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RESUMO

ROCHA, Diego Ismael, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011. Estudos
anatomicos e ultraestruturais de sistemas de regeneracao in vitro de Passiflora
cincinnata Masters e Passiflora edulis Sims (Passifloraceae). Orientador: Wagner Campos
Otoni. Coorientadores: Luzimar Campos da Silva e Francisco André Ossamu Tanaka.

O presente estudo teve como objetivo descrever, através de andlises anatdmicas e
ultraestruturais, o processo de regeneragao in vitro de Passiflora cincinnata Masters, via
embriogénese somatica, a partir de embrides zigéticos e de Passiflora edulis Sims, via
organogénese, a partir de explantes radiculares. Embrides zigdticos maduros de P. cincinnata
foram colocados em meio de indu¢do MS suplementado com 18,1 uM de 2,4-D e 4,4 uM de
BAP. Embrides somadticos originaram-se a partir de zonas pré-embriogénicas que se
diferenciaram nas camadas periféricas de protuberancias formadas pela proliferagao
meristematica de células da protoderme e do meristema fundamental dos cotilédones. As
zonas pro-embriogénicas eram constituidas por um grupo de células individualizadas,
indicando o padrao de origem multicelular dos embrides somaticos. Essas células
apresentaram nucleos volumosos, citoplasma denso com predominancia de mitocOndrias,
dictiossomos e poucos compostos de reserva. Nos estadios iniciais do processo embriogénico,
as cé¢lulas ndo embriogénicas apresentaram graos de amido, compostos nao observados no
explante inicial, indicando sintese de novo. Menores quantidades de lipideos e proteinas de
reserva também foram notadas nessa fase. No processo de organogénese in vitro, explantes
radiculares de P. edulis foram cultivados em meio de indugdo MS, suplementado com 2,35
uM de BA. Os padrdes de regeneracdo direta e indireta foram observados. Na organogénese
direta, meristemoides foram formados a partir de células do periciclo ou do cambio vascular,
dependendo do estadio de desenvolvimento do explante. Na organogénese indireta,
meristemoides foram formados nas camadas periféricas dos calos, que por sua vez se
diferenciaram da regido cortical do explante. Meristemoides formados via sistema direto
apresentaram nucleos esféricos com um ou mais nucléolos proeminentes, caracteristicas nao
visualisadas naqueles formados indiretamente, que possuiam ntcleos lobados com complexos
de poros nucleares evidentes. Os resultados relatados no presente trabalho constituem
informagdes importantes para o entendimento dessas vias morfogénicas em Passiflora,
subsidiando investigagdes relacionadas a caracterizacdo de eventos moleculares nesses
sistemas de regeneracao, bem ainda para estudos que visem a utilizagdo desses sistemas em

protocolos de transformagdo genética dessas espécies.
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ABSTRACT

ROCHA, Diego Ismael, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011. Anatomy
and ultrastructure of in vitro regeneration systems of Passiflora cincinnata Masters and
Passiflora edulis Sims (Passifloraceae). Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-advisers:
Luzimar Campos da Silva and Francisco André Ossamu Tanaka.

This study aimed to describe, using anatomical and ultrastructural analysis, the process
of in vitro regeneration of Passiflora cincinnata Masters via somatic embryogenesis from
zygotic embryos and Passiflora edulis Sims via organogenesis from root explants. Mature
zygotic embryos of P. cincinnata were placed on MS induction medium supplemented with
18.1 uM 2,4-D and 4.4 uM BAP. Somatic embryos originated from pro-embryogenic zones
that differentiated in the peripheral layers of protuberances formed by the meristematic
proliferation of cells of the protoderm and ground meristem of cotyledons. The pro-
embryogenic zones were formed by a group of individual cells, showing the multicellular
origin of somatic embryos. These cells had large nuclei, dense cytoplasm with predominance
of mitochondria, dictyosomes and a few reserve compounds. In the initial stages of
embryogenesis, non-embryogenic cells had starch grains, which was not found in the starting
explant, indicating de novo synthesis. Lesser amounts of lipids and storage proteins have also
been found in this stage. In the in vitro organogenesis, root explants of P. edulis were cultured
on MS induction medium supplemented with 2.35 uM BA. Direct and indirect regeneration
patterns were recorded. In direct organogenesis, meristemoids were formed from cells of the
cambium or pericycle, depending on the developmental stage of the explant. In indirect
organogenesis, meristemoids were formed in the peripheral layers of the callus, which in turn
differentiated from the cortical region of the explant. Meristemoids formed via direct system
had spherical nuclei with one or more prominent nucleoli. These characteristics were not
visualized in meristemoids formed via indirect system, which had lobed nuclei with evident
nuclear pore complexes. The findings reported in this work are relevant to a better
understanding of these morphogenetic pathways in Passiflora, providing insight into the
characterization of molecular events in these regeneration systems, as well as studies aiming

at the use these systems in genetic transformation protocols for the studied species.
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INTRODUCAO GERAL

Espécies de Passiflora apresentam reconhecida importancia economica devido ao
valor nutricional de seus frutos, propriedades farmacéuticas e o valor ornamental de suas
flores. Esse género compreende cerca de 4 subgéneros e 650 espécies distribuidas em regides
tropicais e subtropicais (Ulmer e MacDougal 2004). Dentre essas, somente duas espécies sao
cultivadas comercialmente no Brasil: Passiflora edulis Sims (maracujazeiro azedo) e
Passiflora alata (maracujazeiro doce).

O Brasil ocupa uma posi¢ao de destaque na produ¢do mundial de maracujd, chegando
a produzir 615.196 toneladas em uma area de produgdo de 45.330 hectares (IBGE 2006). No
entanto, a suscetibilidade dessas espécies ao potivirus Cowpea aphid borne virus (CABMV) e
a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, tem limitado a produgdo dos frutos e a
expansao da cultura (Zerbini et al. 2008).

Como alternativas, técnicas de biologia molecular, cultivo de tecidos e transformagao
genética tem sido empregadas para o controle de doengas causadas por bactérias e virus em
Passifloraceae (Vieira e Carneiro 2004; Trevisan et al. 2006; Zerbini et al. 2008). Métodos de
propagacao In Vvitro sdo uteis em programas de melhoramento genético, possibilitando o
suprimento constante ¢ homogéneo de material vegetal com elevada qualidade sanitéria,
embora, requeiram também, métodos eficientes para a regeneragdo de plantas in vitro (Yang
et al. 2010).

Existem duas vias principais de morfogénese in vitro: a embriogénese somatica ¢ a
organogénese. A embriogénese somatica ¢ caracterizada pela formacdo de uma estrutura
bipolar, no qual seus dominios (meristemas apicais caulinares e radiculares) sdo formados
num Unico eixo e temporalmente sincronizados. Na organogénese in vitro, o desenvolvimento
de espécies vegetais ocorre em dois estadios, uma vez que a organizagdo dos dominios apicais
apresenta uma separagdo temporal (Peres 2002). Entre essas vias, a embriogénese somatica ¢
mais promissora a organogénese dado ao elevado niimero de regenerantes e um nivel limitado
de variagao somaclonal (Gaj 2001; Paim Pinto et al. 2010).

Em Passiflora, a organogénese ¢é a principal via, sendo usados explantes
meristematicos como segmentos nodais (Kantharajah e Dodd 1990; Drew 1991; Reis et al.
2003; Pipino et al. 2008) e apices caulinares (Faria e Segura 1997; Barbosa et al. 2001; Isutsa
2004) ou ndo meristematicos como fragmentos cotiledonares e hipocotiledonares (Dornelas e

Vieira 1994; Hall et al. 2000; Fernando et al. 2007; Dias et al. 2009), discos foliares



(Appezzato-da-Gloria et al. 1999; Otahola 2000; Becerra et al. 2004; Trevisan e Mendes
2005; Pinto et al. 2010) e segmentos de raizes (Lombardi et al. 2007; Silva 2009).

Recentemente, um protocolo de regeneragdo in vitro via embriogénese somatica, foi
estabelecido para P. cincinnata (Silva et al. 2009). Embora seja uma espécie silvestre, nao
cultivada comercialmente, ¢ um genotipo de interesse devido as suas caracteristicas de vigor e
tolerancia a seca, a nematoides (Meloidogyne sp.) e a bacteriose (Xanthomonas campestris pv.
passiflorae) (Oliveira e Ruggiero 2005). Protocolos de propagagdo e regeneragao in vitro para
espécies silvestres de Passiflora tem sido desenvolvidos, uma vez que essas apresentam
caracteristicas potenciais para serem utilizadas em programas de melhoramento genético, em
termos de rendimento, qualidade dos frutos e resisténcia a pragas e doengas (Junqueira et al.
2005; Vieira e Carneiro 2004; Zerbini et al. 2008). Contudo, apesar de diversos protocolos
estarem disponiveis, tanto para espécies silvestres quanto para espécies cultivadas, a baixa
frequéncia de regeneragdo e alongamento de gemas tem impossibilitado o uso rotineiro da
micropropagacdo de Passiflora spp. (Trevisan et al. 2006; Zerbini et al. 2008).

O estudo do desenvolvimento de sistemas de regeneracdo, sob aspecto citologico,
podem auxiliar a otimizar a eficiéncia do mesmo (Almeida et al. 2006), bem como, na sele¢do
e validagdo desses sistemas para serem utilizados em protocolos de transformacdo genética.
Essas informacdes podem contribuir para o estabelecimento dos parametros fisicos da
transformagdo por biobalistica como posicionamento dos explantes e direcionamento do
bombardeamento de particulas (Lenis-Manzano et al. 2010). Em Passiflora, ¢ bem
estabelecido que meristemoides localizados na superficie do explante apresentam maiores
chances de serem transformados, quando mediado por Agrobacterium, em relagdo a
meristemoides formados internamente (Biasi et al. 2000). Assim, torna-se imprescindivel
caracterizar o desenvolvimento e identificar as células envolvidas no processo morfogénico.

A caracterizagdo citologica de meristemoides formados a partir de discos foliares de P.
edulis foi crucial para compreensdo da baixa taxa regeneragdo de gemas obtidas por esse
sistema (Fernando et al. 2007). Em P. alata, analises anatomicas também foram
preponderantes para se entender os problemas de alongamento de gemas em explantes foliares
que, morfologicamente, apresentaram-se responsivos (Pinto et al. 2010).

Caracteristicas ultraestruturais de células envolvidas no processo morfogénico tem
sido associadas a variagdes genéticas, comumente observadas em plantas cultivadas e
mantidas in vitro. Em Bauhinia forficata, meristemoides formados a partir de calos
organogénicos apresentaram fragmentos de cromatina dispersa no citoplasma, indicando a
ocorréncia de amitose (Appezzato-da-Gléria e Machado 2004). Fragmentagdo nuclear

também foi observada em meristemoides originados de hipocétilos, via organogénese
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indireta, em P. edulis (Fernando et al. 2007). A ocorréncia de amitoses, possivelmente,
apresenta implicacdes na estabilidade genética de regenerantes primarios, podendo limitar o
emprego do sistema de regeneragdo utilizado. Esses estudos ressaltam assim, a necessidade de
analises ultraestruturais para caracterizar os processos de regeneragao in Vitro.

Dada a importancia do entendimento dos mecanismos envolvidos na indugdo de
competéncia celular a organogénese ou embriogénese, analises histologicas e ultraestruturais
dos processos de regeneragdo in Vitro tornam-se necessarias para melhor compreensao,

otimizagdo e validagdo do seu uso em protocolos de transformagao genética.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

1. Descrever o processo de diferenciagdo de células ou grupo de células envolvidas na
formagdo de embrides somaticos obtidos a partir de embrides zigoticos maduros de Passiflora
cincinnata Masters;

2. Monitorar, a partir de estudos histoquimicos e ultraestruturais, a mobiliza¢do de
reservas durante o processo de embriogénese somatica em P. cincinnata,

3. Caracterizar o desenvolvimento de meristemoides de Passiflora edulis Sims,
populacdo FB-100 Maguary, obtidos a partir de explantes radiculares, comparando a

organogénese direta e indireta através de analises anatomicas e ultraestruturais.
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CAPITULO 1

Alteracoes citologicas em cotilédones de Passiflora cincinnata Masters (Passifloraceae)

durante o processo de embriogénese somatica

Resumo — A caracterizagdo das alteracdes celulares que ocorrem durante a embriogénese
somatica ¢ essencial para compreensdo dos fatores envolvidos na transicdo de células
somaticas para competentes embriogenicamente e na determinacdo das células e/ou tecidos
envolvidos. O presente estudo teve como objetivo descrever os eventos anatdmicos e
ultraestruturais que levaram a formagdo de embrides somaticos em Passiflora cincinnata.
Embrides zigoticos maduros foram inoculados em meio de indugdo MS suplementado com
18,1 uM de 2,4-D e 4,4 uM de BA. Explantes cotiledonares, em diferentes estadios de
desenvolvimento, foram coletados e submetidos a técnicas convencionais de microscopia de
luz, eletronica de varredura e de transmissdo. Testes histoquimicos também foram aplicados
para acompanhar a mobilizagdo de reservas durante o desenvolvimento embriogénico. A
diferenciagdo dos embrides somaticos iniciou-se na face abaxial da regido cotiledonar.
Protuberancias se formaram a partir da proliferacdo meristematica de células da protoderme e
do meristema fundamental. Essas células apresentaram nucleos volumosos, citoplasma denso
com predominancia de mitocondrias e poucos compostos de reserva. Células adjacentes ao
meristema fundamental, ndo envolvidas na formagdo dessas estruturas, apresentaram-se em
processo de vacuolizagdo e acimulo de reservas. As protuberancias se estenderam por toda
face abaxial dos cotilédones. A continua desdiferenciacdo de células periféricas dessas
estruturas levou a formagdo de zonas pro-embriogénicas que, por sua vez, se diferenciaram
em embrides somaticos via padrdo de origem multicelular. Nos estadios iniciais do processo
embriogénico, as células ndo embriogénicas apresentaram graos de amido e menos lipideos e
proteinas de reserva em relagdo ao explante inicial. Esses resultados fornecem informagdes
detalhadas das modificacdes anatdmicas e ultraestruturais envolvidas na aquisi¢cdo de
competéncia embriogénica e na diferenciacdo de embrides somadticos, inexistente até o

momento, em Passiflora.

Palavras-chave: Maracuja, Passiflora, embriogénese somatica, morfogénese, ultraestrutura,

mobilizagdo de reservas



Cytological changes in cotyledons of Passiflora cincinnata Masters (Passifloraceae)

during somatic embryogenesis

Abstract - This study aimed to describe anatomical and ultrastructural events leading to

the formation of somatic embryos in Passiflora cincinnata. Mature zygotic embryos were
placed on MS induction medium supplemented with 18.1 uM 2,4-D and 4.4 uM BA.
Cotyledons at different developmental stages were collected and subjected to conventional
techniques in light, scanning electron and transmission microscopy. Histochemical tests were
also performed to investigate the mobilization of reserves during the embryogenic
development. Differentiation of somatic embryos initiated on the abaxial surface of
cotyledons. Protuberances formed from the meristematic proliferation of cells of the
protoderm and ground meristem of cotyledons. These cells had large nuclei, dense cytoplasm
with predominance of mitochondria and a few reserve compounds. Cells adjacent to the
ground meristem, which were not involved in the formation of these structures, were in the
process of vacuolization and reserve accumulation. The protuberances were extended
throughout the abaxial surface of the cotyledons. The ongoing de-differentiation of peripheral
cells of these structures led to the formation pro-embryogenic zones, which in turn
differentiated into somatic embryos of multicellular origin. In the initial stages of
embryogenesis, the non-embryogenic cells showed starch grains and less lipids and protein
reserves than the starting explant. These results provide detailed information on anatomical
and ultrastructural changes involved in the acquisition of embryogenic competence and

embryo differentiation that has been lacking so far in Passiflora.

Key words: Passion fruit, Passiflora, somatic embryogenesis, morphogenesis, ultrastructure,

reserve mobilization



Introducio

O Brasil ¢ o centro de diversidade da familia Passifloraceae com mais de 150 espécies
nativas. Dentre essas, algumas espécies silvestres de Passiflora, ndo cultivadas
comercialmente, tem chamado atencdo por apresentarem caracteristicas de interesse
potenciais para programas de melhoramento, em termos de rendimento, qualidade dos frutos e
resisténcia a pragas e doencas (Junqueira et al. 2005; Vieira e Carneiro 2004; Zerbini et al.
2008). Dessa forma, sistemas de propagacdo e regeneracdo in vitro tem sido desenvolvidos a
fim de possibilitar o suprimento constante e homogéneo de material vegetal para a utilizagao
dessas espécies em procedimentos de transformagdo genética (Dornelas e Vieira 1994;
Mohamed 1996; Antony et al. 1999; Lombardi et al. 2007; Reis et al. 2007; Silva et al. 2009).

Passiflora cincinnata Masters destaca-se, nesse contexto, por apresentar plantas
rasticas, vigorosas, tolerantes a nematoides (Meloidogyne sp.) ¢ a bacteriose (Xanthomonas
campestris pv. passiflorae) (Oliveira e Ruggiero 2005). Essa espécie apresenta boa
performance in vitro, mostrando elevada frequéncia de formagao de gemas (Vieira ¢ Carneiro
2004; Lombardi et al. 2007; Zerbini et al. 2008). Além disso, ¢ uma das poucas espécies do
género em que o processo de embriogénese somatica foi descrito (Reis et al. 2007; Silva et al.
2009), representando assim, uma espécie modelo para prossecucao e adequagdo de estudos
morfogénicos no género (Dias et al. 2009).

A embriogénese somatica possui papel de destaque, entre as técnicas de cultura de
tecidos, uma vez que se apresenta como um sistema eficiente para a regeneragcdo de plantas
em larga escala bem como para a compreensdo dos aspectos morfofisioldgicos e moleculares
envolvidos na diferenciagdo celular (Fehér et al. 2003; Kurczynska et al. 2007).

O entendimento de mecanismos basicos da transicdo de células somaticas para
competentes embriogenicamente e a determinagdo da origem celular e/ou grupos de células
envolvidas na regeneracdo ¢ essencial, tanto para o desenvolvimento de protocolos eficientes
(Fehér et al. 2003; Fehér, 2005; Perez-Nuifiez et al. 2006) quanto para a validagdao do uso da
embriogénese somatica em programas de transformacgao genética (Shang et al. 2009).

Estudos anatdmicos e ultraestruturais de sistemas de embriogénese somatica tem
fornecido descricdes detalhadas das alteragdes envolvidas na aquisicdo de competéncia
embriogénica e histodiferenciagdo de embrides somaticos (Canhoto et al. 1996; Nonohay et
al. 1999; Puigderrajols et al. 2000, 2001; Corredoira et al. 2006; Moura et al. 2008; 2010;
Solis-Ramos et al. 2010). Além disso, métodos histoquimicos tem permitido o monitoramento

da mobilizagdo e sintese de compostos de reserva durante o desenvolvimento embriogénico,



possibilitando reconhecer regides e/ou tecidos que requerem alta demanda energética (Branca
et al. 1994; Cangahuala-Inocente et al. 2004, 2009).

Em Passiflora, estudos dessa natureza foram realizados envolvendo a organogénese in
vitro (Appezzato-da-Gloria et al. 1999; Fernando et al. 2007; Lombardi et al. 2007). Contudo,
a despeito da importancia dessas analises na caracterizacdo da embriogénese somadtica, em
espécies do género, pouco tem sido relatado.

O presente trabalho descreve as alteragdes histocitologicas e do acumulo de reservas
envolvidos nos processo de embriogénese somatica de Passiflora cincinnata obtido a partir de

embrides zigoticos maduros.

Material e métodos
Indugdo de embriogénese somatica

As culturas embriogénicas foram obtidas a partir embrides zigdticos maduros de
Passiflora cincinnata Masters (Passifloraceae), conforme descrito por Silva et al. (2009). As
sementes foram coletadas de frutos de plantas mantidas sob polinizacdo aberta, no pomar do
Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Vigosa (UFV) (20° 45” S e 42° 51°
0).

As sementes tiveram os tegumentos removidos e, em seguida, foram desinfestadas e
imersas em agua deionizada e autoclavada por uma noite. Os embrides zigéticos foram
excisados e colocados em placas de Petri de poliestireno cristal 60 x 15 mm (J. Prolab, Brasil)
contendo meio de inducdo de embriogénese somadtica, constituido por sais basicos MS
(Murashige e Skoog 1962), vitaminas B5 (Gamborg et al. 1968), 0,01% (p/v) de mio-inositol,
3% (p/v) de sacarose, 18,1 uM de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 4,5 uM de 6-
benzilaminopurina (BA) e 0,28% (p/v) de agente gelificante (Phytagel, Sigma Chemical
Company, USA), pH 5,7. Foram colocados 5 embrides por placa, totalizando 40 placas.
Essas foram vedadas com adesivo acrilico (Nexcare Micropore 3M, Brasil) e mantidas, no
escuro, em estufa incubadora (Forma Scientific, USA), sob temperatura de 27 & 2 °C durante
30 dias.

Apos esse periodo, os explantes obtidos foram transferidos para o meio de maturacao
dos embrides somaticos, contendo a mesma constitui¢do basica do meio de indugdo, porém
desprovido de reguladores de crescimento e suplementado com 1,5% (p/v) de carvao ativado.
O meio foi vertido em placas de Petri estéreis de poliestireno cristal 90 x 15 mm (J. Prolab,
Brasil), vedadas com filme plastico transparente PVC (Goodyear, Brasil). Nessa fase, as
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placas foram acondicionadas em sala de cultura sob temperatura de 27 + 2°C, fotoperiodo de
16 horas ¢ irradiancia de 36 pmol m™ s™ fornecida por duas lampadas fluorescentes de 20 W

(Osram luz do dia, Brasil).

Preparacao das amostras para andlises microscopicas

Para caracterizagdao anatomica e ultraestrutural do processo de embriogénese somatica,
explantes de embrides zigdticos de P. cincinnata foram coletados diariamente até o sexto dia
de cultura e a cada dois dias apés a indugdo da embriogénese somatica, mesmo apds a
transferéncia dos explantes para o meio de maturagdo. As amostras coletadas foram fixadas
em solu¢do de Karnovsky [solu¢do de glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4%), em
tampao fosfato de potdssio monobdsico (pH 7,2), acrescido de cloreto de calcio SmM]

(Karnovsky, 1965) modificado.

Microscopia de luz e caracterizagao histoquimica

Para os estudos anatdmicos, amostras fixadas aos 0, 2, 4, 6, 8, 12, 18, 22, 26 ¢ 32 dias
apo6s indugdo foram desidratadas em série de concentragdo crescente de etanol e incluidas em
resina acrilica (Historesin, Leica Instruments, Alemanha). Sec¢des transversais e longitudinais
com 5 um de espessura, foram obtidos em micrétomo rotativo de avango automatico
(RM2155, Leica Microsystems Inc., USA) e coradas com azul de toluidina (pH 3,2) (O’Brien
e McCully 1981) para caracterizagdo estrutural; xylidine Pounceau (Vidal 1977) para
deteccdo de proteinas totais e acido periddico-reagente de Schiff (PAS; Feder e O’Brien
1968) para polissacarideos totais. Sudan vermelho (Pearse 1980) e vermelho neutro (Kirk
1970) para deteccdo de lipideos foram aplicados em amostras apenas fixadas. Seccoes
submetidas ao vermelho neutro foram examinadas em luz UV com filtro de excitagao azul
(BP 450-490nm). A captura de imagens foi realizada em microscopio de luz e fluorescéncia
(Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japdo) com camera digital acoplada (Spot
Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA), no laboratorio de Anatomia Vegetal

de UFV.
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Microscopia eletronica de varredura

As amostras fixadas aos 0, 8, 18, 26 e 30 dias apos indugdao foram desidratadas em
série de concentracdo crescente de acetona, secas ao ponto critico (CPD 030, Bal-Tec,
Balzers, Alemanha) e metalizadas com ouro (SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Alemanha). As
analises foram realizadas em microscopio eletronico de varredura com camera digital (LEO
435-VP, Cambridge, Inglaterra), do Ntcleo de apoio a Pesquisa em Microscopia Eletronica na
Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA) da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ/USP).

Microscopia eletronica de transmissao

Para andlise ultraestrutural, amostras fixadas aos 0, 1, 4, 12 e 22 dias ap6s inducao
foram submetidas a pos-fixagdo com tetréxido de dsmio 1% em tampao fosfato 0,05 M,
desidratadas em série de concentragdo crescente de acetona, infiltradas e polimerizadas em
resina epoxica de baixa viscosidade Spurr (Spurr 1969). Secgdes com 70 nm de espessura
foram obtidas em ultramicrotomo (Leica UC6, Leica Microsystems Inc., USA) e contrastadas
com acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds 1963). As analises foram realizadas em
microscopio eletronico de transmissdo, em 50 kV, com camera digital acoplada (EM900,

Zeiss, Alemenha) do NAP/MEPA.

Resultados
Desenvolvimento dos embrides somaticos

O padrao de embriogénese primdaria obtido a partir de embrides zigoticos maduros de
P. cincinnata iniciou-se preferencialmente na face abaxial da regido cotiledonar.

Os cotilédones sdo constituidos por uma superficie lisa, com contorno nitido das
paredes anticlinais na face abaxial (Fig. 1A). Em sec¢do longitudinal, apresentam protoderme
unisseriada, com células retangulares, mesofilo indiferenciado com varias camadas de células
de formato cuboide e pequenos espacos intercelulares (Fig. 2A).

Apbs 4 dias em meio de inducdo de embriogénese somatica, embrides zigoticos
apresentaram intumescimento uniforme. Nesse estddio, foram observadas células da

protoderme com formato isodiamétrico e divisdes periclinais nas células do meristema
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fundamental (Fig. 2B). Em ambos os tecidos, as cé¢lulas continham nucleos volumosos e
nucléolos conspicuos, caracteristicas ndo observadas no explante inicial (Fig. 2A).

Apbs 6 dias em meio de inducdo, divisdes celulares no sentido anticlinal e em
orientagdes aleatorias foram visualizadas na protoderme e no meristema fundamental,
respectivamente (Fig. 2C). Células da protoderme, apds sucessivas divisdes anticlinais, se
expandiram num processo continuo e assumiram formato colunar (Fig. 2D). Essas células
possuem citoplasma denso, nucleos volumosos e nucléolos evidentes. Divisdes periclinais
também foram observadas nesse tecido, caracterizando o inicio de formagdo das
protuberancias (Figs. 1B, 2D).

As caracteristicas meristematicas observadas nas células protodérmicas foram
estendidas as derivadas imediatas do meristema fundamental que se dividiram em diversos
planos, contribuindo ativamente para a formacao das protuberancias (Fig. 2E). Apds 18 dias
de cultivo, o desenvolvimento das protuberancias recém-formadas e a proliferacao para areas
vizinhas resultaram na cobertura da face abaxial dos cotilédones (Figs. 1C, 2F).

Nas protuberancias, o nivel de vacuolizagdo aumentou gradualmente a partir das
c¢lulas das camadas periféricas para as camadas internas do explante. Tecidos vasculares
entremeando a estrutura foram observados (Figs. 2F, G). A continua desdiferenciacdo das
células periféricas das protuberancias levou a formacao de zonas pro-embriogénicas (Fig. 2H,
3A). Essas regides eram constituidas por grupos de células individualizadas com citoplasma
denso e alta relagcdo nticleo/citoplasma. Em alguns casos, o desenvolvimento das zonas pro-
embriogénicas e a exposi¢do de estruturas embriogénicas acarretaram no rompimento das
camadas periféricas das protuberancias (Figs. 1D, 3D).

A desdiferenciacdao das zonas pro-embriogénicas em embrides somaticos foi gradual,
porém assincronico (Fig. 1E). Apos a transferéncia dos explantes para o meio de maturacao,
embrides somaticos nos estadios: globular (Figs. 1F, 3B); cordiforme (Figs. 1G, H, 3C);
torpedo (Figs. 11, 3E) e cotiledonar (Fig. 1J) foram visualizados na superficie do explante.
Alguns embrides apresentaram-se conectados ao tecido do explante por estruturas similares a
suspensores (Fig. 1G).

Protoderme, meristema fundamental e procambio foram identificados nos embrides
somaticos (Figs. 3B-E), embora o procambio tenha sido observado neste estudo, nos estadios

de torpedo e cotiledonar (Fig. 3E).
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Caracterizacao histoquimica

Testes histoquimicos indicaram a presenga de compostos de reserva nas células da
protoderme e do meristema fundamental dos cotilédones. Corpos proteicos foram
evidenciados pela reacdo positiva ao xylidine Pounceau (Fig. 4A), que apresentaram formato
arredondado e tamanho variados. A presenca de lipideos foi confirmada pela reacdo positiva
ao sudan vermelho e vermelho neutro (Figs. 4B, C, respectivamente) armazenados na forma
de corpos lipidicos (Fig. 5). Nao foram identificados graos de amido nos cotilédones (Fig.
4D).

Apds 6 dias em meio de inducdo de embriogénese somadtica, células cotiledonares nao
reagiram ao xylidine Pounceau (Fig. 4E). Corpos lipidicos também foram menos abundantes
quando comparados ao estadio inicial e localizavam-se na regido periférica da célula, préximo
a parede celular (Fig. 4F, G). Graos de amido ocorreram distribuidos uniformemente na
protoderme e no meristema fundamental (Fig. 4H).

O decréscimo na quantidade de corpos lipidicos foi gradual durante o processo de
embriogénese somatica até a sua completa escassez. ApoOs 18 dias, no estadio de calo
embriogénico, somente graos de amido foram detectados nas camadas periféricas das
protuberancias (Figs. 4I-L), embora pequenas inclusdes coradas com xylidine Pounceau
tenham sido observadas (Fig. 41).

Nos embrides somaticos, materiais de reserva como lipideos e proteinas ndo foram
observados, apenas graos de amido foram identificados, porém ndo eram abundantes ou

uniformemente distribuidos por todas as células.

Aspectos ultraestruturais

Antes da indugdo, células da protoderme e do meristema fundamental dos cotilédones
apresentaram protoplasma completamente preenchido por grandes corpos proteicos € corpos
lipidicos ndo-coalescidos (Fig. 5SA). Os corpos proteicos eram formados por uma matriz
homogénea, elétron-densa, com inclusdes do tipo globoide no interior. As demais regidoes do
citoplasma estavam preenchidas com numerosos corpos lipidicos de formato irregular. Um
dia apo6s a indugdo, as caracteristicas celulares apresentaram-se praticamente inalterados,
contudo, corpos proteicos apresentaram invaginagdes na superficie e inclusdes elétron-
transparentes foram identificadas no interior dessas estruturas (Fig. 5B).

Apds 4 dias de cultivo, corpos proteicos ndo foram observados. Corpos lipidicos

apresentaram-se menores €, aparentemente, em menor quantidade. Adquiriram formato
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arredondado e tornaram-se mais elétron-densos (Figs. 5C, D). Corddes citoplasmaticos
puderam ser observados entre os corpos lipidicos que, por sua vez, encontravam-se
distribuidos por toda célula. No citoplasma, mitocondrias e amiloplastos estavam presentes
(Fig. 5D).

Nos estadios iniciais de formagdo das protuberancias, intensa atividade mitotica foi
observada nas camadas periféricas dos cotilédones (Fig. 5E). Cé¢lulas da protoderme
apresentaram citoplasma denso, nucleo esférico e nucléolo proeminente (Figs. SE, F). Os
vacuolos eram pouco desenvolvidos e a maioria possuia pequeno tamanho. As mitocondrias
eram numerosas € apresentaram matriz densa e cristas desenvolvidas. Amiloplastos com
pequeno actimulo de graos de amido também foram observados. Corpos lipidicos
encontravam-se espalhados por todo citoplasma, porém, em pequenas quantidades e tamanho
reduzido (Fig. 5F).

Células do meristema fundamental apresentaram-se em processo de vacuolizagdo (Fig.
SE). Corpos lipidicos eram mais evidentes que os das células da protoderme e se localizavam
proximos a parede celular. Glioxissomos foram observados adjacentes aos corpos lipidicos
(Figs. 5G, H). Essas organelas sdo elétron-densas e apresentam formatos variados. Acimulo
de graos de amido foi evidenciado nos amiloplastos que apresentaram estroma denso (Fig.
5H). Populagdes de mitocondrias foram menores aos das células da protoderme.

Nas zonas pro-embriogénicas formadas nas camadas periféricas das protuberancias, as
células possuiam citoplasma denso contendo, predominantemente, ribossomos livres,
dictiossomos, mitocondrias, reticulo endoplasmatico rugoso e alguns amiloplastos (Figs. 5I-
K). Os dictiossomos encontravam-se distribuidos aleatoriamente no citoplasma. Eram
constituidos por poucas cisternas cada e apresentaram-se ativos na producdo de vesiculas
(Figs. 5J, K). As mitocOndrias eram predominantemente globosas e mostraram cristas
proeminentes (Figs. 5J, K). O reticulo endoplasmatico apresentou-se desenvolvido,
frequentemente disposto em série paralela e distribuido por todo citoplasma (Fig. 5I). Nessas
células, o componente vacuolar era reduzido e reservas de lipideos e proteinas estavam

ausentes.

Discussio
Alteragdes estruturais durante a embriogénese somatica

Em Passiflora cincinnata, a cultura de embrides zigdticos maduros em meio de

inducdo e maturagdo, promoveu a formag¢do de embrides somaticos (Silva et al. 2009).
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Entretanto, avaliagdes citologicas dos eventos que conduzem o processo de embriogénese a
partir do tecido dos explantes nao tinham sido realizadas até o momento. A presente analise
indicou que o potencial embriogénico dos explantes ocorreu predominantemente na face
abaxial dos cotilédones. Observacdes semelhantes foram relatadas por Santarém et al. (1997)
ao avaliar os efeitos da orientacdo dos explantes cotiledonares de Glycine max na frequéncia
de inducao de embriogénese somatica.

A aquisicdo de competéncia embriogénica tem sido atribuida as células que durante a
fase de indugio adquirem caracteres meristematicos (Fehér 2005). E interessante notar que a
proliferacdo meristematica de células da protoderme e meristema fundamental observada
durante a diferenciagdo nos explantes cotiledonares de P. cincinnata ndo originou embrides
somaticos ou estruturas embriogénicas, mas sim protuberancias constituidas por células
parenquimaticas e tecido vascular. Esses resultados, assim como sugerido por San-José et al.
(2010), colocam em questdo se células que adquirem caracteristicas meristematicas podem ser
denominadas competentes embriogénicas, em sistemas como ao de P. cincinnata, embora
para que essas respostas ocorram, necessitem de estimulos externos. Contudo, apds a
formagdo das protuberancias, respostas embriogénicas foram obtidas, sendo possivel que o
desenvolvimento dessas esteja associado a fase de redeterminacdo de células embriogénicas,
como proposto por outros autores em outras espécies vegetais (Barciela e Vieitez 1993;
Quiroz-Figueroa et al. 2002; Fehér 2005).

A formagdo de protuberancias nos estadios que precedem o desenvolvimento dos
embrides somaticos sugere que essas estruturas constituam a fase de calo desse sistema.
Porém, a organizacao histologica observada durante o desenvolvimento das protuberancias ¢ a
incapacidade de se proliferarem indefinidamente como calos propriamente ditos, ndo
suportam essa hipotese, sendo esse um objeto de discussdo. Duhem et al. (1989), trabalhando
com Theobroma cacao encontraram resposta semelhante ao observado em P. cincinnata e
propuseram que este sistema seria um processo intermediario entre embriogénese direta e
indireta. Em Quercus suber, Puigderrajols et al. (2001) sugeriram que o desenvolvimento
embriogénico tenha ocorrido diretamente, embora a formacdo de massas compactas antes da
diferencia¢do dos embrides somaticos tenha sido observada.

A desdiferenciacao de células periféricas das protuberancias e sua rediferenciacdo em
pequenos grupos de células individualizadas (zonas pro-embriogénicas) indicam que os
embrides somaticos de P. cincinnata tenham se originado via padrio multicelular. Contudo,
embrides com estruturas similares a suspensores, tipico de embrides de origem unicelular
(Queirdz-Figueroa et al. 2006) foram observados em MEV. A ocorréncia de ambos os padroes

de formacdo no mesmo sistema embriogénico tem sido relatada em diferentes espécies
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(Dussert et al. 1995, Puigderrajols et al. 2001, Moura et al. 2008, San-José et al. 2010).
Mesmo em sistemas em que a embriogénese tenha ocorrido via de origem multicelular, a
presenca de proembrides de origem unicelular foi observada, embora esses embrides tenham
se degenerado (Alemanno et al. 1996). Novas andlises histologicas serdo necessarias para
confirmar a ocorréncia de proembrides de origem unicelular em P. cincinnata, uma vez que
essas estruturas nao foram identificadas no presente estudo.

Uma vez que a origem dos embrides somaticos envolve a proliferagdo e a
desdiferenciagdo de células do explante, o risco de variagdo somaclonal ndo pode ser
negligenciado. Contudo, além das andlises anatomicas do presente estudo ndo terem
evidenciado a presenca de uma fase verdadeira de calo, a estabilidade no nivel de ploidia de
plantas de P. cincinnata regeneradas mediante embriogénese primaria e secundaria, foi

confirmada, em estudo anterior, por analises de citometria de fluxo (Paim Pinto et al. 2010).

Aspectos ultraestruturais e mobilizacdo de reservas

As caracteristicas citologicas observadas nas células cotiledonares dos explantes
iniciais como acumulo de reservas, poucas organelas e sistema de membrana inativo podem
ser interpretadas como sinais de baixa atividade metabolica, além de ressaltarem a fungdo de
armazenamento dos cotilédones, como verificado em outras espécies (Canhoto et al. 1996;
Moura et al. 2010; Zienkiewicz et al. 2011).

Reservas sdo cruciais para os eventos morfogénicos in vitro e diversos estudos tem
correlacionado a dindmica de mobilizacio desses compostos com o padrio de
desenvolvimento organogénico ou de embriogénese somatica (Branca et al. 1994; Canhoto et
al. 1996; Martin et al. 2000; Cangahuala-Inocente et al. 2004, 2009; Pinto et al. 2010). A
natureza dos compostos de reservas ¢ basicamente carboidratos, lipideos e proteinas, sendo
que a propor¢ao desses compostos € especifica para cada espécie. Em monocotiledoneas,
carboidratos e proteinas prevalecem como principais produtos de reserva, enquanto que as
dicotiledoneas armazenam principalmente lipideos e proteinas (Bewley e Black 1994). De
fato, nos cotilédones de embrides zigdticos de P. cincinnata, somente lipideos e proteinas
foram identificados como fontes iniciais de reserva, corroborando com o padrio comum
descrito para espécies de dicotiledoneas.

Durante os estadios iniciais da fase de indu¢do, a menor quantidade dos compostos
armazenados ndo coincidiu com as alteracdes estruturais descritas no mesmo periodo.
Proteinas e lipideos foram total e parcialmente consumidos, respectivamente, antes mesmo do

inicio de formagdo das protuberancias, quando as células da protoderme adquiriram
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caracteristicas meristematicas. Contudo, evidentes alteragdes citoldgicas foram descritas nesse
estadio inicial, suportando a idéia de que componentes de reserva sao necessarios para
reorganiza¢do e diferenciacdo celular (Zienkiewicz et al. 2011). Fosfolipideos liberados a
partir da mobilizagdo de corpos lipidicos poderiam ser utilizados como substratos para a
rapida sintese dos diferentes tipos de sistemas de membrana e organelas, presentes em células
diferenciadas (Murphy 2001).

Os mecanismos celulares de mobiliza¢do de corpos lipidicos envolvem a participacdo
de glioxissomos (Graham 2008). De fato, a proximidade entre essas organelas foram
registradas em células do meristema fundamental dos cotilédones de P. cincinnata. Os
glioxissomos apresentam lipases (Bewley e Black 1994) necessarias para o ciclo de [3-
oxidacao lipidica. Contudo, a forma como ocorre o transporte de lipideos dos corpos lipidicos
para os glioxissomos permanece desconhecida (Zienkiewicz et al. 2011).

Corpos proteicos foram rapidamente consumidos durante o processo embriogénico,
podendo esse evento estar relacionado a existéncia prévia de proteases. Na literatura ¢
geralmente aceito que endo e exopeptidases inativas ja estejam presentes em corpos proteicos
de sementes secas (Bewley e Black 1994; Miintz 1998; Buckeridge et al. 2004). Apods
embebicdo, essas enzimas tornariam ativas iniciando a hidrélise das proteinas de reserva
(Bewley e Black 1994; Miintz 1998). As intensas invaginagdes na superficie de corpos
proteicos e aumento de tamanho de inclusdes elétron-transparentes no seu interior, observado
ap6s um dia em meio de indugdo, sugerem que endo e exopeptidases atuaram
concomitantemente em dire¢do a mobilizagdo desses compostos.

As caracteristicas ultraestruturais das células da protoderme observadas no inicio da
formacgao das protuberancias como citoplasma denso, ocorréncia abundante de mitocondrias,
nucleos proeminentes ¢ pequenas quantidades de compostos de reserva, sdo similares as
descritas para células com competéncia embriogénica (Queiroz-Figueroa et al. 2006). A
abundancia de mitocondrias e a baixa quantidade de amido e corpos lipidicos evidenciam a
alta demanda energética para a formagdo das protuberancias. Nessas células, os graos de
amido sdao fontes primarias de energia, sendo rapidamente mobilizados para a continua
proliferacdo celular (Rodrigues e Wetzstein 1998; Cangahuala-Inocente et al. 2004).

Graos de amido foram observados nos estadios iniciais da diferenciacdo dos embrides
zigbticos, em células ndo embriogénicas, substituindo aparentemente, a reserva de lipideos e
proteinas do explante. Embrides zigéticos de P. cincinnata nido apresentaram esse composto
como material de reserva indicando a ocorréncia de sintese de novo. Elevada quantidade de
amido foi observada durante a formagdo de embrides somaticos em diferentes espécies

(Rodriguez e Wetzstein 1998; Verdeil et al. 2001; Queiroz-Figueroa et al. 2002; Moura et al.
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2008; Pinto et al. 2010). Entretanto, a possivel fungdo desse composto nos processos de
embriogénese somatica ainda ndo foi esclarecida. A sintese de amido pode estar diretamente
associada a mobilizagcdo do conteudo lipidico, via ciclo do glioxilato, uma vez que graos de
amido foram detectados no mesmo estddio em que foi evidenciada a reducdo de lipideos.
Nossos registros da ocorréncia de glioxissomos proéximos a corpos lipidicos corroboram com
essa hipdtese. Contudo, alguns autores atribuem a formagdo de amido em sistemas de
embriogénese in Vitro a presenca de sacarose no meio de cultura (Pinto et al. 2010). Elevados
niveis desse agucar no citosol estimulam a sintese desse composto (Buckeridge et al. 2004).

Zonas pro-embriogénicas possuem caracteristicas ultraestruturais similares aos das
células da protoderme no inicio da formagdo das protuberancias. Porém, a grande populagao
de dictiossomos, ativos na producdo de vesiculas, foi evidente nesse grupo de células. Em
meristemoides de Glycine max, o aumento do numero de dictiossomos, tipicamente
envolvidos na liberagdo de materiais no apoplasto, foi associado a sintese de componentes da
parede celular (Appezzato-da-Gloria e Machado 2004), sendo da mesma forma interpretado
para P. cincinnata.

Os resultados obtidos no presente estudo fornecem informagdes anatomicas e
ultraestruturais detalhadas do processo de embriogénese somatica em Passiflora. Estes dados
podem auxiliar as pesquisas sobre os fatores envolvidos na transicdo embriogénica, bem
como, subsidiar investigagdes, em curso, da dinamica de expressao de genes, durante os

diferentes estadios de desenvolvimento, envolvidos no processo embriogénico.
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Figura 1. Superficie cotiledonar de embrides zigéticos de Passiflora cincinnata em diferentes estadios
do processo de embriogénese somatica. Micrografias eletronicas de varredura. (A-C) Face abaxial dos
cotilédones apds 0, 8 e 18 dias em meio de indugdo, respectivamente. (B) Inicio do desenvolvimento
das protuberancias. (C) Proliferagio das protuberancias por toda face. (D) Rompimento das
protuberancias e exposicdo de estruturas embriogénicas (*). (E) Embrides somaticos em diferentes
estadios de desenvolvimento. (F) Embrido somatico no estagio globular. (G) Cordiforme precoce.
Notar a presenca do suspensor (su). (H) Cordiforme tardio. (I) Torpedo. (J) Cotiledonar.
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Figura 2. Sequéncia de eventos anatdmicos do processo de embriogénese primaria a partir de
embrides zigoticos maduros de Passiflora cincinnata. Secgdes longitudinais. (A) Lamina cotiledonar
do embrido zigotico utilizado como explante na indugdo de embriogénese somatica. (B) Face abaxial
do cotilédone apods 4 dias em meio de inducdo. Células com nucleo e nucléolo evidentes (P). (C, D)
Mesma regido apos 6 e 8 dias de cultivo, respectivamente. Diferenciacdo das células da protoderme.
Divisoes periclinais (seta preta). (E) Face abaxial dos cotilédones apos 12 dias de cultivo. Proliferagdo
meristematica das células da protoderme (pt) e do meristema fundamental (mf). (F, G) Cotilédone
apos 18 dias em meio de indugdo. Protuberancias desenvolvidas. (H) Diferenciacdo de zonas pro-
embriogénicas (*) e estruturas embriogénicas (>>) na periferia das protuberancias. Abreviaturas: mf,
meristema fundamental; pt, protoderme; x, xilema.
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Figura 3: Embrides somaticos formado por padrao de origem multicelular. Sec¢des longitudinais. (A)
Zona pré-embriogénica formada na periferia da protuberancia. (B) Embrido somatico no estadio
globular. Notar o inicio da formacdo da protoderme (pt). (C) Embrido cordiforme. (D) Rompimento
das camadas periféricas da protuberancia (pr) e exposi¢cdo do embrido somatico (es). (E) Embrides
somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento. Notar a formagdo do procambio (pc).
Abreviaturas: es, embrido somatico; mf, meristema fundamental; pc, procAmbio; pr, protuberancia; pt,
protoderme; tp, torpedo.

28



Cotilédone Calo embriogénico

od 6d 18d

V. Neutro Sudan Verm. XP

PAS

Figura 4. Cotilédones de embrides zigoticos maduros de Passiflora cincinnata durante o processo de
embriogénese somatica, em estudo histoquimico. Secgdes transversais submetidas ao xylidine Ponceau
(A, E, I), sudan vermelho (B, F, J), vermelho neutro (C, G, K) ¢ ao PAS (D, H, L). (A-D) Améndoas
embebidas. (A) Corpos proteicos corados positivamente de vermelho. (B, C) Reagdo positiva para
lipideos evidenciados pela coloragdo alaranjada no teste com sudam vermelho (B) e fluorescéncia
verde com vermelho neutro (C). (D) Reag@o negativa para carboidratos totais. (E-H) Cotilédones apos
6 dias em meio de indugdo. (E) Reacdo negativa para corpos proteicos. (F, G) Reagdo positiva para
lipideos. (H) Graos de amido corados positivamente ao teste com PAS. (I-L) Explantes apo6s 18 dias
em meio de inducdo. (I) Reacdo negativa para corpos proteicos. (J, K) Reacdo negativa para lipideos.
(L) Graos de amido detectados nas células periféricas das protuberancias. Barras = 50um.
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Figura 5. Células cotiledonares de Passiflora cincinnata durante os estadios iniciais do processo de

embriogénese somatica em microscopia eletronica de transmissdo. (A) Apos 12 horas de embebigio
em agua: citoplasma preenchido com corpos proteicos e corpos lipidicos. (B) 1 dia de cultivo: corpos
proteicos com invaginagdes. (C, D) 4 dias de cultivo: Presenga de corpos lipidicos, mitocondrias e
amiloplastos. (E-H) Inicio da formagdo das protuberancias. (E) Visdao geral. (F) Células da
protoderme com citoplasma denso e grande populacdo de mitocondrias. (G, H) Células do meristema
fundamental evidenciando a presenca de glioxissomos, corpos lipidicos e graos de amido. (I-K) Zonas
pré-embriogénicas. Células com citoplasma denso contendo mitocdndrias, reticulo endoplasmatico e
dictiossomos ativos na producdo de vesiculas (P). Abreviaturas: a, amido; cl, corpo lipidico; cp,
corpo proteico; d, dictiossomo; g, glioxissomo; m, mitocondria; n, niicleo; nu, nucléolo; p, plastideo
(amiloplasto); pc, parede celular; r, reticulo endoplasmatico; v, vactolo.
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CAPITULO 2

Organogeénese in vitro de Passiflora edulis Sims (Passifloraceae) a partir de explantes

radiculares: aspectos anatomicos e ultraestruturais

Resumo — Objetivou-se caracterizar os eventos anatdomicos e aspectos ultraestruturais
envolvidos na regeneragdo direta e indireta de Passiflora edulis, via organogénese in vitro.
Explantes radiculares foram cultivados em meio de indugdo MS suplementado com 2,35 uM
de BA. Raizes em diferentes estadios de desenvolvimento foram processadas para
microscopia de luz e eletronica de varredura e de transmissdo. Os padrdes de regeneragao
direta e indireta foram observados em explantes radiculares. Na organogénese direta, a origem
das respostas morfogénicas variou com o estadio de desenvolvimento das raizes. Os explantes
em crescimento primario formaram gemas e primoérdios foliares a partir de meristemoides
originados do periciclo, enquanto que nos explantes em crescimento secundario, os
meristemoides se originaram a partir do cdmbio vascular. Foram observados nddulos
organogénicos ¢ a diferenciacdo de primordios foliares na periferia dessas estruturas. Na
organogénese indireta, a formacao de gemas ocorreu via meristemoides, a partir das camadas
periféricas dos calos que, por sua vez, se diferenciaram da regido cortical do explante inicial.
Independente do padrdo de regeneragdo, os meristemoides apresentaram caracteristicas
ultraestruturais similares, embora diferengas no formato nuclear de células de meristemoides
formados direta e indiretamente tenham sido relatadas. Esses resultados constituem
informacdes importantes para estudos que visam a utilizacdo de raizes como explante em

protocolos de transformagdo genética, bem como a otimizacgdo dessa técnica em Passiflora.

Palavras-chave: maracuja, Passiflora edulis, organogénese, meristemoide, anatomia,

ultraestrutura
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In vitro organogenesis of Passiflora edulis Sims (Passifloraceae) from root explants:

anatomical and ultrastructural aspects

Abstract - This study aimed to characterize the anatomical events and ultrastructural aspects
involved in direct and indirect regeneration of Passiflora edulis via in vitro organogenesis.
Root explants were cultured on MS induction medium supplemented with 2.35 uM BA. Roots
at different developmental stages were examined using standart techniques of light, scanning
electron and transmission microscopy. Patterns of direct and indirect regeneration were
observed in root explants. In direct organogenesis, the origin of morphogenic responses varied
with the stage of root development. The explants at primary growth stage formed buds and
leaf primordia from meristemoides originated in the pericycle, whereas the explants at
secondary growth stage formed meristemoides from the vascular cambium. Organogenic
nodules and differentiation of leaf primordia were observed at the periphery of these
structures. In indirect organogenesis, bud formation occurred via meristemoids from the
peripheral cell layers of the calli, which, in turn, differentiated from the cortical region of the
starting explant. Regardless of the regeneration pattern, meristemoids showed similar
ultrastructural characteristics, although differences in the nuclear shape of cells from
meristemoides formed directly and indirectly have been reported. These results provide
important information for studies that use root explants in genetic transformation protocols as

well as the optimization of this technique in Passiflora.

Key words: Passion fruit, Passiflora edulis, organogenesis, meristemoides, anatomy,

ultrastructure
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Introducio

O maracujazeiro apresenta importancia econdmica crescente na fruticultura mundial
(CEAGESP, 2009). No Brasil, maior produtor da fruta, Passiflora edulis Sims ¢ a principal
espécie cultivada, apresentando cerca de 90% da area de plantio comercial do género
(Junqueira et al. 2005), sendo a produgao dos frutos destinada, principalmente, ao mercado in
natura e industrias de suco.

O cultivo de P. edulis estende-se por todo o territorio nacional. No entanto, a
suscetibilidade dessa espécie ao potivirus Cowpea aphid-borne virus (CABMV) e a bactéria
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, tem limitado a produgao dos frutos e a expansdo da
cultura. Esses patdogenos estdo disseminados pelas principais areas de producdo e causam
doencas consideradas de dificil controle (Brancaglione et al. 2009; Maciel et al. 2009), uma
vez que ndo sdo encontradas fontes de resisténcia ou tolerancia a essas doengas em bancos de
germoplasma (Vieira e Carneiro 2004; Trevisan et al. 2006; Zerbini et al. 2008).

Como alternativa ao melhoramento genético convencional, técnicas de transformacao
genética tem sido empregadas para o controle de doencgas causadas por bactérias e virus em
Passiflora (Vieira ¢ Carneiro 2004; Alfenas et al. 2005; Trevisan et al. 2006; Zerbini et al.
2008). Porém, a baixa freqiiéncia de regeneracdo e alongamento de gemas transformadas,
obtidas pelos sistemas de regeneragdo in vitro, tem impossibilitado o uso rotineiro da técnica
(Trevisan et al. 2006; Zerbini et al. 2008).

O estudo do desenvolvimento de sistemas de regenera¢do podem auxiliar a otimizar a
eficiéncia do mesmo (Almeida et al. 2006), bem como, na sele¢do e validagdo desses para
serem utilizados em protocolos de transformagdo genética, uma vez que essas informagdes
podem contribuir para o estabelecimento de parametros fisicos da transformagao, por
biobalistica, como posicionamento dos explantes e direcionamento do bombardeamento de
particulas (Lenis-Manzano et al. 2010).

A utilizagdo de raizes, em sistemas de regeneragdo in Vitro, estabelecidos para as
espécies de Passiflora, tem mostrado grande potencial regenerativo devido a alta taxa de
formag¢do de gemas quando comparadas a outras fontes de explantes ndo meristematicos
(Lombardi et al. 2007). Além disso, seu uso apresenta uma vantagem particular para estudos
de transformagao genética mediados por Agrobacterium rhizogenes (Reis et al. 2007).

Em P. edulis, a caracterizagdo anatdémica e ultraestrutural de meristemoides formados
a partir de discos foliares e hipocotilos foram cruciais para compreensdo da baixa taxa de
regeneracdo obtidos a partir desses explantes (Fernando et al. 2007). A superioridade dos

explantes hipocotiledonares foi ressaltada, sendo sua utilizagdo recomendada para programas
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de transformagdo genética da espécie (Fernando et al. 2007). Contudo, em explantes
radiculares, estudos dessa natureza ndo foram realizados.

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo caracterizar o processo de
regeneracdo via organogénese In Vitro, a partir de explantes radiculares, de P. edulis Sims,
identificando células e/ou tecidos envolvidos no processo morfogénico em ambos os padrdes,

direto e indireto de regeneracao.

Material e métodos
Material vegetal e indugdo de organogénese in vitro

A indugdo da organogénese in vitro de P. edulis, a partir de explantes radiculares, foi
realizada conforme descrito por Silva (2009). Sementes de P. edulis, populacdo FB-100
Maguary, foram cedidas pelo Viveiro Flora Brasil Ltda., localizada no municipio de Araguari,
MG (18°39° 15> S e 48° 08’ 52°” O).

As sementes tiveram os tegumentos removidos e, em seguida, foram desinfestadas e
enxaguadas com agua deionizada e autoclavada. Posteriormente, foram transferidas para 20
frascos de vidro (250 ml de capacidade) vedados com tampa pléstica com dois filtros
MilliSeal® Air Vent (Millipore, Japdo). Cada frasco continha 40 ml de meio de cultura e 10
sementes por frasco, totalizando 200 sementes. A composi¢ao do meio de cultura consistiu de
sais basicos MS (Murashige ¢ Skoog, 1962), a metade de sua concentragdo, complexo
vitaminico B5 (Gamborg et al. 1968), 0,01% (p/v) de mio-inositol, 3% (p/v) de sacarose e
0,25% (p/v) de agente gelificante Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA), pH 5,7 £ 0,1.
Todos os frascos foram mantidos no escuro por 15 dias e a germinagdo das sementes ocorreu
nessa condicao. Apos esse periodo, as plantulas foram transferidas para o ambiente controlado
de sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h, sob irradidncia de 36 pmol m™s™ fornecida
por duas lampadas fluorescentes 20 W (Osram luz do dia, Brasil) e temperatura de 27 + 2° C.
As plantulas permaneceram nessa condi¢ao por mais 15 dias.

Sob condicdes assépticas, raizes de 40 a 70 mm de comprimento de plantulas com 30
dias foram excisadas e subdivididas em fragmentos de 10 a 20 mm. Segmentos adjacentes ao
hipocétilo ndo eram utilizados. Esses explantes foram transferidos para placas de Petri de
poliestireno cristal estéreis 90 X 15 mm (J. Prolab, Brasil), contendo 25 mL de meio de
cultura, consistido de sais basicos MS, complexo vitaminico BS, 0,01% (p/v) de mio-inositol,
3% (p/v) de sacarose, 0,25% (p/v) de agente gelificante (Phytagel, Sigma Chemical Company,
USA) e 2,35 uM de 6-benzilaminopurina (BA), pH 5,7 £ 0,1. As placas foram vedadas com
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adesivo acrilico (Nexcare Micropore 3M, Brasil) e mantidas nas mesmas condi¢des de
luminosidade e temperatura descritas anteriormente. Foram inoculadas 40 placas, cada uma

contendo 12 explantes radiculares.

Preparagdo das amostras para analises microscopicas

Para as analises anatdmicas e ultraestruturais, explantes radiculares de P. edulis foram
coletados diariamante até o quarto dia de cultivo e, posteriormente, a cada dois, dias num
periodo de 30 dias apds a inducdo da organogénese. As amostras coletadas foram fixadas em
solugdo de Karnovsky [solugdo de glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (4%), em tampao
fosfato de potassio monobasico (pH 7,2), acrescido de cloreto de calcio 5 mM] (Karnovsky,

1965) modificado.

Microscopia de luz

Para os estudos anatdmicos, as amostras fixadas foram desidratadas em série com
concentragdo crescente de etanol e infiltradas e polimerizadas em resina acrilica (Historesin,
Leica Instruments, Alemanha). Cortes transversais e longitudinais com 5 um de espessura
foram obtidos em microtomo rotativo de avango automatico (RM2155, Leica Microsystems
Inc., USA) e corados com azul de toluidina (O’ Brien e McCully, 1981). As laminas
permanentes foram montadas em Permount. A captura de imagens foi realizada em
microscopio de luz (Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japao) com camera digital
acoplada (Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA) do laboratério de
Anatomia Vegetal da UFV.

Microscopia eletronica de varredura

As amostras fixadas foram desidratadas em série de concentracdo crescente de
acetona, secas ao ponto critico (CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Alemanha), afixadas sobre
suportes de aluminio com fita de carbono dupla face e metalizada com ouro (SCD 050, Bal-
Tec, Balzers, Alemanha). A investiga¢do e a documentagdo foram realizadas em microscopio
eletronico de varredura (LEO 435-VP, Cambridge, Inglaterra), do Ntcleo de apoio a Pesquisa
em Microscopia Eletronica na Pesquisa Agropecuaria (NAP/MEPA) da Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP).
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Microscopia eletronica de transmissao

Para analise ultraestrutural, as amostras fixadas foram submetidas a pos-fixacdo com
tetroxido de 6smio 1% em tampao fosfato a 0,05M, desidratadas em série de concentracao
crescente de acetona, infiltradas e polimerizadas em resina epoxica Spurr (Spurr, 1969). Os
blocos foram preparados para ultramicrotomia num desbastador (EM Trim, Leica
Microsystems Inc., USA). Secgdes com 70 nm de espessura foram obtidas em um
ultramicrétomo (Leica UC6, Leica Microsystems Inc., USA) e contrastadas com acetato de
uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 1963). As andlises foram realizadas em microscopio
eletronico de transmissao, em 50 kV, com camera digital acoplada (EM900, Zeiss, Alemenha)

do NAP/MEPA-ESALQ/USP.

Resultados
Estudos anatdmicos e micromorfologicos

Os padrdes de regeneracgdo direta e indireta foram observados em explantes radiculares
de Passiflora edulis.

Na organogénese direta, a origem das respostas variou de acordo com o estadio de
desenvolvimento dos explantes. Nas raizes em crescimento primario e inicio de crescimento
secundario, gemas e primoérdios foliares surgiram a partir da proliferacdo de células do
periciclo (Figs 1A-C). No explante inicial, esse tecido era constituido por uma camada de
células (Fig. 1A). Apos trés dias em meio de inducdo, divisdes periclinais de células do
periciclo foram observadas em regides distantes da superficie de seccionamento do explante
(Fig. 1B). Esse processo de divisdo originou zonas de proliferagdo que, apds 6 dias de cultivo,
eram constituidos por varias camadas de células (Fig. 1C).

Apos 8 dias em meio de indugdo, células da zona de proliferagdo adquiriram
caracteristicas meristematicas e se tornaram isoladas das demais, formando meristemoides
(Fig. 1D). As células que constituiam os meristemoides apresentaram citoplasma denso,
nucleos volumosos e nucléolos evidentes. O continuo desenvolvimento dos meristemoides
(Fig. 1E) promoveu o rompimento do cortex e da epiderme da raiz, culminando na
diferenciacdo de primordios foliares (Figs. 2A, B) ou gemas (Figs. 1F, G). As gemas surgiram
endogenamente a partir do 16° dia de cultivo e a conexdo vascular entre essas € o explante foi

acroptera (Fig. 1G)
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Nas raizes em crescimento secundario, meristemoides foram observados nas camadas
periféricas do cambio vascular (Fig. 2C). Além de primordios foliares e gemas, muitos desses
se diferenciaram em nddulos organogénicos constituidos por um conjunto de células
parenquimaticas, envolvidas por epiderme unisseriada continua que, juntamente com as
camadas subepidérmicas, formam a regido periférica dessa estrutura (Figs. 2D). A partir das
células periféricas dos nddulos organogénicos ocorre a diferenciagao de primordios foliares e
gemas (Figs. 2D, E).

Na organogénese indireta, a formagdo de calos ocorreu a partir de células do cortex,
principalmente, nas extremidades dos explantes radiculares, nos locais de excisao. As células
corticais apresentaram hipertrofia apds sucessivas divisdes (Fig. 2F). Essas células
hipertrofiadas se dividiram diversas vezes, formando vérias células filhas delimitadas pela
parede celular da célula de origem. O desenvolvimento de meristemoides foi observado nas
camadas periféricas dos calos, a partir de células das camadas mais internas do cortex (Fig.
2F). Como verificado na via organogénica direta, os meristemoides se diferenciaram em
gemas e/ou nddulos (Fig. 2G).

O processo organogénico em explantes radiculares de P. edulis foi assincronico.
Estruturas foliares, gemas e nodulos organogénicos, em diferentes estadios de
desenvolvimento, foram observadas no mesmo explante e em outros com diferentes dias de

cultivo in vitro.

Aspectos ultraestruturais

Os meristemoides formados diretamente, a partir da proliferagdo do periciclo
apresentaram citoplasma denso, nucleo esférico e nucléolo proeminente, sendo que, em
algumas células, os nucleos possuiam mais de um nucléolo (Figs. 3A-D). Os vactiolos eram
pouco desenvolvidos e a maioria possuia pequeno porte (Fig. 3A). As mitocondrias eram
numerosas, predominantemente globosas (Fig 3A). Os dictiossomos encontravam-se nas
proximidades da parede celular. Eram constituidos por poucas cisternas cada e apresentaram-
se ativos na producdo de vesiculas (Figs. 3A, C).

A formacao das placas celulares a partir do acumulo e fusdo de vesiculas foi verificada
nos meristemoides (Fig. 3B). Foram observados também, plasmodesmos distribuidos por
todas as paredes formadas entre as células adjacentes dos meristemoides (Fig. 3C).

Meristemoides originados indiretamente, a partir de calos, apresentaram caracteristicas
ultraestruturais similares aos meristemoides formados diretamente, no entanto, diferencas

nucleares foram visualizadas. Nessas células, o nucleo apresentou numerosos poros nucleares
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evidentes (Figs. 3E, F) e formagdo progressiva de invaginagdes da membrana, causando
irregularidades no formato do envelope nucelar (Fig. 3G). Ocasionalmente, mitocondrias e
reticulo endoplasmatico rugoso foram observados no interior dessas projecdes (Figs. 3H, I).
Nucleos com formato lobado também foram observados em células do calo ndo envolvidas no

Processo de regeneragéo.

Discussao

No presente estudo, reportam-se 0s eventos anatomicos e aspectos ultraestruturais
envolvidos na regeneragao de Passiflora edulis, a partir da cultura de raizes em meio semi-
s6lido de indugdo. O uso de explantes radiculares para regeneragdo in vitro ¢ limitado a
poucas espécies (Vila et al. 2005). Em Passiflora, a utilizagdo dessa fonte de explante foi
descrita com sucesso, somente, na regeneragdo de P. cincinnata, via organogénese direta e
indireta (Lombardi et al. 2007) e via embriogénese somatica (Reis et al. 2007).

A iniciagdo organogénica direta, em P. edulis, a partir de células do periciclo e cambio
vascular era esperada, pois essas constituem regides meristematicas do corpo vegetal (Evert
2006; Smet et al. 2006). A formacdo de gemas a partir desses tecidos tem sido relatada em
diferentes espécies (Vinocur et al. 2000; Vila et al. 2005; Lombardi et al. 2007). Esses
resultados reforcam o conceito de pluripoténcia do periciclo, uma vez que essas células sao
sitios diretos de iniciacdo de raizes laterais (Casimiro et al. 2003; Smet et al. 2006) mas que,
sob condicdes adequadas, podem estar envolvidas também, na formag¢do de meristemas
caulinares (Che et al. 2007; Atta et al. 2009).

Em Arabidopsis, a regeneragdo via organogénese direta a partir de células do periciclo
de explantes radiculares, ocorreu em locais de formagdo de raizes laterais e a partir de
estruturas denominadas “protuberancias similares a meristemas de raizes laterais” (Atta et al.
2009). Semelhantemente, em P. edulis, relatamos a regeneragdo de meristemas caulinares e
primoérdios foliares em estruturas nodulares que se formaram a partir de células do periciclo e
cambio vascular, sugerindo a equivaléncia das protuberancias descritas em Arabidopsis e os
nodulos organogénicos, caracterizados no presente estudo.

A diferenciagdo de nodulos organogénicos tem sido relatada em sistemas de
regeneracdo In vitro de diversas espécies vegetais (Fortes ¢ Pais 2000; Moyo et al. 2009;
Sahai et al. 2010). Em alguns casos, tais estruturas foram interpretadas como embrides

somaticos anormais, baseado na sua morfologia, geralmente, globular (Haensch 2004).
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Porém, a conexdo dessas estruturas com o explante, auséncia de bipolaridade ¢ a
diferenciagdo de primoérdios foliares € ou gemas na sua superficie ndo suportam essa hipotese.

Em P. edulis a formagdo de nodulos organogénicos foram anteriormente descritas em
explantes foliares e hipocotiledonares, via organogénese direta e indireta (Fernando et al.
2007), sendo a organizacdo histologica dos nodulos formados a partir de raizes, observada
neste estudo, semelhante a descrita em explantes hipocotiledonares.

A regeneracdo de estruturas foliares, como observado nos explantes radiculares de P.
edulis, é frequente em Passiflora (Appezzato-da-Gloria et al. 2005). No entanto, essa rota
morfogénica restringe a eficiéncia do sistema de regeneracdo, devido a auséncia do meristema
caulinar. Esse fenomeno foi detectado em explantes foliares de P. alata, que apresentaram
alta responsividade, porém baixa taxa de alongamento devido a regeneracdo de, somente,
estruturas foliares (Pinto et al. 2010). Contudo, deve-se salientar que nos explantes radiculares
de P. edulis, a formagdo de estruturas foliares ndo foi uma rota preferencial uma vez que, a
diferenciagdo de meristemoides em gemas apresenta elevada freqiiéncia (Silva 2009).

Assim como em P. edulis, a formagao de calos a partir de divisdes celulares da regido
cortical de explantes radiculares foi relatada em Curcuma zedoaria. Nessa espécie, células
corticais também sofreram hipertrofia e a formagao de gemas ocorreu via meristemoides nas
camadas periféricas dos calos (Melo et al. 2001). A formagao dessa massa a partir de tecidos
diferenciados, como o parénquima cortical, pode resultar em alta percentagem de variagdo
somaclonal (Bordallo et al. 2004). O formato irregular do nucleo, evidenciado pelas
invaginagdes e a presenca de complexos de poros nucleares em células do calo e
meristemoides formados indiretamente em P. edulis, corrobora com essa hipdtese. A
irregularidade nuclear ¢ um marcador de possiveis ocorréncias de amitoses (Tylicki et al.
2002; Appezzato-da-Goria e Machado 2004). Esse processo esta relacionado a fragmentacgao
nuclear, podendo comprometer a estabilidade genética de gemas regeneradas, invibializando
assim o uso do padrdo indireto de regeneracdo para a multiplicagdo clonal e em sistemas de
transformagao genética. Futuras andlises de citometria de fluxo sdo necessarias a fim de
confirmar a estabilidade de ploidia de plantas de P. edulis regeneradas via modo indireto.

As caracteristicas ultraestruturais observadas nos meristemoides de P. edulis como
citoplasma denso, grande numero de mitocondrias e dictiossomos e nucleos proeminentes,
foram similares as descritas em meristemoides de Glycine max ¢ Bauhinia forficata
(Appezzato-da-Gloria e Machado 2004). Grande nimero de mitocondrias evidencia a alta
demanda energética dessas células, além de ser uma caracteristica comum em tecidos em
processo de diferenciacdo (Pihakaski-Maunsbach et al. 1993). Em meristemoides de Glycine

max, o aumento do nimero de dictiossomos, tipicamente envolvidos na liberacao de materiais
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no apoplasto, foi associado a aceleracdo da sintese de componentes da parede celular
(Appezzato-da-Gloria e Machado, 2004) e da mesma forma foi interpretado em P. edulis pois
a formacdo de placas celulares foram comuns nessa regido. As numerosas conexodes
citoplasmaticas encontradas em células adjacentes dos meristemoides indicam intensa
interagdo via simplasto. Plasmodesmos sdo comuns em células meristematicas pluripotentes,
uma vez que essas conexdes sdao essenciais para o movimento intracelular de sinais
envolvidos no controle da via de diferenciacao dessas células (Verdeil et al. 2007).

No presente estudo, foi descrito o processo de organogénese in vitro de Passiflora
edulis a partir de explantes radiculares, bem como, reportadas as caracteristicas
ultraestruturais de células envolvidas nos diferentes padrdes de regeneracao (direto e
indireto). Esses resultados constituem informacdes importantes para o melhor entendimento
da via organogénica em Passiflora, subsidiando pesquisas relacionadas a caracterizacdo de
eventos moleculares associados a pluripoténcia de células envolvidas nesse processo de
regeneragdo, bem ainda para estudos que visem a utilizagdo de raizes como explantes em

protocolos de transformagdo genética dessa espécie.
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Figura 1. Organogénese direta obtida a partir de explantes radiculares de Passiflora edulis.
Seccdes longitudinais. (A) Segmento de raiz utilizado como explante inicial na indugdo. (B,
C) Mesma regido apos 3 e 6 dias em meio de indugdo, respectivamente. Divisdes periclinais
do periciclo (seta preta), formando uma zona de proliferagao (zp). (D, E) Formacao ¢ inicio
do desenvolvimento dos meristemoides. (F) Desenvolvimento dos meristemoides.
Rompimento do cortex e epiderme. (G) Gema desenvolvida (*). Conexdo vascular com o
explante (). Abreviaturas: co, cortex; ep, epiderme; me, meristemoéide; pe, periciclo; pf,
primordio foliar; x, xilema; zp, zona de proliferacdo. Barras = 100 pm.
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Figura 2. Organogénese in vitro de Passiflora edulis. (A, C, D, F) Microscopia de luz. (B, E,
G) Micrografias eletronicas de varredura. (A, B) Primordios foliares. (C) Formagdo de
meristemoides no cambio vascular. (D, E) Nédulos organogénicos. Formagdo de primodios
foliares na periferia dos nédulos (setas). (F) Meristemoide formado na periferia do calo. (G)
Organogénese indireta. Notar a presenca de gemas (*). Abreviaturas: ca, calo; hp, hipertrofia;
me, meristemoide; X, xilema.
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Figura 3. Células de meristemoides e de calo de Passiflora edulis em microscopia eletronica
de transmissdo. (A-D) Meristemoides formados por via direta. (A) Células com citoplasma
denso contendo mitocondrias e dictiossomos. (B) Placa celular em formagdo. Notar a
presenga de vesiculas (cabeca de seta preta). (C) Plasmodesmos (seta branca). (D) Nucleo
esférico, regular, contendo nucléolos proeminentes. (E-F) Meristemoides formados via
indireta. (E) Nucleo com formato irregular, apresentando complexo de poros nucleares
(detalhe). (F) Poros nucleares (cabeca de seta branca). (G-I) Células do calo. (G)
Invaginacdes na membrana nuclear (seta preta). (H, I) Reticulo e mitocondrias no interior das
invaginagdes, respectivamente. Abreviaturas: d, dictiossomos; m, mitocondrias; nu, nucléolo;
1, reticulo endoplasmatico rugoso; v, vacuolo; (seta branca), plasmodesmos.
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CONCLUSOES GERAIS

Neste trabalho, constatou-se que os embrides somaticos de Passiflora cincinnata
originaram-se via padrdo multicelular, a partir das camadas periféricas de protuberancias
formadas pela proliferacio meristematica de células da protoderme e do meristema
fundamental dos cotilédones. A mobilizacdo total e parcial de proteinas e lipideos,
respectivamente, nos estadios iniciais do processo de embriogénese somatica ndo coincidiu
com as alteragdes estruturais, porém mudangas citologicas foram descritas nesse estadio
inicial, suportando a idéia de que componentes de reserva sao necessarios para reorganizagao
e diferenciagao celular.

No processo de organogénese in vitro de Passiflora edulis, meristemoides originados
via organogénese direta foram formados a partir de células do periciclo ou do cambio
vascular, dependendo do estadio de desenvolvimento do explante. Na organogénese indireta,
meristemoides foram formados nas camadas periféricas dos calos, que por sua vez se
diferenciaram da regido cortical do explante. Meristemoides formados via sistema direto
apresentaram nucleos esféricos com um ou mais nucléolos proeminentes, caracteristicas nao
visualisadas naqueles formados indiretamente, que possuiam nucleos lobados com complexos
de poros nucleares evidentes.

Os resultados relatados no presente trabalho constituem informagdes importantes para
o entendimento dessas vias morfogénicas em Passiflora, subsidiando investigacdes
relacionadas a caracterizacdo de eventos moleculares nesses sistemas de regeneragdo, bem
ainda para estudos que visem a utilizagdo desses sistemas em protocolos de transformagao

genética dessas espécies.
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