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ABREVIATURAS

ABA- &cido abscisico

atm. - atmosfera

BSA- albumina bovina do soro
C.E. — Calo Embriogénico
CEDI — células embriogénicas
determinadas por inducéo

cm - centimetro

CEPD - células embriogénicas pré-
determinadas

em desv. — em desenvolvimento
ES ou es — embrido somatico
EST. — estampa

EZ ou ez — embrido zigético
Fig. — figura

F.p. — fotoperiodo

g —grama

g/L — grama por Litro

GA3 - 4acido giberelico

h — hora

HCI — &cido cloridrico

IAA — &cido-3-indolacético
IBA — &cido indol-3-butirico
KOH - hidréxido de potassio

L — Litro

m — metro

M — molar

M.G. — meio de germinacéo

mg — miligrama

mg/ml — miligrama por mililitro
mg/L — miligrama por Litro

min. - minuto

ml — mililitro

mm — milimetro

MS — Murashige & Skoog

m/v — massa por volume

NAA — acido a-naftaleno acético
nm — nanémetro

N° ou n° - nimero

PAS — periodic acid Shiff

p/v — peso por volume

rpm — rotagdes por minuto

S ou s —semente

SC ou sc — semente cortada

SDS — dodecil sulfato de sodio
s/ desv. — sem desenvolvimento
Tab. — tabela

TIBA — &cido 2,3,5-triiodobenzoico

v/v — volume por volume

2,4-D — &cido 2,4-diclorofenoxiacético

°C — grau célsius
pg/ml — micrograma por mililitro
pL — microlitro

UM — micrometro




RESUMO

RESUMO

A feijoa e o tamarilho séo espécies fruteiras com um potencial de producédo e
comercializacdo ainda pouco explorado mas cujos frutos tém vindo a despertar um
interesse crescente em alguns mercados. Por outro lado, sdo ambas espécies lenhosas,
relativamente as quais o0 processo de embriogénese somatica ainda apresenta algumas
limitacGes. Deste modo, podem funcionar como um excelente modelo de estudo para
espécies lenhosas, nas quais se inserem uma vasta quantidade de espécies com um elevado
valor econémico.

A embriogénese somatica tem-se revelado como um método de micropropagacao
altamente eficaz no sentido de permitir a producdo de um grande nimero de plantas num
curto espaco de tempo. Contudo, este processo ainda demonstra ter algumas limitacoes.

O presente trabalho tem como principal objectivo aumentar o nivel de
conhecimento visando a optimizacdo da embriogénese somatica.

Deste modo, procedeu-se a realizacdo de varios ensaios com 0 objectivo de
optimizar as condicBGes de regeneracdo de plantas por embriogénese somatica nas duas
espécies, através de modificacbes nos meios de cultura (hormonas vegetais e sacarose),
condicGes de cultura (luz vs escuro), bem como o estado do material inoculado. Para além
disso, realizaram-se analises bioquimicas e histoquimicas para caracterizar as substancias
de reserva (amido, lipidos e proteinas) de embrides zigdticos e somaticos na fase
cotiledonar em Feijoa sellowiana Berg. e em Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt.

Os resultados bioquimicos e histoquimicos demonstraram haver uma diferenca
acentuada do contetdo lipidico entre embrides zigoticos - 48,5% e 46,6% - e embrides
somaticos - 2,9% e 2,3%, de feijoa e tamarilho, respectivamente. O mesmo foi observado
relativamente ao contetdo proteico apesar de as diferencas ndo serem tdo acentuadas. Os
embrides zigdticos possuem 4,6% e 2,9% e os embriGes somaticos 1,7% e 2,4%, de feijoa
e tamarilho, respectivamente. Quanto aos resultados de cultura de tecidos é possivel inferir
que relativamente ao estado do material inoculado quer a inoculacéo de embribes zigdticos
como a inoculagdo de sementes cortadas ao nivel do tegumento, obtiveram a mesma taxa
de sucesso de indugdo de embriogénese somatica, em feijoa. A inducdo de embriogénese

somatica em feijoa é condicionada pela presenca de luz. Também nesta espécie, a
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dessecacdo por si s € um estimulo indutor de embriogénese somética a partir de embrides
zigoticos.

As diferencas encontradas na analise quantitativa das diferentes substancias de
reserva embrionarias poderdo ser um ponto-chave para a compreensdo das limitacfes
actualmente verificadas no processo de embriogénese somatica. Serdo necessarios novos
estudos para determinar a importancia dos factores que influenciam essas substancias de

reserva no aumento da eficiéncia da embriogénese somatica em termos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: amido; espécies lenhosas; estudos histoquimicos, germinacgdo; lipidos;

maturacdo; proteinas.
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Pineapple guava and tamarillo are fruit crops which the potential for fruit
production and commercialization is still underexplored. However, interest for these crops
has arisen in recent years in some markets. Both species are woody plants for which the
somatic embryogenesis process still presents some limitations. Thus, they may serve as an
excellent study model for woody species, amongst which there is a vast amount of species
with high economic value.

Somatic embryogenesis has been shown to be a highly effective method of
micropropagation as it enables the production of a large number of plants within a short
period of time. However, this process still has some drawbacks impairing the success of
plant regeneration.

This work’s main objective was to increase the level of knowledge aimed at the
optimization of somatic embryogenesis.

In order to achieve this, we proceeded to conduct various tests such as tissue
culture, by varying the composition of the culture medium (plant hormones and sucrose)
culture conditions (light versus dark), and the condition of the inoculated material, and
biochemical and histochemical quantification of storage compounds (lipids, proteins and
starch) of zygotic and somatic embryos at the cotyledonary stage in Feijoa sellowiana
Berg. and Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt.

The biochemical and histochemical results showed a marked difference between the
lipid content of zygotic embryos - 48.5% and 46.6% - and somatic embryos - 2.9% and
2.3% - of pineapple guava and tamarillo, respectively. The same was observed for the
protein content although the differences were not such pronounced: zygotic embryos
possess 4.6% and 2.9% and somatic embryos 1.7% and 2.4%, for pineapple guava and
tamarillo, respectively. It was also concluded that, isolated zygotic embryos and cut seeds,
displayed similar levels of somatic embryogenesis induction. The induction of somatic
embryogenesis in pineapple guava is conditioned by the presence of light. Also in this
species, desiccation alone is a stimulus inducing somatic embryogenesis from zygotic
embryos.

The differences found in the quantitative analysis of the different embryonic reserve

substances may be a key point to understand the limitations currently found in the process

Vi
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of somatic embryogenesis. Further studies are needed to determine the importance of the
factors influencing these reserve substances in increasing the efficiency of somatic

embryogenesis.

Keywords: germination; histochemical analysis; lipids; maturation; proteins; starch;

woody species.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

As plantas desempenham um papel fundamental e vital grande parte dos
ecossistemas. O modo fisiolégico como se auto-sustentam (seres autotréficos),
nomeadamente através do processo fotossintético, contribui de forma fundamental para o
funcionamento de uma grande parte dos ecossistemas e, em Ultima analise para a
manutencdo da vida tal como a conhecemos. Como exemplo mais basico e de
conhecimento geral da sua extrema importancia temos a fixacdo de diéxido de carbono
atmosfeérico e libertacdo de oxigénio, elemento imprescindivel & vida. No entanto, apesar
do conhecimento geral parece que, ainda hoje, este fundamento é extremamente
relativizado em prol de beneficios econdmicos e de outros factores de discusséo irrelevante
neste trabalho.

Apesar do acima referido, é evidente a dependéncia e o valor que a humanidade
atribui as plantas, dado que estas fazem parte do seu dia-a-dia no que concerne a funcédo
basica da alimentacdo. A evolugdo da humanidade é relatada sempre associada ao
potencial do solo em produzir alimento, desde as popula¢fes ndmadas até as actuais.
Desde sempre, as plantas ou parte delas também foram utilizadas para a producdo de

utensilios. Actualmente as plantas, sdo fonte de uma imensa quantidade de produtos de
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interesse como, a madeira, a borracha, os 6leos vegetais e 0s compostos atractivos para a
industria farmacéutica. A nocdo da importancia das plantas associada crescimento
exponencial da populacdo humana e consequente necessidade de a servi, desencadeou uma
tendéncia global para as domesticar, melhorar e preservar.

Tendo em conta, desde cedo, estas e outras perspectivas as plantas sdo alvo de
interesse e de estudo pela comunidade cientifica. Ao longo de décadas até aos dias de hoje,
desde as caracteristicas macro as microscopicas, 0 investimento no conhecimento destes
organismos € elevado e de certo modo tem contribuido, ndo s6 para salientar a sua
importancia no ecossistema global, mas para melhorar sustentavelmente a qualidade de

vida da espécie humana.

1.1. Embriogénese zigdtica

Ao presenciarmos a germinacdo de uma nova planta a partir de uma semente é
imprescindivel ter em consideracdo que se trata de uma visdo minimalista. Na realidade a
germinacao é fruto de um conjunto de acontecimentos complexos que ocorrem no embrido
contido na semente.

O 6rgdo reprodutor feminino das angiospérmicas, designado por gineceu, é
constituido por estigma, estilete e ovario. E no ovario, no interior do 6vulo, que o0s
processos de macrosporogénese e macrogametogénese ocorrem conduzindo a formacao do
saco embrionario. Neste, ap0s a sua diferenciacdo, além de outras células, estdo contidos o
gameta feminino — oosfera — e a célula central. O 6rgédo reprodutor masculino, androceu, €
genericamente composto por filete e antera. E na antera, constituida por sacos polinicos
que ocorre a formacdo de microgametofitos - grdos de polen — e é nestes que ocorre a
microgametogénese com a formacao dos gametas masculinos - células espermaticas.

O zigoto resulta da fusdo da oosfera com uma célula espermética dando-se assim a
fecundacdo. Nas angiospérmicas, ocorre um processo designado por dupla fecundacdo, isto
é, para além da formacdo do zigoto, um outro gdmeta masculino funde-se com a célula
central, formando uma célula triploide. O desenvolvimento do zigoto origina o embrido e o
desenvolvimento da célula triploide origina o endosperma (Park & Harada, 2008).

Apos a fecundagdo, o ovario desenvolve-se num fruto e o 6vulo numa semente. A
semente é composta, de um modo geral, pela testa, formada a partir de um ou ambos 0s

tegumentos do évulo, pelo endosperma e pelo embrido (Bewley & Black, 1994).
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O endosperma desempenha um papel fundamental durante as primeiras fases do
desenvolvimento embrionério. E constituido na sua maioria por substancias de reserva que
auxiliam o desenvolvimento do embrido. Todavia, a presenca ou auséncia do endosperma
na semente madura, leva a catalogar as sementes como endospérmicas ou ndo-
endospérmicas, respectivamente. Como é obvio, o facto da semente ser ou néo
endospérmica, ndo implica necessariamente a inexisténcia do endosperma nas fases
precoces de desenvolvimento. Quando a semente € ndo-endospérmica, € no embrido que
ocorre a acumulacdo de substancias de reserva, principalmente ao nivel cotiledonar mas
também nas células de outros 6rgdos embrionarios (Raghavan, 2006).

As substancias de reserva acumuladas nos tecidos celulares variam qualitativa e
quantitativamente de espécie para espécie. Poder-se-do dividir em trés tipos: hidratos de
carbono, lipidos e proteinas. O principal hidrato de carbono é o amido, que fica
armazenado sob a forma granulosa em amiloplastos. Os lipidos e as proteinas encontram-
se armazenados, respectivamente, em corpos lipidicos e proteicos. E ainda possivel
encontrar compostos alcaléides, fenolicos e fitina (Raghavan, 2006)

Durante o desenvolvimento embriondrio as alteracbes morfoldgicas sao
inequivocamente acompanhadas por alteracdes quantitativas e qualitativas das substancias
de reserva, como consequéncia da intensa actividade metabdlica. Desde a primeira divisdo
celular até a maturacdo os embrides das dicotiledoneas passam por cinco fases bem
definidas e descritas. A primeira fase compreende as alteracbes morfologicas desde a
primeira divisdo do zigoto até a diferenciacdo da protoderme (Capron et al., 2009;
Canhoto, 2010) e € designada por pré-embrido. Durante esta etapa é de salientar que em
muitas plantas (incluindo Arabidopis) a primeira divisdo mitotica é assimétrica e origina
uma célula apical, que posteriormente dara origem ao embrido, e uma célula basal cuja sua
diferenciacdo potencia a formacdo do suspensor, estrutura que assegura a ligacdo do
embrido ao tecido materno (Fig.1). Segue-se a fase globular que, tal como o nome indica, é
um conjunto de células com forma esférica e simetria radial, caracterizada pela intensa
actividade mitotica. Nesta fase, jA € perceptivel a presenca da protoderme, bem como
diferenciacdo dos tecidos vasculares. O suspensor (Fig.1) j& est4d completo e ao longo dos
estadios seguintes ira passar por um processo de morte celular programada, tornando-se
gradualmente menos visivel (Mordhorst et al., 1997). A terceira fase designa-se por
cordiforme. Este estadio de desenvolvimento é caracterizado por haver a passagem de
simetria radial para simetria bilateral — diferenciacdo apical-basal — com o inicio da

diferenciacdo cotiledonar associada ao transporte polar de auxina. Assim, nesta fase
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morfolégica ja é possivel diferenciar o embrido em zonas distintas (Fig.1) tais como,
cotilédones, meristema apical do caule (SAM), eixo hipoc6tilo-raiz e meristema apical da
raiz (RAM). Acentuando-se a diferenciacdo dos cotiledones e o alongamento do embrido é
possivel considerar que o embri&o se encontra na fase de torpedo (Fig.1). E também, nesta
fase, que o embrido comeca a acumular as substancias de reserva, inicialmente contidas no
endosperma, bem como se verifica a degeneragdo total do suspensor. Por ultimo, a fase
cotiledonar na qual os cotilédones se encontram bem diferenciados, com a presenca de eixo
raiz-hipocétilo, meristemas apicais (radicular e caulinar), tecidos vasculares bem nitidos

(Taiz & Zeiger, 2006) e todas as células do embrido repletas de substancias de reserva
(Fig.1).

Proembriio Formagéo do padrio de divisdo Expansio dos 6rgéos e maturagio
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Figura 1 — Esquema representativo do desenvolvimento embrionéario em Arabidopsis thaliana
(adaptado de Arnold et al., 2002)

Concluidas as fases acima descritas, o embrido completa o processo morfogénico, e
ocorre uma grande perda de agua, ou seja, dessecacdo. Num elevado nimero de espécies e
condicdes ambientais o embrido entra numa fase de dorméncia esperando estrategicamente
que as condigcdes sejam as mais adequadas para germinar, como resultado da actividade
dos meristemas apicais do caule e cambios.

Como nota final é importante referir que este € o padrdo de desenvolvimento
observado em Arabidopsis e em Capsella bursa-pastoris, duas cruciferas usadas como
especies modelo no estudo da embriogénese zigética. No entanto, muitas excepcdes
existem a este padrdo de desenvolvimento, ndo apenas nas monocotiledoneas e
gimnospérmicas, onde o desenvolvimento embrionario é morfologicamente muito
diferente do que se verifica nas dicotiledoneas, mas também entre diferentes grupos de

dicotiledoneas (Raghavan, 2006; Canhoto, 2010).
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1.2. Embriogénese néo zigdtica

Segundo Mordhorst et al. (1997), nas plantas, a formacdo de embriGes ndo € um
fendmeno exclusivo do zigoto, apesar da embriogénese estar normalmente associada a
reproducdo sexuada e a divisdo e diferencia¢do do zigoto para originar o embrido (Correia,
2007). Nas plantas tém sido descritos casos em que outras células tém capacidade de gerar
estruturas analogas a embrifes zigdticos. A embriogénese nas plantas nao esta dependente
da fecundacdo (Garcés, 2006), ou seja, muitas espécies desenvolveram estratégias de
reproducdo assexuada de modo a ultrapassar factores genéticos e ambientais que impedem
a fertilizacdo (Arnold et al., 2002).

Os casos de embriogénese ndo zigotica, isto €, a formacdo de embrides a partir de
outras células que ndo o zigoto poder-se-ao dividir em trés situacdes particulares: embrides
com origem no sistema reprodutor feminino (intraovulares); embribes com origem no
sistema reprodutor masculino e embrides capazes de serem gerados através de qualquer
parte do corpo da planta. Esta Gltima divisdo engloba as duas iniciais. Contudo, é mais facil
para a sua explicitacdo uma vez que a maioria dos acontecimentos descritos na literatura se
relacionam com os 6rgdos envolvidos na reproducéo.

E frequente em algumas familias de angiospérmicas como as Rutaceae e as
Myrtaceae (Canhoto, 1994) o aparecimento de mais do que um embrido por semente,
fendmeno ao qual se atribui 0 nome de poliembrionia. No entanto, outra das situacdes mais
relatadas de embriogénese ndo zigética denomina-se apomixia. Este acontecimento traduz-
se na producao de embrides apomiticos a partir de células gaméticas nao fertilizadas ou de
células somaéticas (Koltunow & Grossniklaws, 2003).

A apomixia é classificada de acordo com o tipo de tecido que originou o embrido. A
apomixia adventicia ocorre quando os embrides surgem a partir de células do nucelo, dos
tegumentos do 6vulo (Ozias-Akins, 2006), da proliferacdo do suspensor ou do tegumento
da semente (Raghavan, 1986). Outros tipos sdo a apomixia diplosporica e aposporica, das
quais resultam embrides derivados directamente de células de sacos embrionarios
formados a partir de macrosporos nao reduzidos, sem que ocorra fecundacdo (Canhoto,
1994; Mordhorst et al., 1997; Ozias-Akins, 2006). Tal como os embrides zigdticos, 0s
embrides formados de acordo com o0 descrito estdo protegidos pela semente e a sua
dispersdo ocorre naturalmente.

Quanto aos embrides com origem no sistema reprodutor masculino podem surgir

embrides a partir de microsporos ou grdos de poélen imaturos, através do processo de
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embriogénese polinica ou androgénese (Canhoto, 2010). A estes embrides poder-se-a
atribuir a designagdo de polinicos ou androgénicos. Este processo ocorre maioritariamente
por inducdo in vitro, tendo em vista as potencialidades na producdo de haploides e
haploides-duplos importantes no melhoramento vegetal.

As células do corpo (soma) da planta podem formar embrifes espontaneamente
(Mordhorst et al., 1997). S8o células somaticas e, por isso, 0s embrides que delas advém
designam-se por embriGes somaticos os quais, por sua vez, sdo geneticamente idénticos a
planta-mée.

Esta caracteristica Gnica e exclusiva do reino das plantas, suscitou na comunidade
cientifica uma enorme curiosidade tendo por consequéncia surgido a necessidade de
aumentar o numero de ensaios para perceber 0s mecanismos envolvidos neste processo,

bem como para posteriormente tirar proveito das suas potencialidades.

1.3. Embriogénese somatica

Por definicdo a embriogénese somatica € um processo em que as células somaticas,
sob condig¢des indutoras, formam células embriogénicas que, ulteriormente sofrem uma
série de mudancas morfolégicas e bioquimicas resultando na formacdo de embrides
designados por somaticos (Zimmerman, 1993; Schmidt et al., 1997; Komamine et al.,
2005; Rose et al., 2010). Esta propriedade assenta no principio celular da totipoténcia, isto
é, na capacidade de regenerar totalmente um novo organismo a partir de uma célula que
ndo o zigoto (Raghvan, 1986; Figueroa et al., 2006). E de salientar que nem mesmo células
diferenciadas das plantas estdo irreversivelmente direccionadas para um determinado
padrdo de desenvolvimento (Chawla, 2009).

Uma vez que através do processo de embriogénese somatica é possivel obter
embrides e posteriormente plantas geneticamente iguais a planta que lhes deu origem, ou
seja, clones, este método funciona como uma excelente ferramenta de micropropagacao e
melhoramento vegetal. Este processo pode ser aproveitado como modelo de estudo de
eventos morfologicos, fisiologicos, moleculares e bioquimicos. Tendo em conta que a
biotecnologia vegetal, segundo Pais (2003), tem como objectivo a utilizagdo de plantas,
suas partes ou células para produzir ou melhorar moléculas ou plantas, tendo em vista um
objectivo especifico e uma finalidade s6cio-econdmica, este processo tem um grande
potencial para aplicacGes biotecnoldgicas, nomeadamente na producdo de sementes
artificiais, micropropagacéo, plantas transgénicas entre outras (Figueroa et al., 2006).
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Como foi referido anteriormente, a embriogénese somatica constitui um excelente
modelo de estudo, tendo comecado desde cedo, a tentativa de analisar todos os
mecanismos envolvidos nesse processo. As primeiras descobertas datam de 1947 e séo
atribuidas a Levine que descreveu a obtencdo de plantulas de cenoura (Daucus carota) a
partir de tecidos expostos a baixos niveis de &cido a-naftalenoacético, através de um
processo cuja descricdo é semelhante ao de embriogénese somatica (Merkle et al., 1995).
No decorrer dos anos as teorias formuladas sdo inimeras, todavia a percepcao total deste

mecanismo esta longe de ser atingida.

1.3.1. Tipos de embriogénese somatica

Podem considerar-se dois tipos de embriogénese somatica: embriogénese directa,
quando os embrides obtidos se formam directamente a partir do explante utilizado;
embriogénese indirecta, quando a partir do explante inicial se forma um calo onde apenas
algumas células sdo induzidas embriogenicamente (Sharp et al., 1980). Segundo a sua
teoria Sharp et al. (1980), consideram a existéncia de dois tipos de células, associadas aos
dois tipos de embriogénese somatica descritos. As células embriogenicamente pré-
determinadas (CEPD) que, para a formacdo de um embrido somatico através do explante
onde se encontram, necessitam apenas de um estimulo que desencadeie a divisdo celular.
Neste caso as CEPD necessitam apenas de condicdes de cultura apropriadas para
exprimirem a sua totipoténcia. Por outro lado, as células embriogénicas determinadas por
inducdo (CEDI), que necessitam de sofrer varios ciclos mitdticos, na presenca de uma
auxina, durante a inducdo embriogénica, ou seja, as células resultantes das divisdes
celulares manifestam-se sobre a forma de calo (passo intermédio entre o explante e a
formacdo de embrides somaticos). No entanto, se esse calo contém CEPD é necessario
apenas um estimulo para que haja a formacdo de embrifes somaticos (Figueroa et al.,
2006).

Segundo Yeung (1995) na embriogénese directa, as células respondem ao estimulo,
tornando-se determinadas num curto periodo de tempo, sem que haja previamente
proliferacdo celular. Ao inves, na embriogénese indirecta, € necessario um periodo mais
longo para adquirir o estado embriogénico, o qual é precedido pela proliferacdo celular.
Contudo, € relevante salientar que existem casos em que 0s embrides somaticos formados
ndo conseguem atingir as fases mais avangadas de desenvolvimento, voltando a proliferar e

a originar novos embrides (ex: loureiro). A este processo atribui-se o nome de
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embriogénese repetitiva, secundaria ou ciclica que, segundo Canhoto (2010), torna este
método extremamente eficaz na producdo de uma grande quantidade de embrides.

O motivo, ou motivos, que levam a este comportamento celular em cultura ndo séo
conhecidos, embora possam estar relacionados com o sistema enddgeno hormonal e/ou
mecanismos de inactivacdo ou degradacdo das auxinas nos diferentes tecidos (Canhoto,
2010).

1.3.2. Origem dos embrides somaticos

De acordo com os estudos efectuados em diferentes espécies é possivel afirmar que
0s embrides somaticos podem ter origem unicelular ou pluricelular e ainda os dois tipos de
origem na mesma espécie, como no caso da feijoa (Canhoto & Cruz, 1996).

Os embrifes somaticos com origem unicelular sdo formados por uma célula por
norma contida na camada de células epidérmicas ou subepidérmicas do explante induzido.
Os embriGes somaticos com origem pluricelular advém de um agregado de células do tipo
meristematico (Canhoto & Cruz, 1994; Canhoto et al., 1996).

1.3.3. Da inducdo a conversao de embrides somaticos — regeneracdo de plantas

1.3.3.1. Inducéo

Como noutras técnicas de micropropagacao, sdo varios os factores que condicionam
e afectam a inducdo de embriogénese somatica: o meio de cultura; o tipo de explante; o
gendtipo da planta dadora e as condic¢des de cultura sdo parametros a ter em consideracédo
(Thorpe & Stasolla, 2001).

A composicdo do meio de cultura em que se vai induzir a embriogénese somaética,
podera ser considerado dos factores mais importantes. A composi¢ao varia de espécie para
espécie e, mesmo dentro de uma espécie, de acordo com o explante (parte da planta) em
que a inducdo ird ser feita. Sdo varios os elementos constituintes do meio que se podem
fazer variar quer qualitativa quer quantitativamente. A composi¢do hormonal e os hidratos
de carbono s@o dos parametros mais relevantes.

Embora seja possivel, em algumas espécies, induzir embriogénese sem hormona
(Thorpe & Stasolla, 2001), por norma a inducdo de embriGes sométicos requer a presenca

de um estimulo quer seja uma condicdo de stress ou a presenca de hormonas vegetais,
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nomeadamente auxinas (Yang & Zhang, 2010). A auxina mais utilizada é 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético), mas outras como NAA (4cido o-naftaleno acético), IBA (acido
indol-3-butirico), IAA (acido-3-indolacético) ou picloram também podem ser aplicadas
(Canhoto, 2010). Na maioria dos casos, 0 desenvolvimento dos embrides apenas ocorre se
ao periodo de inducdo por auxina se seguir a transferéncia destas estruturas para meios sem
auxina ou niveis reduzidos da mesma hormona (Cruz et al., 1990; Rose et al., 2010; Yang
& Zhang, 2010).

Os hidratos de carbono principalmente a sacarose, tem-se revelado, em algumas
espécies, como potenciadora da resposta embriogénica. Estes elementos metabolizaveis,
funcionam como fonte de carbono mas também desempenham um papel osmotico,
interferindo possivelmente com as vias metabolicas associadas a producdo de hormonas
vegetais (Canhoto, 2010)

Os compostos azotados, estdo presentes no meio de cultura muitas vezes sobre a
forma de suplementos de aminoacidos, podendo afectar a resposta embriogénica através da
variacdo do pH extracelular (Dal Vesco & Guerra, 2001). Metais pesados e pH podem
também funcionar como agentes indutores (Yeung, 1995; Alvelos, 2002).

Mais recentemente tem sido dado algum destaque a os niveis de célcio que, por ser
um importante mensageiro secundario na cascata de sinalizagdo, pode também condicionar
a inducdo de embriogénese somatica (Rose et al., 2010; Yang & Zhang, 2010).

Sdo varios o0s tipos de explantes que podem ser utilizados para a inducdo de
embriogénese somaética tais como, folhas, caules, cotilédones, hipocétilos, pétalas, sépalas,
raizes, anteras ou embrides zigdticos maduros ou imaturos) (Canhoto, 2010). E de salientar
que estruturas jovens respondem melhor do que tecidos adultos ou mais diferenciados
(Gaj, 2004). O estado fisiologico da planta dadora de explantes deve também ser tido em
consideracao.

O genotipo da planta dadora parece, em alguns casos, um factor determinante.
Verifica-se que a resposta embriogénica ao estimulo é mais facilmente obtido em
determinados cultivares do que noutros (Canhoto et al., 2006; Krikorian, 2000). Esta ideia
evoca 0 facto de genoétipos individuais dentro de uma dada espécie variarem
significativamente na capacidade embriogénica. Segundo Merkle et al. (1995), tais
diferengas genotipicas podem reflectir diferenga na capacidade de activar elementos-chave
na via embriogénica.

Por ultimo, as condi¢Bes de cultura como, a temperatura e luminosidade séo

factores importantes. A luminosidade varia de espécie para especie e de explante para




INTRODUCAO

explante. Por exemplo, ha situagdes de indugdo que sdo mais bem conseguidas no escuro e
outras exigem luz continuamente e ainda outras em que a alternancia entre luz e escuro €
imprescindivel (Canhoto, 2010). Quanto a temperatura ndo existem muitos dados e na

maioria dos casos €é utilizada uma temperatura entre 24°C e 27°C (Canhoto, 2010).

1.3.3.2. Desenvolvimento e maturagao

As fases iniciais do desenvolvimento embrionario zigotico estdo altamente
padronizadas e definidas, mas o mesmo ndo acontece ao iniciar-se a embriogénese
somatica. No entanto, a partir da fase globular ambos os desenvolvimentos embrionarios
apresentam estadios morfolégico muito semelhantes, ou seja, a fase globular seguem-se a

cordiforme, torpedo e cotiledonar (Fig.2).

Figura 2 — Fases de desenvolvimento embrionario somético em Feijoa sellowiana
(Canhoto, 1994)

As condicGes de cultura que potenciam o desenvolvimento somatico sdo, por
norma, diferentes das que se aplicam na inducdo, principalmente em termos da constituicao
do meio de cultura. De acordo com referido anteriormente (Cruz et al., 1990), na maioria
dos casos o desenvolvimento dos embriGes apenas ocorre se ao periodo de inducdo por
auxina se seguir a transferéncia destas estruturas para meios sem auxina ou niveis
reduzidos da mesma hormona. Nos embrifes zig6ticos as auxinas desempenham um papel
fundamental na mudanca da simetria radial (fase globular) para a bilateral (fase
cordiforme). Nos embrides somaticos parece que a presenca e papel das auxinas é também
relevante. Segundo experiéncias com inibidores de transporte polar de auxinas (TIBA -
acido 2,3,5-trilodobenzoico), estes tém efeito negativo em termos do nimero de embrides

que passam a fase embrionaria seguinte e potencia 0 aumento de anomalias. Estes dados
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sugerem que os mecanismos de controlo da transicdo de simetria S&0 0S mesmos em
embrides zigoticos e somaticos (Canhoto, 2010).

Contudo, existem fendmenos morfologicos e quimicos durante o desenvolvimento
importantes de referenciar: o aparecimento de uma estrutura muito semelhante ao
suspensor nos embribes somaticos; a estrita associacdo de embriGes somaéticos a células
ricas em compostos fendlicos; a oscilagdo de substancias de reserva. Todos estes factores
se encontram de algum modo relacionados.

Durante o desenvolvimento de embriGes zig6ticos 0 suspensor esta presente
estabelecendo o contacto entre o embrido e o tecido materno (Raghavan, 2006). No
desenvolvimento de embrides soméaticos, em angiospérmicas, esta estrutura nem sempre
estd presente. A justificacdo para tal acontecimento podera estar no facto de grande parte
dos nutrientes se encontrarem no meio de cultura (Correia & Canhoto, 2010)

A associacdo de embrides somaticos a células repletas de compostos fendlicos,
também suscita interesse no sentido em que estas se localizam entre o embrido e o tecido
da planta-mae, formando uma delimitacéo entre ambos e, consequente separacdo. Contudo,
0 modo como os compostos fenolicos interferem com a embriogénese ndo esta
estabelecido. Durante o desenvolvimento sabe-se que a oxidacdo destes compostos nos
tecidos em meio de cultura tem um efeito negativo (Reis et al., 2008).

Na ultima fase de desenvolvimento embrionario (zigdtico e somatico)ha a
acumulacdo de substancias de reserva nas células embrionarias. No entanto, os embrides
zig6ticos tém capacidade de perda de agua e de entrar num periodo de dorméncia. O
mesmo ndo ocorre nos embrifes somaticos em que a maturacao é sempre 0 passo seguinte
- embriogénese continua — uma vez que, a perda de agua € impossivel por se encontrarem
em meio de cultura (Rose et al., 2010).

Nos embrides somaticos a maturacdo € feita mais eficazmente com a adi¢do de
acido abscisico (ABA) ao meio e/ou agentes osmoticos como o manitol e o sorbitol. Estes
compostos interferem positivamente na acumulacdo de substancias de reserva e nos

embrides que tém tendéncia para germinar precocemente (Canhoto et al., 2009).
1.3.3.3. Germinagéo de embrides somaticos e conversdo em plantulas
Por definicdo, a germinacdo inicia-se com a absorcdo de agua pela semente e

termina com o alongamento do eixo embrionario, tudo o resto sdo eventos pos-
germinativos (Bewley & Black, 1994; Canhoto, 2010).

11
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Mais uma vez é atribuida importancia a constituicdo do meio de cultura. Nos
embries somaticos a germinagdo € conseguida apés a transferéncia do explante para um
meio sem hormona e/ou com baixo teor de agucares. A adi¢do de suplementos como GA3
(&cido giberélico) e citocininas, muitas vezes também é imprescindivel. Na germinacdo e
conversdo também as condicOes de cultura sdo relevantes.

A germinacao de embrides somaticos tem sido dificultada pelo aparecimento de um
elevado nimero de embrides anomalos e embrides precocemente germinados. A variacao

somaclonal é muito frequente.

1.3.4. Potencialidades e limita¢fes da embriogénese somética

A embriogénese somatica constitui uma excelente ferramenta para estudos de
mecanismos associados & expressdo de totipoténcia celular em plantas. E considerada, por
muitos autores, um sistema modelo para estudos moleculares, citolégicos, fisioldgicos e
dos padrdes relativos a embriogénese em plantas (Fehér et al., 2003; Figueroa et al., 2006).

Na biotecnologia vegetal, a embriogénese somatica, € considerada um sistema de
propagacdo em grande escala de plantas (Figueroa et al., 2006), bem como um sistema
importante em programas de melhoramento genético (Stassolla & Yeung, 2003). Segundo
Canhoto (2010), dos métodos usados na propagacao clonal, a embriogénese somatica é
potencialmente o mais importante, uma vez que, é capaz de originar um grande namero de
plantas num curto periodo de tempo e, ao contrario de outras metodologias de
micropropagacdo, ndo é necessario proceder ao enraizamento o0 que encurta também o
periodo de regeneracéo.

Todavia, este processo apresenta limitacdes no que respeita a alguns processos
biolégicos que ndo conseguem ser estudados, como sejam, o momento da fecundacdo, a
diferenciacdo do endosperma, a interaccdo endosperma-embrido, principalmente na
absorcéo de substancias de reserva, o processo de dessecacdo e a entrada em dorméncia
por parte do embrido (Figueroa et al., 2006).

Em termos biotecnoldgicos e de cultura in vitro a embriogénese somatica apresenta
algumas limitacdes. E 0 caso da germinacdo precoce, 0 elevado numero de embrides
somaticos andémalos (Liu, 2004), a falta de sincronizacdo das fases durante o
desenvolvimento dos embrifes, a ocorréncia de variagdo somaclonal e as baixas taxas de

conversao.
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1.4. Embriogénese zigo6tica versus embriogénese somatica

Apesar dos embrides zigoticos e somaticos passarem pelas mesmas fases
morfoldgicas no decorrer do desenvolvimento embrionério e terem a potencialidade de
originar uma nova planta, as condigdes onde estes processos decorrem estdo longe de ser
idénticas, nomeadamente no que diz respeito ao ambiente fisico e fisioldégico. Em seguida

serdo descritas as principais diferencas entre embrides zigoticos e somaticos.

1) Os embrides zigdticos tém origem unicelular (zigoto). Os embriGes sométicos tém

uma origem unicelular ou pluricelular.

2) Os embrides zigoticos sdo formados no interior do saco embrionario, estando
constantemente protegidos no interior da semente, pelo endosperma (durante as
fases iniciais de desenvolvimento). Ao contrario os embrifes somaticos Sao
formados sobre o meio de cultura sem qualquer tipo de tecido de proteccéo e de

nutrigéo.

3) O padrdao das primeiras divisdes celulares na embriogénese zigotica é
extremamente bem definido ao invés do que ocorre durante as primeiras etapas da

embriogénese somatica.

Tendo em conta estas caracteristicas é possivel dizer que as diferencas primordiais
entre embrides zigdticos e somaticos residem na sua origem e local de formacéo o que,
obviamente, podera condicionar as primeiras fases de desenvolvimento.

Os aspectos demonstrados ndo sdo 0s Unicos, mas sim 0S mais relevantes e que
estdo, possivelmente, na base de todas as diferencas que poderdo ocorrer posteriormente e

que ao longo da dissertacdo tém vindo a ser explicitadas.

1.5. Embriogénese somatica em mirtaceas

A familia Myrtaceae é constituida por 130 géneros gque envolvem cerca de 3000
espécies (Canhoto et al., 1999).
Sdo plantas de habito arbustivo ou arbdreo, cuja distribuicdo incide principalmente

nos tropicos e nos subtropicos. Além da importancia econdémica de muitas espécies como o
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Eucalyptus spp., utilizado na producdo de pasta de papel (Trindade, 1996), a familia das
mirtaceas engloba um elevado nimero de plantas frutiferas, como Eugenia spp., Feijoa
sellowiana, Myrciaria spp. ou Psidium spp.

Apesar de 0 ndmero de ensaios in vitro com espécies desta familia ter vindo a
aumentar nos Gltimos anos, a semelhanga do que se verifica nas outras lenhosas, existem
ainda algumas limitagdes quer em relacdo ao numero de espécies estudadas quer no que diz
respeito aos resultados obtidos (Canhoto et al., 1999). Segundo Trindade (1996), continua
a dar-se preferéncia aos métodos de propagacdo convencional como estratégia de
clonagem. Porém, a dificuldade de aplicacdo e os baixos rendimentos destes métodos
levam a considerar a aplicacdo de técnicas de cultura in vitro como alternativa Gtil para o
estabelecimento de protocolos de multiplicacdo rapida e em grande escala e estudos de
manipulacdo genética destas espécies (Canhoto et al., 1999).

O género mais estudado tem sido o Eucalyptus, sendo o protocolo mais bem
sucedido o de multiplicacdo de meristemas axilares. Contudo, outros ensaios também tém
sido implementados mas com resultados menos conseguidos, nomeadamente de
organogeénese e de embriogénese somatica (Canhoto, 1994).

Os ensaios de embriogénese somatica referem-se a um grupo restrito de espécies
como Eucalyptus citriodora, Eucalyptus dunnii, Eucalyptus globulus, Eucalyptus grandis,
Eugenia jambos, Eugenia malaccensis, Feijoa sellowiana, Myrciaria cauliflora e Myrtus
communis (Trindade, 1996; Nugent et al., 2001).

1.5.1. Feijoa sellowiana Berg. — Feijoa

1.5.1.1. Caracterizacao e distribuicdo da espécie

Feijoa sellowiana Berg., ou Acca sellowiana de acordo com alguns autores, faz
parte da familia Myrtaceae. S0 varios 0s nomes comuns que se podem atribuir a esta
planta. Os mais utilizados séo feijoa e pineapple guava. O seu nome cientifico constitui
uma homenagem ao autor F. Sellow que recolheu, em 1819, 0s primeiros espécimes
classificados por Berger e ao director do Museu de Historia Natural de Séo Sebastido, no
Brasil, J. Feijé (Canhoto, 1994).

E uma espécie originaria da América do Sul (Argentina, Paraguai, sul do Brasil e
Uruguai), tendo os primeiros espécimes chegado a Europa (Riviera Francesa) pelo

naturalista E. André. Posteriormente, a planta foi propagada por toda a Europa chegando a
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Portugal. Os dados temporais da sua introducdo em Portugal séo escassos, apenas se sabe
que 0s espécimes mais antigos se encontram no Jardim Boténico de Lisboa e de Coimbra
tendo sido possivelmente plantados no inicio do século XX. Actualmente a distribuicdo da
feijoa € mundial, sendo na Nova Zelandia o pais em que o cultivo atinge maior

desenvolvimento e consequentemente maior taxa de exportacdo (Canhoto & Cruz, 1996).

Figura 3 — Caracteristicas morfoldgicas de Feijoa sellowiana (Jardim Botanico de Coimbra). A - Arvore de

feijoa; B — Flores abertas; C — Frutos maduros.

Trata-se de uma pequena arvore ou arbusto perene (Fig. 3) com uma altura
compreendida entre os 2-4m, podendo atingir excepcionalmente 7-8 m. Os ramos sdo
cilindricos, opostos, cinzento-avermalhados e glabros. As suas folhas sdo perenes, opostas,
pecioladas, de forma oval ou eliptica, com 4-6cm de comprimento, verdes na pagina
superior e verde-esbranquicadas na pagina inferior, devido a presenca de um indumento
(Mattos, 1969).

Os botdes florais surgem na axila das folhas durante o crescimento dos ramos e 0
periodo de floracdo (Fig. 3), em Portugal, ocorre entre Abril e meados de Junho (Canhoto,
1994). As flores sdo hermafroditas e apresentam-se isoladas ou em pares. Cada flor contém
quatro sépalas verdes e quatro pétalas branco-avermelhadas, sendo o nimero de estames

indefinido (varia entre 40 a 80) e apresentam coloracdo vermelha (Canhoto & Cruz, 1994).
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Em Portugal, a frutificagdo (Fig. 3) ocorre desde o inicio de Outubro até finais de
Novembro (Canhoto, 1994; Canhoto & Cruz, 1996). Os frutos séo de cor verde, carnudos,
oblongos ou ovoides, com 4-6 cm de comprimento. Quando maduros exalam uma
fragrancia agradavel devido a producdo de compostos volateis. O numero de sementes por
fruto é variavel, sendo estas branco-amareladas, pequenas com cerca de 2-3 mm (Canhoto,
1994).

1.5.1.2. Interesse da espécie

Os frutos de feijoa sdo desde ha muito tempo apreciados pelos povos nativos das
regides de onde a espécie é originaria. Possuem um sabor misto de ananas e goiaba, sendo
extremamente ricos em vitamina C, hidratos de carbono, e minerais (potassio e iodo).
Podem ser consumidos frescos ou utilizados na producdo de geleias, sumos, licores,
iogurtes entre outros produtos alimentares (Canhoto, 1994).

As folhas, nas regides de onde a planta é originaria, sdo ainda utilizadas na
medicina popular na producdo de chas contra a disenteria e célera e os extractos de frutos
parecem ter propriedades anti-microbianas. O sabor das pétalas parece ser adocicado
podendo estas ser utilizadas em saladas (Canhoto & Cruz, 1996).

A planta é também utilizada como ornamental devido a sua beleza floral.

1.5.1.3. Multiplicagéo vegetativa convencional versus in vitro de feijoa

Através dos métodos convencionais de multiplicacdo vegetativa a feijoa pode ser
multiplicada por sementes, por estacaria ou alporquia. Na multiplicacdo por sementes, se
por um lado estas germinam rapidamente, por outro lado a sua viabilidade é perdida da
mesma forma. Além destes factos, em cultivares com polinizacdo cruzada, ndo héa
manutencdo das caracteristicas seleccionadas. Em comparacdo com a estacaria, a
multiplicacdo por sementes é mais lenta por isso, a estacaria € um método de propagacao
mais utilizado. A alporquia também pode ser executada nesta espécie, uma vez que,
durante o seu crescimento as plantas emitem ramos junto a base. As culturas de feijoa sdo
extremamente sensiveis e alvo de parasitas tais como, larvas de coledpteros, nematodes e
alguns fungos como Botrytis cinerea, Phytophthora spp. e Pythium spp., por outro lado séo

altamente resistentes ao frio e geadas (Canhoto & Cruz 1996).
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Durante muitos anos apenas havia registo de cultura de apices de segmentos nodais
e de organogénese a partir de calos com origem em folhas imaturas (Bhojwani et al.,
1987). Actualmente os estudos tém sido os mais diversos para conseguir regenerar plantas,
por embriogenese somatica (Canhoto et al., 1994, 1995, 1996; Cangahuala-Inocente et al.,
2004), mas também através de organogénese, de segmentos nodais, de cultura de
meristemas, de cultura de anteras e de apices caulinares (Canhoto, 1994; Canhoto & Cruz,
1996).

A embriogénese somatica tem demonstrado mais vantagens e resultados positivos
em comparacdo com as outras técnicas de propagacdo in vitro. A partir deste método €
possivel obter um grande nimero de plantas (Canhoto & Cruz, 1994) e clonar gendtipos de
interesse (Stefanello et al., 2005). Porém, o aparecimento de um elevado nimero de
embrides anomalos que, por sua vez, condiciona o sucesso de regeneracao por este método
é uma das limitacdes do processo (Canhoto & Cruz, 1996).

Na feijoa, a inducdo é feita normalmente em embriGes zigdticos maduros e 0s
embrides somaticos surgem directa ou indirectamente na zona cotiledonar no lado adaxial.
A origem dos embrides pode ser unicelular (célula epidérmica ou subepidérmica) ou
pluricelular (células meristeméticas), sendo esta via a mais comum (Cruz et al., 1990;
Canhoto et al., 1996).

1.6. Embriogénese somatica em Solanéceas

A familia Solanaceae é constituida por cerca de 95 géneros, que incluem cerca de
2000 espécies.

Tal como as mirtaceas, algumas solanaceas sdo plantas arbustivas ou arbéreas,
distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Esta familia engloba um
grande numero de espécies fruticolas e com elevado interesse econdémico como
Chyphomandra betacea, Nicotiana tabacum e Solanum melongena.

Muitos membros desta familia foram submetidos a ensaios de cultura in vitro por
organogenese tais como, Atropa belladona, Petunia, Physalis minima, Solanum
carolinense, Solanum melongena, bem como através de cultura de anteras como é o caso
de vérieas espécies dos géneros Datura e Nicotiana. Os resultados foram promissores, no
entanto, como ja foi mencionado anteriormente ha uma série de vantagens associadas a

embriogénese somatica.
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A primeira aplicacdo de micropropagacao in vitro via embriogénese somatica €
relatada em Nicotiana tabacum, seguindo-se ensaios Solanum melongena (ver Guimarées
et al., 1988).

1.6.1. Chyphomandra betacea (Cav.) Sendt. - Tamarilho

1.6.1.1. Caracterizacao e distribuicdo da espécie

Chyphomandra betacea (Cav.) Sendt. faz parte da familia Solanaceae. E
vulgarmente conhecida como tamarilho, tomate-arb6reo ou tomate de la paz. A designacdo
de tamarilho surgiu em 1967, na Nova Zelandia, na sequéncia do aumento da producdo e
consumo que levou a necessidade de comercialmente ter um nome mais atractivo (Carloto,
2000).

A semelhanca da feijoa, o tamarilho é uma espécie originaria da América do Sul
(das regides Andinas do Peru, Chile, Equador e Bolivia). Actualmente a distribuicdo do
tamarilho é mundial sendo a Nova Zelandia o pais que mais produz e exporta este fruto
(Correia et al., 2010).

Trata-se de uma pequena arvore (Fig. 4) cuja altura varia entre 2-4m. As suas folhas
sdo perenes, com 10-30cm de comprimento e de cor verde. O periodo de floracdo (Fig.4),
em Portugal, ocorre de Agosto a Outubro. As flores sdo hermafroditas, rosadas,
perfumadas e normalmente desenvolvem-se em pequenos grupos, nas extremidades dos
ramos. Os frutos (Fig. 4) surgem, em Portugal, de Outubro a Abril, possuem um longo
pedunculo, podendo surgir isoladamente ou em conjuntos de 3-12 unidades. Tém uma
forma oval pontiaguda em ambas as extremidades, estando o0 seu comprimento
compreendido entre 5-10cm e largura 3-5cm. A cor do fruto maduro é variada podendo ser
vermelho-escuro, laranja, amarelado ou uma mistura de cores. As sementes sdo achatadas,
duras e de cor amarelo-alaranjado (Lopes et al., 2000; Canhoto et al., 2005; Correia et al.,
2010).
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Figura 4 — Caracteristicas morfologicas de Chyphomandra betacea (Jardim Botanico da Universidade de

Coimbra). A - Arvore de tamarilho; B — Botdes florais e flores abertas; C — Frutos quase maduros

1.6.1.2. Interesse da espécie

O tamarilho possui frutos comestiveis que podem ser ingeridos frescos ou
cozinhados. A polpa é consistente e suculenta tendo um sabor agridoce (os frutos do tipo
amarelo sdo os mais doces). Além do paladar, o tamarilho é uma excelente fonte de
vitamina C e E, provitamina A e minerais (potassio e fésforo). O contetdo em hidratos de

carbono é baixo, tendo assim um reduzido valor calorico.

1.6.1.3. Multiplicagéo vegetativa convencional versus in vitro de tamarilho

A multiplicacdo vegetativa convencional do tamarilho faz-se através de sementes ou
estacaria. As sementes produzem arvores erectas de ramos altos, enquanto que a estacaria
potencia 0 desenvolvimento de plantas de menor porte e com ramos pendentes. E de
salientar que esta espécie ndo tolera o frio nem periodos de seca extrema. O tamarilho é
consideravelmente resistente a pragas, porém, ocasionalmente pode ser atacada por afideos
verdes, moscas da fruta e, também, pelo virus do mosaico da batata ou do pepino.
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Relativamente a multiplicacdo vegetativa in vitro ha registo de ensaios de
micropropagacdo pela via da organogenese, cultura de meristemas e embriogénese
somatica. A androgenese, suspensdes celulares e protoplastos também tém sido alvo de
estudo (Canhoto et al., 2005).

A formacdo de embrides somaticos em tamarilho tem origem no hipocotilo de
embrides zigbticos, nomeadamente nas células meristematicas, ou seja, origem
multicelular. Os explantes, por norma, mais utilizados na inducdo de embriogénese
somatica sdo as folhas, deste modo a é embriogénese indirecta com formacdo de calo
(Canhoto et al., 2005).

1.7. Objectivos

A embriogénese somatica tem-se revelado como um método de micropropagacao
altamente eficaz no sentido de permitir a producdo de um grande nimero de plantas num
curto espaco de tempo e ndo ser necessario proceder ao enraizamento do explante, ao invés
do que se verifica noutras técnicas de propagacao.

Contudo, a percep¢cdo de todos os mecanismos envolvidos na embriogénese
somatica esta relativamente longe de ser atingida. Este processo, ao longo de varios
ensaios experimentais ainda demonstra originar um elevado ndmero de embrides
anomalos, falta de sincronizacdo das fases durante o desenvolvimento embrionario,
germinacdo precoce dos embrides, ocorréncia de variagdo somaclonal e baixa taxa de
conversdo em plantulas.

As limitacdes acima referidas tendem sucessivamente a ser optimizadas do modo a
tornar a micropropagacao in vitro via embriogénese somatica cada vez mais eficiente e,
consequentemente mais proveitosa em termos biotecnoldgicos.

Todas as etapas de embriogénese somatica principalmente a inducdo, procedimento
crucial para que o desenvolvimento embrionario, se processe do melhor modo até ao
aparecimento de uma nova plantula, tém sido controladas e estabelecidas, ao longo de
décadas, por tentativa-erro no que respeita a constituicdo do meio de cultura, tipo de
explante e condigdes de cultura.

Este trabalho tem como principal objectivo optimizar o processo de embriogénese
somatica, tendo em vista reduzir ou eliminar as limitaces ainda presentes neste processo

e, consequentemente aumentar o nivel de conhecimento associado ao mesmo.
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Para isso procedeu-se a realizagdo de varios ensaios fazendo variar a constitui¢do do
meio de cultura, as condic¢des de cultura, bem como o estado do material inoculado.

As substancias de reserva (lipidos, proteinas e amido total) foram
histoquimicamente observadas e bioquimicamente quantificadas em embribes zigoticos e
somaticos em fase cotiledonar de Feijoa sellowiana Berg. e Chyphomandra betacea (Cav.)
Sendt. (espécies lenhosas), de modo a tentar perceber de que forma a variacdo da
acumulacdo de substancias de reserva nos embrides, esta relacionada com as fases
anteriores e posteriores, de desenvolvimento embrionario e de conversdo numa nova
plantula, respectivamente.

Este trabalho insere-se num objectivo mais vasto que visa 0 melhoramento das duas
espécies estudadas neste trabalho em particular o estabelecimento de protocolos eficazes
de clonagem.
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2. MATERIAIS e METODOS

2.1. Material vegetal

O material vegetal utilizado em todos ensaios realizados foi proveniente das arvores
de feijoa e de tamarilho existentes no Jardim Botanico da Universidade de Coimbra,
Portugal. A partir dos frutos maduros destas arvores (Fig.5) obtiveram-se as sementes, das
quais se isolaram os embrides zigoticos maduros utilizados na inducdo de embriogénese

somatica, bem como para a sua preservacao.

Figura 5 — Cortes longitudinais de frutos de feijoa (A) e de tamarilho (B) mostrando as sementes.
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2.1.1. Recolha e preservacao de embrides zigoticos de feijoa e de tamarilho

Os frutos maduros de feijoa e de tamarilho foram recolhidos e utilizados para a
extraccao das sementes, ou mantidos no frio (4°C) durante alguns dias até a sua utilizacao.
Apos a lavagem dos frutos com &gua, as sementes foram retiradas e esterilizadas, sendo
colocadas numa solugdo de hipoclorito de célcio 7% (p/v) com 2-3 gotas de Tween,
durante 20 minutos e, seguidamente, passadas trés vezes por agua esterilizada bidestilada,
ja no interior da cdmara de fluxo. As sementes podiam ser utilizadas no momento para
extraccdo de embrides zigdticos ou deixadas secar a temperatura ambiente para utilizacéo
ulterior.

Todos os procedimentos ocorreram numa camara de fluxo, em condicGes
assépticas, de forma a evitar contaminacGes fungicas ou bacterianas. Os instrumentos
utilizados neste procedimento, bisturis, agulhas, e pingas, foram frequentemente passadas
pela chama apds imersdo em etanol a 95% (v/v).

Os embrides zigoticos de feijoa e de tamarilho foram cuidadosamente isolados com
0 auxilio de agulhas e lupa, no interior da cadmara de fluxo. Durante este processo
procurou-se evitar danificar os embrides, tendo sido apenas utilizados embrides intactos
com os cotilédones completamente desenvolvidos.

No decorrer da extraccao, os embrides zigoticos de ambas as espécies eram colocados em
caixas de Petri com agua esterilizada bideslilada. No fim de cada processo de isolamento,
os embribes foram colocados em papel de filtro esterilizado para retirar 0 excesso de agua,
pesados e envoltos em papel de aluminio, imersos em azoto liquido e rapidamente
transferidos para um biofreezer a -80°C. Este procedimento foi aplicado para 0s ensaios
bioquimicos de quantificacdo de substancias de reserva. Para os ensaios histoquimicos,
morfologicos e fisiologicos, os embrides zigdticos foram utilizados frescos, ou seja,

isolados no préprio dia em que se iniciou o protocolo.

23



MATERIAIS e METODOS

2.2. Inducéo de embriogénese somatica em feijoa e em tamarilho

2.2.1. Preparacdo dos meios de cultura

2.2.1.1. Feijoa

Durante este trabalho foi utilizado meio de cultura base MS (Murashige & Skoog,
1962), cuja composicdo estd representada na tabela 1. A este meio adicionou-se um
regulador de crescimento, 1mg/L de auxina 2,4-D, e 9% (p/v) sacarose.

O meio base MS foi preparado a partir de solucBes stock concentradas:
macronutrientes (solucdo 20x concentrada), micronutrientes (solucdo 100x concentrada),
Fe-EDTA (solugdo 40x concentrada), mio-inositol (solugdo 50x concentrada), vitaminas e
outros compostos organicos (solugdo 50x concentrada). As solugdes stock de
macronutrientes e de Fe-EDTA sdo mantidas, em laboratério, a 4°C e as restantes solucfes
a -18°C, bem como a auxina 2,4-D. A sacarose permanece a temperatura ambiente, sendo
pesada e adicionada no momento da preparacao dos meios.

Ap06s a adicdo dos constituintes do meio de cultura para indugdo de embriogénese
somatica, o pH do meio foi ajustado para valores entre 5,6 e 5,8, utilizando-se solugdes
0,1-1,0N de KOH e/ou HCI. Posteriormente adicionou-se agar na concentracdo de 0,7%
(p/v). Com a adicdo de agua bidestilada perfez-se o volume de meio desejado. Apds a
dissolucdo do agar, por aquecimento, o meio foi distribuido por tubos de ensaio numa
quantidade aproximada de 15 ml/tubo. Os tubos foram rolhados com algodao envolto em
gaze e ulteriormente autoclavados a uma temperatura de 121°C e a uma pressdo de 1 atm.,

durante 20 minutos.

2.2.1.2. Tamarilho

A inducdo de embriogénese somatica no tamarilho foi indirecta, isto €, inicialmente
foi necesséario induzir calos embriogénicos a partir de um explante, neste caso folhas
jovens, que por sua vez originaram embrides somaticos apos transferéncia para um meio
sem auxinas. Os calos embriogénicos podem ser mantidos durante varios anos, sendo

periodicamente 0 meio de cultura renovado.
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Durante a realizacdo deste trabalho ndo foi necessario iniciar todo o processo de
embriogénese somatica in vitro, tendo-me sido cedido calo embriogénico, cuja inducgéo
inicial através das folhas jovens foi realizada em Fevereiro de 2008.

Para continuar a manutencao/preservacao de calo embriogénico foi utilizado meio
de cultura base MS, cuja composi¢do esta representada na tabela 1. A este meio adicionou-
se um regulador de crescimento, 5Smg/L da auxina picloram, e 9% (p/v) de sacarose. Tal
como referido acima, o meio de cultura do calo embriogénico necessita de ser renovado de
aproximadamente oito em oito semanas.

Para permitir, a partir de calo embriogénico, a formagéo de embrifes sométicos de
tamarilho foi utilizado meio de cultura base MS, cuja composicdo também se encontra
representada na tabela 1. A este meio acrescentou-se 2mg/L de ABA e 4% (p/v) sacarose.

O procedimento decorreu como o descrito na seccao 2.2.1.1.. No entanto, ao invés
do que ocorre durante a preparacdo do meio de inducdo para feijoa, adicionou-se fitagel na
concentracéo de 2,5g/L em vez de agar. A cultura foi realizada e mantida em frascos.

Tabela 1 — Composi¢do do meio MS (Murashige & Skoog, 1962)

Nutrientes (mg/1)
Macronutrientes

CaCls.2H.0 440
KH2PO. 170
KMNO- 1900
MgSO.,. 7HO 370
MNH. MO, 1650
Micronutrientes

CoCl.6H20 0,025
CuS0,4.5H-0 0,025
FeS0,.7H:0 27.8
HsBOs 6,2
KI 0,83
MNSOs.4HO 22.3
MNazEDTA.ZH,O 37,3
Na Mo, 2H.0 0,25
ZNnS0,.7H.0 8,6
Organicos

Acido nicotinico 0,5
Glicina 2
Mio-inositol 100
Piridoxina — HCI 0,5
Tiamina — HCI 0,1

2.2.2. Recolha e esterilizacdo de sementes de feijoa e tamarilho

Os frutos maduros de feijoa foram recolhidos e utilizados para extrac¢do das

sementes, ou mantidos no frio (4°C) durante alguns dias até & sua utilizagdo. Apoés a
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lavagem dos frutos com &gua, as sementes foram retiradas e esterilizadas, sendo colocadas
numa solucdo de hipoclorito de célcio 7% (p/v) com 2-3 gotas de Tween, durante 20
minutos e passadas trés vezes por agua esterilizada bidestilada, ja no interior da camara de
fluxo. As sementes podiam ser utilizadas no momento para extrac¢do e inclusdo de
embrides zig6ticos em meio de cultura ou deixadas secar a temperatura ambiente para

armazenamento em stock.

2.2.3. Extraccao e inoculacdo em meio de inducéo de embrides zigoticos em feijoa e de

calo embriogénico em tamarilho

Todos os procedimentos, associados a iniciacao da cultura, ocorreram numa camara

de fluxo, em condicBes assépticas, de forma a evitar contaminagdes por microrganismos.

2.2.3.1. Feijoa

Os embrides zigoticos de feijoa foram cuidadosamente removidos das sementes
com o auxilio de agulhas e lupa, no interior da cdmara de fluxo. Durante este processo
procurou-se evitar danificar os embrides, tendo sido apenas utilizados embrides intactos
com os cotilédones completamente desenvolvidos. Os embriBes zigoticos de feijoa foram
inoculados inteiros em tubos de ensaio (2 embrides/tubo), em meio MS, com 1mg/L de

2,4-D e 9% de sacarose.

2.2.3.2. Tamarilho

No calo embriogénico de tamarilho, apenas as partes menos oxidadas, foram
metodicamente retiradas com o auxilio de uma ansa de inoculacdo, no interior da cadmara
de fluxo. O calo embriogénico de tamarilho foi inoculado em frascos (4 agregados

celulares/frasco), em meio MS, com 2mg/L de ABA e 9% de sacarose.
2.2.4. Condig0es de cultura de feijoa e de tamarilho
Ambos os tipos de culturas, embrides zigoticos de feijoa e calo embriogénico de

tamarilho, foram mantidas em estufa, as escuras e sob uma temperatura de 25+1°C, durante

aproximadamente 10 e 3 semanas, respectivamente.
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Apo6s o periodo de indugdo de embriogénese somatica, 0s explantes (embriGes
somaticos e material embriogénico de feijoa (10 semanas) e de tamarilho (3 semanas)
foram, com o auxilio de uma lupa, observados e apenas 0s embrides somaticos que se
encontravam em fase cotiledonar madura foram aproveitados para 0s ensaios que se
seguem. Uma parte deste material, cerca de 1,8g, foi imersa imediatamente apds a
extraccdo em azoto liquido e armazenada no biofreezer a -80°C para posterior utilizagdo
em estudos bioquimicos, e a outra parte, material fresco, utilizada para estudos

histoquimicos, morfologicos e fisiologicos.

2.3. Quantificacdo e analise histoquimica de substancias de reserva em

embrides zigoticos e somaticos de feijoa e de tamarilho

2.3.1. Quantificacdo de substancias de reserva

2.3.1.1. Preparacao dos embrides zigoticos e somaticos

Para a analise histoquimica as amostras tém que ser frescas. Deste modo, para a
recolha dos embrides zigético de feijoa e de tamarilho procedeu-se como esta descrito na
seccdo 2.1.1. desde capitulo. Para a colheita dos embriGes somaticos de ambas as espécies,
feijoa e tamarilho, realizaram-se os procedimentos explicitados na seccdo 2.2.4., também

deste capitulo.

2.3.1.2. Quantificacao de lipidos totais

Antes de dar inicio ao protocolo propriamente dito, € de salientar que todas as
amostras, inicialmente congeladas, foram liofilizadas processo este que decorreu durante
aproximadamente 24h. Deste modo, todo o procedimento passou a ser executado com
material seco.

A quantificacdo de lipidos totais foi efectuada em quatro amostras distintas:
embrides zigoticos de feijoa; embribes somaticos de feijoa; embrides zigoticos de
tamarilho; e embribes somaticos de tamarilho. Em cada tipo de amostra procedeu-se
individualmente a extraccdo e quantificacdo trés vezes, de modo a sustentar os resultados
(n=3).
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Para anédlises espectrofotométricas é imprescindivel a realizacdo de uma curva
padrdo que, neste caso, foi elaborada com solucdes padrdao de colesterol entre 0,1-1,2

mg/ml.

2.3.1.2.1. Extracgdo de lipidos totais

Para a realizacdo da extraccéo de lipidos totais, pesou-se trés vezes 2,5 mg de cada
amostra e colocou-se em tubos de centrifuga de 12ml com tampa. A todas as amostras
juntou-se 7ml de cloroférmio:metanol (2:1;v/v) e agitou-se durante 1min. no vortex. As
amostras ficaram em repouso durante 2h, com agitacéo de 1min. em cada 30min.

Centrifugaram-se todas as amostras durante 1min., a 3000 rpm e, em seguida,
procedeu-se a limpeza das paredes dos tubos para retirar possiveis particulas aderentes,
voltando a centrifugar-se as amostras durante 10min. para separar as particulas do extracto
lipidico.

Transferiu-se 5ml do extracto lipidico de cada amostra para um novo tubo com 1mi
de solucdo 0,9% de cloreto de sédio e agitou-se durante 1 min., voltando a centrifugar-se
todas as amostras durante 10 min., a 3000 rpm.

Em seguida, removeu-se e rejeitou-se a fase superior aquosa com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur e lavaram-se as paredes de cada tubo, duas vezes, com 1ml de solucdo
cloroférmio:metanol:agua (3:48:47; v/v/v). Esta solucdo de limpeza foi ulteriormente
removida.

Evaporaram-se todas as amostras até a secura numa estufa com vacuo a 45°C e,
também, no evaporador rotativo para que o procedimento ocorresse mais rapidamente.
Depois, transferiu-se o residuo com 2 ml de cloroférmio para um frasco (4ml) com rolha,
voltando a evaporar-se as amostras até a secura numa estufa com vacuo (a 45°C) e,
também, no evaporador rotativo.

Por altimo, redissolveu-se o residuo num 1ml de cloroférmio e as amostras foram
mantidas a -20°C até se proceder a analise quantitativa.

E de salientar o facto de ter de ser feita uma amostra em branco (sem conter o
extracto lipidico), pelo menos uma para cada tipo de amostra segundo 0 mesmo

procedimento.
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2.3.1.2.2. Quantificacdo de lipidos totais — analise espectrofotométrica

Este método de quantificacdo de lipidos totais tem por base a reaccdo de produtos
da degradacdo dos lipidos com os aldeidos aromaticos, o que resulta numa coloragédo
vermelha e que pode ser quantificada a 528nm (Z6lIner & Kirsch, 1962).

Colocou-se 100ul do extracto lipidico de cada amostra, incluindo as amostras em
branco, em tubos de 12 ml (com tampa) e em seguida evaporou-se o solvente numa estufa
de vécuo a 45°C.

Adicionou-se 200ul de acido sulfdrico a cada amostra e agitou-se durante 1min., no
vortex (Tab.2). Taparam-se todos os tubos e aqueceram-se num banho de dgua por 10min.,
a temperatura de 100°C (Tab.2). Deixou-se arrefecer por 5min. num banho de dgua a 20°C
(Tab.2). Posteriormente, juntou-se 2,5 ml do reagente acido fosférico-vanilina (20ml a
0,6% (p/v) de solugdo de vanilina adicionando-se acido fosforico a 85% até perfazer 100ml
de solucdo) e agitou-se mais uma vez todas as amostras durante 1min. (Tab.2).

Mediu-se a absorvancia a 528nm no espectrofotémetro (programa Cintral) (Tab.2),
depois das amostras se encontrarem em repouso e no escuro durante 60-65min. (Tab.2). O
contetdo em lipidos foi calculado como equivalentes de colesterol pela absorvéancia lida na
amostra e curva padrao.

Apesar do processo de quantificacdo de lipidos totais parecer simples, a verdade €
que este método é extremamente meticuloso e metddico, principalmente no que respeita ao
tempo em que as reaccdes decorrem. O atraso de minutos ou até segundo pode alterar
todos os resultados obtidos. Deste modo, aconselha-se a realizacdo de um tabela que

permita conciliar o nUmero de amostras com o tempo das reacc¢des (Tab.2).

Tabela 2 - Discriminagdo das diferentes etapas associadas a quantificacdo dos lipidos totais.

Etapaz
1(2 3 4 5 6 Pausa 7
Atostras
Brance A | - | - | 11hd40 | 11h4Y | 11h57 | 1202 | 12007 | 130T
Ay |- | k4D | 11R4T | 11hSF | 12h07 | 12k12 | 13h12
Ay |- | k4D | 1147 | 11hSF | 12h12 | 1217 | 13h17
Ag |- | k4D | 11h47 | 11hSF | 12017 | 12h32 | 13h22
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2.3.1.3. Quantificacao de proteinas totais

A quantificacdo de proteinas totais foi efectuada em quatro amostras: embrides
zigoticos de feijoa; embribes somaticos de feijoa; embrides zigéticos de tamarilho; e
embrides sométicos de tamarilho. Em cada tipo de amostra procedeu-se individualmente a
extraccdo e quantificacdo trés vezes, de modo a sustentar os resultados (n=3).

Para andlises espectrofotométricas é imprescindivel a realizacdo de uma curva
padrdo que, neste caso, foi elaborada com solucBes padrdo de albumina bovina do soro

entre 0,1-1ug/ml.

2.3.1.3.1. Extracgdo de proteinas totais

Para a extraccdo de proteinas totais foi utilizado um tampdo de extraccao
constituido por 50mM de citrato de sodio (pH 5.5), 5% de SDS (m/v), 0,01% de BSA
(m/v), 150mM de cloreto de calcio e 2% de p-mercaptoetanol. E de realcar o facto de o B-
mercaptoetanol ter sido adicionado aquando o inicio do procedimento experimental, deste
modo o0s restantes constituintes do tampao de extraccdo podem ser armazenados a -20°C
para ser utilizado em ensaios posteriores. A relacdo entre amostra/tampdo de extraccao é
para 50mg de amostra adiciona-se 100ul de tampéo.

As quatro amostras, cada amostra com 300mg (peso fresco), foram maceradas em
almofarizes distintos com auxilio de um pildo, em azoto liquido (4°C), até ficarem em po.
Posteriormente, com uma colher com capacidade para 100mg, cada amostra inicial foi
dividida por trés eppendorfs (n=3).

Adicionaram-se a cada amostra 200ul de tampdo de extraccdo de proteinas e
juntaram-se 4pl de p-mercaptoetanol e 3,5ul cocktail inibidor de proteases (SIGMAFAST™
Protease Inhibitor), cuja relacdo amostra/composto é para 300mg de amostra fresca 10ul de
composto. Macerou-se intensivamente com um pistdo a mistura contida em cada amostra.

Centrifugaram-se, todas as amostras, durante 30min., a 13200 r.p.m.. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante de cada amostra foi transferido para um novo eppendorf,
sendo colocado imediatamente num recipiente com gelo. Contudo, se a quantificacdo de
proteinas totais ndo for feita de imediato, é aconselhavel e possivel conservar as amostras a

-80°C, depois de imersas em azoto liquido.
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2.3.1.3.2. Quantificacdo de proteinas totais — analise espectrofotométrica

O método de quantificacdo de proteinas totais tem como base o protocolo de
Bradford (1976). A partir deste protocolo é possivel quantificar um grande namero de
amostras, num curto espaco de tempo. O processo baseia-se na observagdo de que o
Coomassie Brilliant Blue G-250 existe em duas formas de cor diferente, vermelho e azul.
O vermelho é convertido a azul na ligacdo do corante a proteina.

Foi efectuada uma solugéo stock de Bradford constituida por 1,63 ml de etanol a
97% (v/v), 3,37ml de acido fosférico e 5,7mg de Coomassie Brilliant Blue G-250. Desta
solugdo stock foram retirados 15 ml, adicionando-se 212 ml de &gua bidestilada, 15,5ml de
acido fosforico e 7,5ml de etanol a 97% (v/v), perfazendo deste modo 250 ml de volume,
de solucéo Bradford final.

Iniciando-se o processo de quantificacdo propriamente dito, diluiu-se 1ul de todas
as amostras com extracto proteico em 199 ul de &gua bidestilada. Da diluicédo, retirou-se
100 pl de cada amostra e juntou-se 1ml da solucdo Bradford final. Foi também realizada
uma amostra em branco que continha 100 ul de dgua bidestilada e 1ml da solucéo Bradford
final.

Um pormenor interessante e importante ¢ que os 100 ul de cada amostra diluida
foram colocados na tampa do eppendorf respectivo, sendo o mililitro de solucédo Bradford
de final colocado no interior do eppendorf. A tampa de cada amostra foi fechada de 1 em
1min., com agitacdo no vortex. Este facto prende-se com o tempo de reac¢do que se segue
(15 min.) e com o tempo de leitura da absorvéncia no espectrofotometro.

Passados os 15min. de reaccdo, e com a calibracdo do espectrofotometro com a
amostra em branco, procedeu-se sequencialmente a leitura da absorvancia de cada amostra
a 595nm.

2.3.1.4. Quantificacdo de amido total

Tal como nos casos anteriores a quantificacdo de amido total foi realizada em
quatro amostras diferentes: embrides zigéticos de feijoa; embribes somaticos de feijoa;
embrides zigoticos de tamarilho; e embrides somaticos de tamarilno. Em cada tipo de
amostra procedeu-se individualmente & extrac¢do e quantificacdo trés vezes, de modo a

sustentar os resultados (n=3).
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A curva padrdo foi executada com solugbes padrdo de amido sollvel
(SIGMAFAST " Soluble Starch S9765) entre 0-0,01mg/pl, a partir de uma solucéo stock de
19/100ml. Em cada amostra padrdo foram colocados 100ul de solucdo padrdo de amido
soluvel, na respectiva concentracdo e perfez-se com 1 ml de soluto de Lugol. A solugédo de
Lugol (100ml) foi preparada adicionando-se 10g de iodo de potéssio, 5g de iodo e perfez-

se com de agua bidestilada até 100ml.

2.3.1.4.1. Extraccdo de amido total

As quatro amostras, cada amostra com 300 mg (peso fresco), foram maceradas em
almofarizes distintos com auxilio de um pildo, em azoto liquido (4°C), até ficarem em po.
Posteriormente, com uma colher com capacidade para 100 mg, cada amostra inicial foi
dividida por trés eppendorfs (n=3).

Adicionou-se a cada amostra 2ml de metanol:cloroférmio:agua (12:5:3 v/viv).
Macerou-se intensivamente com um pistdo a mistura contida em cada amostra. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas durante 10 min., a 2000 rpm. O sobrenadante
(S1) de cada amostra foi removido para outro eppendorf e as amostras foram novamente
adicionados 2 ml de metanol:cloroférmio:agua (12:5:3 v:v:v), com nova centrifugacao, nas
condicdes referida anteriormente. O sobrenadante (S2) foi descartado e adicionado a S1.

Aos pellets resultantes de cada amostra foi adicionado 1ml de &cido perclérico a
30% (v/v). Em seguida todas as amostras foram centrifugadas durante 15 min., a 10.000
rpm. O sobrenadante com amido foi removido para um novo eppendorf. Com a adi¢édo de
acido perclorico 30% o amido é libertado para o sobrenadante. Estas trés Gltimas etapas
foram executadas trés vezes consecutivas, e delas resultaram trés sobrenadantes de cada
amostra que foram sendo acumulados num mesmo eppendorf, respectivamente. Cada
amostra fica entdo, aproximadamente, com 3ml de acido percldrico 30% mais amido.

Os sobrenadantes S1 e S2, que possivelmente contém acucares livres foram
preservados a -20°C para posteriores ensaios em vista. Os sobrenadantes com amido foram
utilizados no processo de quantificacdo de amido total e o restante ficou também

preservado a -20°C, para outros possiveis ensaios.
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2.3.1.4.2. Quantificacdo de amido total — analise espectrofotométrica

A solucdo de soluto de Lugol é por norma utilizada para identificar amido. Esta
solucdo € inicialmente amarela e quando se agrega as moléculas de amido adquire uma

tonnalidade azul-violécea.

Adicionou-se 0,5 ml de cada amostra (sobrenadante com amido) a 1 ml de soluto de
Lugol a 0,2%. Durante esta etapa realizou-se a preparacdo da amostra em branco
constituida por 0,5 ml de &cido periddico 30% e 1 ml de soluto de Lugol. O soluto de
Lugol foi colocado no interior do eppendorf, enquanto que a amostra na tampa do mesmo.
As tampas foram sendo fechadas de 1 em 1min. de modo a todas as amostras terem o
mesmo tempo de reaccdo. Esta técnica tem como objectivo minimizar o erro de leitura no
espectrofotdmetro. Procedeu-se, entdo, a leitura dos valores de absorvancia a 490nm, no

espectrofotémetro ja calibrado.

Tanto o procedimento de extraccdo como o de quantificacdo de amido total foram

adaptados do protocolo estabelecido por McCready et al. (1950).

2.3.2. Analise histoguimica de substancias de reserva

2.3.2.1. Preparacao dos embrides zigoticos e somaticos

Para a analise histoquimica as amostras tém que ser frescas. Deste modo, para a
recolha dos embrides zigético de feijoa e de tamarilho procedeu-se como esta descrito na
seccao 2.2.1. desde capitulo. Para a colheita dos embrides somaticos de ambas as espécies,
feijoa e tamarilho, realizaram-se 0s mecanismos explicitados na sec¢do 2.2.2.4., também,

deste capitulo.

2.3.2.2. Fixacdo, pos-fixacéo e desidratacdo

Os embrides maduros foram fixados numa solugédo de glutaraldeido 2,5% (v/v) em
tampdo cacodilato de sddio (0,1M; pH=7,2), ou seja, numa proporg¢do de 1:9, adicionando-
se uma gota de cloreto de célcio anidro (0,01M) por cada 5ml de fixador. Os explantes

foram mantidos no fixador durante cerca de 1-1,5 h a temperatura ambiente.
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Seguidamente, o material foi submetido a trés lavagens consecutivas, 15min. cada, em
tampéo cacodilato (0,1M; pH=7,2).

Procedeu-se a pos-fixacdo em tetroxido de ésmio a 1% (p/v) preparado no mesmo
tampdo, durante 2 hora, a temperatura ambiente. Apos trés novas lavagens, 15 min. cada,
com tampao cacodilato (0,1M; pH=7,2), os embrides foram desidratados recorrendo a uma
série ascendente de etanol 70-100% (v/v), durante 10min. em cada etapa.

2.3.2.3 Impregnacao e realizacdo de cortes semi-finos

A realizacdo de estudos histoquimicos requereu a inclusdo prévia do material em
blocos de resina Spurr. A polimerizacdo dos blocos, com os embriGes devidamente
orientados, foi realizada a 60°C, durante 12h.

As sec¢des (0,5-1um) foram obtidas com facas de vidro num ultramicrétomo e
colocadas sobre as lamelas com &gua bidestilada, a secar na estufa a 60°C pelo menos
durante 1h.

2.3.2.4 Coloracoes

2.3.2.4.1. Coloracdo de lipidos — negro de Sudédo B

Antes de dar inicio ao processo de coloracdo o corante de Negro de Suddo B deve
ser filtrado e mantido num recipiente fechado, na estufa a 60°C, durante 30min.

A coloracéo foi iniciada com a adicdo de umas gotas de corante de Negro de Sudéo
B a 0,3% (p/v), sobre as ldminas com as amostras. Esta etapa durou cerca de 2h, a
temperatura ambiente. Sequencialmente, procedeu-se a lavagem ligeira das amostras em
alcool a 70% (v/v) para a diferenciacdo dos tecidos fixados e a lavagem em agua
bidestilada, durante 1-2min. (Bronner, 1975). As amostras ficaram a secar na estufa, a

temperatura de 60°C.
2.3.2.4.2. Coloracéo de proteinas — azul de mercurio de bromofenol
Com o intuito de remover a resina Spurr excedente nas amostras, colocou-se sobre

cada lamina umas gotas de solucdo alcodlica de hidréxido de sédio a 2% (p/v), durante 3-

5min., a temperatura ambiente, logo de seguida procedeu-se a lavagem com &gua bidé
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stilada. As laminas foram colocadas em tinas com ranhuras, imersas em peridrol a 5%
(v/v), durante 30 min. Procedeu-se a lavagem das amostras com &gua bidestilada, 3 vezes
5min. cada. Estas etapas ndo sdo propriamente de coloracdo mas de desosmificacdo do
material.

Colocou-se o material com azul de merclirio de bromofenol, a temperatura
ambiente, durante 2h. Em seguida, lavaram-se as amostras em acido acético a 0,5% (v/v),
durante 5-10min., e, posteriormente, em agua corrente cerca de 5min (Mazia, 1953). As

amostras ficaram a secar na estufa, durante 12h, a temperatura de 60°C.

2.3.2.4.3. Coloracdo de amido — acido periodico/reagente de Schiff (PAS)

As amostras foram, inicialmente, mergulhadas em tinas com ranhuras que
continham solugdo alcoodlica de &cido periddico a 1% (v/v), durante 20min., a temperatura
ambiente. Sequencialmente, procedeu-se a passagem das amostras em alcool a 70% (v/v) e
a lavagem em agua bidestilada (duas vezes).

Imediatamente ap6s as lavagens, as amostras foram mergulhadas em tinas com
ranhuras que continham reagente de Schiff, as escuras, a temperatura ambiente, cerca de
4h. Por ultimo, as laminas foram passadas por agua corrente, durante 15min. e colocadas a

secar na estufa, durante um dia, a temperatura de 60°C (McManus, 1946).

2.3.4.5. Analise de substancias de reserva ao microscépio 6ptico composto

Apds os procedimentos histoquimicos, referidos nos pontos anteriores, terem sido
realizados, as seccdes histoldgicas com os cortes semi-finos estdo prontas para poderem ser
estudadas com o auxilio de um microscépio dptico composto. O material foi analisado e

fotografado com a camara em vérias ampliacdes, desde 40x a 100x em imerséo.

35



MATERIAIS e METODOS

2.4. Efeito do estado do material inoculado na inducdo de embriogénese

somatica, em feijoa

Este ensaio teve como objectivo testar a indugdo de embriogénese somatica, via
directa em feijoa, fazendo variar o estado do material inoculado. Deste modo, foram
inoculados em meio de inducdo embrides zigoticos (ez), sementes com cortes apenas ao
nivel do tegumento (sc) e sementes intactas (s), durante 8 semanas (Fig.6).

A preparacdo do meio de inducdo de embriogénese somatica (meio MS, com
1mg/L 2-4,D e 9% sacarose), bem como a preparacdo do material em estudo encontram-se

descritas nas seccdes 2.1 e 2.2 deste capitulo.

13 tubos! 26 ez 13 tubos26 sc 13 tubosf26 s
(2 ezftubo) (2 scftubo) (2 sftubo)
M3 2,4D 1mg/L | M3 2,4D Img/L | M3 2,4D Img/L
9% Sacarose 9% Sacarose 9% Sacatose

Escuro Escuro Escuro

Figura 6 — Esquema representativo do ensaio experimental (seccdo 2.4.).

Foram efectuados registos quer quantitativos, quer qualitativos, acerca do

desenvolvimento do material no fim do ensaio, semana 8.
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2.5. Efeito de condicbes de cultura e de meios de cultura da inducdo a

conversdo de embrifes somaticos, em feijoa

2.5.1. Inducéo de embribes somaticos

Esta experiéncia teve como objectivo primordial estudar a capacidade de induzir
embriogénese somatica, através embrides zigoticos (via directa), em diferentes meios e
condicdes de cultura, tais como: luz vs escuro; 4% sacarose vs 2% sacarose; e 2mg/L de
ABA vs meio sem ABA.

A preparacdo do meio de inducdo de embriogénese somatica (meio MS com
suplementos), bem como a preparacdo do material em estudo encontram-se descritas nas
seccOes 2.1 e 2.2 deste capitulo.

O ensaio decorreu em duas etapas consecutivas, 4 semanas cada, isto €, o tempo
total da experiéncia foi de 8 semanas. O esquema que se segue facilita a percepcdo de

todos os acontecimentos da indugéo (Fig.7).

144 tubos/144 embrifes zigiticos  —* 1 ez/tube

M3 ImgfL 2,4-D 9% sacaroge
(4 semanas)

20 tubos20 explantes

UUU

20 tubos20 explantes

UUU

20 tubos20explantes

UUU

20 tubos20explantes

UUU

20 tubos20explantes

UUU

20 tubos20 explantes

UUU

20 tubos20 explantes

UUU

L3 1mg/L 2,4D
9% sacarose
Escuro_Controlo

LIS 4% sacarose
ESCURO

L3 2mg/L ABA
4% sacarose
ESCURO

M3 2%sacarose
ESCUROQ

M3 4% sacarose
LUZ

LIS ABA
4% sacarose
LUZ

JE]
2% sacarose
LUZ

1(4 semanas)

Fim

Figura 7 — Esquema representativo do ensaio experimental (seccéo 2.5.1.)

Para dar inicio a este ensaio foi necessario isolar e inocular em meio de indugdo MS

com 1mg/L de 2,4-D e 9% sacarose, cerca de 144 embrides zigoticos (ez) de feijoa. Os

explantes mantiveram-se durante as primeiras 4 semanas, N0 escuro a uma temperatura de
25+1°C (Fig.7).
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Passadas as 4 semanas transferiram-se os explantes para trés tipos de meio de
inducdo distintos e duas condigBes de cultura também diferentes, de acordo com o
representado na figura 7. Apenas o ensaio de controlo foi mantido em cultura continua. Os

resultados foram qualitativa e quantitativamente analisados no fim da experiéncia.

E de extrema relevancia salientar que mediante os resultados obtidos nesta
experiéncia, houve uma repeticdo de um dos ensaios, em que os embrides que dai advieram
foram sujeitos a andlise de quantificacdo de substancias de reserva, homeadamente 0s

lipidos, de acordo com o descrito na alinea 2.3.1.2..
2.5.2. Germinacédo de embrides somaticos e conversdo em plantulas

Com base nos resultados obtidos no processo de inducéo de embriogénese somatica
em feijoa (seccdo 2.5.1.) foi importante testar a germinacdo e conversdo dos embrides
somaticos.

Para se obter a maturacdo e germinacao de embrifes somaticos de feijoa, bem como
a conversao dos mesmos em plantulas, foi preparado um meio, designado por Meio E. Para
a preparacdo de 1L deste meio foram necessarios 0s seguintes constituintes: 20ml de
solucdo de Knop, 20g de sacarose, 5ml de Fe-EDTA, 1ml de micronutrientes MS (Tab. - 1)
sem IK, 4ml de vitaminas de Fossard. Depois da adi¢do de todos os reagentes foi preciso
ajustar o pH entre os 5,6 e 5,8, e adicionou-se 6g de agar. Apds 0 aquecimento no meio de
cultura, juntou-se 8g de carvao activado.

Os explantes obtidos no processo de inducdo de embriogénese somatica em feijoa
(seccdo 2.5.1.), foram transferidos para o Meio E, na camara de fluxo e colocados em

fotoperiodo a uma temperatura de 25+1°C, durante aproximadamente 10 semanas (Fig.8).

20 tubos/20 explantes | 20 tubosf20 explantes | 20 tubos20explantes | 20 tubos20explantes | 20 tubosf20explantes | 20 tubos20 explantes | 20 tubos/20 explantes

oy | Oy | O Ty | T | Yy | Uy

M3 Lmg/L 24D M3 4% sacarose M3 Zmg/L ABA M3 2% sacarose M3 4% sacarose M ABA M
0% sacarose ESCTRO 4% sacarose ESCTURO LUZ 4% sacarose 2% sacarose
Escuro_Controlo ESCURO LUZ LUZ

20 tubos 20 tubos 20 tubos 20 tubos 20 tubos 20 tubos 20 tubos

UUU UUU DUU UUU UUU UUU UUU

Meio E -Luz | Meio E -Luz | Meio E -Luz | Meio E -Luz | Meio E -Luz | Meio E -Luz | Meio E -Luz

Figura 8 — Esquema representativo do ensaio experimental (seccdo 2.5.2.)
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Apbs as 10 semanas de experiéncia, 0s resultados de cada ensaio foram
fotografados e foram feitas contagens exaustivas do material em estudo, no interior da

camara de fluxo com o auxilio de uma lupa.

2.5.2.1. Parametros e método de contagem

Uma vez que este processo tem algum grau de subjectividade convém ter
pardmetros bem definidos de andlise., Deste modo, foram considerados 0s aspectos
morfolégicos de cada embrido ou pléntula, o que no fundo revela o seu estado de
desenvolvimento. As fases contabilizadas foram as seguintes: embrides somaticos (ES)
com desenvolvimento da parte caulinar; ES com desenvolvimento da raiz; ES convertidos;
ES andmalos germinados; ES cotiledonar maduros; e ES anomalos maduros.

O método de contagem consistiu em contabilizar todo o material presente em cada
tubo, de cada ensaio. Contudo, é de referir que ndo foram contabilizados os 20 tubos de
cada ensaio uma vez que convinha que as contagens fossem feitas no mesmo dia e,
também, porque havia tubos contaminados. Deste modo foi necessario organizar o
material, sendo feita uma amostragem que consistiu na analise de 5 tubos por ensaio
(Tab.3)

Tabela 3 — Esquema representativo da selec¢do de amostragem aleat6ria para efectuar contagens.

ol | o2 |03 |o0d| 05|06 |07 o8| afl

MS+2_4D 5%/ Controlo
MS+4% ESCURO
M5+ABA4% ESCURD
MS5+2% ESCURO

MS+4% LUZ
MS+ABA4% LUZ
MS+2% LUZ
Contagem
Feserva (estatistica)

2.5.2.2. Conversdo de ES cotiledonares e ES com desenvolvimento da parte

caulinar em plantulas

Com base nos resultados obtidos no processo de germinacdo de embrides somaticos
(ES) e possivel conversédo em pléntulas, em feijoa, foi imprescindivel testar a viabilidade

de conversdo de ES, apenas nas fases de desenvolvimento que poderdo potenciar a
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conversdo para uma nova planta (ES cotiledonares, ES j& com desenvolvimento do &pice
caulinar).

Uma vez que, no ensaio anterior foi notoria a reduzida sincronizacdo das fases
embrionarias levando, consequentemente, ao aumento de massa por tubo de ensaio, torna-
se dificil a tarefa de testar a viabilidade exacta de conversdo ES e posterior
desenvolvimento da planta jovem.

Deste modo, procedeu-se ao ensaio descrito em seguida, que permitiu obter uma
percentagem de conversdo por numero de embrides somaticos cotiledonares e por nimero
de embrides soméaticos com desenvolvimento apical caulinar, respectivamente..

Os explantes foram distribuidos por estaddio de desenvolvimento e por ensaio de
inducdo (inicial), respectivamente. Os explantes foram inoculados na camara de fluxo, em
Meio E (seccdo 2.5.2) e posteriormente expostos a um fotoperiodo de 16h de luz/10h de
escuro a temperatura de 25+1°C, durante 8 semanas. Procedeu-se ao registo dos resultados

quantitativos e qualitativos no final da experiéncia.
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2.6. Efeito da dessecacdo na inducdo de embriogénese somatica, em feijoa e

tamarilho

Este ensaio teve como principal objectivo analisar o efeito do stresse, neste caso, a
dessecacgdo, na inducdo de embriogénese somatica em feijoa (via directa) e em tamarilho
(via indirecta).

Como se trata de duas espécies distintas, em que a via de inducdo de embriogénese
somatica varia, bem como o tipo de explante inicialmente utilizado, o tempo em que os
ensaios decorreram também variou. Em feijoa, a experiéncia decorreu durante 10 semanas,
enguanto que no tamarilho o trabalho pratico decorreu durante 15 semanas. Os ensaios
foram analisados qualitativamente, em ambas as espécies, de 5 em 5 semanas.

O meio de indugdo de embriogénese somatica foi 0 mesmo para a feijoa e para o
tamarilho, ou seja, meio base MS com suplemento de 1mg/L de 2-4,D e com ou sem 9%

sacarose (secgéo 2.2).

2.6.1 Feijoa

A preparacdo dos embrides zigdticos de feijoa para posterior inoculacdo em meio
de cultura esta descrita na sec¢édo 2.1.

Durante o primeiro dia de ensaio, foram isolados cerca de 210 embrides zigoticos
(EZ) de feijoa, sendo que 30 dos quais foram imediatamente inoculados em tubos de
ensaio em meio de inducdo MS 1mg/L de 2-4,D e 9% sacarose (controlo). Os restantes,
cerca de 180 EZ, foram distribuidos por caixas de Petri estéreis (6 caixas de Petri), na
camara de fluxo (30 EZ/caixa de Petri) e, por sua vez estas foram lacradas devidamente
para evitar contaminacGes por microrganismos, e mantidas no escuro, a temperatura
ambiente.

Deste modo, os explantes foram sujeitos a dessecacdo durante 1 dia, 3 dias e 7 dias.
Em cada dia (1,3 e 7), os embrides zigoticos eram colocados no respectivo meio de cultura,
ou seja, 30 explantes/30 tubos com meio MS e 9% sacarose e 30 explantes/30 tubos com
meio MS 1mg/L 2,4D e 9% sacarose (Fig.9).
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FEscuro 1° Dia dessecacio/Escuro 3° Dia dessecaciio/ Escuro 7? Dia dessecaciio/ Escuro
30tubes! I EZ
WS 2,40 1mgfL 5 o 5
9% Saratnes 1S 9% Sacmose 4 [——) IS 9% Sacmose 3 ——) 1S 8% Sacmose § F——)
IS 2,40 1mgfL MS 24D Lrogll 15 2,40 LrogfL
9%, Sararose @ 9%, Sacarose @ 9%, Sararose @
30tubos! I EZ
IS 9%, Sacarose
30tubos! I EZ
15 2,4D 1mgfL
9% Sararose

30tubosd ] EZ
WIS 2%, Sacarose

30tubosl ] EZ
M3 24D lmgL
0%, Sacarose

30tubos! ] EZ
IS 9%, Sacarose

30tubos! 1 EZ
IS 2,40 LigL
%, Sacarose

Figura 9 — Esquema representativo do ensaio experimental (seccdo 2.6.1.)

Este ensaio decorreu durante 10 semanas, estando o material numa estufa escura, a

temperatura de 25+1°C.

2.6.2 Tamarilho

A preparacdo dos explantes de tamarilho para posterior inoculagdo em meio de
cultura foi feita a partir de plantulas jovens, estando estas em condicdes estéreis, in vitro.
Os cortes foram executados primeiro ao longo da nervura, isto €, paralelamente sem a
incluir, e depois perpendicularmente a mesma (Fig.12).

Durante o primeiro dia de ensaio, foram preparados cerca de 210 explantes (1/4 de
folha), sendo que 30 dos quais foram imediatamente inoculados em tubos de ensaio em
meio de indugdo MS 1mg/L de 2-4,D e 9% sacarose (controlo). Os restantes, cerca de 180,
foram distribuidos por caixas de Petri estéreis (6 caixas de Petri), na camara de fluxo (30
partes de folha/caixa de Petri) e, por sua vez estas foram lacradas devidamente para evitar
contaminagdes, e mantidas no escuro, a temperatura ambiente.

Deste modo, os explantes foram sujeitos a dessecacéo durante 1 dia, 2 e 3 dias. Em
cada dia (1,2 e 3), os explantes foram colocados no respectivo meio de cultura, ou seja, 30
explantes/30 tubos com meio MS e 9% sacarose e 30 explantes/30 tubos com meio MS
1mg/L 2,4D e 9% sacarose (Fig.10).
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Escuro 1° Dia dessecaciio/Escuro 2* Dia dessecaciio/ Escuro 3° Dia dessecacfio/ Escuro
30mbeos 1/4 folha
M3 24D 1mg/L 1S 9% Sacarose O M5 9% Sacarose O M3 9% Sacarose )
9% Sacarose
MS 24D LroglL MS 2,40 1rogll MS 2,40 LroglL
0%, Sacarose 0%, Sacaroge 0%, Sacarose
30tuboss 142 folha
WIS 9%, Sacarose
’
""" 7_ === 30tuboss 142 folha
S 24D LmglL
0%, Sacarose
30tubos! 14 folha
5 9% Sacarose
30tubos! 14 folha
M5 24D 1mgfL
9% Sacarose
¥
3tubosi 178 folha
WIS 9% Sacarose
3tubosi 178 folha
MS 24D LroglL
0%, Sacarose

Figura 10 - Esquema representativo do ensaio experimental (sec¢éo 2.6.2.)

Este ensaio decorreu durante 15 semanas, estando o material numa estufa escura, a

temperatura de 25+1°C.
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2.7. Efeito da concentracgao da auxina 2,4-D no meio de cultura na indugéo de

embriogénese somatica em feijoa

Este ensaio tem com principal objectivo testar o efeito de diferentes concentragdes
de 2,4-D, ao longo de 8 semanas, no escuro e a 25+1°C, na inducdo de embriogénese
somatica a partir de embrides zigoticos de feijoa (via directa).

A preparagdo dos explantes de feijoa para posterior inoculagdo em meio de cultura
esta descrita na secgdo 2.1.

O meio de inducéo utilizado neste ensaio foi 0 meio MS com 1 ou 0,5 mg/l de 2,4-
D e 9% sacarose. Os explantes foram mantidos neste meio ao longo do ensaio ou
transferidos para meios com concentragdes mais baixas de 2,4-D conforme indicado na
tabela 4.

Foram preparados inicialmente 10 tubos por tratamento (Tab.4 — Tratamento 1-8),
com o respectivo meio de cultura. Cada tubo continha apenas um embrido zigotico, ou
seja, no primeiro dia de trabalho foi necessario isolar e inocular aproximadamente 80

embribes zigoticos de feijoa. O ensaio decorreu durante um total de oito semanas.

Tabela 4 - Esquema representativo do ensaio experimental (sec¢do 2.7.)
Trtamento| Semarad | Semama | Semaad | Semama6  Semamad}
- M3 24-D Img/L %sac »

M3 24-D Img/L %sac » M5 24-D05 mgl Pasac >
mmgﬁ Whsac | MS 24-D0.5 mgL Fasac —— >
- MS 24D Img/L Wsac | MS 24-D 0.5 mg/L Phsac | MS 24D 0.25 mg/L Phsac . i
M2 24-D Img/L ¥asac | M3 24-D 0.5 mgl ®osac | WS 2,4-D0.25 mg/L %%zac | M5 24-D 0. 1mg/L Wasac
| M5 24D 0.5 mg/L Whsac| ————— » M5 24D 025 mg/L Whsae —————— >
| M5 24D 0.5 mg/L %hsac | MS 24D 0.25 mg/L %hsac — R

M3 24-D 0.5 mg/L $hsac >

2.8. Analise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi feita no programa SPSS. Foram
efectuados testes de Tuckey (teste T), testes de Levene, testes de Dunnet, bem como
ANOVASs para testar a variancia entre dados e verificar se as diferengas entre amostras
eram, ou ndo, significativas (p=0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. Estudos quantitativos e histoquimicos de substancias de reserva em

embrides zigoticos e somaticos de feijoa e de tamarilho

Os estudos quantitativos e histoquimicos de substancias de reserva foram
efectuados em quatro amostras distintas: embrides zigoticos de feijoa (EZ feijoa); embrides
somaticos de feijoa (ES feijoa); embribes zigéticos de tamarilho (EZ tamarilho); e
embrides somaticos de tamarilho (ES tamarilho). Em cada tipo de amostra procedeu-se
individualmente a extraccdo e quantificacdo trés vezes, de modo a sustentar os resultados
(n=3).
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3.1.1. Lipidos totais
3.1.1.1. Analise quantitativa

Através da anélise espectrofotométrica foi possivel quantificar os lipidos totais das
amostras acima referidas, as quais demonstraram uma diferenca acentuada entre embrides
zigoticos e embrides somaticos, de ambas as espécies lenhosas. Na feijoa, os embrides
zigoticos apresentam uma percentagem total de lipidos de 48,5% ao invés dos embrides
somaticos que apenas demonstram conter 2,9%. No tamarilho obtiveram-se resultados
semelhantes com 46,6% e 2,3%, respectivamente (Fig.11). Deste, modo verifica-se que
entre as duas espécies, e para os dois tipos de embrides, o teor de lipidos totais é muito
semelhante.

Tanto na feijoa como no tamarilno os embriGes zig6ticos apresentam conteudo

lipidico superior a0 mesmo contetdo em embrides somaticos, de acordo com o esperado.

%4 Lipidostotais 50% ) ...
(mg/mlempeso 4., | 48,5% 46,6%
fresco) 1 _—
40%a

35%
30%
25%
20%
15%
10%

5%

0%

EZ Feijoa EZ Feijoa EZ Tamarilho E3 Tamarilho

Errbrifes
Figura 11 — Percentagem de lipidos totais (peso fresco) em embrifes zig6ticos (EZ) e sométicos (ES) de

feijoa e tamarilho.

As diferencas quantitativas de lipidos entre os dois tipos de embrides, zigéticos e
somaticos de ambas as espécies, sdo significativas. Segundo a andlise estatistica,
comparando embriGes zigdticos com embrides sométicos da mesma espécie ha
homogeneidade de variancias (teste Levene) e mediante o teste T para amostras
independentes (valor de p=0.000, a=0.05), é possivel verificar que as médias de lipidos de
cada amostra sdo diferentes.
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3.1.1.2. Andlise histoquimica

De certo modo, o estudo histoquimico de todas as amostras veio demonstrar 0s
resultados obtidos de quantificacdo. Os lipidos encontram-se armazenados em corpos
lipidicos. E possivel observar que em embrides zigdticos de ambas as espécies (EST.I A e
C) a coloracdo de lipidos € mais acentuada (cor castanha) do que em embriGes sométicos
(EST.I1 B e D).

Outra caracteristica importante a salientar ¢ a maior vacuolizacdo nas células dos
embrides somaticos relativamente as células dos embrides zigoticos, das duas espécies

estudadas.

3.1.2. Proteinas totais

3.1.2.1. Andlise quantitativa

A partir de ensaios de espectrofotometria foi possivel quantificar as proteinas totais
das amostras, as quais demonstraram, tal como no caso dos lipidos, diferencas entre
embrides zigdticos e embriGes somaticos, de ambas as espécies. Na feijoa, os embries
zigoticos apresentam uma percentagem total de proteinas de 4,6% ao contrario dos
embrides somaticos que apenas contém 1,7% (Fig.12). No tamarilho a diferenga entre os
dois tipos de embribes é menor, tendo os embrides zigbticos 2,9% de proteinas totais e 0s
embrides somaticos 2,4% das mesmas (Fig.12). Os dados mostram que existem variagdes
acentuadas entre embrides somaticos e zigéticos. Porém, as diferencas de conteddos nédo

sdo tdo acentuadas como as que se observaram no método de quantificacéo lipidica.

%4 Proteinas totais  2»0%0
(mg/ml peso fresco) 4 504

4,0%
3,5%
3,0%
2,5%
2,0%
1,5%
1,0%
0,5%

3,0%%

EZ Feyjoa EZ Feijoa EZ Tamarilho E2 Tamarilho

Embrides

Figura 12 — Percentagem de proteinas totais (peso fresco) de embrides zigoticos (EZ) e somaticos (ES) de

feijoa e tamarilho.
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As diferencgas quantitativas de proteinas entre os dois tipos de embriGes, zigdticos e
somaticos de ambas as espécies, ndo sdo estatisticamente significativas. Segundo a analise
estatistica, comparando embrides zigoticos com embrides somaticos da mesma espécie ha
homogeneidade de variancias (teste Levene) e mediante o teste T para amostras
independentes (valor de p=0.479 para feijoa e de p=0.605 para tamarilho, 0=0.05), ¢
possivel depreender que as médias de proteinas totais de cada amostra sdo analogas.

3.1.2.2. Analise histoquimica

O estudo histoquimico de todas as amostras veio em parte comprovar os resultados
obtidos na quantificacdo. As proteinas encontram-se acumuladas em corpos proteicos. E
possivel observar que em embrides zigoticos de ambas as espécies (EST.Il A e C) a
coloracédo de corpos proteicos € mais acentuada e numerosa (cor azul) do que em embrides
somaticos, nos quais se observa uma acumulacdo de proteinas mais a periferia celular em
consequéncia de uma maior vacuolizacdo celular. Para além disso, 0s corpos proteicos séo
mais pequenos € menos numerosos nos embrides somaticos de ambas as espécies (EST.II
BeD).

3.1.3. Amido total

3.1.3.1. Analise quantitativa

A partir de ensaios de espectrofotometria foi possivel quantificar o amido das
amostras inicialmente referidas, as quais mostraram diferenca entre embries zigoticos e
embribes somaticos, de ambas as espécies. Na feijoa, 0s embrides zigoticos apresentam
uma percentagem total de amido de 13,4% ao contrério dos embrides sométicos que apenas
demonstram ter 6,4% (Fig.13). No tamarilho a diferenca entre os dois tipos de embrides é
menor e inversa ao descrito em todos os casos até agora. Os embriBes zigdticos nao
demonstram conter amido e os embrides somaticos contém 1,2% de amido total (Fig.13).

Na feijoa os embribes zigoticos apresentam uma percentagem de amido superior a
observada em embrides somaticos. No tamarilho ocorreu a situacdo inversa, isto &, 0s
embrifes somaticos apresentam uma percentagem de amido superior a verificada nos

embrides zigoticos.
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% Armidototal 1404 13,4%
mgiml peso fresca)

12%

10%

3%

&%

44

2%

0%

EZ Feijoa ES Feijoa EZ Tarnarilho ES Tamarilho

Emibrides

Figura 13 — Percentagem de amido total (peso fresco) de embrides zigéticos (EZ) e somaticos (ES) de feijoa

e tamarilho.

As diferencgas quantitativas de amido entre embrides zigoticos e somaticos de feijoa
sdo significativas, 0 mesmo ndo se tendo verificado no tamarilho. De acordo com a analise
estatistica, comparando embrides zigoticos com embrides somaticos da mesma espécie ha
homogeneidade de variancias (teste Levene) e mediante o teste-T para amostras
independentes (valor de p=0.007 para feijoa e de p=0.95 para tamarilho, a=0.05), ¢é
possivel depreender que, as médias de amido total de cada amostra sdo estatisticamente

diferentes em feijoa e iguais em tamarilho.

3.1.3.2. Analise histoquimica

Apesar da coloracdo histoquimica também corar proteinas (rosa-claro), a coloragdo
de amido também € perceptivel (rosa ou roxo-escuro). A analise histoquimica de todas as
amostras nédo veio demonstrar, aparentemente, os resultados obtidos na quantificacéo.

O amido encontra-se armazenado sob a forma de granulos em amiloplastos. E
possivel observar que em embrides zigoticos de ambas as espécies (EST.IIl A e C) a
coloracdo de amido é mais escassa do que em embriGes somaticos, nos quais se observa
uma acumulacdo de amido, também restrita a periferia celular mas em maior nimero
(EST.1lII B e D).
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ESTAMPA |

Anélise histoquimica dos lipidos totais em células dos cotilédones por coloracdo com o

negro do Sudao B. A - Lipidos em embrido zigético de feijoa (100x); B - Lipidos em embrido somético
de feijoa (100x); C — Lipidos em embrido zig6tico de tamarilho (100x); D — Lipidos em embrido somatico de

tamarilho (100x). As setas de todas as ilustragdes indicam corpos lipidicos.
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ESTAMPA 11

Anélise histoquimica das proteinas totais em células dos cotilédones por coloracdo com

azul de mercurio de bromofenol. A - Proteinas em embrido zigético de feijoa (100x); B — Proteinas em
embrido somatico de feijoa (100x); C — Proteinas em embrido zigético de tamarilho (100x); D — Proteinas em

embrido somético de tamarilho (100x). As setas de todas as ilustragdes indicam corpos proteicos.

L
“e g‘}.- RS L
8 s Yo
L) s .04/ TR
s -
’.( ° * Ny .{ . .
o8 A g
e R e s R
¢ e . )i
b ot ge %
e o%.° s i .
) .,_. ‘e e - e
i — K S
A -@® I
B S X
2 Ae »
A -
» -
» . N
e
N - &
oo . S
- ~ o ', (,,I )
D A '

51



RESULTADOS

ESTAMPA II1

Analise histoquimica de amido total em células dos cotilédones por coloragdo com acido

periddico/reagente de Schiff. A - Amido em embrido zigético de feijoa (100x); B — Amido em embrido
somético de feijoa (100x); C — Amido em embrido zigético de tamarilho (100x); D — Amido em embrido

somatico de tamarilho (100x). As setas de todas as ilustragfes indicam graos de amido.
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3.2. Estudo do efeito do estado do material inoculado na inducdo de

embriogénese somatica em feijoa

O objectivo principal deste ensaio foi analisar a inducéo de embriogénese somatica,
em feijoa, fazendo variar o estado do material inoculado. Deste modo, foram inoculados
em meio de inducdo MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, 26 embrides zigoticos (ez), 26
sementes com cortes apenas ao nivel do tegumento (sc) e 26 sementes intactas (s), durante

8 semanas.

Mimero de explantes
comrepostapor 20
ezfscfs,
respectivamente

€y

&
<

€y

o
&

\S" ? N ¥
o & = $‘

ez 5C 5

Estado domaterial inoculado inicial vs final

Figura 14 — Indugdo de embriogénese somatica em diferentes explantes: embrides zigoticos (ez); sementes

cortadas (sc); e sementes intactas (5).

Ao fim de 8 semanas foram registados os resultados quer quantitativa quer
qualitativamente. Dos 26 embriBes zigoticos inoculados 3 mostraram ndo ter qualquer
desenvolvimento (s/ desv.) desde o momento inicial da experiéncia. Dos restantes, 17
encontravam-se em fase inicial de desenvolvimento embrionario (em desv.), ou seja, ainda
sem formacdo evidente de embriGes, ndo se encontrando, por isso, nas fases de
desenvolvimento embrionario mais avangados como torpedo, cordiforme e cotiledonar. Os
outros, 6 embribes zigoticos, originaram inumeros embrides somaticos ja bem
diferenciados (Fig.14, EST.IV A).

Os resultados obtidos a partir de sementes cortadas apenas na regido do tegumento
sdo muito semelhantes aos resultados anteriormente referidos. Contudo, observou-se que

nenhum dos explantes se manteve no estado inicial, isto €, sem qualquer alteracao,
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verificando-se 20 em desenvolvimento embrionario e 6 com embrides bem definidos ja
numa fase avancada de desenvolvimento embrionario (Fig.14, EST.IV B).

Os resultados verificados partindo da inoculagdo de sementes intactas foram
significativamente diferentes dos resultados anteriores (EST.IV C e D). Em nenhum
explante inoculado ocorreu formacéo de embrides sométicos bem diferenciados e apenas 9
dos 26 explantes monstraram diferenciacdo embrionéria. Das sementes intactos inoculadas

a maioria (17), manteve-se no estado original (Fig.14).

% Inducdo embriogénese somatica

"embrido zigdtico"

% Inducdo de embriogénese somética por

ez SC S

Estado do material inoculado inicialmente

Figura 15 — Percentagem de indugdo de embriogénese somética por embrido zig6tico (ez), semente cortada

(sc) e semente intacta (s).

Convertidos os valores obtidos em percentagens é de notar que, tanto os embrides
zigoticos como as sementes cortadas deram origem a percentagens de inducdo idénticas
(23%), enquanto nas sementes intactas a percentagem de inducdo de embriogénese
somatica foi nula (Fig.15).
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ESTAMPA IV

Estado de desenvolvimento dos explantes inoculados. A - Embrides somaticos com origem em
embrido zigético isolado (1.8x); B — EmbriGes somaticos com origem em embrido zig6tico contido em
semente cortada (1.7x); C — Semente intacta com embrido zigético a alongar (1.4x); D — Semente intacta sem

qualquer desenvolvimento (1x).
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3.3. Estudo do efeito das condi¢bes e de meios de cultura na inducéo e

conversao de embribes somaticos de feijoa

3.3.1. Inducéo de embrides somaticos

O objectivo primordial deste ensaio foi testar a capacidade de induzir embriogénese
somatica, em diferentes meios e condigdes de cultura, tendo sido analisado o efeito da luz,
sacarose e ABA.

O ensaio decorreu em duas etapas consecutivas, 4 semanas cada, isto €, o tempo
total da experiéncia foi de 8 semanas. Os embrides zigoticos foram inoculados inicialmente
em meio de indugdo MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, durante 4 semanas. Apds este
periodo transferiram-se os explantes para trés tipos de meio de indugdo distintos e duas
condicdes de cultura também diferentes. Apenas o ensaio de controlo foi mantido em

cultura continua. Os resultados obtidos estdo representados na figura 16.

16

" de etrbrides
zigbticosque 14
originaram embrides |5
somaticos

< Condigfes de cultura

Figura 16 — Efeito do meio e condicGes de cultura na inducéo de embriogénese somatica.

Partindo de amostras com igual nimero de explantes (n=20), ao fim de 8 semanas
de cultura, foi possivel observar resultados distintos entre os varios tratamentos aplicados.

A cultura continua de embrides zig6ticos em meio MS com suplemento de 1mg/L
de 2,4-D e 9% sacarose, no escuro, funcionou como controlo na experiéncia uma vez que é
por esta via que a inducdo de embriogénese somética em feijoa é conseguida. Os resultados
revelaram que apenas em metade dos explantes (50%) submetidos a estas condic¢des de
inducdo, se conseguiu obter embriGes somaticos bem diferenciados (Fig.17, EST.V A).
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% Inducio de embriogénese somatica
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embrifio zigdtico
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Figura 17 — Efeito do meio e condic8es de cultura na inducdo de embriogénese somatica de acordo com as

condigdes cultura, em percentagem (%).

Na inducdo de embriogénese somatica no escuro e em meio MS sem suplemento de
2 mg/L de ABA, com concentraces mais baixas de sacarose (2 e 4%) foi possivel
observar uma maior percentagem de embriGes zigdticos que conseguiram originar
embrides somaticos, 60% e 80%, respectivamente (EST.V B e D). Na presenca de ABA e
mesmo com menor concentragdo de sacarose, em comparagcdo com o meio de controlo, a
inducéo de embriogénese somatica foi apenas conseguida em 35% dos explantes (Fig.17),
(EST.V C).

A luz parece condicionar a inducdo de embriogénese somatica nesta espécie. Nos
trés casos testados apenas o0s explantes submetidos a meio MS com suplemento de 2 mg/L
ABA e 4% sacarose deram resultados semelhantes ao teste controlo, ou seja, apenas 50%
de embrides zigbticos que conseguiram originar embriGes somaticos. Nas amostragens
efectuadas em meio MS sem ABA e apenas com 2% e 4% de sacarose, S0 35% e 30%
embrides zigdticos, respectivamente, conseguiram ser induzidos para a formacdo de
embrides somaticos (Fig.17, EST.V E, Fe G).

Para aprofundar a andlise dos dados foi efectuada a anlise estatistica dos mesmos.
A ANOVA uma via realizada, indicou que ha diferencas entre as médias da amostragem

(p=0.02, 0=0,05). Contudo ¢ importante perceber se as diferengas sdo significativas em
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relacdo ao controlo. Para isso foi realizado o teste de comparagdes maltiplas de Dunnett, a
partir do qual foi possivel perceber que estatisticamente ndo ha diferencas significativas
entre os tratamentos e o tratamento controlo (todos valores P> a=0,05).

Contudo, é possivel inferir que o tratamento, que induziu maior taxa de
embriogénese somatica, em feijoa foi aquele em que se procedeu a passagem dos explantes
para meio MS com 2% sacarose, no escuro, com valor de 80% de indugdo de
embriogénese somatica.

E de salientar que mediante os resultados obtidos nesta experiéncia, houve a
repeticdo do ensaio acima referido, em que os embrides que dai advieram foram sujeitos a
andlise de quantificacdo de substancias de reserva, nomeadamente os lipidos, de acordo
com o descrito na seccao 2.3.1.2., capitulo 2.

Os resultados de quantificacao de lipidos totais em embriGes somaticos obtidos em
cultura descontinua, ou seja, embribes zigoticos inoculados em meio MS com suplemento
de 1mg/ml 2,4-D e 9% de sacarose, no escuro, durante 4 semanas e posteriormente com a
passagem dos explantes para meio MS com 2% sacarose, também no escuro, ndo foram
significativamente distintos dos embriGes somaticos induzidos continuamente em meio MS
com suplemento de 1mg/ml 2,4-D e 9% de sacarose (controlo deste ensaio), durante 10
semanas de acordo com o ensaio descrito na seccdo 3.1.1. Os embrides somaticos de
cultura descontinua revelaram ter 8% de contetdo lipidico total e os embrifes somaticos
de cultura continua 2,9%. Apesar da diferenca entre embribes somaticos, quando
comparados com o valor de conteudo lipidico dos embribes zig6ticos da mesma espécie,
48,5%, continua a haver diferencas significativas entre embrides zigoticos e somaticos.
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ESTAMPA V

Efeito das condicGes e de meios de cultura na indugdo de embrides somaticos ao fim de 8

semanas de tratamento, em feijoa. A — Embrides sométicos induzidos em meio MS 1mg/L 2,4-D e 9%
sacarose, no escuro (5x); B — Embrifes somaticos induzidos em meio MS 4% sacarose, no escuro (1.4x); C —
Embrides somaticos induzidos em meio MS 2mg/L ABA e 4% sacarose, no escuro (2.6x); D — Embrides
somaticos induzidos em meio MS 2% sacarose, no escuro (2.4x); E — Embrides somaticos induzidos em
meio MS 4% sacarose, sob fotoperiodo (3.2x); F — EmbriGes somaticos induzidos em meio MS 2mg/L ABA

e 4% sacarose, sob fotoperiodo (2.4x); G — Embrides somaticos induzidos em meio MS 2% sacarose, sob

fotoperiodo (2.4x).

59



RESULTADOS

3.3.2. Germinacéo de embrides somaticos e conversao em plantulas

Com base nos resultados obtidos no processo de inducao de embriogénese somatica
em feijoa (seccdo 3.3.1), foi importante testar a germinacdo e conversdo dos embrides
somaticos em plantas. Uma vez que em muitos casos a germina¢do ndo ocorreu de forma
normal, foram contabilizados os embrifes em que se presenciou 0 desenvolvimento da
parte caulinar ou da parte radicular (Fig.18).

Apds as 10 semanas dos explantes em cultura, os resultados de cada ensaio foram
fotografados e foram efectuadas contagens do material em estudo. Os resultados das
contagens encontram-se resumidos nas figuras: 18 - ndmero de embrifes somaticos
germinados; 19 — numero de plantas convertidas; 20 — nimero de embrides germinados
anomalos; 21 — nuimero de embriGes somaticos normais, em fase cotiledonar; e, 22 -

ndumero de embrides somaticos andmalos maduros.

MNP ES germinados

Tipo demeio

Figura 18 — Namero de embrifes somaticos germinados em funcgdo dos diferentes tratamentos

N® de ES convertidos

Tipo demeio

Figura 19 — Numero de plantas obtidas nos diferentes tratamentos.
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Figura 20 — Nuimero de embrides somaticos germinados anémalos.
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Figura 22 — Numero de embrides somaticos andmalos maduros.

61



RESULTADOS

Tabela 3 — Percentagem de embrides somaticos em diferentes estados de desenvolvimento de acordo com o

respectivo tipo de meio (ES — embrides somaticos; M.G. — meio de germinagéo; Fp. — fotoperiodo).

MS 2,4D
Inducio: 9% MS+4% MS+ABA4% MS+2% MS+4% | MS+ABA4% | MS+2%
ESCURO | ESCURO ESCURO ESCURO LUZ LUZ LUZ
Controlo
Germinacio: M.G. M.G. M.G. M.G. M.G. M.G. M.G.
Fp. Fp. Fp. Fp. Fp. Fp. Fp.
e 0 1 3 3 2 6 6
germinados
PhlEs 0 1 1 0 1 1 0
convertidos
% ES
germinados 26 62 51 57 39 47 58
anémalos
VolEs 13 1 3 1 11 5 1
cotiledonar
% ES
andémalos 61 35 42 39 47 41 35
maduros

Convertendo os resultados das contagens para percentagem é possivel verificar que,
em todos os tratamento efectuados, a maior percentagem de embriGes presentes consiste
em embrides somaticos germinados andmalos ou anémalos maduros (Tab.3).

Contudo, foi no ensaio controlo que se obteve maior percentagem de embrifes
somaticos normais na fase cotiledonar (13%). Nos ensaios de inducdo com, e sem, ABA e
2% de sacarose, na luz foi onde se verificou maior percentagem de embriGes somaticos
germinados, 6% (Tab.3).

Em todos os tratamentos foi possivel verificar uma continua inducdo de
embriogénese somatica, mesmo em meio de maturacdo e germinacdo, e por isso também
uma dessincronizacdo dos estados de desenvolvimento embrionario (EST.VI), bem como o
aparecimento de pigmentacdo vermelha nos embrifes somaticos, que corresponde a

acumulag&o de antocianinas vacuolares devido a exposi¢do a luz (EST.VI D,E e F).
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ESTAMPA VI

Desenvolvimento dos embrides em diferentes meios de cultura. A — Desenvolvimento dos
embriGes somaticos induzidos inicialmente em meio MS 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, no escuro; B —
Desenvolvimento dos embrides somaticos induzidos inicialmente em meio MS 4% sacarose, no escuro; C —
Desenvolvimento dos embrifes somaticos induzidos inicialmente em meio MS 2mg/L ABA e 4% sacarose,
no escuro; D — Desenvolvimento dos embrides somaticos induzidos inicialmente em meio MS 2% sacarose,
no escuro; E — Desenvolvimento dos embrifes soméaticos induzidos inicialmente em meio MS 4% sacarose,
em fotoperiodo; F — Desenvolvimento dos embrifes somaticos induzidos inicialmente em meio MS 2mg/L
ABA e 4% sacarose, em fotoperiodo; G — Desenvolvimento dos embrides somaticos induzidos inicialmente

em meio MS 2% sacarose, em fotoperiodo.
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3.3.3. Conversao de embrides somaticos cotiledonares e embrides somaticos normais

germinados no apice, em plantulas

Com base nos resultados obtidos no processo de germinacdo de embrides somaticos
e possivel conversdo em plantulas, em feijoa, testou-se o potencial de conversdo de
embrides somaticos (ES) das fases de desenvolvimento que poderdo potenciar a converséo
para uma nova planta ou seja ES cotiledonares, e ES com desenvolvimento apical que por
uma questdo de simplificacdo foram designados ES germinados no apice.

Procedeu-se ao ensaio descrito capitulo 2., seccdo 2.5.2.2. e a avaliou-se a
percentagem de conversdo por numero de embrides somaticos normais, em fase
cotiledonar e por numero de embrides somaticos normais germinados no apice, para cada
ensaio de inducdo inicial.

As figuras que se seguem mostram os resultados obtidos apds 8 semanas de cultura.
De salientar que a percentagem de conversdo a partir de embriGes soméaticos normais em
fase cotiledonar é muito semelhante em todos os tratamentos emque ocorreu alguma
conversdo, estando a percentagem de conversdo compreendida entre os valores de 13 a
22% (Fig.23).

% conversio/x ES cotiledonares

Tipos demeio

Figura 23 — Percentagem de conversdo de embrifes somaticos por nimero embrides somaticos (ES)
normais, em fase cotiledonar.

Relativamente, a percentagem de conversdo a partir de embrides somaéticos
germinados no apice ja é visivel uma diferenca significativa nos tratamentos de inducdo
inicial em meio MS com 4% de sacarose e com, ou sem, ABA, no escuro com

percentagens de conversdo de 67% e 100%, respectivamente (Fig.24).
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Figura 24 — Percentagem de conversdo de embrides somaticos por nimero de embrides somaticos (ES)

normais germinados no &pice.

Avaliando a percentagem de conversdo global, por meio de cultura, verifica-se que
a maior percentagem foi obtida nos tratamentos de indugéo inicial em meio MS com 4% de
sacarose e com, ou sem, 2 mg/L ABA, no escuro escuro - (respectivamente, 33% e 38%
(EST. VIl e VIII B e C). Todos os tratamentos com inducdo de embriogénese somatica a
luz apresentam resultados de conversdao muito semelhantes ao tratamento controlo, 17%
(EST.VII e VIII A, E, F e G). Apenas o tratamento de indug&o inicial em meio MS com
2% sacarose no escuro, nao apresenta qualquer taxa de conversao de embrides somaticos
em plantulas (Fig.25, EST. VIl e VIII D).

40%
30%%
20%%
10%%

0%

% de explantes totaisviavels convertidos

Tipos demeio

Figura 25 — Percentagem global de explantes viaveis convertidos.
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ESTAMPA VII

Desenvolvimento dos embriGes germinados no apice em diferentes meios de cultura. A —
Desenvolvimento de embrido somatico germinado no apice, induzido em meio MS 1mg/L 2,4-D e 9%
sacarose, no escuro (1.3x); B — Desenvolvimento de embrido somatico germinado no apice, induzido em
meio MS 4% sacarose, no escuro (1.8x); C — Desenvolvimento de embrido somatico germinado no apice,
induzido em meio MS 2mg/L ABA e 4% sacarose, no escuro (1.9x); D — Desenvolvimento de embrido
somatico germinado no apice, induzido em meio MS 2% sacarose, no escuro (1.7x); E — Desenvolvimento de
embrido somatico germinado no apice, induzido em meio MS 4% sacarose, sob fotoperiodo (1x); F —
Desenvolvimento de embrido somatico germinado no apice, induzido em meio MS 2mg/L ABA e 4%
sacarose, sob fotoperiodo (1x); G — Desenvolvimento de embrido somatico germinado no &pice, induzido em

meio MS 2% sacarose, sob fotoperiodo (1x).
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ESTAMPA VIl

Desenvolvimento dos embrides somaticos normais, em fase cotiledonar nos diferentes

meios de cultura. A — Desenvolvimento de embrifio somatico em fase cotiledonar, induzido em meio MS
1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, no escuro (1x); B — Desenvolvimento de embrido soméatico em fase cotiledonar,
induzido em meio MS 4% sacarose, no escuro (1.8x); C — Desenvolvimento de embrido somatico em fase
cotiledonar, induzido em meio MS 2mg/L ABA e 4% sacarose, no escuro (3x); D — Desenvolvimento de
embrido somético em fase cotiledonar, induzido em meio MS 2% sacarose, no escuro (2x); E -
Desenvolvimento de embrido somético em fase cotiledonar, induzido em meio MS 4% sacarose, sob
fotoperiodo (1.2x); F — Desenvolvimento de embrido somatico em fase cotiledonar, induzido em meio MS
2mg/L ABA e 4% sacarose, sob fotoperiodo (1.8x); G — Desenvolvimento de embrido somatico em fase

cotiledonar, induzido em meio MS 2% sacarose, sob fotoperiodo (2x).
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3.4. Estudo do efeito da dessecacdo na inducdo de embriogénese somatica em

feijoa e tamarilho

Este trabalho experimental teve como principal objectivo analisar o efeito do stress,
neste caso a dessecacdo, na inducdo de embriogénese somatica em feijoa e em tamarilho.

Em feijoa, a experiéncia decorreu durante 10 semanas, enquanto que no tamarilho o
trabalho pratico decorreu durante 15 semanas. Os ensaios foram analisados

qualitativamente, em ambas as espécies, de 5 em 5 semanas.

3.4.1. Feijoa

Ap0s as 5 semanas de indugdo de embriogénese somatica de todos os tratamentos,
foi possivel observar ja algum desenvolvimento embrionario somatico, principalmente com
0 aparecimento de algumas protuberancias na regido cotiledonar dos embrides zigoticos
(Fig.26).

Figura 26 — Embrido zigético de feijoa, apds dessecagdo (1 dia) e 5 semanas de cultura

em meio MS 9% sacarose.

Aquando das 10 semanas de cultura, apenas eram visiveis embrifes somaticos
maduros em trés dos tratamentos nomeadamente nos embrides zigoticos que foram sujeitos
a um dia de dessecacdo e colocados nos dois tipos de meio de cultura testados, e nos
embrides zigoticos que foram sujeitos a trés dias de dessecacdo e foram colocados em meio
MS com 9% sacarose (EST IX A e B). Os tratamentos em que os embrides zigdticos foram
sujeitos a 1 e 3 dias de dessecagédo colocados em meio MS com 9% sacarose, formaram um
elevado nimero de embriGes somaticos em fases precoces de desenvolvimento (Tab.4),
(EST IX Ce D).

O maior nimero de explantes sem qualquer tipo de desenvolvimento somatico foi

observado quando o seu meio de cultura continha 1mg/L de 2,4-D (EST IXE e F).
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Tabela 4 — Numero de embrides somaticos em diferentes fases de desenvolvimento de acordo com o

respectivo tratamento de indugdo em stresse, ap6s 10 semanas de cultura (N=20 embrides).

Tratamentos

Escuro

1° dia dessecacao/

3° dia dessecacéo/

7° dia dessecacao/

Escuro Escuro Escuro
MS 2,4D MS 2,4D MS 2,4D MS 2,4D
Tipo de resposta Img/L MS 9% 1mg/L MS 9% Img/L MS 9% Img/L
9% sacarose 9% sacarose 9% sacarose 9%
sacarose sacarose sacarose sacarose
ES em fase
desenvolvimento 0 1 1 0 0 3 0
avancado
ES em fase de
desenvolvimento 4 11 3 9 1 8 2
inicial
S A 16 8 16 11 19 9 18
somaticos

A ANOVA dos dados obtidos, mostra que ha diferencas entre as meédias da

amostragem (p=0.00, 0=0,05). Contudo, é importante perceber se as diferencas séo

significativas em relagcdo ao controlo. Para isso foi realizado o teste de comparagdes

maultiplas de Dunnett, a partir do qual foi possivel perceber que estatisticamente ha

diferencas significativas entre os explantes dos tratamentos de 1 e 7 dias de dessecacao em

meio de cultura MS com 9%sacarose e o tratamento controlo (todos valores P (0.017 e

0.048, respectivamente)> a=0,05). Os restantes tratamentos ndo apresentam diferengas

significativas comparativamente ao tratamento controlo (todos valores P> 0=0,05).
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ESTAMPA IX

Estado dos embrides zigdticos de feijoa, ao fim de 10 semanas de cultura. A e B — Embrides
somaticos ao fim de 10 semanas de cultura (2.4x e 1.8x, respectivamente); C e D — Embrides somaticos em
fase de desenvolvimento inicial ao fim de 10 semanas de cultura (2.6x e 1.6x, respectivamente); E e F —

Auséncia de embrides sométicos ao fim de 10 semanas de cultura (3x e 3.2x, respectivamente).
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3.4.2. Tamarilho

Depois de 5 e 10 semanas de inducdo de embriogénese somatica foi possivel
observar inducdo de embriogénese somatica apenas nos tratamentos em meio MS com
Img/L 2,4-D e 9% de sacarose e no tratamento com 1 dia de desseca¢do em meio MS com
Img/L 2,4-D e 9%. Nos restantes tratamentos ndo se verificou qualquer tipo de indugéo e
apenas foi visivel uma alteracéo da coloracao dos explantes (EST. X).

Ap0s as 15 semanas de cultura os resultados mantiveram-se. Contudo, em ambos 0s
casos acima referidos foi possivel verificar o aparecimento ndo s6 de calo embriogénico
mas também de massas celulares embriogénicas que poderdo corresponder a algumas fases
de desenvolvimento de embrides somaticos (Tab.5, EST.XI A e B).

O maior numero de explantes sem qualquer tipo de inducdo foi observado nos
seguintes tratamentos: 1 dia de dessecacdo em meio de cultura MS com 9% sacarose; e 2 e
3 dias de dessecacdo nos dois tipos de meio de cultura testados (Tab.5, EST.XI E e F).

Foi efectuada a andlise estatistica dos dados. Realizou-se uma ANOVA de uma
via, de onde se pdde concluir que ha diferencas entre as médias da amostragem. O teste de
comparagdes maltiplas de Dunnett, permitiu concluir que apenas no tratamento de 1 dia de
dessecacdo em meio MS com 2,4-D e 9% sacarose ndo ha diferengas significativas entre
este e o tratamento controlo (P (1,00) > 0=0,05). Os restantes tratamentos apresentam

diferencas significativas em relacdo ao controlo.

Tabela 5 — Numero de explantes em diferentes fases de desenvolvimento de acordo com o respectivo

tratamento de indugdo em stress, ap6s 10 semanas de cultura (N=28 embrides).

Tratamentos Escuro 1° dia 2° dia dessecacéao/ 3° dia dessecacédo/
dessecacao/Escuro Escuro Escuro
MS 2,4D MS 2,4D MS 2,4D MS 2,4D
Tipo de resposta Img/L MS 9% Img/L MS 9% 1mg/L MS 9% 1mg/L
9% Sacarose 9% Sacarose 9% Sacarose 9%
Sacarose Sacarose Sacarose Sacarose
Calo
embriogénico 13 0 17 0 0 0 0
(CE)
CE oxidado 12 0 8 0 0 0 0
S 3 28 3 28 28 28 28
desenvolvimento
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ESTAMPA X

Desenvolvimento da folha, durante as primeiras 5 semanas de cultura. A — folha inoculada em
meio MS 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, no escuro (2.4x); B — folha inoculada em meio MS com 9% sacarose,
no escuro. Um dia de dessecaco (1x); C — folha inoculada em meio MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, no
escuro. Um dia de dessecacdo (1.3x); D — folha inoculada em meio MS com 9% sacarose, no escuro. Dois
dias de dessecacdo. (2.8x); E — folha inoculada em meio MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, no escuro.
Dois dias de dessecagdo. (2.6x); F — folha inoculada em meio MS com 9% sacarose, no escuro. Trés dias de
dessecacdo. (3.8x); G — folha inoculada em meio MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, no escuro. Trés dias

de dessecagdo. (3.4x).
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ESTAMPA XI

Estado do material apds as 15 semanas de cultura. A e B — Calo embriogénico ao fim de 15

semanas de cultura (1.6x e 3.6x, respectivamente); C e D — Calo embriogénico oxidado ao fim de 15 semanas
de cultura (1.8x e 1.8x, respectivamente); E e F — Auséncia de calo embriogénico ao fim de 15 semanas de

cultura (1.2x e 1x, respectivamente).
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3.5. Estudo do efeito da concentracdo da auxina 2,4-D no meio de cultura, na

inducéo de embriogénese somatica em feijoa

Este estudo teve como objectivo avaliar o efeito de diferentes concentracdes de 2,4-
D, ao longo de 8 semanas, no escuro, na inducdo de embriogénese somatica a partir de
embrides zigoticos de feijoa, via directa.

O ensaio decorreu durante 8 semanas. No fim da experiéncia foi efectuada uma

analise qualitativa e quantitativamente dos resultados.

# Embrifes somaticos em fase desenvolvimento avancado

#Embrides somaticos em fase de desenvolvimento inicial

B Sem desenvolvimento

N° de embrides zigdticos

L L T B o R L+ B o'

Tratamentns

Figura 27 — Numero de embrides zig6ticos com diferentes fases de desenvolvimento de embriogénese

somatica, de acordo com os tratamentos aplicados (capitulo 2, sec¢do 2.7).

Quer nos tratamentos iniciados com a inocula¢do de embrifes zigéticos em meio
MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose (tratamentos: 1, 2 e 5), quer nos tratamentos iniciados
com a inoculagdo de embrides zigdticos em meio MS com 0,5 mg/L 2,4-D e 9% sacarose
(tratamentos: 6, 7 e 8), ao fim de 8 semanas, foi possivel observar embrides somaticos em
fase de desenvolvimento avangcado (EST.XII A e B). O tratamento 3 (meio inicial MS com
Img/L 2,4-D e 9% sacarose) apresentou um elevado nimero de embrides zigdticos sem
qualquer desenvolvimento somatico (EST.XII E e F). Ja& no tratamento 4, também iniciado
em meio de inducdo MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, 0 nimero de explantes que
deram origem a embrifes somaticos em fase avancada de desenvolvimento é igual ao
numero de explantes que ndo tiveram qualquer desenvolvimento somatico (Fig.27).

Nos tratamentos 1, 2, 6, 7 e 8 foi possivel observar o aparecimento de embrides
somaticos em fases iniciais de desenvolvimento, contudo, nos tratamentos 3, 4 e 5, todos
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com inducdo iniciada em meio MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose, os estadios de
desenvolvimento embrionario somatico iniciais ndo foram visiveis (Fig.27).

Nos tratamentos 6 e 7 todos os explantes inoculados formaram embrides somaticos.
Como ja foi referido, ambos os tratamentos tiveram inicio em meio MS com 0,5mg/L 2,4-
D e 9% sacarose tendo os explantes sido, posteriormente, transferidos para meio com
menor concentracdo de 2,4-D (0,25 mg/L), na semana 4 e 2, respectivamente (Fig.27).

Pelo tratamento estatistico foi possivel apurar que ha homogeneidade de variancias.
No entanto, segundo ANOVA de uma via, foi possivel verificar diferencas significativas
entre os tratamentos (p=0.00 < a=0.05).
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ESTAMPA XIlI

Estado do material ao fim de 8 semanas de cultura. A e B — Embrides somaticos ao fim de 8
semanas de cultura (2.2x e 2.4x, respectivamente); C e D — Embries somaticos em fase de desenvolvimento
inicial ao fim de 8 semanas de cultura (2x e 1.8x, respectivamente); E e F — Explantes em que ndo se

verificou a formacao de embrides somaticos ao fim de 8 semanas de cultura (2x e 2.4x, respectivamente).
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4. DISCUSSAO e CONCLUSOES

A embriogénese somatica € um método de multiplicacdo de plantas in vitro que
permite a clonagem de gendtipos particulares (Thorpe & Stasolla, 2001). No entanto, um
processo eficaz de regeneracdo de plantas por embriogénese somatica pressupde que 0S
embrides somaticos obtidos possam germinar de forma eficaz e ser convertidos em plantas
(Canhoto, 2010; Yang & Zhang, 2010). Isto significa, em termos praticos, que os embrides
somaticos ndo devem ter anomalias morfoldgicas ou fisioldgicas e devem sofrer um
processo de desenvolvimento e maturagdo tdo semelhante aos respectivos embrides
zigoticos quanto possivel de forma a garantir a eficacia do processo (lkeda & Kamada,
2005). No entanto, esta situacdo nem sempre se verifica e em muitas espécies onde a
inducdo de embriogénese somatica tem sido conseguida verifica-se que 0 numero de
embrides produzidos € muito maior que o numero de plantas final obtido, uma
consequéncia de anomalias nos embrides e/ou de deficiéncias na germinacgdo e conversdo
(Canhoto & Cruz, 1994; Canhoto & Cruz, 1996; Canhoto et al., 1999; Yang & Zhang,
2010).

A feijoa e o tamarilho s@o duas espécies de plantas lenhosas para as quais foram

estabelecidos protocolos eficazes de inducdo de embriogénese somatica (Canhoto & Cruz,
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1996; Lopes et al., 2000; Canhoto et al., 2005; Correia et al., 2009; Correia & Canhoto,
2010). Estes protocolos permitem obter um grande nimero de embrifes somaticos
(Canhoto & Cruz 1994; Lopes et al., 2000) e constituem bons modelos para a
caracterizacdo dos mecanismos de inducao nestas espécies. No entanto, no que diz respeito
a qualidade dos embries, verifica-se que ela é por vezes reduzida, ocorrendo a formacao
de embrides com anomalias morfoldgicas, dificuldades de germinacdo e embrides
precocemente germinados. Algumas destas anomalias podem ter a ver com deficiéncias na
formacdo dos meristemas apicais do caule e da raiz durante o desenvolvimento
embrionario mas podem ser igualmente o resultado de deficiéncias na correcta maturacdo
dos embrides. Resultados preliminares obtidos nestas duas espécies mostraram que ao
contrario das celulas dos embribes zigdticos, as células dos embrides somaticos se
apresentam bastante vacuolizadas, sugerindo deficiéncias na acumulacao de substancias de
reserva nos embrides somaticos que podem interferir com a sua ulterior germinacao (Lopes
et al., 2000; Correia & Canhoto, 2010).

Com o objectivo de ultrapassar esta situacdo e de tentar compreender a que sdo
devidas as reduzidas taxas de germinacdo dos embrides zigdticos foram realizados, no
ambito deste trabalho, ensaios de quantificacdo e analise histoldgica das substancias de
reserva bem como tentativas de promover um melhor amadurecimento dos embrides e
consequente aumento das taxas de germinacdo e conversdao em plantas.

Os resultados obtidos mostraram que os embrides somaticos de feijoa possuem
quantidades muito mais reduzidas (cerca de 20x) de lipidos totais que o0s respectivos
embrides zigo6ticos. Embora se tenham quantificado os lipidos totais dos dois tipos de
embribes, as analises histologicas mostram que uma grande parte do volume celular é
preenchida por corpos lipidicos o que indica que a maior parte dos lipidos analisados serao,
de facto, lipidos de reserva. Durante o desenvolvimento do embrido zigético um grande
namero de espécies acumula lipidos como compostos de reserva nas células embrionarias
durante a fase de maturagdo (Bewley & Black, 1994). Estes lipidos sdo depois mobilizados
durante as fases iniciais da germinacdo e da conversdo dos embrides em plantulas. Esta
acumulacdo de lipidos parece estar relacionada com um controlo hormonal exercido pelo
acido abscisico (Thomas & Jiménez, 2005). Deste modo, os baixos teores de lipidos
observados nos embrides somaticos quer em termos quantitativos (analise bioquimica)
quer qualitativos (analise histologica) parecem sugerir que as condi¢cdes de cultura
utilizadas para a inducdo de embriogénese na feijoa e tamarilho ndo sdo as mais adequadas,

sendo talvez necessario proceder a uma mais correcta maturacdo dos embrides através de
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tratamentos com ABA ou com outros agentes que tém sido descritos na literatura como
promotores da maturacdo, caso por exemplo de uma elevada osmolaridade (Dodeman et
al., 1997; von Arnold et al., 2002; Rose et al., 2010).

No que diz respeito a analise das proteinas totais, as sec¢des histologicas realizadas
nos cotilédones de embriGes sométicos e zigoticos mostraram também que os vacuolos
proteicos eram de dimensdes mais reduzidas nas células dos embrides soméaticos que nos
zigoticos. No entanto, a quantificacdo proteica mostrou que a discrepancia entre os teores
de proteinas entre embrides zigoticos e somaticos ndo era tdo acentuada como no caso dos
lipidos. Para além disso, verificou-se que, apesar dos cortes histolégicos mostrarem que 0s
vacuolos proteicos ocupam uma parte consideravel do volume celular, o teor em proteinas
é consideravelmente inferior ao teor em lipidos. Interessante também o facto da anélise
bioquimica mostrar que os teores de proteina em embrifes zigéticos e somaticos de
tamarilho sd@o muito proximos, uma situacdo que ndo parece ser sustentada pelas analises
histologicas pois verificou-se que as células dos embrifes somaticos se apresentam
bastante vacuolizadas e com vacutolos proteicos de menores dimens@es. Uma explicacao
para 0s baixos teores em proteina obtidos pode estar relacionada com o facto das proteinas
de reserva se encontrarem fortemente glicosiladas. Deste modo, os vacuolos proteicos
aparecem como grandes areas nas analises histologicas mas o teor em proteina desses
vacuolos pode ser mais reduzido que aquilo que se poderia supor. A comprovar este facto
parece estar a observacao de que os vacuolos proteicos também coram com a técnica do
PAS, especifica para hidratos de carbono. A diferenca entre os teores de proteina
observados em feijoa (4,6% de peso fresco) e no tamarilho (2,9%) esta de acordo com a
maior densidade dos corpos proteicos de feijoa quando observados ao microscépio. De
facto, os vacuolos proteicos de tamarilho apresentam algumas zonas claras que sugerem a
digestdo das proteinas de reserva ou uma deficiente acumulacdo proteica durante a
maturacdo dos embrides zigdticos nesta espécie. Em alternativa pode especular-se que a
digestdo proteica possa comecar a ocorrer ainda antes do processo de germinagao se iniciar
0 que ndo parece ser fisiologicamente muito provavel. Mais dificil de explicar € a
proximidade entre os niveis de proteina detectados em embrides zigo6ticos e somaticos de
tamarilho e as diferencas observadas nos vacuolos proteicos a nivel histolégico. De facto,
nas células dos embrides somaticos de tamarilho verifica-se que os vacuolos proteicos tém
dimensdes diminutas que ndo justificam os niveis de proximidade em relacdo aos teores de

proteina relativamente aos embriBes zigoticos. Esta situagdo poderd eventualmente ser
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explicada por uma alteragdo na forma como as proteinas estdo presentes nas células dos
embrides somaticos, podendo a sua acumulagdo nédo se limitar aos vactolos proteicos.

Em relacdo ao amido, os cortes histoldgicos e coloragdo com o PAS ndo permitiram
identificar grdos de amido nos embribes zigoticos de tamarilho e feijoa. A técnica utilizada
permite a coloragdo dos vacuolos proteicos provavelmente devido a glicosilacdo das
proteinas ai existentes, como ja foi referido. Hidratos de carbono presentes na parede
celular, nomeadamente a celulose, sdo também corados por esta técnica. Isto significa que
0 amido ndo se encontra entre as reservas acumuladas pelos embrides zigéticos destas duas
espécies. Pelo contrério, nos embribes somaticos foi detectada, a nivel histoquimico a
presenca de grdos de amido, com maior incidéncia no caso do tamarilho mas também em
feijoa. Esta acumulacdo de amido nos embrides somaticos revela uma alteracdo profunda
na organizacdo celular das células dos embries somaticos e que pode ser o resultado da
presenca de elevadas concentracfes de sacarose nos meios de indugdo de embriogénese.
De facto, alguns autores tém referido uma relacdo entre a concentracdo de sacarose
presente no meio de cultura e a formacdo de grdos de amido nos plastideos das células em
cultura (Yeung, 1995; Thorpe & Stasolla, 2001). No caso particular do amido, a
quantificacdo bioquimica indicou a presenca de elevadas concentracbes de amido nos
embrides zigoticos de feijoa. Também em feijoa, Pescador et al. (2008) detectaram
igualmente a presenca de amido em embrides somaticos, em particular nas fases torpedo e
cotiledonar da embriogénese. Este tipo de reserva estava também presente nos embrides
zig6ticos mas em teores muito mais reduzidos. Uma vez que no presente trabalho o amido
ndo foi detectado a nivel histoldgico isso significa, provavelmente, que aquilo que foi
quantificado foi na realidade outro tipo de hidrato de carbono, como por exemplo 0s
hidratos de carbono associados as proteinas dos vacuolos proteicos, outros hidratos de
carbono insoliveis como celulose e/ou hidratos de carbono sollveis. Estes dados
necessitam de confirmacéo ulterior.

No seu conjunto, os resultados permitem concluir que se verifica uma deficiente
acumulacdo de compostos de reserva nos embrides sométicos de feijoa e tamarilho que
certamente ajuda a explicar, pelo menos em parte, as reduzidas taxas de obtencdo de
plantas nestas especies quando comparadas com o elevado nimero de embrides que é
possivel obter. Deste modo, torna-se necessario optimizar as condi¢cdes de maturacdo dos
embribes somaticos de forma a tornar o processo mais rentadvel. O facto de embrides
somaticos de feijoa induzidos (4 semanas) em meio com 2,4-D e 9% de sacarose e em

seguida transferidos para meio sem hormonas e com 2% de sacarose (4 semanas)
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apresentarem teores mais elevados de lipidos (8%) que aqueles mantidos continuamente na
presenca de 2,4-D e 9% de sacarose durante 8 semanas (2,9% de lipidos) indica que a
manipulacdo da hormona e da fonte de carbono pode permitir alcancar taxas de
embriogénese somatica normal mais elevadas que até aqui.

Com o objectivo de aumentar as taxas de inducdo de embriogénese somatica foram
feitos alguns ensaios com modificacbes dos meios de cultura e do tipo de explante
inoculado. A maior parte destes ensaios foi realizado em feijoa por ser um sistema
experimental mais facil de analisar uma vez que a formacdo e desenvolvimento dos
embrifes somaticos ocorre num Unico meio com auxina. Ja no caso do tamarilho séo
necessarios dois meios de cultura, um para inducdo e outro para desenvolvimento, o que
torna o desenho experimental e a analise dos resultados mais complexa.

Num dos ensaios fez-se variar o tipo de explante utilizado. Assim, para além de
embribes zigoticos isolados e intactos foram cultivadas sementes e sementes cortadas,
utilizando-se sempre o 2,4-D como factor de inducdo. Os resultados mostram que quando
se utilizaram sementes intactas os niveis de inducdo foram mais baixos provavelmente
devido ao facto do tegumento impedir o contacto dos tecidos com a auxina. Esta situacao
indica que os embribes zigdticos intactos continuam a ser o material mais adequado para a
inducdo de embriogénese embora o processo de isolamento seja moroso e necessite de
algum treino, situacdo que poderia ser ultrapassada se as sementes intactas respondessem
de forma eficaz. No entanto, o facto da cultura das sementes segmentadas permitir obter
resultados semelhantes aos obtidos com os embrides zigoticos isolados é ja um passo
importante na melhoria da eficiéncia do processo.

Nos ensaios em que se reduziu o tempo de contacto com o 2,4-D a 4 semanas,
altura em que os embriGes somaticos ja estdo formados (Canhoto & Cruz, Correia &
Canhoto, 2010), e depois se procedeu a sua transferéncia para meios sem 2,4-D e em que
se fez variar a concentragdo de sacarose (2 ou 4%), luminosidade (luz/escuro) e ABA
(presenca ou auséncia), os resultados mostraram que o ABA, ao contrario do que tem sido
referido para outras espécies (Thorpe & Stasolla, 2001), ndo promove um mais eficaz
desenvolvimento dos embrides, 0 mesmo se verificando com a luz. De facto, as melhores
frequéncias de inducdo foram conseguidas pela simples transferéncia dos embrides para
meios sem 2,4-D, com concentracdes de sacarose mais baixas e mantendo-se as condi¢bes
de escuro. Deste modo, a osmolaridade do meio parece ser 0 componente que mais
condiciona o desenvolvimento dos embries no caso da feijoa, uma situacdo que também

se verifica durante o desenvolvimento dos embrides zigéticos, onde a osmolaridade dos
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tecidos que rodeiam o embrido se vai progressivamente reduzindo (lkeda & Kamada,
2005; Von Arnold, 2008). De referir ainda que estas condi¢des, em particular quando se
testou 0 meio com 4% de sacarose, foram as que permitiram obter um maior nimero de
embrides e um numero mais elevado de plantas regeneradas a partir dos embrides
somaticos. Como ja foi referido, deve sublinhar-se 0 aumento dos teores de lipidos apds
passagem do meio com 2,4-D e elevada concentracdo de sacarose (9%) para meio sem
hormona e com baixos teores de sacarose, sugerindo que estes tratamentos promovem de
facto uma melhor maturacdo dos embrides somaticos. Estudos posteriores devem incidir
sobre a caracterizacdo morfoldgica dos embriGes nos diferentes tratamentos de forma a
verificar se 0 numero de embrides que atinge o estado cotiledonar é também condicionado
pela osmolaridade do meio. A transferéncia dos embrides para a luz numa fase do
desenvolvimento embrionario parece desaconselhavel ndo s6 por a eficacia da
embriogénese ndo ser melhor mas também porque os embrides e as plantulas deles
resultantes acumulam pigmentos antocianicos que em algumas espécies parecem estar
associados ao aparecimento de variacdo somaclonal (von Arnold, 2008) uma situacédo
indesejavel quando se pretende a clonagem de determinados genotipos.

Com o objectivo de verificar se outros factores para além das auxinas sdo capazes
de promover a inducdo de embriogénese, testou-se a dessecacdo dos explantes seguida da
sua cultura em meio com ou sem 2,4-D. Os resultados indicaram claramente que a
embriogénese no caso da feijoa pode ser conseguida sem a interferéncia de hormonas
vegetais, e que um dia de dessecacdo € suficiente para desencadear a resposta. Resultados
anteriores também em feijoa ja tinham mostrado que outros tipos de stress como valores de
pH extremos e baixas temperaturas eram igualmente capazes de induzir embriogénese
somaética (Canhoto et al., 2009). Esta situacdo significa que diferentes tipos de estimulos
(hormonas, dessecacdo, pH, temperatura) devem activar uma via de transducdo de sinal
comum cujo resultado final é a desprogramacdo das células e o desencadear de um
desenvolvimento de tipo embrionario. Em alternativa pode acontecer que cada um destes
estimulos actue em vias diferentes mas cujo resultado final seja 0 mesmo, ou seja a
activacdo de genes envolvidos na embriogénese. Qual o tipo ou tipos de vias e genes
envolvidos ndo é conhecido embora alguns genes tenham ja sido identificados como
estando envolvidos no despoletar da embriogénese (Yang & Zhang, 2010). No tamarilho
os resultados da dessecacdo ndo permitiram obter qualquer tipo de resposta embriogénica.
Esta situacdo relaciona-se provavelmente com o tipo de explante utilizado. No caso do

tamarilho os explantes utilizados foram folhas, sendo estas muito sensiveis a dessecacéo.
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De facto, enquanto os embrides zigoticos sdo estruturas com um conteudo hidrico muito
baixo que facilmente suportam periodos prolongados de dessecagdo, mesmo quando
separados do tegumento, as folhas, quando isoladas do resto da planta rapidamente perdem
teores elevados de agua que podem levar & sua degenerescéncia. E provavel que os
tratamentos aplicados no caso do tamarilho (1 — 3 dias) ultrapasse o limite daquilo que as
folhas podem suportar e tenha comprometido a viabilidade celular. O facto das folhas com
apenas um dia de dessecacdo apresentarem uma menor taxa de degenerescéncia parece
comprovar o que foi dito. Deste modo, importa testar periodos de stress mais reduzidos ou
outros tipos de stress.

A andlise futura dos niveis de hormonas, em particular auxinas e acido abscisico,
no decurso do processo de embriogénese pode ajudar a melhor compreender 0 mecanismo

de inducdo de embriogénese somatica na feijoa.
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