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Resumo

A Acca sellowiana ou Feijoa sellowiana,, € uma arvore que tem vindo a ser
estudada ao longo de varias décadas e revelado grandes potencialidades em diversas
areas de estudo, tais como farmacoldgicas, alimentares, ornamentais, ecologicas e até
mesmo como modelo de estudo comparativo (embriogénese zigotica e embriogénese
somatica) do desenvolvimento embrionario em plantas superiores. No entanto, a
reproducdo de caracteristicas de interesse e técnicas de melhoramento ainda estdo um
pouco aquém do desejavel. Desta forma, foram estudadas diferentes técnicas de
propagacdo, como a germinagdo de sementes, o estabelecimento de meristemas e
cultivo de entrenos e a embriogénese somatica. Esta Gltima surgiu como o método mais
eficaz de obtencdo de réplicas a partir de um excerto da planta que no caso da feijoa sdo
os cotilédones de embrides zigdticos. Apesar de se conseguir obter um grande nimero
de clones a partir da embriogénese somaética ainda h& necessidade de otimizar os
protocolos devido a limitacbes como a elevada producdo de embrides andmalos e a
variacdo somaclonal que condicionam a maturacdo e geracdo de plantulas. Deste modo
delinearam-se varios estudos utilizando diferentes genotipos e métodos de indugédo
como: embriogénese “two step”, choque auxinico e o uso de AGP na indugdo de
embriogénese somatica. A variacdo do gendtipo revelou ser significativa em diferentes
estudos e o método utilizando 2,4-D (“two-step”) revelou maior indugdo de calo com
embrides, sendo que os embrides transferidos para 0 meio contendo 0,2 mg/l de 2,4-D
mostraram uma maior capacidade de desenvolvimento em pléantulas (0,25/calo). Os
métodos em que se induziu embriogénese a partir de stress demonstraram capacidade
embriogénica, podendo vir a ser uma alternativa de inducdo de embriogénese. Os
embrides produzidos a partir deste método demonstraram um rapido desenvolvimento e
uniformidade de estados, e ainda alguma facilidade no isolamento dos embrides

somaticos a partir do calo sem que estes ficassem danificados.

Palavras-chave: Acca sellowiana, micropropagacdo, germinacdo, embriogenese

somatica, choque auxinico, maturagao.



Abstract

Acca sellowiana or Feijoa sellowiana is a species that has been studied over several
decades and has been showing great potential in various fields of study. Applied in
pharmaceutical and food industries, it is also ornamental, ecological and even used as a
comparative study model (embryogenesis zygotic and somatic embryogenesis) of
embryonic development in higher plants. Nonetheless the reproduction of characteristics
of interest and techniques used are still not as desired. Thus, various propagation
techniques have been studied, such as the germination of seeds, the establishment of
meristems, internode cultivation and somatic embryogenesis. The latter emerged as the
most effective method of obtaining replicas from a plant extract, in this case feijoa
cotyledons of zygotic embryos. Although a large number of clones were obtained from
somatic embryogenesis protocol optimizations are still required due to limitations such
as the high production of abnormal embryos and somaclonal variation that influence the
maturation and generation of seedlings. Thus outlined are several studies using different
genotypes and induction methods such as embryogenesis "two step™ auxinic shock and
the use of AGP in the induction of somatic embryogenesis. The variation of genotype
was found to be significant in different studies and the method using 2.4D (*'two-step™)
showed greater callus induction in embryos, and the embryos transferred into the
medium containing 0.2 mg / | 2, 4D showed greater developmental capacity in seedlings
(0.25 / callus). The methods that induce embryogenesis from stress show embryogenic
capacity and may prove to be a embryogenesis induction alternative. The embryos
produced from this method showed rapid and consistente results, yet still allowling the

isolation of somatic embryos from callus without causing damaged.

Keywords: Acca sellowiana, micropropagation, germination, somatic embryogenesis,

auxinic shock, maturation.



1. INTRODUCAO







1.1. Contextualizacao

Nos ultimos anos o elevado interesse por frutos exoticos tem levado a uma maior
procura e a valorizagdo dos mesmos. A feijoa € uma arvore que apresenta um excelente
potencial farmacéutico e econémico devido as suas propriedades. A producdo de feijoa
num sistema agronomico ainda € bastante rudimentar assim como a seleccdo de
caracteristicas determinantes devido aos representantes da espécie apresentarem uma
elevada variabilidade genética. Dessa forma, a fixagdo de caracteristicas de interesse é
dificultada tornando o processo de melhoramento mais lento. Uma vez que os métodos
de propagacdo vegetativa convencionais sdo pouco eficientes e a viabilidade,
conservacao e vigor das sementes € um problema, surge a preocupacdo, assim como a
necessidade de otimizar os meios de propagacdo desta espécie, bem como 0s seus
processos de melhoramento. O uso de sementes posterior a colheita é a principal forma
de obtencdo de plantulas jovens, seja para fins de conservacdo ex situ como meio de
multiplicar a espécie para uso direto bem como para a obtengdo de populacdes
segregantes para fins de melhoramento genético e outros estudos.

Tendo em conta essas limitacGes, as técnicas de cultura de tecidos vegetais
constituem ferramentas que podem ser aplicadas para a micropropagacdo clonal em
massa e a criacdo de gendtipos superiores para a domesticacdo dessa espécie, indo de
encontro aos objectivos pretendidos. Com este trabalho pretende-se otimizar a obtengéo

de embribes, assim como apostar em métodos alternativos de obtencao de embrides.



1.2.  Acca sellowiana (Berg.)

A Acca sellowiana ou Feijoa sellowiana, mais conhecida como feijoa ou goiabeira-
serrana deve o seu nome a Friedrich Sellow, botanico e naturalista, que a colheu no ano
de 1819. Esta, no entanto, sé foi descrita pela primeira vez mais tarde, em 1856, por
Otto Karl Berg. Esta espécie pertence a familia das mirtdceas que compreende 130
géneros e cerca de 4000 espécies (Souza & Lourenzi, 2005). Na familia Myrtaceae 0s
géneros mais conhecidos devido ao seu alto valor econémico sdo o Eucalyptus,
Eugenia, Myrtus e Psidium.

O género Acca é representado por 3 espécies A. sellowiana, A. laniginosa e A.
macrostena, sendo que estas duas Ultimas sdo nativas dos Andes peruanos e 0S Seus

frutos ndo sdo comestiveis (www.catalogueoflife.org)

1.2.1. Distribuicéo

A feijoa € nativa do Brasil e Uruguai sendo também descrita a sua existéncia no
Paraguai e Argentina (Fig. 1). Esta é frequentemente avistada nalguns locais do Brasil,
apenas a altitudes superiores a 1000 metros, coexistindo com a espécie Araucaria
angustifolia (Thorp & Bieleski, 2002; Santos et al., 2009).

5 Exotic range
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Figura 1. Mapa de distribuicdo nativa e exotica da espécie Acca sellowiana (Fonte: Agroforesty
database, 2009).

Como os dois géneros nao apresentam diferencas que justifiquem a sua separacao,
atualmente aceita-se o nome Acca sellowiana, por ser o mais antigo (Mattos, 1986;
Cacioppo, 1988; Ducroquet & Hickel, 1997).

1.2.2. Descricdo da espécie

A feijoa caracteriza-se por ser uma arvore de porte pequeno, medindo entre 3 a 6
metros de altura. Apresenta folha persistente e um fuste ramificado especialmente em
campo aberto (Ducroquet et al., 2000). O tronco e ramos séo lenhificados e cilindricos
de cor acinzentada, as folhas curtas e pecioladas, encontram-se dispostas de forma
oposta e apresentam uma tonalidade verde escura e brilhante (Fig. 2D).

De acordo com a zona nativa da feijoa algumas das suas caracteristicas fenotipicas
variam significativamente. No Uruguai sdo visiveis feijoas com face abaxial branco-
cinza e frutos com sementes pequenas comparativamente as feijoas encontradas no
Brasil. Estas apresentam folhas de face abaxial verde-clara, pilosidade esbranquicada
curta e rala (Ducroquet et al., 2000).

A flor é hermafrodita e apresenta 4 sépalas discretas e 4 pétalas brancas vistosas e
carnudas, ja os estames sdo de numero indeterminado, longos e de cor avermelhada
(Figs. 2A e B). (Agroforesty data base 2009; Mattos, 1986; Ducroquet & Ribeiro, 1991;
Ducroquet et al., 2000).

As flores s&o dos principais recursos da planta para atrair polinizadores como por
exemplo, insetos e passaros que se alimentam das pétalas e acabam por transportar
polen nas patas (Mattos, 1986; Ducroquet et al., 2000; Stewart & Craig, 1989;
Ducroquet & Hickel, 1997; Finardi, 2003).

Os frutos, de cor verde escura, apresentam uma forma oblonga ou arredondada de 5-
8 cm de comprimento e 3-7 cm de largura (Fig. 2C). A casca pode ser lisa, semi-rugosa
ou rugosa, sendo a sua espessura varidvel (Franga, 1991). As sementes encontram-se no

centro do fruto, envolvidas pela polpa branca granulosa e translucida. Os frutos, mesmo



antes de amadurecerem, emanam um forte e agradavel aroma devido a libertacdo de

Figura 2. (A,B) Flor da feijoa (C) fruto com corte transversal (C) arvore da feijoa no Jardim

Botanico de Coimbra.

1.2.3. Importancia Ecoldgica e Economica

A feijoa foi introduzida na Europa no final do século dezanove como planta
ornamental, tendo s6 mais tarde chegado a Portugal (Ruberto & Tringali, 2004).

O principal interesse no estudo desta espécie incide sobretudo no potencial dos
frutos. Estes para além de apresentarem um atrativo e caracteristico sabor e aroma a



goiaba-ananas, sdo uma mais-valia a nivel nutricional, uma vez que apresentam baixo
valor caldrico e elevado teor em iodo e vitamina C.

Para além das suas qualidades organoléticas, o fruto apresenta propriedades
antioxidades e anticancerigenas - os flavondides presentes causaram apoptose em
células tumorais em casos de leucemia (Bontempo et al., 2007). O potencial antibiético
foi verificado ndo sé no fruto como nos 6leos essenciais extraidos (Basile et al., 1997
;Vuotto et al., 2000; Nakashima, 2001; Motohashi et al., 2000), através de extratos
elaborados a partir da casca do fruto em testes com bactérias Satphylococus
epidermidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas,fungos Candida albicans,
Candida glabrata e sementes (Basile et al., 1997; Lim, 2012 ).

O fruto pode ser consumido em fresco, cristalizado ou desidratado em pedacos,
assim como usado na confecdo de geleias, sumos, bebidas alcoolicas e gelados (Nagle,
2004; Thorp;Bieleski, 2002). As folhas, devido as suas propriedades medicinais podem
ser utilizadas em infusdes contra a desinteria e colera (Cacciopo, 1998). As pétalas pelo
seu agradavel sabor podem ser consumidas em saladas e doces (Canhoto & Cruz,
1996a) ou simplesmente utilizadas em decoracéo de pratos.

Ecologicamente a feijoa tem um papel fundamental uma vez que as suas flores ao
serem polinizadas principalmente por passaros permite que as pétalas sirvam de
complemento alimentar, albergando uma grande quantidade de espécies de aves
(Sazima et al.,2007).

No Brasil, o interesse na espécie prende-se com o facto das populacdes naturais
estarem a ser ameacadas pela expansdo da fruticultura e pecuaria, colocando em risco a
manutencdo da diversidade genética e consequentemente a extincdo de alelos raros.
Desta forma a manutencdo de plantas nativas nas areas de ocorréncia natural pelos
pequenos agricultores contribui de forma significativa para a conservagao “on farm” da
floresta (Santos et al., 2002; Santos, 2009). Este aspeto é particularmente relevante
tendo em conta a continua e preocupante fragmentacdo do ecossistema natural no qual
essa espécie se insere.

A feijoa é cultivada para fins comerciais em varios paises, tais como Franga, Israel,
Italia, Russia, Coldmbia, Estados Unidos e Nova Zelandia (Thorp & Bieleski, 2002).

Atualmente os maiores produtores de feijoa s@o a Nova Zelandia com 200 hectares e
a Colémbia com 220 hectares (Thorp & Bieleski, 2002). A exploragdo comercial de
goiaba-serrana pode ainda permitir oferta a populacdo de uma nova alternativa de

frutos. A feijoa foi introduzida na Europa no século dezanove, em Franca (Coéte d'Azur),
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sendo que em Portugal, ndo existe informacdo acerca da sua introducdo, os exemplares
mais antigos encontram-se no jardim botanico de Lisboa e datam do inicio do século
XX (Canhoto&Cruz, 1996a).

1.2.4. Fenologia

A Acca sellowiana € uma arvore que tolera baixas temperaturas, apresenta um
crescimento lento e a sua floracdo ocorre a partir do quarto ano. Apresenta elevado
potencial ornamental devido a sua folhagem bicolor com vistosa floragéo.

Em Portugal a floracéo inicia-se em Abril prolongando-se até finais de Maio dando
frutos em Outubro (Canhoto, 1994 Canhoto&Cruz,1996a).

1.2.5. Factores limitantes

Nos Ultimos anos a demanda por sementes ou mudas de espécies florestais nativas,
tanto para recomposicdo ambiental quanto para comercializagdo de produtos, tem sido
crescente (Rego et al., 2009; Gomes et al., 2016).

Porém, o estudo da feijoa tem sido dificultado por alguns fatores limitantes quer seja
na conservagdo, producdo, reproducdo ou cultivo da espécie que impossibilitam o
acompanhamento desta ao longo do ano.

Tal como referido anteriormente, a conservacdo e armazenamento do fruto por
longos periodos de tempo € um dos fatores limitativos (Amarante & Santos, 2011).
Decerto ap0s a colheita, o tempo de conservacdo numa camara refrigeradora a 4°C é de
20 dias. Além disso, estes apenas possuem dois dias de vida de prateleira a 20°C, o que
compromete a sua qualidade. Nos processos de manuseamento do fruto tais como a
apanha, manuseio, transporte, embalamento e armazenamento ocorrem frequentemente
lesbes no mesmo, o que pode levar ao escurecimento da polpa. Para a maioria dos
frutos, o escurecimento dos tecidos acarreta uma reducdo da sua qualidade, devido a
alteracéo de propriedades sensoriais e diminuigéo das propriedades nutricionais (Yoruk
& Marshall, 2003).



O escurecimento da polpa em A. sellowiana é considerado um grande desafio no
aspeto de conservacdo pos-colheita e comercializacdo dos frutos, pois este distarbio
ocorre mesmo em armazenamento refrigerado (Parra & Fischer, 2013; Amarante et al.,
2013)

No que diz respeito a reproducdo e obtencdo de plantas, a propagacdo atraves de
mudas ainda demonstra ser um desafio devido a baixa qualidade das mudas e a reduzida
eficiéncia do método, contrariando o uso de sementes uma vez que demonstra ser a
forma mais procurada e eficaz. No entanto, neste método a rapida perda de viabilidade e
vigor das sementes dificulta a sua conservacao para estudos posteriores ao longo do ano
(Gomes et al.,2016). Porém, o armazenamento a 8°C revelou ser promissor na
manutencg&o da viabilidade das sementes, apesar de afetar o vigor das plantas.

O facto de se utilizarem métodos de seleccdo artificial de caracteristicas através de
polinizacBes cruzadas controladas torna dificil a tarefa de obtencdo e fixacdo de
caracteristicas desejaveis de interesse agronémico (Oltramari et al., 2000).

Uma vez que os exemplares da espécie existentes ainda estdo muito longe do
desejado para comercializacdo e pela imensa diversidade genética que apresentam, o
uso de técnicas de micropropagacdo, como a embriogénese somatica, técnica para a
obtencdo de um numero consideravel de individuos, surge como uma forma de obter em
massa genotipos superiores, além de servir como modelo para estudos fisioldgicos,
genéticos e bioquimicos do desenvolvimento embrionario em espécies superiores.
(Canhoto & Cruz, 1996a; Zimmerman, 1993)

Mesmo com esse esfor¢co de colheita, caracterizacdo, conservacdo e melhoramento,
ainda ndo foram encontradas plantas que relinam todas as caracteristicas desejaveis para
o cultivo comercial, tornando-se ndo s6 um desafio, mas também uma oportunidade
para a obtencdo de combinacBes alélicas consideradas superiores em termos de
uniformidade de tamanho de fruto, sabor, produtividade e adaptacdo ao cultivo na
regido sul do Brasil. Tanto para recomposi¢cdo ambiental quanto para comercializacdo
de produtos, a procura por sementes ou mudas de espécies florestais nativas vem sendo
crescente (Donadio & Moro, 2004; Gomes et al., 2016) com o objectivo de selecionar
genotipos superiores e desenvolver um sistema de producdo que permita o seu cultivo

em escala comercial.



1.2.6. Processos de melhoramento

A seleccéo de individuos de feijoa com vista ao aperfeicoamento da espécie ainda
estd numa fase muito inicial. Contudo, j& existem paises a desenvolver trabalhos de
melhoramento genético, envolvendo o estabelecimento de genotipos e posterior
propagacdo vegetativa; polinizacdo; hibridizacdo e seleccdo para o cultivo da espécie
como arvore frutifera.

De momento os métodos utilizados sdo tradicionais, como a propagacao da espéecie
por semente, podendo também ser por estacaria e enxertia. Nestes dois Ultimos casos
existem uma série de limitacdes tais como a baixa qualidade das mudas, a possibilidade
de nem sempre haver resposta positiva por parte das plantas sujeitas a estes tratamentos
bem como o facto da oxidacdo resultante nos tecidos condicionar negativamente a
percentagem de enraizamento (Duarte et al., 1992; Fachinello & Nachtigal, 1992).

Desta forma e como alternativa aos métodos convencionais surge a
micropropagacdo. A selec¢do de individuos que assumam caracteristicas desejaveis
ainda é bastante incipiente sendo que, tém vindo a ser realizados varios estudos de
conservacao da diversidade fenotipica e genética da espécie. Estes estudos tém sido
encaminhados principalmente por paises onde a feijoa é cultivada com fins comerciais,
como é exemplo a Colémbia e a Nova Zelandia, onde a espécie é exdtica. Apesar das
culturas de feijoa serem bastante resistentes ao frio e as geadas, estas apresentam
sensibilidade e vulnerabilidade em relagdo aos parasitas como larvas de coledpteros,
nematodes e alguns fungos como Botrytis cinerea, Phytophthora spp. e Pythium spp.
(Canhoto & Cruz, 1996b). Desta forma, nos processos de obtencdo de individuos, a que
ter em consideracdo a susceptibilidade da feijoa em zonas nativas a diversas pragas
(Ducroquet et al., 2000), sendo a mosca da fruta (Anastrepha fraterculus) e a
antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides, as mais alarmantes. A
antracnose provoca o tombamento de plantulas, a perda de mudas, a secagem de ramos
e a morte das plantas adultas assim como, manchas escuras nos frutos com a parte
central de coloragéo rosea podendo danificar até 100% de frutos jovens ou proximos da
maturacdo (Andrade & Ducroquet, 1994; Ducroquet et al., 2000). Os fatores acima

referidos tornam-se extramente importantes quando se considera o cultivo (destes
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individuos mais suscetiveis) em Portugal, uma vez que a entrada desta espécie no

territdrio nacional pode permitir a entrada também de pragas associadas.

1.3. Biologia reprodutiva das plantas-Embriogénese
zigotica

A embriogénese zigotica resulta de um processo natural de reproducdo sexuada
originando descendéncia, garantindo a perpetuacdo da espécie. Deste modo, a
variabilidade genética é garantida na meiose pelo crossing-over e pela disjuncdo dos
alelos, assim como na fecundacdo através de polinizacdo cruzada dos individuos. Tais
acontecimentos favorecem a adaptacdo a diferentes ambientes garantindo a evolucdo da
espécie. Relativamente ao cultivo da planta, este método acaba por ndo ser muito
interessante uma vez que ndo preserva as caracteristicas fenotipicas desejaveis dos
progenitores. Da primeira divisdo até a formacdo do embrido maduro, podemos
considerar 4 fases morfoldgicas, sendo estas: fase globular (embrido com simetria
radial, estrutura esférica e compacta de células com intensa actividade mitotica),
cordiforme (embrido com simetria bilateral, com acumulagdo de auxinas na regido
apical que origina os cotilédones onde se ird se desenvolver o meristema apical do
caule; a regido intermediaria, e a regido basal, originam o hipocétilo e a raiz
respetivamente), torpedo (embrido com uma forma mais alongada, com 0s meristemas
apicais completamente formados) e cotiledonar (embrido com todas as células
preenchidas com grandes quantidades de substancias de reserva; cotilédones
completamente diferenciados) (Fig. 3). Fornecidas as condi¢Bes necessarias, 0 embrido

germina sofrendo varias transformacdes até se tornar numa planta (Fig. 4).
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Figura 3. Diferentes fases de desenvolimeto de embrides zigéticos de Acca sellowiana.
(A) Fase globular; (B) Fase cordiforme; (C) Fase torpedo; (D) Fase cotiledonar; (T)
tegumento; (En) endosperma; (ET) embrido em fase torpedo; (Cot) cotilédones; (H)
hipocétilo; (R) radicula. (Fonte: Pescador, 2004; Canhoto, 2009)
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Figura 4. Fases da germinag&o e formag&o da plantula de Acca sellowiana (O. Berg) Burret. (A)
Inicio do desenvolvimento; (B) Diferenciacdo da raiz e do hipocétilo; (C) Aparecimento dos
paracotilédones; (D) Plantula com paracotilédones expandidos; (E) Plantula desenvolvida. (tg:
tegumento; r: radicula; hp: hipocétilo; cl: colo; rp: raiz priméria; pc: paracotilédone; ga: gema
apical; ef: eofilo; ep: epicotilo; rs: raiz secundaria). Gomes et al., 2016
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1.3.1. Micropropagacao

Com a evolucéo da agricultura houve necessidade de aprimorar caracteristicas mais
apreciadas das espécies vegetais, seja por conferirem resisténcia a agentes patologicos,
ou pelo tamanho/sabor do fruto, tamanho da flor (ornamental) entre outras. A
micropropagacdo surge como uma necessidade de manter caracteristicas de interesse,
como uma forma de transmiti-las aos descendentes e como uma forma alternativa eficaz
em relacdo aos métodos convencionais (Canhoto et al., 2009). Esta técnica é ainda
utilizada para a obtencdo de plantas uniformes e em grande escala num periodo de
tempo relativamente curto quando equiparado a outros métodos tradicionais. As plantas
micropropagadas para além de apresentarem qualidade fitossanitaria superior
(Hartmann et al., 1997), ainda apresentam maior uniformidade, vigor, crescimento e
desenvolvimento mais rapidos, relativamente as plantas propagadas por semente.

Este processo veio revolucionar as técnicas até entdo utilizadas, com o mesmo
proposito (técnicas de multiplicacdo vegetativa) como estacaria e enxertia, que
apresentavam limitagdes como a falta de rejuvenescimento da planta, a dificuldade em
estabelecer enxertias bem-sucedidas e o processo de enraizamento (Andreu e Marin,
2005; Litwinczuk et al., 2005; Titon, 2003).

1.3.2. Técnicas de micropropagacao

A micropropagacao é um processo rapido de multiplicacdo de plantas que visa obter
plantas geneticamente iguais as que lhe deram origem, sendo por isso um processo de
clonagem.

Tal so é possivel devido a capacidade das plantas de regenerar rebentos e novas
plantas a partir de células ou tecidos somaticos. Dito isto, podemos definir trés
metodologias de micropropagacéo, a proliferacdo de meristemas (meristemas apicais do
caule ou axilares), neoformacdo de gemas (organogénese) e producdo de embrides
somaticos (Chawla, 2009).
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Devido ao rejuvenescimento das plantas micropropagadas, Andreu e Marin (2005)
conseguiram verificar que explantes de porta-enxertos de Prunus ‘Adesoto101’ obtidos
a partir de plantas micropropagadas apresentam maior capacidade de estabelecimento
que explantes retirados de mudas obtidas por estacaria. Consequentemente as sucessivas
repicagens do material vegetal in vitro levam a um elevado periodo de juvenilidade ap6s
plantio em campo, apresentando-se como um inconveniente uso comercial (Schuch &
Erig, 2005)

Os primeiros estudos em A. sellowiana foram realizados em 1987 por Bhojwani e
colaboradores em que foram realizados, a partir da cultura de apices, de segmentos
nodais e de folhas imaturas das quais se obtiveram calos para proceder a inducdo de
organogénese. Contudo os resultados obtidos ndo foram satisfatérios demonstrando
baixas taxas de neoformacéo de gemas e altos indices de contaminacédo e oxidagéo.

Em 1990 Cruz e colaboradores conseguiram, pela primeira vez, induzir
embriogénese somética em Acca sellowiana a partir de cotilédones de embrides
zig6ticos usando meio Murashige e Skoog (MS) suplementado com sacarose e um
regulador de crescimento 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético). Em 1994 numa
experiencia conduzida no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da Universidade de
Coimbra, por Canhoto e colaboradores, foi possivel obter uma elevada producéo de
embries somaticos resultantes da alteracdo dos teores de sacarose no meio de indug&o.
Desde entdo, varias experiéncias usando esta espécie deram continuidade ao estudo. As
experiéncias que se seguiram vieram otimizar o protocolo estabelecido até a data
(Canhoto et al., 1996b). Desta forma a embriogénese somética na feijoa tornou-se um
importante modelo de estudo a investigacdo de dados morfolégicos comparando-se a
embriogénese zigdtica. Paralelamente foram estudados outros tipos de micropropagacéo
como a organogenese, segmentos nodais, cultura de meristemas, de anteras e de apices
caulinares (Canhoto, 1994; Canhoto & Cruz, 1996a), mostrando a baixa eficiéncia no
potencial regenerativo. Apesar dos progressos desenvolvidos para melhoramento de
protocolos e apresentacdo de métodos alternativos de inducdo de embriogénese
somatica, alguns fatores limitantes como a elevada taxa de embriées anémalos gerados
e a baixa capacidade do tecido vegetal adulto sofrer embriogénese somatica, persistem.
Desde entdo, diversos estudos foram feitos com o intuito de melhorar o protocolo de ES
(Canhoto & Cruz 1996a; Guerra et al., 2001; Stefanello et al., 2005), assim como
perceber os processos histoldgicos e bioquimicos adjacentes ao desenvolvimento dos

embrides somaticos (Cangahuala-Inocente et al., 2004, 2007, 2009; Pescador et al.,
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2008, 2012; Correia & Canhoto, 2010). No nosso laboratorio seguiram-se estudos de
caracterizagdo de estruturas comuns na embriogénese como o suspensor (Correia, 2007)
assim como estudos para avaliar os fatores envolvidos na embriogénese (Canhoto et al.,
1996b).

Comparando diferentes técnicas de micropropagacao, a embriogénese somatica € a
que tem revelado maior sucesso, uma vez que permite obter um elevado ndmero de
embrides, ndo carece de enraizamento e permite clonar gendtipos de interesse (Canhoto
et al., 1994; Stefanello et al., 2005). No entanto esta metodologia ainda apresenta
algumas limitacbes como a elevada taxa de embrides andmalos o que consequentemente
condiciona a germinagdo e conversao numa planta (Canhoto et al., 1996a; Pescador et
al., 2008). Estudos indicam que a elevada percentagem de formacdo de embrides
anomalos pode estar relacionada com efeito residual da auxina 2,4-D, o que acaba por
influenciar no normal funcionamento dos processos fisioldgicos e genéticos (Pescador
et al., 2008).

1.3.3. Embriogénese somatica em feijoa

A embriogénese somaética consiste na obtencdo de embrides funcionais a partir de
células somaticas do explante utilizado, sejam estes embrides (imaturos ou maturos ou
0s seus constituintes) explantes de diferentes 6rgaos da planta, protoplastos ou células
em suspensao, sem que seja necessario ocorrer fecundacdo. Embora seja algo polémica
a designacdo que deve ser atribuida aos embrides formados a partir de células
somaticas, tais como embrides adventicios, supranumerarios ou acessorios, a
terminologia mais vulgarmente conhecida é a de “embrides somaticos” (Canhoto et al,
2009). Dessa forma o DNA da(s) célula(s) que deram inicio a embriogénese somatica €
mantido. Essa capacidade de retorno a totipoténcia e posterior formacdo de embrides
normais, € uma caracteristica exclusiva do reino vegetal (Zimmerman, 1993), que s6 €
bem-sucedida sob condi¢Bes especificas (Figueroa et al., 2006). Desta forma, a
embriogénese somatica constitui uma excelente ferramenta para estudos moleculares,
citoldgicos, fisiologicos e para modelos de desenvolvimento vegetal (Feher et al., 2005;
Figueiroa et al., 2006). No entanto ainda residem questdes bastante importantes quanto

aos mecanismos que estdo relacionados com a mudanca da transicdo de células
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diferenciadas numa planta em células totipotentes que geram estados embrionarios
(Fehér et. al., 2005).

Através de estudos comparativos a diversos niveis foi possivel descrever diferentes
estagios na embriogénese somatica: inducdo, desenvolvimento, maturacdo e conversdo
de embrides somaticos a plantas (germinacéo) (Dodeman, 1997).

A embriogénese somatica pode ser considerada de duas formas: direta a partir de um
explante ou indireta dependendo da existéncia de um primeiro estagio com formacéo de
calo ou de suspensoes celulares, podendo a origem ser uni ou pluricelular (Sharp, 1980).
Merkle e colaboradores (1995) descreveram dois processos de embriogénese somatica,
“two-step”, em que existem dois processos de cultura. No primeiro, o explante é
colocado num meio com um agente indutor (auxina e/ou citocinina) passando para um
segundo meio isento de reguladores de crescimento; ou apenas um “one step” em que o
explante é mantido em contacto permanente com 0 meio com reguladores de
crescimento até ao desenvolvimento de embrides, sem que haja transferéncia para um
outro meio.

A inducdo da embriogénese somatica esta dependente de fatores como o gendtipo do
explante, meio de cultura, reguladores de crescimento e condi¢bes de cultivo que
influenciam a sua competéncia (Yeung, 1995; Guerra et al., 2001). Em condicOes
adequadas de inducdo da-se o desenvolvimento, em que os explantes originam embrides
somaticos que passam pelas mesmas fases de desenvolvimento dos zigéticos (Umehara
& Kamada, 2005; Jiménez, 2005). Na feijoa embribes zigdticos maduros e embrides
somaticos surgem direta ou indiretamente na zona cotiledonar no lado adaxial. Para que
haja maturacdo dos embrifes desenvolvidos € necessario que haja uma diminuicdo da
concentracdo de auxinas no meio ou até mesmo auséncia. Na A. sellowiana, a
germinacdo e conversao de embrides em plantas apresenta-se como um processo critico
uma vez que as taxas sdo muito reduzidas.

Apesar da micropropagacdo ser uma tecnologia bastante importante na
multiplicacdo de plantas lenhosas, revela algumas limitacfes, tais como: ser um
processo muito moroso, em determinados casos, e que requerer um forte investimento
laboratorial, encarecendo o produto comparativamente as plantas produzidas por
métodos convencionais de propagacdo. Tendo isto em conta, poderdo ser adotadas
algumas medidas como a aplicacdo destes métodos a plantas de valor acrescentado, a
otimizagdo de sistemas mais eficientes assim como a robotizacdo do processo tornando

0 mais econdmico (Kane, 2005).
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1.3.4. Embriogénese zigotica e somatica

Os embrides somaticos assemelham-se aos zigoticos, passando pelas mesmas fases
de desenvolvimento morfoldgico, tendo a capacidade de por germinagdo formar uma
planta (Marques, 2002; Canhoto et al.,2009).

No entanto, existem algumas diferencas no desenvolvimento entre embriogénese
somatica e embriogenese zigdtica para além do espaco fisico onde se desenvolvem. Os
embrides somaticos estdo mais expostos a condi¢cBes de stress, armazenam menos
substancias de reserva e ndo passam por uma fase de matura¢do que inclua dorméncia,
logo tém a capacidade de germinar precocemente relativamente aos embrides zigoticos.
Na embriogénese somatica podera ocorrer variacdo somaclonal devido a metilagdes do
DNA, rearranjos dos cromossomas e muta¢es pontuais causados sobretudo na resposta
ao stress imposto na planta pelas condi¢des in kumar

Nos embribes zigoticos as primeiras divisdes do zigoto seguem um padrdo bem
definido e que é caracteristico da espécie. No entanto, nos embrides somaticos essa
mesma divisdo inicial dentro de uma mesma espécie ocorre de forma ocasional
(Canhoto et al.,2009).

1.3.5. Inducdo de embriogénese através de situacdes de

stress

A utilizacdo de mecanismos gue possam causar stress com o0 propdsito de induzir a
embriogénese constitui um método alternativo de inducdo de embriogénese somatica
com a vantagem de diminuir o tempo de exposi¢éo a reguladores de crescimento, como
é o0 caso de 2,4-D. Deste modo evita-se 0s efeitos secundarios que possam estar
relacionados como por exemplo a formacdo de embribes andémalos (Canhoto&

Cruz,1996a) resultantes da exposicdo continua do explante & hormona.
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1.3.6. AGP (proteinas de arabinogalactano)

As AGP’s sdo classificadas como glicoproteinas e a sua constituicdo € composta
amplamente por residuos de arabinose e galactose (90-98% p/p). Estes estdo associados
a uma proteina (Fig.5). As AGP’s estdo presentes em todo o Reino vegetal estdo
presentes em varios orgdos das plantas, incluindo raizes, caules, folhas, flores e
sementes (Showalter, 2001). Ao nivel celular estes encontram-se na membrana, na
parede, nos espacos intercelulares (Nothnagel, 1997) e intracelulares, em corpos
multivesiculares (Herman & Lamb, 1992; Roy et al., 1998).

A sua presenca foi também identificada por Kreuger et al. (1993) num meio de
cultura contendo células embriogénicas e demonstraram serem essenciais ao
desenvolvimento de embribes somaticos. Van Hengel e colaboradores (2002)
verificaram que a actividade biologica do AGP na formacdo de embrides somaticos
altera-se dependendo da idade das sementes.

O seu desempenho ainda ndo esta completamente esclarecido, no entanto existem
indicios de que possam estar envolvidas nos processos de proliferacdo de células,
reproducdo diferenciada do Xxilema, respostas a stresses abidticos, morte celular
programada e marcacdo celular, progressdo da divisdo celular e inducdo da
embriogénese somatica (Majewska-Sawka & Nothnagel, 2000; Gao & Showalter, 2000;
Kreuger & Van Holst, 1993).

Estudos comparativos revelam que a combinacdo de AGP proveniente de goma
arabica e ovarios de trigo ao meio de cultura aumentam ndo s6 a viabilidade dos
micrésporos como também a qualidade e quantidade de embrides que se desenvolvem

em plantas quando comparadas ao meio s6 contendo ovario. (Letarte et al., 2006b).
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Figura 5. Representacdo esquematica do modelo de estrutura de AGP's "the wattle blossom"

com a ancora membranar GPI anexa (retirado de Ellis et al., 2010).
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1.4.  Objectivos

Em 1994, numa experiéncia conduzida no laboratério de biotecnologia vegetal da
universidade de Coimbra, Canhoto e colaboradores conseguiram obter uma elevada
producdo de embriGes somaticos resultantes da alteracdo dos teores de sacarose no meio
de indugdo. Desde entdo diversos estudos relacionados com a espécie tém vindo a ser
desenvolvidos como ja referido anteriormente. No entanto a embriogénese somatica na
feijoa ainda apresenta algumas limitag6es no processo de obtencédo de plantulas a partir
de embriGes somaticos.

Indo de encontro a trabalhos ja desenvolvidos, a presente dissertacdo visa: 1)
estabelecimento de familias de gendtipos, de forma a fixar caracteristicas de interesse
tais como o tamanho do fruto e a qualidade organolética; 2) implementacdo de métodos
alternativos a embriogénese convencional através da realizacdo de ensaios de choque
auxinico e da inducdo da embriogénese com utilizacdo da AGP; 3) analise da maturacéo
de embrides somaticos com o objectivo de verificar a competéncia da embriogénese, ou
seja, visando a otimizacdo da producdo de plantas assim como a fixacdo de

caracteristicas de interesse.
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2. MATERIAL E METODOS
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2.1.  Material vegetal

O material vegetal utilizado na realizacdo dos ensaios deste trabalho é proveniente
de arvores adultas de diferentes zonas do Pais como: Aveiro (A), Vale de Cambra (VC)
e Coimbra (&rvores do Jardim Botanico (B) e do jardim da casa de um particular (PJC) (

Figura 6). Foram utilizadas diferentes partes da planta dependendo do que se
pretendia estudar. As sementes dos frutos maduros foram utilizadas no estudo da

germinagdo e da embriogénese somética
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Figura 6 Mapa de Portugal Continental com ampliagdo dos distritos de Aveiro e Coimbra onde
foram recolhidos os frutos de feijoa.
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2.1.1. Preparacdo do material vegetal

Nesta etapa foram utilizadas sementes provenientes de frutos maduros de 3 regides
(Aveiro, Vale de Cambra e Jardim Botanico de Coimbra). Os frutos foram lavados em
agua corrente, seguidamente fez-se a extracdo da polpa para papel de filtro. Esta foi
posteriormente lavada em &gua corrente de forma a conseguir remover o grosso da
matéria. A matéria resultante das lavagens foi dispersa sobre papel de filtro, deixando as
sementes ao descoberto. De seguida procedeu-se a secagem das sementes ao natural.

Depois de secas estas foram isoladas e assim que necessario, esterilizadas.

2.1.2. Esterilizacdo das sementes

A esterilizacdo das sementes realizou-se segundo dois passos. No primeiro, as
sementes foram lavadas em agua destilada com uma gota de tween 20 por cada 100 ml
de &gua, durante 10 minutos. Posteriormente efetuou-se uma primeira esterilizacao,
imergiram-se as sementes numa solucdo de etanol a 70% durante 2 minutos. Apds
algum tempo, lavaram-se as sementes com agua destilada e colocaram-se durante 15
minutos numa solucdo de hipoclorito de célcio a 6% (p/v). Na preparacdo da solucdo
mencionada anteriormente, o hipoclorito de célcio solido foi diluido em agua destilada e
filtrada a solucdo. Posteriormente as sementes foram lavadas com &gua destilada
esterilizada na camara de fluxo laminar previamente preparada, em condicOes
assépticas. Num segundo passo as sementes foram colocadas numa caixa de Petri (10
cm de didmetro) devidamente selada com pelicula aderente, onde permaneceram
embebidas em 15 ml &gua destilada esterilizada durante 48h, na camara de escuro a
26°C. Decorridas as 48h efetuou-se uma nova esterilizagdo com hipoclorito a 6%

durante mais 10 minutos e repetiu-se o processo das lavagens.
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2.1.3. Meio de cultura

Os meios de cultura utilizados, foram constituidos pelo meio de cultura base MS
(Murashige & Skoog 1962), cuja composicado esta representada na Tabela 1, ao qual foi
adicionado diferentes combinacdes de sacarose e um regulador de crescimento (PGR).

O meio MS foi preparado a partir de solugbes stock concentradas: macronutriente,
micronutrientes, Fe-EDTA, mio-inositol, vitaminas e outros compostos organicos, a
sacarose foi pesada e adicionada no momento da preparacdo dos meios. O pH do meio
foi ajustado para valores entre 5,7 e 5,8, utilizando-se solucdes 0,1-1,0N de KOH e/ou
HCI. Posteriormente adicionou-se agar na concentracdo de 0,6% (p/v). Apés a
dissolugdo do agar, por aquecimento, o meio foi distribuido por tubos de ensaio numa
quantidade aproximada de 10 ml/tubo. Os tubos foram rolhados com algodao cardado
envolto em gaze e seguidamente autoclavados a uma temperatura de 121°C e a uma

pressdo de 1 atmosfera, durante 20 minutos.

Tabela 1. Constituicdo do meio Murashige & Skoog (1962).

Macronutrientes Micronutrientes Fe-EDTA (mg/l) Compostos organicos
(9/h) (mg/l) (mg/l)
KNO3 19 MnSO, .4H,0 22,3 FeSO,.7TH,O0 27,80 Mio-inositol
NH;NO; 165 2ZnSO,.7H,O0 8,6 Na-EDTA 37,30 N.ACI,dc.)
icotinico
MgSO,4.7H,O 0,37 H3;BO3 6,2 Tiamina-HCI
KH,PO, 0,17 Kl 0,83 Piridoxina -HCI
0,02 -
CaCl,.2H,O 0,44  CuS04.5H,0 5 Glicina

Na;Mo0O.2H,O 0,25

0,02

CoCl,.6H,0 5
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Tabela 2.Constituicdo do meio de cultura dos diferentes métodos.

Método Meio de Sacarose PGR
cultura (o/L) (mg/L)
Germinacao 1/2MS 20 0
Estabelecimento MS 30 %
Micropropagacao MS 30 Zeg,t;na
Embriogénese
""two step™’
ID 2,4-D
tempo (dias) [1-20 [ MS 90 1
ED1 10 0,1
ED2 45 0,2
[20-40[ ED3 MS 90 0,2
ED4 45 1
ED5 90 1
ED1 10 0,1
ED2 45 0,2
[40-75] ED3 MS 90 0,2
ED4 45 1
ED5 90 1
t (dias) [1-35] MS 90 1
ED1 10 0,1
ED2 45 0,2
[35-75] dias ED3 MS 90 0,2
ED4 45 1
ED5 90 1
"'one step"
Continua MS 90 1
Choque auxinico
Inducéo
IBA
CAIBA MS 0 100
2,4-D
CA2,4-D MS 0 100
Maturacéo MS 20 0

Choque auxinico IBA
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ID IBA
CAl MS 0 100
CA2 MS 0 250
Maturacao MS 20 0
AGP ma/L
AGP1 MS 30 1
AGP2 MS 30 2
AGP4 MS 30 4
AGP8 MS 30 8

2.2. Germinacao

Apos a esterilizacdo procedeu-se a inducdo da germinagdo das sementes sob duas
condigdes distintas. Num dos “processos” foram distribuidas 10 sementes por cada
caixa de Pétri com papel de filtro e algoddo previamente humedecido e no outro foram
colocadas duas sementes por cada tubo de ensaio contendo meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) a 2% (p/v) de sacarose.

Seguidamente foram acondicionadas numa camara escura a 26°C durante 10 dias.
Caso se verificasse a germinacdo, seriam posteriormente transferidas para uma camara a

25°C, com um fotoperiodo de 14h.

2.2.1. Viabilidade de sementes

A viabilidade das sementes foi testada e calculada através de métodos estatisticos.
Para tal, foram consideradas ndo viaveis as sementes que foram incapazes de germinar
ou apresentavam mal formacdo. Das plantas viaveis geradas, parte foram transferidas
para um substrato esterilizado composto por areia e perlite (2:1 v/v) cobertos por
plastico nas primeiras semanas, onde foram mantidas na camara de cultura (Fitoclima
1000 EHHF) a 20°C, 70% humidade e fotoperiodo de 12 horas. Outras foram tratadas
na camara de fluxo, onde se removeram as raizes e as partes aéreas das plantas foram

colocadas em recipientes de vidro que continham 25 ml de meio MS suplementado com
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3% (p/v) de sacarose e 1mg/L de BAP para serem micropropagadas (Fig.7). Uma vez
que os recipientes acima mencionados apresentam uma elevada taxa de contaminacao,
implicando uma elevada perda de material vegetal optou-se pela utilizacdo de caixas de
cultura de forma a minimizar estas perdas.

Em ensaios preliminares verificou-se que a hormona BAP a 1mg/l induzia bastante a
producdo de calo e pouco desenvolvimento nas plantas micropropagadas, optando-se
pela utilizacdo da Zeatina (0,5mg/L) nos ensaios seguintes.

2D
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Figura 7 Esquema representativo do processo de germinacao.

2.3.  Estabelecimento

No estabelecimento foram utilizados entrenés e meristemas apicais e axilares
provenientes de ramos de plantas de Aveiro (A) e Coimbra (PJC), Para isso procedeu-se
a remoc¢ao das folhas ficando os ramos “nus” (Figura 8). Foi feita a lavagem dos
mesmos em agua corrente e tween 20 e posteriormente colocados num vaso com agua
destilada esterilizada, na camara de cultura (Fitoclima 1000 EHHF) a 20°C, 70%
humidade e fotoperiodo de 12 horas. Seguidamente foram borrifados com uma solucao
de BAP (1mg/l) de forma a promover o abrolhamento (Fig.8). Assim que os rebentos

atingiam aproximadamente 1,5 cm foram extraidos para estabelecimento. Apds a
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recolha dos rebentos, foram lavados em &gua destilada com tween 20 (1 gota/100ml de
dH,0) e posteriormente imergidos em etanol 70% durante 30 segundos, lavados com

dH,0 e esterilizados em hipoclorito de calcio a 6 %.

Na camara de fluxo laminar previamente esterilizada, procedeu-se a trés lavagens
consecutivas dos explantes sendo estes colocados posteriormente em PVP 0,02% (p/v).
As folhas mais desenvolvidas dos meristemas apicais foram removidas expondo o
meristema propriamente dito, que viria a ser colocado em meio de cultura. Os raminhos
foram segmentados e o entreno cultivado.

Foram anotados os resultados, e tratados posteriormente sob métodos estatisticos.
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Figura 8 Representacdo do processo de estabelecimento in vitro.

2.4.  Embriogénese

Na embriogénese foram utilizadas sementes de frutos maduros (Fig.9 (A e B))
provenientes de duas familias de gendtipos: Aveiro (A) e Coimbra (PJC).Os embribes
zigoticos da feijoa foram cuidadosamente removidos das sementes (Fig.9 (C e D)) com
o auxilio de agulhas e lupa, no interior da camara de fluxo. Durante este processo
procurou-se evitar danificar os embrides, tendo sido apenas utilizados embrides intactos
(Fig.9 (E)) com os cotilédones completamente desenvolvidos. Para a avaliagdo da

eficacia da formacdo e desenvolvimento de embriGes somaticos, utilizaram-se os dois
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processos de embriogénese “one step” e “two step”. Os dois processos foram
comparados 0 que permitiu avaliar as respostas dos embrides a variacdo do teor de

sacarose e hormona (2,4-D).
111 ‘lEl_ll'l:ul (UNENHENNRRRREEERARREERY

Figura 9 Ensaio de embriogénese. A-corte longitudinal do fruto, B- fruto sem sementes, C-
sementes de feijoa apds serem extraidas (genétipo PJC), D- sementes de feijoa ap0Os

esterilizagdo (genotipo A), E-embrido de feijoa.

24.1. Embriogénese “one-step” e “two-step”

Apos a extracdo dos embrides zigdticos de feijoa, estes foram inoculados inteiros
em tubos de ensaio (1 embrido/tubo). Verificou-se maior facilidade na obtencdo de
embrides perfeitos e sem contaminagdo utilizando uma dupla esterilizagdo com
embebicdo das sementes durante 48h, procedendo-se dessa forma.

Foram comparados dois métodos de indugdo da embriogénese: o método
convencional (EC) que consiste num processo de duas fases: colocacdo de embrides
num meio de cultura embriogénico durante um periodo de tempo aproximado de 75 dias
e posterior maturagdo dos embriGes; com um método que consistiu na manutengdo dos

embrides no meio de cultura convencional e a dada altura fazer a transferéncia do calo
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embriogénico para um meio de cultura selecionado. Primeiramente foram comparados
dois periodos de transferéncia de embriGes, 20 e 35 dias. Posteriormente para o gendtipo
A foi adotado o periodo de transferéncia ao 35° dia uma vez que os resultados
preliminares para t=20 ndo foram satisfatorios. Ao 75° dia de embriogénese foi avaliado
o0 desenvolvimento dos embrides tendo em conta a alteracdo da concentracdo da fonte
de carbono e a concentracdo da hormona que havia sido feita ao 35° dia. Deste modo
foram considerados consoante 0 método as seguintes nomenclaturas: EC (embriogénese

continua ou “one step”) que funcionou como controlo ED (embriogénese “two step”)

(Fig.10),

FELOA EMBRIAO

> > > > N X X |

SEMENTES

Figura 10 Esquema de inducéo de embriogénese somatica e maturagado dos embriGes.

Meio de cultura

O meio de cultura utilizado para os 35 dias iniciais foi o0 MS agarizado 0,6% (p/v)
suplementado com sacarose 9% (p/v) e 1mg/L de 2,4-D. Perfazendo esse tempo, 4
grupos compostos por 15 calos desenvolvidos, foram transferidos (1 calo/tubo) para
cada um dos meios de cultura descritos na Tabela 2, representados por mais 40 dias. Em
todos os meios de cultura o pH foi ajustado para valores entre 5,7 e 5,8 antes da

autoclavagem.
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2.4.2. Maturacdo dos embrides

Apls 75 dias de embriogénese os embrides foram colocados no meio MS
suplementado com sacarose 2% (p/v), durante 30 dias, para que ocorresse maturagcdo
dos embrides em estados primordiais. Mantiveram-se em condigfes com auséncia de
luminosidade e posteriormente foram colocados numa camara com um fotoperiodo de
16h. Os resultados foram registados apos 3 meses da transferéncia dos embrides para a

camara de cultura.

2.4.3. Choque auxinico

O choque auxinico constitui uma alternativa a embriogénese com exposicao
prolongada a uma auxina. Deste modo, consequéncias que estejam associadas a este
fendmeno sdo minimizadas, sendo como exemplos, a elevada formacdo de embrides
anomalos e a diversidade de embrides em diferentes fases. O choque auxinico surge
como uma via de otimizacdo de embriogénese somatica, sendo que neste ensaio a
avaliacdo do choque auxinico foi feita em duas fases: a primeira em que foi feita a
comparacgdo da acdo de duas auxinas a mesma concentracdo em diferentes tempos de
exposicdo no embrido e a segunda fase em que foi analisado o desempenho dos
embribes na inducdo de embriogénese, utilizando diferentes concentracdes de IBA em
diferentes tempos de exposicao.

As solugdes utilizadas para o choque auxinico foram constituidas por meio de
cultura MS e 2,4-D ou IBA obtidos a partir de solugdes stock a concentracdo de
500mg/L. Na primeira fase utilizou-se IBA e 2,4-D [100mg/L] sob diferentes tempos de
exposicao direta & hormona (5, 10, 20, 40 horas). Os embrides foram isolados conforme
referido anteriormente e inoculados numa solucdo contendo meio MS com altas
concentracdes de hormona. Apés o choque os embrides foram passados para um meio

MS contendo 2% (p/v) de sacarose (Fig.11) onde permaneceram durante 90 dias.
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Figura 11. Representacdo esquematica da inducdo de embriogénese através de choque auxinico.

No segundo ensaio com choques auxinicos, a auxina utilizada no estuda foi o IBA, e
considerou-se a exposicdo a hormona para t=1,2,4,8,16 (t em horas), para as diferentes
concentracdes de auxina (100 e 250mg/l). Para este método utilizou-se uma caixa
multiwell de 48 pocos, em que os embriBes depois de isolados foram imersos na solucao
de auxina (20 embrides foram inoculados em 2ml solucéo de auxina/pogo). Assim que 0
tempo correspondente terminou, os embrides foram lavados trés vezes, com auxilio de
uma micropipeta, com agua destilada esterilizada. Terminado o processo de lavagem, 0s
embribes foram transferidos para caixas de cultura contendo 75ml de meio MS a 2%
(p/v) de sacarose e acondicionados na camara de escuro a 26°C. Foi feito o

levantamento do ensaio apos trés meses do inicio das culturas.

2.4.4. Embriogénese através de AGP

Neste ensaio foram utilizadas sementes da familia de gendtipos de Aveiro. Os
embrides foram cuidadosamente removidos na camara de fluxo laminar e colocados em
caixas de Petri de 5 cm de didametro que continham 10 ml de meio de cultura.

Ao meio de cultura MS com 3% (p/v) de sacarose duas vezes concentrado, foi
adicionado um determinado volume da solucdo de AGP e foi perfeito o restante volume
com agua destilada esterilizada, para obter uma concentracdo nos meios de cultura que
variava entre 1-8 mg/l (Tabela 2). Os embrides foram mantidos em contacto com o0 meio

durante 75 dias e os dados foram registados para posterior tratamento estatistico.
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2.4.5. Estudos morfoldgicos e histolégicos

Na analise histoldgica foram utilizados embrides gerados a partir do método de
embriogénese somatica “two-step” 35 dias. Os embrides somdticos foram fixados em
gluteraldeido a 2,5% em tampdo cacodilato de sddio 0,1M, ao qual foi adicionado
cloreto de calcio 0,01 M, pH 7,2 durante 3 horas a temperatura ambiente. O material
vegetal foi submetido a trés lavagens de 15 min cada, no mesmo tampao, seguindo-se
uma pos-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato de sédio, durante 2
horas. Apds 3 lavagens de 15 min cada em &gua destilada, o material foi desidratado
utilizando etanol pela respectiva ordem crescente (70, 80, 90, 95 e 100%). O material
foi impregnado com trés solucdes sucessivas constituidas por etanol 100% e resina
(Spurr, 1969) nas proporcdes 2:1, 1:1 e 1:2, durante 2 horas cada. Por fim o material foi
mantido em resina pura por uma noite e de seguida colocado em moldes, tendo
permanecido em estufa a 70°C durante 24 horas. Com os blocos resultantes do processo
anterior, foram feitos cortes semi-finos (1-2um) com facas de vidro no micrometro
Ultrotome Nova. Os cortes foram colocados numa gota de &gua destilada sobre uma
lamina de vidro e deixados a secar na estufa. Posteriormente foram corados com uma
solucdo de azul de toluidina 1% durante 15 minutos na auséncia de luz, a temperatura
ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada para retirar o
excesso de corante e colocadas na estufa. Os cortes foram observados e fotografados no
microscopio Leica DM 4000 B usando o programa LAS v4.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1.1. Germinacéao e viabilidade das sementes

A germinagdo iniciou-se a partir do 4-5 dia de cultura das sementes,
independentemente do genoétipo da planta, sendo que, parte das plantas seguiram para o
processo de micropropagacdo (Fig. 12) e as restantes para se desenvolverem até o
estado adulto. As sementes s6 foram consideradas “germinadas” quando estas
apresentavam desenvolvimento radicular inicial. N&o se constatou qualquer diferenga na
germinacdo quando usadas placas de Petri com papel de filtro humedecido ou meio MS,
0 gue Vvai ao encontro do estudo realizado por Gomes e colaboradores (2013) em que
verificaram ndo haver diferencas significativas, na germinacdo de sementes a 25°C,
entre diferentes substratos (papel e areia). No entanto, sementes germinadas em tubos de
ensaio originaram plantas mais alongadas e com a raiz mais desenvolvida
comparativamente a plantas germinadas em caixas de Petri, algo que pode estar
relacionado com o espaco fisico disponivel para o desenvolvimento da planta. O facto
das plantas germinadas em caixas de Petri  apresentarem  menor
desenvolvimento/alongamento que as plantas desenvolvidas em tubos de ensaio podera
ter condicionado a sua adaptacdo a um novo substrato. Na germinacdo nédo se verificou
diferencas significativas que pudessem estar associadas ao genotipo. Todas as familias
de gendtipos tiveram mais de 90% das sementes germinadas (Fig. 13). No entanto, a
familia de gendtipo que apresentou uma maior dificuldade de desenvolvimento na
germinacdo foi a PJC (91,3%) seguindo-se as sementes retiradas de frutos da arvore
localizada no Jardim Botanico de Coimbra (Fig. 13). As sementes que mais se
destacaram quanto a elevada taxa de germinacdo foram as provenientes de Vale de
Cambra (98,4%) assim como as de Aveiro (98,3%), como e possivel verificar no grafico
da Fig. 13. As sementes de Vale de Cambra destacaram-se ndo sé pela capacidade de
germinacdo como também pela elevada percentagem de sobrevivéncia a passagem para
0 novo substrato (perlite). A capacidade de adaptacdo a novas condicdes de cultura ndo
demonstrou estar relacionada com a facilidade de germinacdo ou com a dependéncia da
familia de genotipo, fazendo-se como exemplo, a familia de genétipo PJC que embora
tenha apresentado uma menor percentagem de germinagdo, revelou bastante
adaptabilidade, obtendo a segunda melhor percentagem de sobrevivéncia de plantas, no
processo critico de aclimatizacéo das plantas (Fig. 13). Deste modo € possivel perceber

39



que algumas plantas apresentam maior resisténcia a mudanca de substrato e ambiente

que outras, devido a pequena variancia que existe pela perda de exemplares aquando da

alteracéo.

Figura 12 Processo de micropropagacdo da feijoa. (A) Sementes esterilizadas; (B)
germinacdo das sementes; (C) Parte aérea; (D) Desenvolvimento meristematico; (E)
Repicagem das plantulas; (F) Desenvolvimento de raizes in vitro; (G) Plantula em meio
MS; (H) Plantas em substrato de perlite + areia; (1) Plantas em substrato de turfa + perlite

+ areia; ¢ — calo; r —raiz.

40



100,0%

98,0% —
96,0% L
94,0%
m Sementes germinadas
92,0% -1— - = n Passagem para Perlite
90,0% +— =
88,0% - -
86,0% T ~ - .
A B PIC VC

Figura 13 Percentagem de germinacdo dos diferentes gendtipos em estudo e do nimero de

plantas sobreviventes a passagem para substrato. (A) Aveiro; (B) Jardim Botanico de Coimbra;
(PJC) Jardim de particular em Coimbra; (VC) Vale de Cambra.

Na passagem das plantas para substrato foram testadas as familias de genotipo A e
B, a fim de estudar a taxa de sobrevivéncia das mesmas. As plantas pertencentes ao
genétipo A revelaram uma melhor adaptacdo ao substrato, contando com 77% de
plantas sobreviventes, enquanto as plantas de genotipos B obtiveram uma adaptacao
ligeiramente mais baixa (74%) (Fig. 14). Em ambos os casos, as plantas apresentavam
raizes secundarias bem desenvolvidas e uma parte aérea constituida por quatro pares de

folhas, embora a diferenca de tamanho entre as plantas ndo se mostrou ser significativa.
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Figura 14 Taxa de plantas sobreviventes nas familias analisadas. (A) Aveiro; (B) Jardim

Botanico de Coimbra.
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A micropropagacdo desenvolveu-se a partir de partes aéreas (shoot) das plantas
germinadas. Estas foram inicialmente colocadas em recipientes de vidro, no entanto,
devido as elevadas taxas de contaminacao do meio, optou-se pela utilizacdo de caixas de
cultura de forma a contrariar esses resultados. Testes preliminares revelaram que o BAP
a Img/l induzia a formacao de calo na base do explante. Desta forma, optou-se -se pela
utilizacdo da Zeatina, uma vez que esta ndo induz a formacdo de calo e promove o
enraizamento das plantulas em cultura in vitro (Fig. 12).

Na micropropagacao, constatou-se que o desenvolvimento das plantas é dependente
do genotipo. De uma maneira geral as plantas apos dois meses em meio de cultura
desenvolveram no minimo dois entrends (VC), de valor médio e no maximo 4 no caso

das plantas do gendtipo A, como é possivel observar através do gréafico da Figura 15.
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Figura 15: Micropropagacéo de meristemas nas familias em estudo. (A) Aveiro; (VC) Vale de

Cambra.
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3.2. Estabelecimento

No estabelecimento de genotipos (Fig. 16) verificaram-se diversas limitacdes tais
como: uma elevada taxa de contaminacdo, a elevada libertacdo de compostos fenolicos
e a intensa formagdo de calo nas zonas meristeméticas, o que condicionou todo o
processo. Para o gendtipo PJC a maior vulnerabilidade mostrou ser a contaminagdo que
afectou cerca de 84% dos explantes (Fig. 17), enquanto para o genotipo A, o maior
entrave foi a elevada oxidacdo dos tecidos vegetais com aproximadamente 50%
afectados (Fig. 17). A oxidacdo de compostos fenolicos induzida pelos cortes no
material vegetal, em A. sellowiana tem como consequéncia uma baixa taxa de sucesso.
(Duarte et al., 1992; Fachinello et al., 1992).

4

Figura 16 Processo de estabelecimento do geno6tipo a partir do menistema apical da feijoa.
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Figura 17 Relacéo das taxas de contaminagdo e oxidagdo nos diferentes gendtipos (FPJC —

Jardim de casa de particular e FA - Aveiro).

Para além dos protocolos de esterilizagdo necessitarem de serem otimizados as
caracteristicas genotipicas condicionam claramente o estabelecimento de uma planta
adulta. A producdo de compostos fendlicos varia consoante 0 gendtipo e demonstrou ser
um grande desafio no estabelecimento do gendtipo A. Esta situacdo pode dever-se ao
processo de esterilizacdo ou até mesmo ao manuseio do explante ao longo de todo o
processo desde o momento que é colhido até a sua cultura in vitro. No entanto,
comparando ao gendétipo PJC verificou-se uma acentuada taxa de contaminacgdo
levando-nos a crer que possivelmente o protocolo de esterilizagdo ndo estaria a ser
eficiente. Desta forma o estabelecimento de arvores adultas esta condicionado pelo
gendtipo e deve adequar-se o tipo de tratamento a aplicar a cada explante, uma vez que

estes respondem de forma diferente ao mesmo tratamento.
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3.3. Embriogénese

Relativamente aos ensaios “one-step” e “two-step”, de uma forma geral ndo se
verificaram diferencas significativas na inducdo de calo assim como na formacédo de
embrides. Os ensaios foram analisados qualitativamente através da observacédo, desde o
isolamento do embrido até ao desenvolvimento de plantulas (Fig. 18); e através de
estatistica, para avaliacdo da quantidade de calos formados, bem como de calo com
capacidade para gerar embrides. Uma vez que Canhoto & Cruz (1996a), estabeleceram
um protocolo de producdo em massa de embrides somaticos baseado no método “one
step”, este foi considerado um controlo positivo comparativamente ao método “two-
step”. No entanto, o protocolo estabelecido no decorrer deste estudo foi adaptado ao
protocolo de Canhoto e colaboradores (2009). Os embrides apresentaram algumas
diferencas na sua fisiologia, o que ndo seria o esperado. No estudo controlo, 0s
embrides apresentaram uma dimens&o mais reduzida do que em ED1 e ED2 e na sua
disposicdo geral apresentavam-se mais aglomerados e compactos, com presenca
evidente de embrides andmalos no estado cotiledonar. Embrides ED2 apresentaram um
desenvolvimento rapido verificando uma menor quantidade de embriGes no estado
inicial a0 75° dia. Os embrides formados em meio ED1 apresentaram mais
homogeneidade de desenvolvimento, com embrides maioritariamente na fase
cotiledonar mais alongados de uma tonalidade branca translucida, comparativamente
aos restantes. Nos ensaios ED4 e ED5, os embrides apresentaram um tamanho reduzido
e num estado desenvolvimento embrionario primario. Ao 75° dia os embrides de ED1
apresentavam uma coloracdo acinzentada devido a necrose dos tecidos embriogénicos
adjacentes e eram facilmente destacaveis das células do tecido caloso. Essa
caracteristica revelou-se util uma vez que permitiu colocar os embriGes somaticos a

germinar sem que fosse necessario colocar tecido caloso ou danificar o embrido.
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Figura 18 Processo de embriogénese somatica. (Al) Embrido de feijoa; (A2) Embrides

anomalos; (B) Formacao de calo ao 15° dia; (C) Inducdo de embrides; (D) Calo com a presenca
de embrides desenvolvidos; (E) Embrides vistos a lupa com 75 dias de desenvolvimento; (F)
Diferentes estados embrionarios; (G) Desenvolvimento anémalo de embrides; (H) Plantulas de
feijoa originadas por ES; (I) Plantula de feijoa desenvolvida.

3.3.1. Embriogénese “one-step” e “two-step”

A analise estatistica mostrou a auséncia de diferencas significativas na inducdo de
embriogénese, sendo por um método “one-step” ou por outro “two-step”. A alteracdo de
meio ao 35° dia para valores mais reduzidos de hormona e/ou sacarose ndo teve
influéncia na capacidade de diferenciacdo do tecido, no entanto, a presenca de

hormona/sacarose pode ter influéncia no desenvolvimento morfolégico do embrido,
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como € possivel de verificar visualmente. Estudos realizados por Guerra e
colaboradores (2001) demonstram que uma exposi¢ao a hormona de quatro semanas € o
suficiente para obter 93,7% de inducdo embriogénica na feijoa, 0 que até seria
conveniente uma vez que interfere na polaridade dos embriGes gerados (Canhoto &
Cruz, 1996a; Pescador et al, 2008; Feher, 2003). Consequentemente, estes ndo
conseguem efetuar uma primeira divisdo polar, levando ao aparecimento de
anormalidades no desenvolvimento. O objectivo pretendido seria verificar se a alteragédo
dos parametros no desenvolvimento do embrido permitiria contornar o efeito adverso do
contacto com a auxina e se, consequentemente, haveria um decréscimo do numero de
embrides andmalos, possibilitando, assim, o incremento da taxa de embriGes soméaticos
germinados.

O tempo de exposicdo dos calos a hormona foi de 35 dias, apresentado

posteriormente desenvolvimento.

3.3.2. Maturacdo de embrides

A taxa de maturacdo/ conversdo de embrides a plantas foi calculada de acordo com
0 numero de calos embriogénicos existentes. Desta forma os valores obtidos s&o reflexo
do nimero de embriGes sométicos germinados correctamente, tendo em conta que foi
utilizado um determinado ndmero de embriGes zigoticos (cada calo representa um
embrido zigético utilizado). Foram consideradas plantas desenvolvidas segundo 0s
parametros: mais de 2 cm de altura, 2 ou mais pares de folhas e raiz inicial bem
desenvolvida. O método de embriogénese “two-step” demonstrou ser mais eficaz,
apresentando valores de conversdo quase sempre superiores ao método “one step”. O
ensaio EDA5 funcionou como um controlo positivo e constituiu o valor mais baixo de
conversdo de plantas. Neste ensaio (EDA5) foi utilizada a indugdo “two step” e
mantiveram-se as condi¢cbes do meio inicial de inducdo. No ensaio ECA continuo

(“one-step”), menos de 10% dos calos geraram plantas, como € visivel no grafico da
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Figura 19. O ensaio EDA1 embora tenha tido uma germinacéo inicial muito rapida (5-
7dias) e um elevado nimero de embriGes, estes ndo foram capazes de se desenvolver em
plantas, o que se refletiu tanto na elevada percentagem de calos inviaveis, como sugere
que a cumulacdo de reservas nao tera sido suficiente para dar seguimento ao processo
(Fig. 19). O ensaio que obteve melhor desempenho foi 0 EDA 2 com 25% dos calos a
originarem plantas (Fig. 19)., sequindo-se o EDA3 (14,81%) e o EDA4 (13,89%) Tais
resultados levam-nos a assumir que, para além da importante diminuicdo da
concentracdo de 2,4-D, também a diminuicdo da concentracdo de sacarose no processo
de desenvolvimento do embrido pode estar relacionada com uma melhor maturagéo e
posterior conversédo dos embrides a plantas. Estudos com ABA adicionado ao meio de
maturacdo revelaram uma grande importdncia desta hormona na aquisicdo de

substancias de reserva.
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Figura 19 Percentagem de explantes que apds maturagdo se revelaram inviaveis e percentagem

de embrides que se desenvolveram em plantulas.
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3.3.3. Choque auxinico

Comparacéo da acédo de diferentes hormonas ao choque auxinico.

Neste estudo foram verificadas as reagdes do explante a dois tipos de auxinas (2,4-D
e IBA), a uma concentracdo elevada, com o intuito de induzir a embriogénese somatica
através de choque auxinico. Verificou-se que a inducdo da embriogénese através de 2,4-
D foi capaz de gerar uma maior producdo de calo para qualquer que fosse o tempo de
contacto do embrido zigético com a solucdo concentrada (100mg/l) de auxina, tendo
sido praticamente 100% eficaz (Fig. 20). Algo que ndo se verificou quando a hormona
testada foi o IBA, pois esta revelou induzir um fraco desenvolvimento de calo para os
primeiros periodos de 5h e 10h, tendo este Gltimo periodo de tempo revelado a taxa
mais baixa de inducdo. Para 20 horas e 40 horas de contacto com esta hormona
verificaram-se melhores resultados de indugcdo, mas sé com uma exposi¢do de 40 horas
é que cerca de metade dos explantes revelaram capacidade de diferenciacéo celular (Fig.
20).
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Figura 20 Taxas de formagao de calo, das hormonas 2,4-D e IBA, analisando a variavel tempo
de contato (horas).
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Analisando a quantidade de calos que produziram embrides por calo formado foi
possivel verificar que existe uma elevada discrepancia de valores entre as duas
hormonas sujeitas a situacdo de choque auxinico. Os embrides produzidos por choque
auxinico surgiram por volta de més e meio de cultura. O choque auxinico através de
IBA apresentou taxas superiores a 0,5 (Fig.21). Os valores mais altos de taxa de indugédo
de embrides por calo obtido verificaram-se em inoculacbes de 20 e 40 horas,
representado quase o dobro da eficacia embriogénica em relacdo as exposicOes de
tempo inferior e alcancando quase a totalidade dos calos contendo embrides somaticos
(Fig.21). Ao passo que a capacidade embriogénica foi crescente com IBA em relacdo ao
tempo de exposicao, utilizando o 2,4-D os valores sdo inversos, pois a medida que vai
aumentando o tempo de contacto com a hormona os calos revelam menos aptidao para
diferenciacdo em embrides sendo quase nula para 20 e 40 horas de inocula¢do. Podemos
ainda verificar que para t=5 horas o numero de calos que apresenta embrides por calo
formado é semelhante as duas hormonas (Fig.21).

Comparando a taxa de indugdo com a capacidade dos calos induzidos produzirem
embrides (Figs. 20 e 21) podemos verificar que apesar da taxa de inducdo de calo ser
superior ndo significa que este tenha a capacidade de originar embriGes somaticos. A
taxa de inducdo de calo s6 se torna interessante no processo de inducdo de
embriogénese somatica quando apresenta um elevado nimero de diferenciacdo. Desta
forma, utilizando este método o ensaio que se revelou mais eficiente foi o choque

auxinico utilizando 2,4-D num tempo de exposic¢do de 5 horas.
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Figura 21 Taxas de embrides por calo formado, com as hormonas 2,4-D e IBA, analisando a

variavel tempo de contato (horas).
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Comparando o comportamento dos embrides zigdticos subtidos a diferentes
concentragdes de IBA em diferentes tempos de permanéncia com a hormona € possivel
concluir que o nimero de calos com embrides segue um padréo de desenvolvimento em
funcdo do tempo de exposicdo, sendo esta observacdo mais evidente na concentracdo de
0,25mg/l de IBA, como é possivel ver no grafico da Figura 22. O melhor desempenho
comum foi obtido com 4 horas de inoculagdo. De uma forma geral foi possivel uma
maior obtencdo de embrides com concentracdo de 0,25 mg/l de IBA, no entanto o
elevado tempo de exposicdo a tal concentracdo resultou na formacdo de um maior
numero de embrifes andmalos. De uma forma simples verifica-se que o grafico da
Figura 22 se assemelha a um sino, em que a quantidade de embrides é crescente até t=4,
sendo esse 0 valor maximo e posteriormente decresce. Estes resultados vao de encontro
aos de Marques (2002), que verificou que para concentracfes de 0,25g/l de 2,4-D as
culturas apresentavam o mesmo comportamento relativamente a formacao de embrides.
Para a concentracdo de IBA a 0,1 g/l numa hora de inoculagdo verificou —se um nimero
bastante elevado de embrides, dos restantes valores, havendo por isso a possibilidade do
valor ndo ser proximo do real.

Guerra e colaboradores verificaram gue baixas exposicoes a 2,4-D resultavam numa
rapida diferenciacdo e desenvolvimento dos embrides somaticos, que culmina num
aumento da taxa de germinacdo. Segundo Marques (2002), o choque auxinico utilizando
2,4-D em concentrac@es a partir de 0,5 mg/l demonstraram pouco desenvolvimento de
embribes sendo que para uma concentracdo de 1g/l de 2,4-D o contacto tornou-se toxico

para o explante apds trés horas de exposicao.
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Figura 22 NUmero de embriGes somaticos por calo embriogénico, com a hormona

IBA, analisando a variavel concentracdo (mg/L).
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3.3.4. Efeito de AGP na embriogénese somatica

Neste ensaio de embriogénese foram testados os efeitos de diferentes concentracfes
de AGP no meio de cultura. Numa primeira fase, foram utilizados embrides da familia
PJC, para analisar a influéncia da concentragéo de sacarose adicionada ao meio; e, numa
segunda fase foi observado o impacto do genotipo (PJC comparado com A). Em ambas
as situacOes os embrides do ensaio controlo germinaram sem que houvesse producdo de

calo.
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Influéncia da sacarose no meio de inducéo

A taxa de indugéo de calo utilizando AGP, foi inferior 50%. A inducdo mostrou ser
mais competente para uma concentragéo de sacarose de 3%. Os melhores resultados na
inducdo de calo foram atribuidos as concentracdes 1 e 2 mg/l de AGP utilizando o meio
suplementado com 3% (p/v) de sacarose. O meio de cultura 4 AGP a 3% de sacarose
obteve menos de metade do valor de inducdo dos meios anteriores, sendo que para a
mesma quantidade de sacarose o valor mais baixo de eficacia foi atribuido ao meio 8
AGP, sendo também o valor mais baixo em estudo (Fig. 23).

Como ¢é possivel observar no grafico da Figura 23, os meios suplementados com 9%
sacarose permaneceram com uma taxa geralmente abaixo dos 0,2. Estes meios
apresentam apenas algumas oscilagdes ndo evidenciando muita diferenca entre si na
inducdo de calo. O meio de cultura 1AGP e 4AGP obtiveram o mesmo valor de taxa de

inducdo calo (0,15).
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Figura 23 Taxa de formacdo de calo segundo diferentes concentracdes de AGP e diferentes

percentagens de sacarose.

Associando a taxa de inducgdo de calo a taxa de formacédo de calos que geraram em
embribes somaticos constatou-se que a maioria dos calos originou embrides somaticos.
Tal como anteriormente verificou-se que o meio de cultura contendo AGP a 3% de
sacarose demonstrou maior eficacia (Fig. 24). Parte dos calos gerados em 2AGP néo
formaram embrides colocando-se ao mesmo nivel do meio contendo 1 mg/l AGP, e

considerando os dados do grafico anterior podemos entdo retirar que 0 meio AGP1 foi
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mais eficiente obtendo uma formacdo de embrides por calo gerado superior que o
AGP2, apesar de terem uma taxa de producdo de embrides semelhantes. Estudos em
trigo que revelaram que as AGPs dettm um papel importante na inducdo de
embriogénese somatica em micrésporos de trigo assim como na viabilidade dos
micrdsporos qualidade e nimero de embrides que se desenvolveram em plantas (Letarte
et al., 2005)
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Figura 24 Taxa de formacéo de calo com embrides segundo diferentes concentracdes de AGP e

diferentes percentagens de sacarose.

Impacto do genotipo

Tendo em conta o grafico da Figura 25, é possivel verificar de uma forma geral que
0 gen6tipo A desenvolveu calo de uma forma crescente isto €, quanto maior a
concentracdo de AGP maior o desenvolvimento de calo por explante. Relativamente ao
comportamento do genoétipo PJC verificou-se o inverso da situacdo descrita
anteriormente. Os melhores desempenhos verificaram-se para concentracfes de AGP
mais reduzidas decrescendo a medida que estas aumentavam. No gendtipo PJC a
concentracdo 2mg/l de AGP, observa-se um ligeiro decréscimo da taxa de indugdo
comparativamente a anterior. O mesmo se verifica no genotipo A em que a tendéncia é
0 decrescimento da taxa de inducdo de calo a medida que a concentracdo de AGP
aumenta, porém para 2mg/l de AGP a indug&o € superior comparativamente a 1mg/l de
AGP (Fig. 25).
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Figura 25 Taxa de indugdo de calo segundo diferentes concentracdes de AGP e diferentes

genotipos.

Observou-se que dependendo da familia de genoétipos existem diferencas
significativas no comportamento do explantes respetivamente a formacdo de embrides,
considerando a familia de PJC com maior aptiddo para a inducdo de embriogénese. Tal
ja havia sido observado na feijoa por Canhoto e Cruz (1996a) e posteriormente por
Guerra e colaboradores (1997), o mesmo foi verificado noutras espécies lenhosas
(Attree & Fowke, 1993). O gendtipo A obteve taxa de calo com embrifes por explante
muito proximas independente da concentracdo de AGP utilizada no meio (Fig. 26).
Percebe-se que o nimero de calos indiferenciados com competéncia para produzir
embrides é muito baixa no gendtipo A, e apesar de ter tido maior indu¢do de calo que o
gendtipo PJC nem todos desenvolveram embriBes, sendo por isso o genétipo PJC

considerado mais competente.
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Figura 26 Taxa de formacédo de calo com embrides segundo diferentes concentracdes de AGP e

diferentes gendtipos.
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3.3.5. Estudos morfoldgicos e histoldgicos

Os estudos histologicos foram realizados utilizando o corante azul de toluidina,
como intuito de analisar os tecidos dos diferentes ensaios de embriogénese somatica
(35D) para detectar alguma diferenga a nivel estrutural (Fig.27).

No estado globular mais desenvolvido os embriGes tendem a tornar-se mais
alongados na regido periférica (ED1b). Na regido mais interior do embrido, as células
apresentam uma constituicdo semelhante, contudo s&o maiores e mais circulares e
possuem maiores espacos entre elas. Ainda é possivel verificar as células do suspensor
na base do embrido. No estado cotiledonar, é evidente a grande quantidade de
substancias de reserva acumuladas, bem como a presenca da camada epidérmica. E
possivel verificar em ED2 e ED5 diversos granulos de amido. Em rela¢do a acumulacao
de substancias de reserva verificam-se ligeiras diferengas sendo o embrido resultante do

processo de embriogénese ED2 o0 que apresenta maior quantidade.

Figura 27: Estudos histologicos dos embrides somaticos de feijoa (coloracdo com azul de
toluidina). Cortes transversais de cotilédones (ED1a, ED2 , ED4 e ED5); Corte longitudinal de

embrido globular com suspensor presente (ED1b); CE- células epidérmicas; Am-amido.
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4. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS
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Segundo Donazzolo e colaboradores (2015) o armazenamento de sementes por um
periodo superior a um ano, & temperatura ambiente, ndo é viavel uma vez que a taxa de
germinacdo das sementes decresce acentuadamente, algo que ja tinha sido verificado
anteriormente por Wielewicki et al. (2006).

Assim, e considerando a finalidade do armazenamento de sementes de feijoa, ndo é
possivel manter taxas aceitaveis de germinacdo (Wielewicki et al. 2006) por um ano
com armazenamento a temperatura ambiente, o que foi verificado no presente trabalho,
ja que as sementes mantiveram, em média 21,7% de germinacao.

A micropropagacéo utilizando uma baixa concentracdo de zeatina promove um bom
desenvolvimento da planta, assim como a formacdo de raizes nas plantas
micropropagadas e uma diminuta formac&o de calo nos tecidos em contacto com o meio
de cultura.

O estabelecimento de gendtipos a partir de explantes de arvores adultas tem como
principal entrave a esterilizacdo e oxidagdo de tecidos devido a elevada producéo de
composto fenolicos.

A conservacao das sementes é um factor a ter em conta quando se pretende induzir
embriogénese através de um embrido zig6tico, uma vez que a viabilidade decresce
acentuadamente ao longo do tempo.

Foi ainda possivel concluir que a inducdo de embriogénese ndo é dependente da
utilizacdo de auxinas.

Os resultados obtidos ao longo do trabalho desenvolvido, sugerem que a correcta
manipulacdo dos reguladores de crescimento de A. sellowiana na fase de indugdo é o
factor chave para estabelecer um protocolo regenerativo e de viabilidade comercial
neste sistema de micropropagacao.

Verificou-se ser possivel a inducdo da embriogénese somatica na feijoa através de
AGP, uma vez que os embrides apresentaram uma maior homogeneidade de
desenvolvimento. Existe a necessidade de optimizar este protocolo e avaliar a fixacdo
das caracteristicas geneéticas e a producdo em massa de embrides, assim como seria
necessario esclarecer o papel do AGP na embriogénese somatica e o efeito deste no
desenvolvimento desses embrides a plantulas.

A inducdo de embriogénese soméatica em Acca sellowiana tem sido instigada a partir

de embriBes zig6ticos maduros. No entanto, embora esta metodologia, permita estudar o
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processo de inducdo, tem limitacGes do ponto de vista da clonagem de arvores plus,
uma vez que as sementes apresentam uma forte diversidade genética. Deste modo,
importa apostar na inducdo de embriogénese a partir de tecidos adultos com o objectivo

de conseguir a clonagem de gendtipos interessantes.
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