) cv FHIA-01 foram alcangadas na presenca de 4
mg.L™? de BAP, tendo uma média de 2,65 plantulas por subcultivo. Em algumas espécies de
heliconia a concentracéo de 5 mg.L™ de BAP no meio nutritivo induziu a multiplicagdo de gemas
(Atehortua et al. 1999). No entanto, no presente trabalho, foi alcancado um maior nimero de gemas
utilizando 2,5 mg.L ™ de BAP em meio M S reduzido & metade da concentracdo de sais (Tabela 4).

Segundo Smith (1988), a multiplicacéo de plantas com baixas concentracfes de reguladores
de crescimento diminuem os riscos de variagdo somaclonal, onde o BAP € um dos principais

agentes causadores de alteracfes genotipicas. Portanto, os resultados obtidos no presente trabal ho,
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podem ser Uteis a reducdo dos custos na producdo comercial de mudas in vitro de H. bihai (L.) L.

cv. Lobster Claw Two devido a reducéo da concentragéo de saisM S e do BAP no meio nutritivo.

Tabela 4 — Desenvolvimento de gemas de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two aos 45 dias

durante a fase de multiplicacéo.

Meio Nutritivo Numero degemas Tamanho dasgemas(cm) Alturadas plantas (cm)
MS + Omg.L 'de BAP 1,19d 0,22d 0,79b
MS + 2,5mg.L de BAP 1,64b 0,60 a 0 d
%2MS+0mg.L"de BAP 1,21¢c 0,24 ¢ 0,82a
¥2MS+2,5mg.L "de BAP 2,33a 0,58b 0,09¢c

Médias seguidas de |etras diferentes dentro de cada coluna, diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste

de Tukey.

Ao final dos 45 dias observou-se um aumento do nimero de gemas em relacéo aos 30 dias
(Tabela 5). O mesmo comportamento foi observado por Nathan et al. (1992), que constataram um
maior nimero de gemas de H. psittacorum aos 45 dias de cultivo em meio MS com 100% da

concentragdo dos sais, acrescido de 2,25 mg.L™* de BAP.

Tabela 5 — Efeito da época de subcultivo sobre a multiplicacgo e tamanho das gemas e a altura das

plantasde H. bihai L. (L.) cv. Lobster Claw Two.

Numero de gemas Tamanho dasgemas (cm)  Alturadasplantas (cm)
30 dias 45 dias 30 dias 45 dias 30 dias 45 dias
1,45b 157a 044 b 0,49 a 0,22b 0,3la

M édias seguidas de |etras diferentes dentro de cada linha, diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste de Tukey.

As plantas provenientes do tratamento com ¥ MS e 2,5 mg.L™ de BAP apresentaram um
sistema radicular com raizes finas e secundérias, o que facilitou a absor¢do de nutrientes e

favoreceu o bom desenvolvimento das plantas. Segundo Grattapaglia & Machado (1998), um
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sistema radicular apresentando raizes curtas e finas sdo caracteristicas que asseguram um bom
indice de sobrevivéncia na aclimatizacdo, como o que foi obtido neste trabalho, no qual obteve-se
95% de sobrevivéncia das plantas aclimatizadas, demonstrando que as condi¢bes de irrigagéo,
nutricdo, tipo de substrato, entre outros, foram satisfatOrias para a aclimatizacdo dessa cultivar de
heliconia. Resultados similares foram obtidos por Nathan et al. (1992), em H. psittacorum, onde

90% das plantas aclimatizadas sobreviveram.

d) Andiseisoenziméticadas plantas

Os sistemas isoenziméticos sdo ferramentas bioquimicas importantes para identificar
hibridos interespecificos e variantes genéticos, como também permitem detectar ateraces génicas
em plantas provenientes do cultivo in vitro em vérias espécies. Lycopersicon esculentum (Evans et
al. 1984); Solanum phurgja (Pehu et al. 1986); Rubus idacus (Cousineau & Dounelly, 1989);
Ipomoea batatas (Alves et al. 1994); Sacharaum officinalis (Taylor et al. 1995); Musa sp. (Ulisses
et al. 2002) e Ananas comosus (Feuser et al. 2003).

No presente trabalho, cinco (PO, EST, ACP, ADH e GOT) dos seis sistemas isoenziméticos
testados, 0 material vegetal apresentou comportamento similar, tanto em relacdo ao numero de
bandas quanto & mobilidade eletroforética, verificando-se alteracdo apenas na intensidade da
coloragdo das bandas. A presenca de bandas catddicas so foi observada nos sistemas PO, MDH e
ADH. No sistema peroxidase (PO), as bandas catédicas apresentaram intensidade de coloragéo
fraca, enquanto que nos sistemas MDH e ADH as bandas catédicas foram acrométicas (Figuras 3 e
4).

Nas bandas EST-1 e EST-2; ACP-1 e ACP-2 da planta matriz (PM) observou-se uma
Inversdo na intensidade de coloragdo, pois quando a banda EST-1 ou ACP-1 apresentou coloragdo
forte, nas demais plantas a intensidade da colorac&o foi fraca, enquanto que nas bandas EST-2 e
ACP-2 a intensidade de coloragéo na planta matriz foi fraca e nas demais plantas foi mais forte

(Figura 3). Este fato pode estar associado a diferenca de idade entre a planta mée e as plantas
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obtidas a partir do cultivo de embrides in vitro. No sistema malato desidrogenase (MDH) observou-
se um avango da banda MDH-2, formando ent&o a banda MDH-3 nos clones C2 e C4 (Figura 4).
Comportamento similar foi observado por Royo et al. (1994) e Sawazaki et al. (1996), os quais
observaram que apenas no sistema GOT algumas bandas apresentavam-se mais avangadas ou mais
retardadas que as demais, ou sgja, apresentavam uma diversidade na migragdo das bandas. Os
autores supracitados admitiram que essa diversidade pode estar associada apenas a velocidade de
migracdo, visto que ndo foram realizados cruzamentos para a confirmagdo da heranga mendeliana
na planta estudada (Vitis vinifera). No entanto, Jarret & Litz (1986) e Rani & Raina (2000),
admitiram que a presenca ou auséncia de bandas auxilia de forma significativa na identificacdo dos
gendtipos.

Apesar de Freitas et al. (1995) assegurarem a caracterizagcdo de clones de acerola com
apenas a utilizacdo de sistemas isoenzimaticos, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem a
necessidade de se averiguar a existéncia de alteragfes génicas a partir de sistemas baseados em
polimorfismo de DNA, para que se possa recomendar com maior seguranca a utilizagdo do embrido

zigotico como fonte de explante no processo de micropropagacao.
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Figura 3 — Representacdo esquemética dos zimogramas dos sistemas isoenziméticos (Peroxidase,

Esterase e Fosfatase acida) das plantas micropropagadas a partir de embrides zigoticos (C) e da

planta méae (PM) de Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two.
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cv. Lobster Claw Two.

Conclusdes
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O cultivo in vitro de embriBes zigoticos provenientes de frutos maduros de H. bihai L. (L.) cv.
Lobster Claw Two em meio MS com a metade da concentragdo dos sais acrescido de sacarose,

promove aregeneracdo de um maior nimero de plantas,

A adicdo de glicose a0 meio MS inibe a conversdo de embrides zig6ticos de H. bihai L. (L.)

cv. Lobster Claw Two em plantas;

A micropropagacdo por meio da formagdo de gemas provenientes do cultivo in vitro de
embrides zigéticos de H. bihai L. (L.) cv. Lobster Claw Two é estimulada pela presenca de 2,5

mg.L™ de BAP em meio MS com a metade da concentraco dos sais;

Subcultivos a cada 45 dias promovem um aumento do nimero de gemas de H. bihai L. (L.)
cv. Lobster Claw Two favorecendo o processo de micropropagacéo.
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6.0 - CONSIDERACOES GERAIS
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Diante dos resultados obtidos nos trabal hos apresentados nesta tese, admite-se que a obtengdo
de embrides sométicos a partir de secgbes de ovarios de H. chartacea Lane ex Barreiros cv. Sexy
Pink esta atrelada a presenca de auxinas, em especia 0 2,4-D, mas o processo de expressao
organogénica dos embrides somaticos ndo foi evidenciado. De acordo com as analises realizadas
neste trabal ho, principalmente a andlise de MEV, observou-se a presenca de células embriogénicas,
as quais ndo foram capazes de se converterem em plantas. Esse comportamento pode estar
associado a diversos fatores, tais como: 0o meio utilizado, as fontes e as concentracdes de
reguladores de crescimento, estédio de desenvolvimento do ovario, condigdes ambientais de cultivo,
assim como o periodo que essas células ficaram expostas a concentracdo exdgena de auxina. Sendo
assim, sugere-se que sgjam testadas outras fontes de auxinas, durante diferentes periodos, e em
seguida, sejam transferidas para meio de conversao com diferentes fontes e concentragdes de
citocinina.

Quando foi avaliado o indice de formag&o de calos entre a cv. Sexy Scarlet e a cv. Sexy Pink
ndo foi observada a presenca de células embriogénicas em nenhuma das cultivares. Embora a cv.
Sexy Pink tenha apresentado um indice de formacéo de calos superior a cv. Sexy Scarlet, esses ndo
apresentaram estruturas embriogénicas. Apesar de pertencerem a mesma espécie, ndo foi observado
comportamento similar. Portanto, esse fato pode estar relacionado ao gendtipo (recalcitrante) ou a
falta de afinidade do tecido com os componentes do meio nutritivo, especialmente os reguladores de
crescimento. A falha na competéncia de um tecido pode estar associada a falta de receptores que
interagem com os reguladores de crescimento induzindo o processo organogénico nas células.

Ja no experimento com embrido zigético de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two, a
obtencdo de embrides sométicos sb foi possivel quando utilizados embrides zigdticos provenientes
de frutos maduros, cultivados em meio MS sem reguladores de crescimento, sugerindo que o
processo de divisdo celular pode ser induzido em células maduras, antes de sua total
desdiferenciacdo, indicando a existéncia de niveis enddgenos de substéncias que proporcionem o
desenvolvimento de embrides sométicos nos explantes inoculados.

Diante dos resultados desses dois experimentos, evidenciou-se que respostas fisiologicas
variaram entre espécies, até mesmo entre cultivares, tipos de explantes, entre outros, em decorréncia
do genatipo.

Com afinalidade de obtencéo de plantas a partir do cultivo in vitro de embrides zigéticos de
H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two observou-se que os embrides zigoticos provenientes de
frutos maduros apresentaram uma maior percentagem de conversdo em plantas, quando comparados
com os zigoticos provenientes de frutos imaturos. Esse fato pode estar relacionado com a estrutura
interna dos embrides provenientes de frutos imaturos, na qual foi observada a auséncia de alguns

tecidos, aém da presenca do endosperma, que pode conter substancias inibidoras que interferiram
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de forma negativa no processo de conversdo do embrido em planta. Sendo assim, para
micropropagar a cv. Lobster Claw Two a partir de embrides zigoticos, € necessario utilizar o
embrido zigotico proveniente de frutos maduros, pois esses embrifes apresentaram melhor
desenvolvimento em meio com metade da concentragdo dos sais MS, utilizando como fonte de
carboidrato a sacarose, demonstrando uma tendéncia combinatoria entre o tipo de carboidrato e o
explante utilizado. As plantas obtidas a partir dos embrides zigéticos provenientes de frutos
maduros apresentaram maior nimero de gemas quando cultivadas em meio MS com a concentracéo
dos sais reduzida & metade, acrescido de 2,5 mg.L™* de BAP durante 45 dias. Esse resultado pode
ser Util naredugdo dos custos de producdo comercial de mudas micropropagadas de H. bihai (L.) L.
cv. Lobster Claw Two.

Para assegurar de forma pratica e econdbmica, a identidade genética da plantas provenientes
de embrido zigético, realizou-se a andlise isoenzimatica, na qual observaram-se alteragdes nos
padrdes isoenzimaticos, no que se refere a intensidade de coloragdo. Esse comportamento pode
estar atrelado a diferenca de idade entre as plantas provenientes do cultivo in vitro em relacdo a
planta mae. Também foi observado diferenca na migracdo de bandas em apenas um dos seis
sistemas testados, o0 sistema Maato Desidrogenase (MDH). Esse resultado pode estar associado a
alguma variacdo no fenétipo el etroforético das plantas obtidas in vitro a partir de embrido zigético.
Portanto, diante desses resultados, faz-se necessaria uma anadlise baseada em polimorfismos de
DNA, para que se possa recomendar com maior seguranca a utilizacdo do embrido zigoético como

fonte de explante no processo de micropropagacao.
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