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RESUMO

As células dos meristembides sao responsaveis pela expressao da via
organogénica in vitro. Esses meristemdides podem ser formados no explante ou no calo
originado do explante, caracterizando a organogénese direta e indireta, respectivamente.
Tendo em vista que a organogénese in vitro € um pré-requisito ao desenvolvimento de
estratégias de micropropagacgéo e a transformagéao genética de plantas, o monitoramento
histolégico e ultra-estrutural das células envolvidas nesse processo de regeneracao
fornece subsidios para a otimizacado desses protocolos. Nesse contexto, a populagédo FB
— 100 de Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. foi avaliada quanto ao processo de
diferenciacao dos meristeméides, a fonte de explante e a adicao de agua de coco ao meio
de cultura. Para analises dos meristeméides, explantes foliares e hipocotiledonares foram
inoculados em meio de cultura MS contendo 1,0 mg L™ de BA e 5% de 4gua de coco. Os
estudos anatdémicos dos explantes hipocotiledonares mostraram que os meristemdides
eram formados a partir da camada epidérmica e das subepidérmicas. Os meristemdides
originaram primérdios foliares e, esporadicamente, gemas. Em geral, os meristemoides
continuavam o processo de divisdo originando protuberancias. Essas protuberancias
eram constituidas pela camada epidérmica e pelas subepidérmicas meristematicas e
células centrais parenquimaticas, sendo que somente as células periféricas eram capazes
de originar gemas. Nos explantes foliares, o processo era similar ao descrito para os
explantes hipocotiledonares. Porém, a camada epidérmica e as subepidérmicas das
protuberancias ndo eram definidas e o numero de gemas formadas foi significativamente
inferior ao obtido utilizando-se os explantes hipocotiledonares. Portanto, as andlises
estruturais e as analises estatisticas confirmaram a superioridade do explante
hipocotiledonar em relagédo ao foliar. Os explantes hipocotiledonares desenvolveram um
pequeno calo na superficie seccionada do explante. As camadas periféricas desse calo
formaram meristemoides que originaram primérdios foliares, gemas esporadicas ou
continuaram a se dividir formando protuberancias. No presente trabalho foi caracterizada
a ultra-estrutura das células das protuberéancias formadas diretamente nos explantes
hipocotiledonares e aquelas originadas no calo. Os estudos mostraram que nas células

meristematicas das protuberancias diretas o ndcleo apresentou formato circular. Por sua



vez, nas protuberancias formadas no calo, o envoltério nuclear exibia grande quantidade
de poros, profundas invaginacbes e fragmentacdo nuclear, caracterizando o processo
amitético. As andlises ao microscopio eletrbnico de varredura dos explantes
hipocotiledonares inoculados em meio MS contendo 1,0 mg L™ de BA suplementado ou
nao com 5% de agua de coco mostraram que as gemas e as protuberancias obtidas em

ambas condig6es de cultivo apresentaram as mesmas caracteristicas estruturais.



SUMMARY

Meristemoids are responsible for the in vitro organogenesis expression. They may
be formed from the explant (direct organogenesis) or from callus (indirect organogenesis).
Once in vitro organogenesis is a prerequisite for developing micropropagation strategies
and genetic transformation in plants, the ultrastructural analysis of the cells involved in
such regeneration provides basic information that optimize protocols. In this context, FB -
100 population of Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. was evaluated as to the
meristemoids differentiation, the source of explant and the coconut water supply to the
culture medium. Meristemoids were analysed from leaf and hypocotyledonar explants
cultured in MS medium supplemented with 1.0 mg L' BA and 5% coconut water. The
histological analyses of the hypocotyledonar explants showed that meristemoids arose
from epidermal and subepidermal layers. Meristemoids originated leaf primordia and,
sometimes, buds. In general, meristemoids continued dividing, forming protuberances.
Such protuberances consisted of meristematic epidermal and subepidermal cells, as well
as central parenchymatic cells, although only peripheral layers of the protuberances
originated buds. In leaf explants, this process was similar to the processes described for
hypocotyledonar explants. However, epidermal and subepidermal layers of protuberances
on leaf explants were not well-defined and the number of buds originated from leaf
explants was significantly smaller than the number of buds from hypocotyledonar explants.
Structural and statistical evaluations confirmed that the hypocotyledonar explants were
better than leaf explants. Hypocotyledonar explants developed a callus in the cut region
surface. Peripheral layers of the callus formed meristemoids that gave rise to leaf
primordial and buds, or continued dividing to form protuberances. This work characterized
the ultrastructure of protuberance cells originated directly on the hypocotyledonar explants,
as well as those originated on callus. Meristematic cells of direct protuberances showed
spherical nucleus. On the other hand, in indirectly-formed protuberances the nuclear
envelope showed a large number of nuclear pore complexes, deep invaginations and
nuclear fragmentation characterizing the amitotic process. Analyses under scanning
electron microscope of the hypocotyledonar explants cultured on MS medium
supplemented with 1.0 mg L' BA and either with or without 5% coconut water did not

Xi



evidence structural differences between buds and protuberances. The quantitative

evaluation demonstrated that coconut water was efficient to increase the number of buds.
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1 INTRODUCAO

As células vegetais apresentam a propriedade da totipoténcia. Isto significa que
as células sdo autbnomas e tém potencial para regenerar plantas, desde que
submetidas a tratamentos adequados (Kerbauy, 1999). Todavia, diferentes expressoes
morfogénicas decorrem da integracao dos processos de divisdo e diferenciagédo celular
(Guerra et al., 1999). Células vegetais diferenciadas podem se desdiferenciarem,
induzindo a formacao de embrides somaticos (embriogénese somatica), ou a formagéao
de gemas ou raizes adventicias (organogénese) (Sugiyama, 2000). Enquanto os
embrides somaticos s@o estruturas bipolares ndo conectadas ao tecido de origem por
meio de vascularizacdo, as gemas sdo monopolares e desenvolvem ampla conexao
vascular com o tecido de origem (Haccius, 1978).

Geralmente, para a micropropagacao e a transformagao genética de plantas sao
necessarias pesquisas relacionadas a morfogénese in vitro procurando estabelecer e
otimizar protocolos. Contudo, € necessario monitorar e determinar, por meio de andlises
histolégicas, tanto a via morfogénica quanto os tipos celulares a partir dos quais se
originam os embrides somaticos ou as gemas caulinares (Matsumoto et al., 1996), visto
que, numa mesma condicao de cultivo in vitro, é possivel obter plantas regeneradas via
embriogénese somatica e organogénese (Falco et al., 1996). Ou ainda, uma mesma
espécie pode apresentar as duas vias de regeneragdo ao se modificar somente o
fitorregulador adicionado ao meio de cultura (Dornelas et al., 1992; Mithila et al., 2003).
Pesquisas revelam que a presenca de células meristematicas localizadas internamente a
superficie do explante pode ser uma das causas da baixa eficiéncia do processo de
transformacdo genética (Mukhopadhyay et al., 1992). Desse modo, esses trabalhos
enfatizam a necessidade de acompanhamento estrutural do cultivo in vitro de células e
tecidos.

A regeneracao in vitro via organogénese € um processo que envolve a formagao
de centros meristematicos ou meristemoides (Ramage e Williams, 2002). Algumas células
do explante podem ser convertidas diretamente em um meristemdide (organogénese
direta) ou podem apresentar uma intervencdo de calo antes de sua formacéao
(organogénese indireta) (Hicks, 1994). Essas populacbes de células podem reagir a



indutores exogenos, geralmente auxinas e citocininas ou ambos, estabelecendo um
caminho particular de desenvolvimento para a formacdo de meristemas apicais
caulinares, radiculares ou florais (Hicks, 1994).

Para algumas espécies, além dos fitorreguladores, a adicdo de outros
componentes ao meio de cultura pode maximizar o0 processo organogénico in vitro. Assim,
0 uso de agua de coco, por exemplo, estimula o potencial de regeneragéo dos tecidos em
certas espécies, como observado por Kantharajah e Dodd (1990), Dornelas e Vieira
(1994) e Hall et al. (2000). Contudo, a utilizacao dessa mistura complexa pode influenciar
a resposta organogénica in vitro, sendo necessarias analises estruturais das formacoes
obtidas.

Cabe considerar que o0s eventos responsaveis pela diferenciagdo celular estdo
diretamente relacionados com o ambiente celular interno. Recentemente, Appezzato-da-
Gléria e Machado (2004) realizaram andlises ultra-estruturais dos meristemdides de
Bauhinia forficata Link (organogénese indireta) e Glycine max (L.) Merrill (organogénese
direta). As autoras evidenciaram que apenas as células dos meristemoides da via indireta
apresentaram fragmentos de cromatina interfasica no citoplasma, indicando a ocorréncia
de amitose. As divisdes celulares amitoticas ocorrem, aparentemente, na transicdo de um
estado celular diferenciado para um estado de crescimento desorganizado (Bregoli et al.,
1997). De fato, nos poucos registros disponiveis na literatura, o processo amitético na
cultura de tecidos foi sempre associado a fase de calos (Cionini et al., 1978; Bayliss,
1980; Fasseas e Bowes, 1980; Natali e Cavallini, 1987; Wang et al., 1998; Appezzato-da-
Gléria e Machado, 2004), sendo que a fragmentagcao do nucleo nas células do calo pode
induzir a variagao cromossdmica (Bayliss, 1980). Caso essa variagao cromossoémica gere
variabilidade de natureza genética (variacdo somaclonal), a via organogénica direta seria
a mais indicada para obtengéo de plantas transgénicas (Appezzato-da-Gléria e Machado,
2004). Entretanto, condi¢des de cultura apropriadas podem permitir o retorno da cultura a
um estado homogéneo, produzindo plantas geneticamente estaveis (Tylicki et al., 2002).
Assim, € essencial compreender as alteragcées ultra-estruturais que ocorrem nos
meristemoides formados nas vias direta e indireta durante o processo organogénico in
vitro.

Diante do exposto, o presente traballho procurou comparar o processo de
diferenciacdo dos meristemdéides na organogénese direta e indireta de Passiflora edulis
Sims f. flavicarpa Deg., o maracuja amarelo. Esta espécie produz frutos de interesse
comercial para a producdo de suco e consumo in natura (Appezzato-da-Gloria et al.,



1999). Dados do FNP (2004) mostram que a producao brasileira de maracuja foi de
467.464 toneladas no ano de 2001, sendo o Estado da Bahia o principal produtor com
cerca de 97.747 toneladas, seguido pelo Estado de Sao Paulo com 70.835 toneladas
produzidas. A referida espécie vem sendo estudada hd mais de 10 anos no Laboratério
de Biologia Celular e Molecular de Plantas do Departamento de Genética, da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP), em Piracicaba, com o objetivo de
estabelecer protocolos de regeneragao de plantas in vitro visando, entre outros aspectos,
a transformacgao genética da espécie, ja que sua susceptibilidade a doengas causadas por
virus e bactérias tem limitado a expanséo da cultura (Vieira e Carneiro, 2004).

Considerando-se que o desenvolvimento de pesquisas com perspectiva anatémica
e ultra-estrutural auxilia a compreensao do processo organogénico in vitro, o presente
estudo foi conduzido com a espécie Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. populagédo
FB - 100, com os seguintes objetivos:

- monitorar, por meio de analises histolégicas e ultra-estruturais, a diferenciacdo dos

meristemoides a partir de explantes foliares e hipocotiledonares;
- comparar a resposta organogénica in vitro dos explantes foliares e hipocotiledonares;
- verificar, sob o ponto de vista estrutural e quantitativo, se a adicdo de agua de coco ao

meio de cultura exerce influéncia na organogénese in vitro a partir de explantes

hipocotiledonares.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Organogénese in vitro no género Passiflora

A organogénese in vitro é caracterizada pela formacao de uma estrutura unipolar
gue estabelece conexdo com o tecido de origem (Brown e Thorpe, 1986). Esse processo
de regeneracao in vitro pode ocorrer diretamente no tecido do explante, caracterizando a
via direta, ou pode ocorrer uma fase de calo antes da formagdo do 6rgao, sendo
denominada organogénese indireta (Hicks, 1980). Trata-se de um sistema experimental
adequado para a distincdo de padrées de divisdo e expansdo celular, possibilitando
comparar a determinacao caulogénica direta e indireta (Ovecka et al., 2000).

De maneira geral, a cultura in vitro de espécies de Passiflora compreende a
preservacdo de recursos genéticos e a obtencdo de plantas transgénicas (Vieira e
Carneiro, 2004); ressalte-se que o potencial propagativo em questdo depende da espécie
e da fonte de explante (Appezzato-da-Gléria et al., 1999). Para o género Passiflora, a
literatura ja relatou tanto a via organogénica direta (Kantharajah e Dodd, 1990; Dornelas e
Vieira, 1994; Appezzato-da-Gléria et al., 1999; Hall et al., 2000; Becerra et al., 2004)
quanto a via indireta (Monteiro et al., 2000; Lombardi et al., 2003) de regeneragao in vitro.

E importante considerar que, para o desenvolvimento de 6rgéos in vitro fatores
como gendtipo, tipo de explante e composi¢cdo do meio de cultura (Brown e Thorpe, 1986;
Thorpe, 1994) sao relevantes para o sucesso dessa via de regeneragao.

Dornelas e Vieira (1994) mostraram que a produgdo de gemas via organogénese
direta variou entre as espécies e entre as fontes de explante. Nessa pesquisa foram
estudados explantes cotiledonares, hipocotiledonares e foliares das espécies selvagens
P. amethystina, P. giberti, P. mollissima e P. maliformis e se constatou a ocorréncia de
gemas em todas as espécies a partir dos explantes avaliados. Os autores ainda
enfatizaram que para P. edulis f. flavicarpa, espécie economicamente importante, o tipo
de explante também influenciou a resposta in vitro, relatando uma média de 57,3, 46,0 e
18,2 gemas por explante cotiledonar, foliar e hipocotiledonar, respectivamente.

Além da espécie e fonte de explante, os fitorreguladores também exercem

influéncia sobre a resposta organogénica in vitro no género em questdo. A utilizacao



dessas substancias reguladoras do crescimento é fundamental para o estabelecimento da
competéncia e determinagdao celular, condicbes necessarias para a formacado de
meristemas caulinares e/ou radiculares (Kerbauy, 1999). Segundo Appezzato-da-Gloria et
al. (1999), os explantes foliares de P. edulis f. flavicarpa apresentaram respostas
morfogénicas distintas quando cultivados em meio MS contendo BA ou ANA. Os autores
verificaram que a adicdo de 1,0 mg L' de BA ao meio de cultura originou gemas
diretamente no tecido do explante, enquanto a rizogénese ocorreu na presenga de 1,0 mg
L de ANA.

Robles (1979) verificou o potencial morfogénico dos entrenés de P. edulis f.
flavicarpa e P. molissima utilizando o meio de Nitsch contendo 2,0 mg L™ de cinetina. O
autor observou a formagdo de calo para ambas espécies e, posteriormente, a
regeneracao de plantas, ressaltando que o potencial morfogénico das espécies avaliadas
seria util para a multiplicagdo vegetativa e manutencdo das caracteristicas genéticas da
planta de origem. Por outro lado, Kantharajah e Dodd (1990), utilizando segmentos nodais
de P. edulis ‘Norfolk Island’ cultivados em meio MS suplementado com 2,0 mgL"' de BA e
20% de agua de coco, verificaram a formag¢ao de gemas caulinares sem a producao de
calo, caracterizando a via organogénica direta. Esses autores também verificaram que os
explantes foliares cultivados em meio acrescido de 1,5 mg L™ de BA e 0,5 mg L de ANA
formaram somente calo, ressaltando que tais explantes pareceram apresentar pouco
potencial para sistemas de micropropagagao.

Dornelas e Vieira (1994) avaliaram o efeito de diferentes fontes de explante,
concentracoes de fitorreguladores e agua de coco na cultura in vitro de P. edulis f.
flavicarpa. Os autores observaram que a formacao de gemas ocorreu sem a fase de calo
e que o meio MS, acrescido de 2,0 mg L de BA e 10% de &gua de coco, favoreceu a
organogénese nos explantes cotiledonares e hipocotiledonares, enquanto para os
explantes foliares foram necessarias concentracdes de 1,0 mg L™ de BA e 10% de agua
de coco para promover a organogénese. Similarmente, Hall et al. (2000) verificaram a
influéncia do explante bem como da adi¢cdo de agua de coco na organogénese do hibrido
australiano P. edulis x P. edulis f. flavicarpa. Os autores enfatizaram que os explantes
cotiledonares foram mais eficientes que os explantes foliares no processo de regeneracao
e que a adicdo de 10% de agua de coco ao meio MS contendo 2,0 mg L' de BA
promoveu um rapido desenvolvimento de gemas.

Kawata et al. (1995) observaram que os explantes foliares de P. edulis Sims var.
maracuja peroba formaram gemas em MS contendo 0,22 mg L™ de BA e 0,20 mg L™ de



AIB. Rodriguez et al. (1999) verificaram a formac¢ao de gemas nos discos foliares de P.
edulis f. flavicarpa e P. alata cultivados em MS acrescido de BA e TDZ (tidiazuron), sendo
que as gemas induzidas em meio com BA alongaram mais rapidamente do que aquelas
induzidas com TDZ. Para os explantes foliares de P. edulis f. flavicarpa ‘Golden Star’
inoculados em meio MS sob diferentes concentragées de BA (0,0; 0,3;0,6;0,9e 1,2mg L
'), a concentragao de 0,6 mg L' promoveu a formagéo de gemas e calo e, a dose de 1,2
mg L de BA, favoreceu a organogénese direta (Otahola, 2000).

Faria e Segura (1997) obtiveram gemas a partir de apices caulinares de P. edulis f.
flavicarpa cultivados em MS contendo diferentes concentracbes de BA (0,45; 1,12 e 4,5
mg L 7). Ocasionalmente, esses autores verificaram a formacdo de calo nos explantes
cultivados em meio contendo 4,5 mg L”, porém a proliferagdo de gemas ocorreu
diretamente nesses explantes.

Biasi et al. (2000), avaliando a indugdo da organogénese em segmentos
entrenodais de P. edulis f. flavicarpa obtidos a partir de plantulas provenientes de casa de
vegetacdo, observaram que as concentracdes de 1,0 ou 2,0 mg L' de BA possibilitaram a
formagdo de gemas associadas com a proliferacdo de calo, cerca de 20 dias apés
inoculagdo em meio MS. Os autores frisaram que, apesar do fitorregulador promover a
formagdo de um grande numero de gemas, seu efeito residual pode ter afetado o seu
alongamento. Da mesma forma, Takahashi (2002) verificou que os segmentos de entrené
de Passiflora edulis f. flavicarpa populacao Sul Brasil inoculados em MS contendo 0,5 mg
L' de BA e 5% de 4gua de coco formaram calo. A autora ndo observou a formagéo de
gemas a partir desses calos, somente primérdios foliares.

Isutsa (2004), visando desenvolver um protocolo para micropropagacao de P.
edulis var. edulis e P. edulis var. flavicarpa, inoculou apices caulinares em MS contendo
5,0 mg L' de BA e constatou que para P. edulis var. edulis houve necessidade de
adicionar 4,0 mg L' de GA; ao meio de cultura. Segundo o autor, a proliferacdo desta
espécie é considerada dificil quando comparada a P. edulis f. flavicarpa, concluindo que
as variedades de maracuja requerem diferentes fitorreguladores para o sucesso da sua
micropropagagao.

De acordo com Becerra et al. (2004), a idade e a condicao fisiolégica dos
explantes de P. edulis f. flavicarpa também afetam a morfogénese in vitro. Os autores
avaliaram a regeneracao in vitro a partir de explantes foliares cultivados em MS contendo
1,0 mg L' de BA e 0,47 mg L' de AIB. Os explantes eram provenientes de casas de
vegetacdo e com idades entre 1 e 6 meses. Esses pesquisadores constataram o



aparecimento de gemas apoés 15 dias de inoculagao in vitro, sendo que o maior potencial
organogénico foi encontrado nos explantes originados de plantas com 2 meses de idade.
Similarmente, Hall et al. (2000) compararam a idade dos explantes cotiledonares, também
oriundos de casa de vegetacao, de P. edulis x P. edulis f. flavicarpa. Os autores relataram
que os explantes provenientes de plantas com 30 dias formaram 86% de gemas,
enquanto os explantes de plantas com 60 e 90 dias apresentaram, respectivamente, 38%
e 37% de gemas originadas diretamente nos explantes cotiledonares.

Como mencionado, a organogénese indireta também foi constatada para algumas
espécies de Passiflora. Monteiro et al. (2000) observaram a formacao de calo nos
explantes foliares de P. suberosa cultivados em meio contendo 0,5 mg L™ ou 1,0 mg L™
de BA. Os autores relataram que os calos formados ndo produziram gemas no meio de
inducdo, somente quando transferidos para meio de cultura contendo 1,0 mg L de GAs.

Em experimentos realizados por Lombardi et al. (2003), os discos foliares de P.
cincinnata Mast. originaram gemas a partir do calo formado em meio contendo BA,
enquanto nos segmentos de raizes as gemas formaram-se diretamente a partir de tais
explantes ou indiretamente a partir do calo. Segundo as autoras, os melhores resultados
para a organogénese in vitro foram obtidos quando se usou de 0,5a 1,5 mg L' de BA.

Diante do exposto, observa-se que em Passiflora o fitorregulador BA é o mais
utilizado sendo que, dependendo da fonte de explante, ha diferentes respostas quanto a

producao de gemas.

2.2 Estudos anatomicos e ultra-estruturais da organogénese in vitro

A organogénese in vitro é precedida pelo aparecimento de meristemdides. Estas
populacdes de células meristematicas sdo formadas tanto direta quanto indiretamente
durante o cultivo in vitro. Dhaliwal et al. (2003) observaram que em Nicotiana tabacum L.
‘Wisconsin 38’ as gemas originaram-se a partir de meristemoides formados nas células do
parénquima palicadico na superficie adaxial do explante foliar, e os primérdios radiculares
formaram-se a partir dos meristemdides originados nas células do parénquima vascular e
células da bainha. Além disso, a pesquisa enfatizou a plasticidade do meristemaide,
revelando que os centros meristematicos determinados para originarem gemas nao
formaram primérdios radiculares, e aqueles ainda ndo determinados foram inibidos ou

reverteram a tecido parenquimatico. Tal observacdo foi constatada por meio de



experimentos envolvendo a transferéncia reciproca dos explantes foliares do meio de
cultura de inducao de gemas para o meio de inducao de raizes e vice versa (Dhaliwal et
al., 2003).

Para Stylosanthes scabra, as anadlises histolégicas dos explantes cotiledonares
revelaram que as gemas tiveram origem na regiao periférica do calo (Dornelas et al.,
1992). Os estudos histologicos em Pothomorphe umbellata (L.) Mig. sugeriram ocorrer um
processo organogénico direto em que os meristemdides formaram-se a partir de células
epidérmicas da face adaxial da lamina foliar e das células epidérmicas e subepidérmicas
da superficie abaxial da nervura central apds 35 dias da inoculagéo (Pereira et al., 2000).
Em Drosera rotundifolia L., a organogénese direta também foi verificada a partir das
células epidérmicas dos explantes foliares (Bobdk et al., 1995). Nos explantes foliares de
Passiflora edulis f. flavicarpa a formagao de meristeméides ocorreu a partir das células do
parénquima palicddico em alguns setores do mesofilo e, simultaneamente, de células do
parénquima fundamental da superficie adaxial da nervura, caracterizando a regeneracao
direta (Appezzato-da-Gléria et al., 1999). Os estudos acima mencionados para espécies
de diferentes familias, possibilitaram verificar que, no processo organogénico in vitro, a
formagdo de meristemoides tendeu a ocorrer nas camadas superficiais do calo (via
indireta) ou do tecido do explante (via direta).

Ovecka et al. (2000) estudaram as similaridades e as diferencas na formacao de
gemas durante a organogénese direta e indireta de Papaver somniferum L. Os autores
relataram que as gemas originaram-se das camadas celulares superficiais do hipocétilo
de embrides somaticos e que todas as células ativadas tornaram-se determinadas e
envolvidas na formagdo do primérdio de gema. Por outro lado, na via indireta de
regeneracdo, somente as células periféricas dos meristemdides adquiriram competéncia
morfogénica.

Biasi et al. (2000), estudando a indugdo da organogénese in vitro em segmentos
entrenodais de P. edulis f. flavicarpa obtidos a partir de plantulas provenientes de casa de
vegetacdo, observaram a proliferagédo de calo na regiao seccionada dos explantes e a
formagéao de gemas a partir dessa regiao. Os autores ressaltaram que a origem superficial
das gemas seria favoravel para a transformacao genética de plantas via Agrobacterium.
Igualmente, em Eucalyptus gunnii Hook., Herve et al. (2001) enfatizaram a importancia da
origem superficial das gemas para o processo de transferéncia de genes. Esses autores
constataram que as gemas originaram-se nas camadas periféricas de protuberancias

formadas nos explantes foliares e nodais. Essas protuberancias exibiram estrutura



organizada composta por células epidérmicas, parénquima, elementos vasculares e
células meristematicas.

Os estudos histolégicos realizados por Stipp et al. (2001) evidenciaram que os
explantes cotiledonares e foliares de Cucumis melo var. inodorus ‘Yellow Queen’, ‘Yellow
King’ e o hibrido AF-222 produziram protuberancias com epiderme continua. Tais
protuberéncias apresentaram tricomas na sua superficie, indicando que essas formagodes
seriam primdrdios foliares. Os autores enfatizaram que as analises histologicas foram
decisivas para a caracterizagdo da organogénese, pois a auséncia do meristema apical
nas estruturas formadas in vitro justificou a baixa regeneragéo das plantas.

Em Stylosanthes guianensis as areas meristematicas formadas no calo de
explantes cotiledonares originaram primérdios foliares e, na base desses primoérdios, as
células subepidérmicas dividiram-se, formando novas areas meristematicas, as quais
originaram gemas caulinares (Vieira e Appezzato-da-Gléria, 2001). Processo similar foi
descrito para os explantes entrenodais de P. edulis f. flavicarpa populacao Sul Brasil por
Takahashi (2002).

Gatz (2002) procurou determinar o sitio exato de formagdo das gemas nos
explantes (cotiledonar, n6 cotiledonar e hipocétilo) de Capsicum annuum L. ‘Bryza’,
evidenciando que ndo houve a producdo de calo. O pesquisador observou divisdes
celulares na camada epidérmica e nas subepidérmicas dos explantes apds o 3° dia de
cultivo in vitro. Essas divisbes formaram meristemoides que puderam ser identificados
como protrusdes na superficie do explante apés 15 dias em cultura.

Cabe salientar que a especializacao das células dos meristemdides € considerada
um pré-requisito para o desenvolvimento do primérdio de gema (Ovecka et al., 1997). As
andlises ultra-estruturais dos calos de Nicotiana tabacum L. ‘Wisconsin 38’, obtidos a
partir de segmentos de caule inoculados in vitro, mostraram que durante a formagéo dos
meristemoides, os depositos de amido diminuiram progressivamente, indicando que essa
reserva pode ser utilizada como fonte de energia para as células dos meristemdides
(Ross et al.,, 1973). Por outro lado, o amido estocado em areas do tecido que nao
formaram gemas permaneceu no tecido durante o desenvolvimento do meristemdide,
desaparecendo somente com o desenvolvimento das gemas (Ross et al., 1973). Em calos
organogénicos de Papaver somniferum L., o acimulo de amido nas areas adjacentes do
calo foi considerado uma fonte de energia para as divisdes celulares e formacao de novos

tecidos durante o processo organogénico (Samaj et al., 1990).



Ovecka et al. (1997) observaram que as células dos meristemdides de Papaver
somniferum diferiram de acordo com sua localizacdo: as células periféricas dividiram-se
rapidamente e apresentaram alta densidade citoplasmatica, enquanto as células centrais
raramente dividiram-se e mostraram consideravel quantidade de amido. Esses autores
verificaram que a degradacdo do amido aumentou durante a maturacao do meristemdide
e o desenvolvimento do primérdio de gemas. Recentemente, em Glycine max
(organogénese direta) e Bauhinia forficata (organogénese indireta), a presenca de graos
de amido nos plastidios das células em divisdo dos meristemoides, caracteristica que
parece ser comum ao processo organogénico, pode estar associada ao alto requerimento
nutricional das populagées de células (Appezzato-da-Gléria e Machado, 2004). Na
organogénese indireta de Papaver somniferum, as ceélulas centrais dos meristemoides
apresentam reservas na forma de amido e lipidios, indicando alta atividade metabdlica
(Ovecka et al., 2000).

As células envolvidas no processo organogénico, principalmente na via indireta,
podem apresentar caracteristicas ultra-estruturais associadas as variacdes genéticas
detectadas nas plantas originadas a partir dessa via de regeneragao (Silvarolla, 1992). De
acordo com Bayliss (1980), existe uma alta probabilidade de ocorrer variagdo
cromossOmica nas células do calo. Os autores ressaltaram que todas as formas de
mudancas cromossomais podem ser consequéncia direta do crescimento em cultura.

Cionini et al. (1978) induziram a producao de calo a partir de cotilédones imaturos
de Vicia faba var. aguadulce em meio contendo diferentes combinagbes dos
fitorreguladores AlA, 2,4-D e cinetina. Os pesquisadores verificaram a baixa ocorréncia de
mitoses nos nucleos intactos (eupldides) e também nos fragmentos nucleares
(aneupldides). Segundo Wilson (1925), o processo de fragmentacao nuclear caracteriza-
se pela persisténcia do envoltério nuclear e nucléolo e perda da condensacao
cromossomal, da formacéo do fuso mitético bem como da formacao do fragmoplasto. A
amitose é uma alternativa para a mitose que freqliientemente acompanha a diferenciagéo
celular em um organismo eucariético (De La Torre e Gimenez-Martin, 1975).

Nas células do calo de Phaseolus vulgaris L. ‘Bush Blue Lake 274’, Fasseas e
Bowes (1980) documentaram que a divisdo amitética foi precedida pelo desenvolvimento
de multiplos nucléolos e o envoltério nuclear tornou-se profundamente lobado levando,
posteriormente, a separagao em dois nucleos.

Calos de Pisum sativum L. ‘Dolce Provenza’ e da linhagem 5075, formados a partir
de &pices vegetativos cultivados em MS suplementado com 0,5 mg L' de BAe 0,2 mg L™
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ANA, apresentaram células aneupléides originadas de um processo de fragmentacao
nuclear e, as plantas regeneradas eram dipléides ou mosaicos cromossomais havendo,
durante o seu desenvolvimento, uma vantagem seletiva das plantas diploides (Natali e
Cavallini, 1987).

Altamura et al. (1991) cultivaram explantes entrenodais de Nicotiana tabacum com
0 objetivo de induzir rizogénese. Estes autores relataram alteragdes nucleares anteriores
ao processo de divisdo amitdtica: os nucleos apresentaram-se elipticos, fusiformes ou
reniformes e altamente cromofilicos, exceto na regido correspondente ao plano de
constrigdo; os nucléolos tornaram-se densamente corados. O processo de divisdo destes
nucleos ocorreu por clivagem resultante de uma constricdo que se desenvolveu em um
plano perpendicular ou obliquo ao seu eixo longitudinal, iniciando-se de um ou dos dois
lados opostos do ndcleo. Entretanto, para Fournier et al. (1991), as profundas
invaginagdes observadas nas membranas nucleares das células dos calos derivados de
protoplastos de Glycine max L. Merr. ‘Labrador’ envolvidas na regeneracao, aumentaram
a superficie de trocas entre nucleo e citoplasma. Além das invaginagées do envoltério
nuclear, os autores também verificaram a presenca de inimeras mitocondrias ao redor do
nucleo e localizadas no interior das invaginacées e a proliferacao de dictiossomos e
reticulo endoplasmatico, ressaltando que essas caracteristicas ultra-estruturais poderiam
corresponder a um estado intermediario necessario para a obtencao de potencial
regenerativo. As caracteristicas ultra-estruturais das células normais (dependentes de
auxina) e habituadas (independentes de fitorreguladores) dos calos de Beta vulgaris var.
altissima, mostraram que os nucleos das células habituadas exibiram envoltério nuclear
irregular, sendo tal caracteristica um indicativo do aumento da superficie de troca entre
nucleo e citoplasma (Crévecoeur et al., 1992).

Altamura et al. (1995) observaram que, explantes de camadas celulares finas e de
medula de Nicotiana tabacum L. ‘Samsun’ mostraram divisbes amitoticas no tratamento
contendo AlA. Nos explantes entrenodais de Pisum sativum, o processo de fragmentagéo
nuclear também foi constatado (Gantchev e Bleiss, 1994).

A amitose foi a principal via de divisdo nas células do calo de Allium sativum L.
‘Red Six Cloves’. Nestas células, a superficie do envoltério nuclear formou profundas
fissuras e as mitocondrias, o reticulo endoplasmatico e os microtubulos localizaram-se no
interior dessas fissuras (Wang et al., 1998). Recentemente, as analises ultra-estruturais
das células envolvidas na organogénese in vitro de Bauhinia forficata e de Glycine max
revelaram que as células dos meristemdides originados a partir do calo de B. forficata
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apresentaram fragmentos de cromatina interfasica dispersos no citoplasma, indicando a
ocorréncia de amitose. Entretanto, tal caracteristica nao foi observada na organogénese
direta de G. max (Appezzato-da-Gloéria e Machado, 2004).

De acordo com Bayliss (1980), os reguladores de crescimento adicionados ao
meio de cultura para estimular o crescimento desorganizado e a divisdo celular,
aumentam a incidéncia de anormalidades mitéticas e o seu principal efeito é induzir tanto
a mitose normal como a fragmentagdo nuclear irregular. Esta fragmentagdo nuclear
irregular deve contribuir para a variagdo cromossdmica da cultura resultante (Bayliss,
1980).

2.3 Agua de coco e o cultivo in vitro

A 4agua de coco contém sais minerais, mio-inositol e citocininas, bem como
nucleotideos e outros compostos (Caldas et al., 1999), sendo utilizada para o cultivo de
células e tecidos in vitro.

Kantharajah e Dodd (1990) verificaram que a adicdo de 20% de agua de coco ao
meio MS contendo 2,0 mg L™ de BA elevou significativamente a producdo de gemas de
Passiflora edulis ‘Norfolk Island’.

Diferentes concentracbes de agua de coco (0; 0,5; 10 e 20%) foram avaliadas
sobre o cultivo in vitro de explantes cotiledonares, hipocotiledonares e foliares de
Passiflora edulis f. flavicarpa, sendo que a concentracao de 10% de agua de coco foi
suficiente para elevar o niumero de gemas (Dornelas e Vieira, 1994). Similarmente, a
adicao de 10% de agua de coco promoveu rapido desenvolvimento de gemas e, em
combinagdo com BA, aumentou a porcentagem de explantes com gemas de 17 para 80%
do hibrido P. edulis x P.edulis f. flavicarpa, mostrando que a 4gua de coco contém
substancias de crescimento essenciais para a regeneragao (Hall et al., 2000).

Al-Khayri et al. (1992) examinaram a influéncia de varias concentragbes de agua
de coco na inducao de calos a partir de discos foliares e na regeneragdo de gemas de
Spinacia oleracea L. ‘High Pack’ e ‘Baker’. Os autores constataram que a adi¢cdo de 15%
de agua de coco ao meio de cultura aumentou o crescimento do calo, o potencial
regenerativo e o crescimento das gemas para ambos os cultivares avaliados.

Acacia sinuata (Lour.) Merr., espécie encontrada nas florestas tropicais da india e
paises asiaticos, produziu uma média de 25,3 gemas nos calos formados a partir de
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explantes cotiledonares inoculados em meio de cultura contendo a combinagdo de BA,
zeatina e 10% de agua de coco (Vengadesan et al., 2003).

De acordo com Tefera e Wannakrairoj (2004), o meio basal MS suplementado com
5% de agua de coco intensificou o crescimento e o desenvolvimento das gemas dos
explantes de Amomum krervanh Pierrre ex Gagnep. Esses autores utilizaram diferentes
concentragdes da agua de coco (0; 5; 10; 15 e 20%) para o desenvolvimento de um
protocolo eficiente de micropropagagao para a especie.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Inducdo da organogénese in vitro em Passiflora edulis Sims f{. flavicarpa Deg.
populacao FB - 100

3.1.1 Obtencao de material vegetal

O maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. populagéao FB — 100)
€ destinado a industria de suco (Vieira e Carneiro, 2004). Sementes desta espécie,
provenientes do Viveiro Flora Brasil, Araguari — MG, foram desinfestadas com uma
solucdo de benomyl 1,0 g L™ (p/v) e mantidas “overnight” sob agitacdo de 130 rpm. Em
seguida, foram esterilizadas com alcool 70% por 40 s, imersas em hipoclorito de sodio
(NaOCl) a 2% (v/v) contendo 2 a 3 gotas de Tween 80 por 30 min e submetidas a
lavagens sucessivas com agua destilada deionizada e esterilizada.

As sementes foram escarificadas com bisturi e inoculadas em meio de cultura
contendo a metade da concentragdo de sais de Murashige e Skoog (1962) (MS/2),
acrescido de 30 g L de sacarose e solidificado com 1,8 g L de Phytagel (Sigma). A
germinagdo ocorreu em sala de cultura com 30 pmol m? s de radiagdo luminosa,
temperatura de 25 + 2°C e fotoperiodo de 16 h. A regido hipocotiledonar das plantulas
obtidas in vitro, 15 a 20 dias ap6s a germinacao, foi removida em camara de fluxo laminar
e utilizada como fonte de explante. A regido terminal das plantulas, constituida pela gema
apical e pelo primeiro e segundo nés, cada qual com sua folha, situados logo abaixo da
gema apical, foi isolada e colocada novamente no meio de germinagdo. Este
procedimento visou o desenvolvimento da gema apical para que, posteriormente, as

folhas fossem utilizadas como fonte de explantes.

3.1.2 Organogénese in vitro

Para o estudo da organogénese in vitro, foram utilizados segmentos de hipocotilo

(8 a 10 mm de comprimento) e discos foliares (8 mm) como fontes de explante. Os
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segmentos de hipocotilo, dispostos horizontalmente, e os discos foliares com a superficie
abaxial em contato com o meio de cultura, foram inoculados em placas de Petri de vidro
(12 x 90 mm) contendo 20 mL de meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA (Dornelas
e Vieira, 1994; Biasi et al., 2000) e 5% (v/v) de agua de coco (Takahashi, 2002), contendo
30 g L de sacarose e 1,8 g L' de Phytagel como agente solidificante. O pH do meio foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem realizada a 120°C, a 1 atm por 20 min. Apéds a
inoculagcdo dos explantes, as culturas foram mantidas em sala de crescimento sob a
temperatura de 25 + 2°C e 16 h de fotoperiodo, sob luz branca fria e radiagéo luminosa de
30 pmol m?s™.

3.1.3 Efeito da agua de coco na organogénese in vitro

Segmentos de hipocétilo (8-10 mm de comprimento), dispostos horizontalmente,
foram inoculados e mantidos nas condicdes descritas no item 3.1.2. Porém, o meio MS

contendo 1,0 mg L™ de BA foi suplementado ou ndo com 5% (v/v) de 4gua de coco.

3.2 Analises histoldgicas

Explantes foliares (6 amostras) e hipocotiledonares (37 amostras), coletados em
diferentes dias de cultivo in vitro, foram fixados em solugdo de Karnovsky (Karnovsky,
1965), levados a uma bomba de vacuo para retirada do ar contido nos tecidos,
desidratados em série etilica e infiltrados com resina plastica (Leica Historesin). As
amostras foram seccionadas em microtomo rotativo manual (Leica) com navalha do tipo
C; as secgbes com 5 um de espessura foram coradas com azul de toluidina 0,05% (Sakai,
1973) em tampao fosfato e citrato (Mcllvaine, 1921) pH 4,5 e montadas em resina
sintética “Entellan” (Merck). Para evidenciar proteinas totais, foi empregado o corante
“Aniline blue black” (Fisher, 1968). O corante corifosfina (Weis et al., 1988) foi usado para
localizacdo de pectinas. Para visualizar a fluorescéncia induzida pela corifosfina, foi
utilizado microscopio Leica DM LB com filtros para excitacdo azul (450-490 nm) e verde
(546 nm).

As fotomicrografias foram feitas com camera Nikon FX-35DX acoplada ao

microscopio Nikon Labophot ou ao estereomicroscopio Nikon SMZ-2T. As escalas
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micrométricas foram fotografadas e ampliadas nas mesmas condices Opticas utilizadas.
Também foi realizada a captura de imagens a partir das laminas usando camera de video

Leica DC 300F acoplada ao microscopio Leica DM LB.

3.3 Analises ultra-estruturais

3.3.1 Analise ao microscopio eletronico de varredura (MEV)

Para a caracterizagdo da micromorfologia da superficie dos calos, das
protuberéncias e das gemas provenientes dos explantes foliares e hipocotiledonares, as
amostras foram fixadas em solugdo de Karnovsky, desidratadas em série etilica e,
posteriormente, secas ao ponto critico de CO, (Horridge e Tamm, 1969). Em seguida, as
amostras foram montadas sobre suportes de aluminio e recobertas com uma camada de
ouro de 30 a 40 nm. As observagdes foram feitas ao MEV modelos Zeiss—DSM 940A e
LEO VP 435 a 10 e 20 kV, respectivamente.

Foram analisadas 27 amostras, sendo 18 de explantes hipocotilenares e 9 de
explantes foliares.

3.3.2 Analise ao microscopio eletronico de transmissao (MET)

Para a anadlise ultra-estrutural das protuberancias ao MET, dois tipos de
preparagdes foram realizados: (1) convencional (segundo Roland, 1978, adaptada por
Machado, 1999) e (2) citoquimica — Técnica do ZIO (iodeto de zinco—tetroxido de dsmio),
(Reinecke e Walther, 1978). Foram processadas 32 amostras das quais 13 foram
analisadas, sendo 8 da via organogénica direta e 5 da via indireta.

A preparagéo convencional consistiu na fixagdo das amostras em Karnovsky, pos-
fixacdo por 2 h em tetroxido de 6smio 1% e incubacdo por 2 h em solugdo aquosa de
acetato de uranila 0,5%. Em seguida, as amostras foram desidratadas em série crescente
de solugdes de acetona (50%, 70%, 90% e 100%) e embebidas em resina Araldite e
acetona 100% por 48 h. A polimerizacao foi feita a 60°C por 48 h. As secgdes semifinas
(0,5 um) foram coradas com mistura de azul de toluidina 1%, enquanto as secgdes
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ultrafinas (50 nm) foram contrastadas com acetato de uranila (Watson, 1958) e com citrato
de chumbo (Reynolds, 1963).

Com a finalidade de evidenciar as organelas e/ou sistemas de membranas
envolvidos na diferenciacdo das protuberancias, as amostras foram submetidas a
preparacdo citoquimica — Técnica do ZIO. As amostras foram fixadas em solugéo de
Karnovsky e, apds esse periodo, lavadas em solu¢cdo de sacarose 8,5% preparada em
tampao fosfato 0,1 M pH 7,3 e, posteriormente, em tampao TRIS — aminometano pH 4,5.
A incubacao foi feita em uma solu¢ao contendo 3,0 g de Zn, 1,0 g de |, tampéo TRIS-
aminometano e OsO4 a 2% (Reinecke e Walther, 1978) por 17 h a 10°C, no escuro. A
desidratacdo, embebigéo, infiltracdo e microtomia seguiram o protocolo da preparagéo

convencional descrito anteriormente.

Tanto para a preparagdo convencional quanto para a citoquimica as observagoes
foram realizadas ao MET Philips modelo CM 100, a 60 kV.

3.4 Analises estatisticas

3.4.1 Ensaio 1

O delineamento inteiramente casualizado foi usado para as analises dos dois tipos
de explantes (tratamentos): disco foliar e hipocotilo. As parcelas constituiram-se de 5 ou 6
placas (repeticdes) com 8 explantes. No 15° dia, verificou-se a proporcdo de explantes
que apresentou resposta morfogénica em cada placa (formacdo de calo, folha,
protuberéncia ou gema adventicia).

Os dados de proporcoes foram analisados usando um modelo de regressao
binomial que é um dos casos dos modelos lineares generalizados (Nelder e Wedderburn,
1972). Detalhes do procedimento estatistico encontram-se no Apéndice |.
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3.4.2 Ensaio 2

Considerando o ensaio descrito no item 3.4.1, no 302 dia de cultura realizou-se
contagem do numero de protuberéancias e gemas (variaveis) advindas de cada tipo de
explante. Como os dados eram provenientes de uma contagem, considerou-se o Modelo
de Poisson. Detalhes do procedimento estatistico encontram-se no Apéndice II.

3.4.3 Ensaio 3

Visando avaliar a influéncia da adigdo de agua de coco no meio de cultura (item
3.1.3), instalou-se um ensaio inteiramente casualizado, com dois tratamentos: meio MS
com 5% (v/v) de agua de coco e o0 mesmo meio desprovido desse componente. As
parcelas foram constituidas de 5 (repeticdes) com 8 explantes. Nos 15° e 30° dias foram
feitas as contagens do numero de gemas e de protuberancias. Como os dados eram
provenientes de contagem, o modelo considerado foi o Modelo de Poisson. Detalhes do
procedimento estatistico encontram-se no Apéndice llI.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Aspectos anatomicos e ultra-estruturais da organogénese in vitro de Passiflora
edulis Sims f{. flavicarpa Deg. populacao FB - 100

As analises anatdmicas sequenciais e periddicas do explante hipocotiledonar
revelaram que no 12 dia de cultivo in vitro em MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA e
5% de agua de coco ndo houve qualquer alteracao desse explante (Figura 1A). A partir do
2° dia de cultura, foi possivel verificar divisdbes nas células dos parénquimas cortical e
medular préximas a superficie de seccionamento do explante (Figura 1B). Esse processo
continuo de divisdo celular originou areas meristematicas periféricas, apresentando
divisGes intensas nas camadas epidérmica e subepidérmicas do explante hipocotiledonar
(Figura 1C), cerca de 5 dias ap0s a inoculagao in vitro. Em algumas regides dessas areas
de mitose, grupos de células meristematicas tornaram-se isoladas das demais, formando
meristemoides (Figuras 1D e 2A). Alguns desses meristemdides desenvolveram-se em
estruturas estreitas e alongadas (Figura 2B) que originaram primoérdios foliares (Figura
2C), enquanto outros meristeméides formaram estruturas de maior diametro (0,5 a 2,0
mm) que, no presente trabalho, receberam a denominacao de protuberancias (Figura 2D-
F). Eventualmente, os meristeméides formaram gemas. Os estudos ao microscépio
eletrénico de varredura mostraram que essas protuberancias formaram-se diretamente a
partir do explante hipocotiledonar, possuiam contorno bem delimitado (Figura 3A-C) e
apresentaram potencial para formar mais de uma gema adventicia na sua superficie
(Figura 3C).

As protuberéncias (Figura 4A-F) eram constituidas por diferentes tipos celulares e
recobertas por substancia de natureza péctica. Apresentavam revestimento epidérmico
unisseriado continuo (Figura 4A-D) o qual, juntamente com as camadas subepidérmicas,
constituiam as células periféricas da protuberancia. Em quase toda a extensao dessas
protuberéncias, as células periféricas apresentavam aspecto meristematico: tamanho
pequeno, citoplasma denso, nucleo e nucléolo evidentes (Figura 4B). Somente essas
células periféricas formavam gemas (Figura 4E-F) e/ou primoérdios foliares (Figura 4F).
Além das células periféricas, as protuberancias possuiam células centrais
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parenquimaticas e elementos traqueais (Figura 4B-D e 4F). Similarmente, Hervé et al.
(2001) verificaram a formacdo de gemas a partir de protuberancias formadas nos
explantes foliares, entrenodais e nodais de Eucalyptus gunnii Hook. Segundo os autores,
o estudo histolégico dessas protuberancias revelou a presenca de células epidérmicas,
células parenquiméticas, elementos vasculares e células meristematicas, sendo que as
gemas originaram-se das camadas periféricas constituidas por células epidérmicas e
subepidérmicas de tamanho pequeno e citoplasma denso, como observado no presente
estudo. Contudo, as protuberéancias descritas por Stipp et al. (2001) para os explantes
cotiledonares e foliares de Cucumis melo var. inodora apresentaram epiderme continua
com tricomas na sua superficie, indicando que tais protuberancias poderiam ser
primordios foliares. Os autores enfatizaram que as analises anatémicas das estruturas
aparentemente identificadas em cultura como gemas eram, de fato, protuberancias e
primordios foliares mencionando a auséncia de meristema apical caulinar associado a tais
estruturas.

As andlises morfo-anatdmicas dos explantes hipocotiledonares de P. edulis f.
flavicarpa mostraram a assincronia do processo organogénico: gemas, estruturas foliares
e protuberéncias puderam ser observadas em diferentes etapas de desenvolvimento em
um mesmo explante (Figura 5A-D) e em explantes com diferentes dias de cultivo in vitro
(Figura 5A-F), sendo possivel identificar gemas a partir do 13° dia de cultura (Figura 5A).

Convém salientar que somente as células da regiao periférica das protuberancias
aqui estudadas originaram gemas (Figuras 4F e 5F). Entretanto, Ovecka et al. (2000)
verificaram que centros meristematicos (denominados pelos autores como nodulos
organogénicos) formados na superficie do hipocoétilo de embrides somaticos de Papaver
somniferum L. apresentaram todas as células sincronizadas e determinadas para originar
primordios de gemas. Ja as protuberancias formadas nos explantes foliares de Ananas
comosus apresentaram origem enddgena e compreenderam centros de células
meristematicas, os quais eram precursores das gemas (Mercier et al., 2003).

No presente estudo, também se verificou que a alteragcao celular, decorrente da
desdiferenciagdo de células dos parénquimas cortical e medular dos explantes
hipocotiledonares, promovia a formagcdo de um pequeno calo na maioria desses
explantes, a partir do 10° dia de cultivo in vitro (Figuras 6A-B e 7A-B). Cerca de 18 dias
apos a inoculagao, protuberancias (Figura 6A) e, esporadicamente, gemas (Figuras 6B-C
e 7C-D) formaram-se a partir desse calo. Tawfic e Noga (2001) verificaram que a

producdo de gemas em segmentos de hipocétilo e entrené de Cumicum cyminum L.
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ocorreu a partir do desenvolvimento de um tecido com formato circular, semelhante a um
calo intumescido, nas extremidades seccionadas do explante e que, posteriormente,
gemas foram identificadas nessa regido. Assim como observado no presente trabalho, a
inducdo da organogénese em segmentos de entren6 de P. edulis f. flavicarpa,
caracterizou-se pela intensa proliferagdo celular nas extremidades dos explantes aos 20
dias de cultivo in vitro e, embora esse calo nao apresentasse caracteristicas
organogénicas, pois as células eram grandes e friaveis, gemas formaram-se a partir
dessas regides (Biasi et al., 2000).

No presente trabalho, explantes foliares cultivados in vitro também formaram
protuberéncias (Figura 8A-B). Contudo, no decorrer da cultura, verificou-se que essas
protuberancias, formadas diretamente nos explantes, aumentavam em diametro e
formavam poucas gemas quando comparadas aos explantes hipocotiledonares, como
sera discutido no item 4.2. Apesar disso, essas protuberancias apresentaram
caracteristicas anatémicas similares aquelas produzidas nos explantes hipocotiledonares,
ou seja, células periféricas meristematicas, células centrais com caracteristicas
parenquimaticas, producdo de substancia péctica e elementos traqueais. Dessa forma,
algumas das analises anatbmicas e ultra-estruturais para identificacdo de substancia
péctica e diferenciacdo de elementos vasculares foram também realizadas em
protuberancias provenientes do explante foliar.

As observacdes ao microscopio de fluorescéncia das protuberancias formadas no
explante foliar confirmaram a natureza péctica da substancia que envolvia tais estruturas
(Figura 8C-D). A andlise ao microscépio eletronico de transmissao confirmou a presencga
dessa matriz extracelular nas células periféricas das protuberancias (Figura 9A-F). Em
Papaver somniferum L., a sintese de mucilagem foi observada durante a diferenciagdo do
meristemoide no estagio de divisdo de suas células periféricas e, a presenga dessa
substancia mucilaginosa na superficie dessas células periféricas e a maior espessura das
paredes periclinais externas servem como uma separagao mecanica entre esses centros
meristematicos (Ovecka e Bobak, 1999). A producao de substancias extracelulares no
processo organogénico in vitro ndao é comparavel com a rede fibrilar encontrada na
embriogénese somatica in vitro (Ovecka e Bobak, 1999). A rede fibrilar desempenha
funcdo na adesado e reconhecimento celular, promovendo a coordenagdo dos estagios
iniciais do desenvolvimento de embrides somaticos (Dubois et al., 1992).

Ovecka e Bobak (1999) estabeleceram uma correlagdo entre o acumulo de

mucilagem e o consumo do amido durante o processo organogénico in vitro de Papaver
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somniferum. Os autores verificaram que o acumulo de amido é um pré-requisito para a
formacgao de gemas e que, durante esse processo, as reservas metabolicas sao utilizadas
sem a producao proeminente de mucilagem. Os autores consideraram que o acumulo de
mucilagem estaria correlacionado a falha no desenvolvimento do meristeméide em gema
e a senescéncia de tais meristemdides. Contudo, no presente estudo, as protuberancias
exibindo mucilagem na superficie ndo apresentaram indicios de senescéncia celular e as
células centrais continuaram a exibir amido nos plastidios e proteina nos vacuolos (Figura
9G-H). De acordo com Ross et al. (1973), o acumulo de amido nos plastidios dos
meristemoides formados no calo de Nicotiana tabacum L. ‘Wisconsin 38" desapareceu
durante o desenvolvimento desses meristemoides. Entretanto, os autores constataram
que o amido estocado em d&reas que ndo formaram gemas permaneceu nesse tecido
durante o desenvolvimento dos meristemoides, considerando essa reserva uma fonte de
energia para tais células. Similarmente, o amido das células centrais das protuberancias
aqui analisadas poderia estar fornecendo a energia necessaria para a formacao de gemas
nas camadas periféricas das protuberancias. Ressalta-se que as propriedades hidrofilicas
das substancias pécticas e seu estado geleificante (Morris et al., 1982) sugerem que o
material extracelular nas protuberancias analisadas possa ter papel na hidratacao
(Machado e Sajo, 1996) das células periféricas e na manutencao da integridade estrutural
(Morris et al., 1982) das protuberancias.

Uma caracteristica marcante das protuberancias foi a presenca de elementos
traqueais entre as células centrais de ambos explantes, hipocotiledonares e foliares
(Figuras 4B-D, 4F). A maioria das andlises mostrou que as células centrais se
diferenciaram diretamente em elementos traqueais (Figura 10A). Porém, algumas vezes,
foi possivel verificar a formagao de elementos traqueais a partir de divisbes das células
centrais (Figura 10B). De acordo com Fukuda e Komamine (1980), a divisao celular ndo &
um pré-requisito para a formacao de elementos traqueais, sendo que na auséncia dessas
divisdes, a diferenciacdo desses elementos de condugdo recebe a denominacdo de
transdiferenciagéo (Sugiyama e Komamine, 1990), como observado no presente estudo.
A presenca de ANA e BA foram essenciais para a transdiferenciagdo de elementos
traqueais em cultura de células do mesofilo de Zinnia elegans (Fukuda e Komamine,
1980). Sugiyama e Komamine (1990) observaram que auxina e/ou citocinina adicionados
ao meio de cultura foram indispensaveis para a transdiferenciacdo de células
parenquimaticas em elementos traqueais. Altamura et al. (1995) constataram que a
diferenciacdo do xilema em explantes de Nicotiana tabacum L. foi induzida pela auxina
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AlA durante o crescimento do calo. De acordo com Gahan et al. (2003), tanto 2,4-D
quanto BA induzem a xilogénese. No presente trabalho, a utilizacdo de BA pode ter
contribuido para a diferenciacao de elementos traqueais nas protuberancias.

As andlises ao microscépio eletrbnico de transmissdo das células centrais das
protuberéancias (Figura 10C-F) permitiram observar que as células em processo de
diferenciagdo vascular apresentaram plastidios alongados (Figura 11A) quando
comparados as células ndo vasculares (Figuras 11B e 12A).

Outra caracteristica marcante dessas células em diferenciagdo vascular foi a
presenga de reticulo endoplasmatico liso e rugoso e de dictiossomos bastante ativos nas
proximidades da parede celular (Figura 11C-F). Esses sistemas de membranas podem
estar associados ao espessamento parietal, conforme sugerido por Esau (1977) e
Burgess e Linstead (1984). A técnica do ZIO possibilitou verificar que algumas
membranas dos dictiossomos, bem como as vesiculas associadas a estas células,
mostraram diferentes intensidades de impregnacao por Zn (Figura 11C-D). As variagdes
observadas quanto a impregnacdo podem ser resultantes da existéncia de uma
polaridade funcional das membranas (Hall et al., 1981). Essa polaridade € reconhecida e
destacada em trabalhos da area da Biologia Celular, inclusive relatando diferencas na
sintese dos polissacarideos nao celulésicos da parede celular (Buchanan et al., 2000).

Assim como observado nos dictiossomos, o reticulo endoplasmatico rugoso e o
reticulo endoplasmatico liso apresentaram intensa deposicdo de Zn apoés a utilizacao do
método ZIO (Figura 11E-F). Ainda no citoplasma, verificaram-se gotas de 6leo dispersas e
envolvidas por reticulo endoplasmatico liso (Figura 11G).

Também foi verificada a presenca de vacuolo autofagico nas células em processo
de diferenciacdo vascular (Figura 12A-B). A autofagia pode estar envolvida na
degradacdo do conteudo celular durante a autdlise dos elementos traqueais, visto que a
diferenciacdo desses elementos é uma categoria de morte celular programada em que o
vacuolo desempenha papel essencial (Fukuda, 2000). Segundo este autor, o colapso do
vacuolo libera enzimas hidroliticas que degradam, primeiramente, as organelas de
membrana unica (Golgi e reticulo endoplasmatico) que intumescem na extremidade e em
toda sua extensao e, posteriormente, desaparecem. Em seguida, ocorre a degeneragéo
das organelas com dupla membrana (cloroplastos e mitocdndrias), primeiramente na
matriz e depois nas suas membranas (Fukuda, 2000). As mesmas observagdes foram
documentadas no processo de formagao de elementos traqueais dos meristemdbides de
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Passiflora cincinnata Mast. (Appezzato-da-Gléria'). Entretanto, no presente estudo, essas
mudancas ultra-estruturais nao foram documentadas. Possivelmente, as células centrais
das protuberancias de P. edulis f. flavicarpa aqui analisadas ndo se encontravam no
mesmo estagio de diferenciagcdo vascular de P. cincinnata e, portanto, os eventos
morfologicos relacionados a morte celular programada néo foram identificados.

Nessa fase do processo de diferenciacdo vascular, o envoltério nuclear
apresentou-se integro, como evidenciado na Figura 12C. Nos meristemdides de P.
cincinnata (Appezzato-da-Gléria®) e em células do mesofilo de Zinnia elegans cultivadas
in vitro (Burgess e Linstead, 1984), foram observadas profundas invaginagdes no
envoltério nuclear durante o processo de formacao de elemento traqueal.

A formacgéo de elementos traqueais com paredes espessas e lignificadas a partir
das células centrais das protuberancias pode estar associada a retencao de agua e ao
suporte mecéanico, como verificaram Scatena e Nunes (1996) ao analisarem a formagéao
de espessamentos helicoidais de lignina nas paredes dos idioblastos do mesofilo de
Pleurothalis rupestris Lindl.

A formacado das protuberancias independe se a via organogénica é direta ou
indireta. O fator relevante documentado no presente trabalho foi a competéncia dos
explantes foliares e hipocotiledonares de P. edulis f. flavicarpa para a formagao de gemas
a partir dessas protuberancias.

Segundo Christianson e Warnick (1983, 1985), existem fases distintas para a via
organogénica in vitro: a) aquisicado de competéncia - habilidade para responder a inducao
organogénica; b) inducao — as células responsivas ao estimulo tornam-se determinadas
para formar um 6rgdo; nessa fase, a composicao de fitorregulador do meio de cultura é
critica; c) diferenciagdo morfologica e desenvolvimento — crescimento de gemas ou raizes
a partir do explante. No presente trabalho, podem estar ocorrendo falhas na fase de
determinagédo dos centros meristematicos (meristemdides) formados nos explantes, pois
alguns centros meristematicos, originados tanto direta quanto indiretamente, adquiriram
determinagao para formarem primérdios foliares e, esporadicamente, gemas. Porém, a
maioria dos meristemdides continuou seu desenvolvimento formando protuberancias.

O periodo prolongado de cultivo in vitro dos explantes nas condi¢des estudadas
pode ter levado a falha na determinagcdo das células dos centros meristematicos que
passaram a desenvolver protuberancias. A superexposicao das células as citocininas leva

2 APPEZZATO-DA-GLORIA, B. Comunicagéo pessoal, 2005.
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a morte celular, fato que pode explicar a falha no desenvolvimento de algumas células ou
explantes quando expostos por periodo prolongado ao fitorregulador (Gahan et al., 2003).
A falha na formacao dos meristemodides pode ser em decorréncia da desdiferenciacao
incompleta das células epidérmicas que originam os meristemoides, da competicao entre
células desdiferenciadas ou, ainda, da inibicdo da indugcao das gemas por meristemdides
formados em areas adjacentes (Lo et al., 1997).

Para Dhaliwal et al. (2003), os meristemoides determinados para produzir gemas
seguem seu caminho de desenvolvimento e aqueles ainda nao determinados sao inibidos
ou revertem a tecido parenquimatico. No presente estudo, a reversdo a tecido
parenquimatico nao foi completa, pois conforme comentado, apenas as células centrais
da protuberancia eram parenquimaticas, enquanto as células periféricas dividiram-se,
formando novos meristeméides os quais deram origem as gemas.

Importante evidenciar que as analises estruturais e ultra-estruturais realizadas com
P. edulis f. flavicarpa indicam a necessidade de definir o tempo necessario de indugéao dos
explantes, fato que pode ter contribuido para o desenvolvimento das protuberéncias.
Nesse contexto, experimentos envolvendo transferéncia reciproca de explantes entre
meio de inducdo de gemas e meio basal sdo conduzidos com objetivo de avaliar a
competéncia e a determinacao dos tecidos durante o processo organogénico in vitro. Para
Convolvulus arvensis L. & necessario que os explantes foliares permanecam em meio de
indugé@o por um periodo de 7 dias para tornarem-se competentes e determinados para a
produgao de gemas (Christianson e Warnick, 1983). Similarmente, para os explantes
foliares de Nicotiana tabacum ‘Xanthi’ nc. e N. tabacum ‘Wiscosin 38’ (Attfield e Evans,
1991; Dhaliwal et al., 2003), 6 dias em meio de indugéo seria suficiente para a formagéao
de gemas a partir desses explantes. De acordo com Lo et al. (1997), o tecido foliar de
Saintpaulia ionantha x confusa ‘Virginia’ adquiriram competéncia para regeneragao apos 3
dias de isolamento do explante.

Tendo em vista a formacao expressiva de gemas a partir das protuberancias
(Figuras 3C e 5E-F) e a diferenga estrutural dessas protuberancias em relacao aos
meristemoides ja descritos na literatura, o estudo ultra-estrutural foi realizado em
protuberéncias formadas diretamente no explante (Figura 3A) ou naquelas originadas do
calo (Figura 6A).

Os estudos ao microscépio eletrbnico de transmissdo confirmaram diferencas
entre as células periféricas e as centrais encontradas nas protuberancias. Tanto na via

organogénica direta como na indireta, as células centrais (Figura 9G-H) das
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protuberancias apresentaram baixa densidade citoplasmatica quando comparadas as
células periféricas (Figura 13A-B). As células centrais caracterizaram-se pela presenca de
grande quantidade de plastidios contendo graos de amido localizados préximos a parede
celular e acumulo de proteina no vacuolo (Figura 9G-H). Ovecka et al. (2000) observaram
que as células centrais dos meristemdides, formados a partir de células do calo de
Papaver somniferum, apresentaram reservas na forma de amido e lipidios, indicando
haver alta atividade metabdlica nessas células. O acumulo de amido precedeu a formagao
do meristemoide e, consequentemente, houve diminuicdo dessa reserva nas células dos
meristemoides (Ovecka e Bobak, 1999). Em P. edulis f. flavicarpa, apesar das células
centrais das protuberdncias nado estarem envolvidas diretamente no processo de
formacdo de gemas, estas podem acumular reservas na forma de amido e proteina e,
posteriormente, mobilizarem tais macromoléculas para auxiliar no desenvolvimento de
gemas.

As células periféricas recém-divididas das protuberancias formadas diretamente a
partir dos explantes foliares e hipocotiledonares apresentaram parede celular delgada
(Figura 13B-C) e plasmodesmo promovendo a interagdo entre as células-filha via
simplasto (Figura 13C). Caracteristicas similares foram constatadas nas células dos
meristemoides formados diretamente no né cotiledonar de Glycine max cultivado in vitro
(Appezzato-da-Gléria e Machado, 2004).

Nas proximidades da parede celular das células periféricas recém-divididas, a
presenca de reticulo endoplasmatico rugoso foi bastante evidente (Figura 13C-D). Esse
sistema de membranas também apresentou arranjo paralelo e encontrou-se distribuido no
citoplasma (Figura 14A-B). A associagdo do reticulo endoplasmatico rugoso com
dictiossomos (Figuras 13D e 14A-B), como verificada nas células periféricas das
protuberéncias analisadas, tem sido relacionada com a aquisicdo de potencial
regenerativo (Fournier et al., 1991).

A presencga de dictiossomos com alta atividade secretora (Figura 15A-E) pode
estar associada com processos de sintese de componentes da parede celular e da matriz
de natureza péctica que envolve as células periféricas das protuberancias (Meyberg,
1988). Em Glycine max e Bauhinia forficata, a alta atividade dos dictiossomos e o
aumento no numero dessas organelas nas células dos meristeméides também foram
relacionados com a sintese acelerada de componentes da parede celular (Vieira e
Appezzato-da-Gléria, 2001). Segundo as autoras, independente da via de regeneracao in
vitro, a expressdo da capacidade de sintese dos tecidos estd associada a uma
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reorganizacao do padrdao de crescimento durante a inducao da morfogénese in vitro.
Fournier et al. (1991) relataram que ha um padrao ultra-estrutural das células envolvidas
com os eventos do processo regenerativo, ou seja, certas caracteristicas sao indicativas
de alta atividade metabdlica no citoplasma. De acordo com os autores, o citoplasma é rico
em organelas, principalmente mitocondrias com matriz elétron-densa, nucleo central com
cromatina bem dispersa, presenca de plastidios com graos de amido, dictiossomos ativos,
muitos ribossomos e vacuolos pequenos. Appezzato-da-Gléria e Machado (2004)
observaram caracteristicas similares nas células envolvidas no processo organogénico de
Glycine max.

As células periféricas da protuberancia na via indireta de regeneragéo (Figura 16A-
D) foram similares as encontradas na via direta (Figura 13A-B) quanto a presenca de
proteina no vacuolo e de organelas. A diferenga marcante entre as células nas duas vias
de regeneragao foi encontrada no nucleo. Enquanto na organogénese direta o ndcleo
apresentou formato circular integro (Figura 17A), na via indireta de regeneragao ocorreu a
formacao progressiva de invaginagdes (Figuras 17B-D, 18A-D e 19A-D) levando o nucleo
a apresentar formato irregular (Figuras 18A-D e 20A) e, finalmente, a fragmentar-se
(Figura 20D). A presenga de constricdes no envoltério nuclear e a modificagdo de seu
formato esférico para irregular em protoplastos de Solanum lycopersicoides Dun. tiveram
como consequéncia a divisdao amitética (Tylicki et al., 2002). Similarmente, Wang et al.
(1998), investigando mudancas na ultra-estrutura do ndcleo durante o desenvolvimento de
calo de Allium sativum Red Six Cloves’, verificaram a formacao de invaginacoes,
denominadas por estes autores como profundas fissuras, ao longo do envoltério nuclear
e, posteriormente, constricdo desse envoltorio.

Convém evidenciar que a irregularidade no formato e o desenvolvimento de
profundas invaginagées no nucleo das células do calo derivado de protoplastos de
Glycine max aumentaram a superficie de trocas entre nucleo e citoplasma (Fournier et al.,
1991). Igualmente, o envoltério nuclear das células habituadas formadas nos calos de
Beta vulgaris var. altissima apresentou formato irregular, indicando aumento na superficie
de trocas entre nucleo e citoplasma (Crévecoeur et al., 1992).

Fournier et al. (1991) observaram a presenga de mitocéndrias nas proximidades do
nucleo e, algumas vezes, dentro das invaginagcées nucleares. De fato, nas areas das
invaginagdes em P. edulis f. flavicarpa, foi possivel constatar a presenca de mitocondrias
(Figuras 19A-D) e complexos de poros nucleares em vista tangencial (Figura 20B-C) de

tal forma que o numero de poros foi superior aquele verificado na via direta de
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regeneracado, aumentando a producao e transporte de proteinas (Garrido et al.,1995).
Esses poros sado estruturas dindmicas que mudam dependendo da necessidade do
transporte nudcleo-citoplasma (Garrido et al., 1995). Nas células dos meristemoides
formados no calo de Bauhinia forficata foram verificados numerosos poros nucleares, 0s
quais nao foram encontrados nas células dos meristemoides produzidos diretamente no
tecido do explante de Glycine max, sugerindo que a reprogramagao celular durante o
processo organogénico indireto exige uma atividade transcricional maior que aquela
requerida pelo processo direto (Appezzato-da-Gléria e Machado, 2004).

Importante salientar que, eventualmente, a observacdo de nucleos fragmentados
possa ser decorrente do efeito do plano de corte; entretanto, a documentagédo das
invaginagdes e dos complexos de poros nucleares em se¢do tangencial (Figura 20C)
confirmou a ocorréncia da fragmentagéo do nucleo no presente estudo. Segundo Bregoli
et al. (1997), a amitose consiste num processo de fragmentacdo do nudcleo e,
aparentemente, ocorre na transicdo de um estado diferenciado para um estado de
crescimento desorganizado. Nas células em processo de desdiferenciacao de Nicotiana
glauca a fragmentacao nuclear ocorreu em duas ou trés partes (Nuti Ronchi et al., 1973).
O aparecimento de fragmentos de cromatina interfasica no citoplasma das células recém-
divididas dos meristeméides formados indiretamente em Bauhinia forficata indicou a
ocorréncia de fragmentacao nuclear multipla (Appezzato-da-Gléria e Machado, 2004).

De acordo com Bayliss (1980), a fragmentacéo do nucleo pode contribuir para a
variagdo cromossOmica da cultura resultante. Appezzato-da-Gléria e Machado (2004)
sugeriram que se a variacao cromossémica gerada por processos amitéticos puder gerar
variabilidade de natureza genética, a via organogénica direta seria mais indicada para
obtencado de plantas transgénicas. Entretanto, Nuti Ronchi et al. (1973) ressaltaram que,
sob condi¢bes apropriadas de cultura, o estado dipléide e uninucleado das células que
passaram por processo de fragmentagdo nuclear pode ser restaurado. Também Tylicki et
al. (2002) observaram que, em condi¢des apropriadas de cultura, houve um processo de
selecdo em que protoplastos anucleados e polinucleados (resultantes de processos
amitoéticos) foram eliminados, permitindo a estabilizacdo da cultura e, conseqientemente,
a regeneragao de plantas geneticamente estaveis.

Importante ressaltar que a origem das gemas esta sempre associada a areas
meristematicas observadas na periferia das protuberéncias, independente da via de
regeneragdo ser direta ou indireta. Essas regides meristematicas sdo constituidas de

células competentes para a transformacdo genética, ou seja, que apresentam
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caracteristicas tais como células pequenas, isodiamétricas com paredes delgadas,
citoplasma denso e nucleo proeminente (Sangwan et al., 1992), pois 0 que se pretende

nesta técnica € que o DNA exdgeno sofra transfeccao para as células em divisao.

4.2 Influéncia do explante e da agua de coco na organogénese in vitro de P. edulis
Sims f. flavicarpa Deg. populacao FB - 100

As analises morfo-anatébmicas da organogénese in vitro de P. edulis f. flavicarpa
indicaram que os explantes foliares e hipocotiledonares inoculados em meio MS
suplementado com 1,0 mg L de BA e 5% de 4gua de coco formaram protuberancias e
gemas (Figuras 3A-C e 5A-F).

Como descrito no item 4.1, as gemas originaram-se a partir das camadas
periféricas das protuberancias formadas nos explantes hipocotiledonares (Figuras 3C e
4F). Similarmente ao que ocorre com os segmentos de hipocétilo, os explantes foliares
também formaram estruturas foliares e gemas a partir das protuberancias (Figura 21A-D).
Geralmente, gemas e protuberancias foram observadas na superficie abaxial do explante
foliar, principalmente na regiao da nervura central (Figuras 8A-B, 21A e 22A). Importante
considerar que a formacao de protuberancias e gemas na superficie de seccionamento
dos explantes hipocotiledonares e na nervura central dos discos foliares pode ser
influenciada pelo contato direto com BA, bem como pela posicdo dos explantes no meio
de cultura. Em Nicotiana tabacum ‘Xanthi’ nc., a formacdo de gemas e raizes nas
proximidades das nervuras dos explantes foliares e também na superficie de corte desses
explantes pode ocorrer devido ao contato com o meio de cultivo (Attfield e Evans, 1991).
Nos segmentos de hipocétilo de Bixa orellana L. ‘Bico de Pato’, cultivados em meio
suplementado com citocinina, a organogénese direta ocorreu na regido distal desses
explantes, enquanto a calogénese foi observada na regido basal; tal resposta foi
decorrente de um gradiente de auxina enddgena, resultando numa alteracao do balango
entre auxina e citocinina ao longo da extensao explante (Paiva Neto et al., 2003). Para os
segmentos de epicétilo de Citrus sinensis (L.) Osbeck x Poncirus trifoliata L. Raf., a
resposta morfogénica foi determinada pela polaridade e posi¢cao do explante: a formacao
de gemas por via direta é observada na regido apical de explantes colocados

verticalmente com a regido basal inserida no meio de cultura e a formagao de calo é
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favorecida em ambas extremidades dos explantes orientados horizontalmente no meio de
cultura (Garcia-Luis et al., 1999).

Cabe salientar que a producao de calo em explantes foliares de Passiflora ja foi
relatada por Kantharajah e Dodd (1990), Otahola (2000), Monteiro et al. (2000), Lombardi
et al. (2003). Nos discos foliares de P. edulis f. flavicarpa ‘Golden Star’ foi verificada a
presenga de calo, porém nao ocorreu a formag¢ao de gemas a partir desse calo (Otahola,
2000). Em P. suberosa, apesar da producao de calo em 100% dos explantes foliares, a
formag@o de gemas a partir dessa regiao proliferada foi considerada baixa (Monteiro et
al., 2000). De acordo com Lombardi et al. (2003), os meristemébides formados no calo dos
discos foliares de P. cincinnata produziram gemas. Segundo Kantharajah e Dodd (1990),
a presenca de calo nos explantes foliares de P. edulis ‘Norfolk Island’ pode aumentar o
risco de variagdo somaclonal, destacando que esses explantes apresentaram pouco
potencial para regeneragédo. No presente estudo, somente os explantes hipocotiledonares
formaram calo.

As andlises estatisticas mostraram que até o 15° dia de cultivo in vitro, os
explantes foliares e hipocotiledonares nao apresentaram diferenca quanto a resposta
morfogénica (formagédo de calo, folhas, protuberancias ou gemas). Dados da Tabela 1
indicam que o modelo utilizado ajusta-se adequadamente, ndo demonstrando qualquer

evidéncia de que os tipos de explantes sejam diferentes (P = 5%).

Tabela 1. Analise de Deviance dos dados relativos a resposta morfogénica dos explantes foliares e
hipocotiledonares aos 15 dias de cultivo em meio MS suplementado com 1,0 mg L' de
BA e 5% de agua de coco.

Causa de Variacao g.l Deviance Valor p (%)
Explante 1 1,080 29,86
Residuo 9 13,360 14,70
Total 10 14,440

Aos 30 dias de cultivo in vitro, as andlises restringiram-se a contagem do numero
de protuberancias e gemas em ambos explantes, tendo em vista que essas formagoes
sao interessantes para os estudos de multiplicagao in vitro e de transformacgéo de plantas.

A avaliagdo no 30° dia de cultura indicou que os tipos de explantes foram
diferentes a 1% de probabilidade (Tabelas 2 e 3). O explante foliar formou maior nimero
de protuberancias (223) que o explante hipocotiledonar (85) (Tabela 2), enquanto o
nuamero de gemas verificadas nos discos foliares (23) foi menor quando comparado ao
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hipocotilo (150) (Tabela 3). Os numeros totais, apresentados entre parénteses,

encontram-se no Apéndice II.

Tabela 2. Analise de Deviance dos dados relativos a contagem de protuberancias formadas nos
explantes foliares e hipocotiledonares aos 30 dias de cultivo em meio MS
suplementado com 1,0 mg L" de BA e 5% de agua de coco.

Causa de Variacao g.l Deviance F Valor p (%)
Explantes 1 92,51 <0,01
Residuo 84 96,58 67,56 <0,01

Tabela 3. Andlise de Deviance dos dados relativos a contagem de gemas formadas nos explantes
foliares e hipocotiledonares aos 30 dias de cultivo em meio MS suplementado com 1,0
mg L™ de BA e 5% de agua de coco.

Causa de Variacao g.l Deviance F Valor p (%)
Explantes 1 82,02 <0,01
Residuo 84 90,07 43,96 <0,01

Contrariamente as observagbes do presente trabalho, Dornelas e Vieira (1994)
obtiveram, respectivamente, 46,0 e 18,2 gemas formadas nos explantes foliares e
hipocotiledonares de P. edulis f. flavicarpa inoculados em meio MS suplementado com 2,0
mg L de BA e 10% de &gua de coco. Tais diferencas poderiam ser explicadas pelo
gendtipo utilizado o qual ndo foi descrito pelos autores. De fato, Appezzato-da Gloria et al.
(2003) observaram que P. edulis f. flavicarpa genétipo Cajuba, nas mesmas condigdes de
cultivo in vitro aqui estudadas, formou predominantemente estruturas foliares a partir de
explantes cotiledonares e foliares. Neste estudo, a maior freqiiéncia de gemas verificadas
no hipocétilo deveu-se ao fato de que uma protuberancia pode originar mais de uma
gema, como revelaram as analises morfolégicas e anatdmicas da referida estrutura
globular (Figura 3C). Apesar das protuberancias formadas nos discos foliares também
apresentarem mais de uma estrutura na sua superficie, essas formacdes geralmente
eram folhas (Figura 21D). Além disso, o desenvolvimento da maioria das protuberancias
dos explantes foliares diferiram daquelas observadas no hipocétilo: enquanto no explante
hipocotiledonar as protuberancias apresentavam-se individualizadas e com a camada
epidérmica e as subepidérmicas definidas (Figuras 3A-B e 4A-D), nos explantes foliares, a
maioria das protuberancias apresentava desenvolvimento continuo em tamanho sem
ocorrer a formagdo de gemas (Figura 22A-D). Possivelmente, a perda de definicdo das
camada epidérmica e das subepidérmicas das protuberancias dos explantes foliares
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(Figuras 22B-C e 23A-B) interferiu no processo de regeneracao de gemas, uma vez que
0s novos meristemoides eram formados a partir das células periféricas.

Como aqui demonstrado, a fonte de explante de um mesmo genoétipo pode
apresentar respostas diferentes quanto ao processo organogénico in vitro. Kantharajah e
Dodd (1990) obtiveram gemas a partir de segmentos nodais de P. edulis em MS contendo
2,0 mg L' de BA e 20% de 4gua de coco sem a produgao de calo. Os autores ressaltaram
gue os explantes foliares parecem ter pouco potencial para sistemas de micropropagagao
devido a produgdo de calo. Segundo Hall et al. (2000), os explantes cotiledonares de P.
edulis x P. edulis f. flavicarpa sao adequados para a regeneracao desse hibrido. Esses
autores ocasionalmente observaram o desenvolvimento de gemas nos explantes foliares
quando cultivados em MS suplementado com BA e 10% de agua de coco, considerando
esse explante inadequado como sistema eficiente de regeneragéo. Importante ressaltar
gue a idade e a condigéo fisiologica das plantas doadoras afetam a morfogénese in vitro
em explantes foliares de P. edulis f. flavicarpa (Becerra et al., 2004).

Outro carater morfolégico diferencial entre os explantes aqui avaliados foi o fato
das gemas originadas nos discos foliares apresentarem caracteristicas de hiperidricidade
(Figura 21A), ou seja, coloracdo verde escura e aspecto quebradico e brilhante, como
descrito para explantes de Prunus armeniaca (Pérez-Tornero et al., 2001). Manders et al.
(1994) também verificaram que explantes foliares de P. edulis f. flavicarpa tornaram-se
brilhantes e vitrificados aos 21 dias de cultura. Fatores como concentracdo e tipo de
agente geleificante, altos niveis de reguladores vegetais, baixa intensidade luminosa,
gendtipo (Pérez-Tornero et al., 2001) e alta umidade (Joyce et al., 2003) podem ocasionar
tais sintomas. Whitehouse et al. (2002) avaliaram o crescimento e a rapida multiplicagéo
de gemas de varios hibridos de Eucalyptus em meio liquido contendo 0,01 mg L' de BA e
varias concentragdes de um agente anti-hiperidricidade. Os autores constataram que,
apesar do aumento na proliferagdo de gemas como conseqiéncia da maior superficie de
contato para transporte de nutrientes, esse crescimento foi acompanhado por
hiperidricidade. Neste estudo, o aumento no tamanho dos discos foliares com o decorrer
da cultura e, conseqlentemente, da superficie de contato com o meio de cultivo,
possivelmente, tornou o ambiente interno das placas de Petri mais Umido, conduzindo a
hiperidricidade das estruturas regeneradas.

De maneira geral, os dados estatisticos aqui apresentados, juntamente com as
observagdes estruturais, confirmaram a superioridade do explante hipocotiledonar em
relacdo ao foliar. Ambas andlises puderam explicar as diferencas de respostas nos
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estudos de transformacao genética da populacdo FB — 100 a qual esta sendo usada no
Laboratério de Biologia Celular e Molecular de Plantas do Departamento de Genética da
ESALQ/USP em ensaios de transformacao. Dados desses estudos indicaram a obtencao
de cerca de 1,33% (8/5992) de plantas transgénicas a partir de explantes foliares
submetidos ao processo de bombardeamento por microparticulas (biobalistica) (Castro,
2005). Por outro lado, os explantes hipocotiledonares transformados via Agrobacterium
tumefaciens apresentaram 11% de eficiéncia de transformag&o, enquanto os discos
foliares submetidos a esse mesmo processo produziram 6% de plantas transgénicas
(Monteiro, 2005). Essas diferengas se devem ao método usado e também ao explante
que recebeu o DNA exégeno. De acordo com Manders et al. (1994), a fonte de tecido de
P. edulis f. flavicarpa usada para co-cultivo com Agrobacterium tumefaciens influencia o
processo de transformagado. Os autores relataram que os explantes foliares produziram
brotos transgénicos e os explantes caulinares desenvolveram calos transformados. Biasi
et al. (2000) mostraram a formagéo de calo e o desenvolvimento de gemas em explantes
entrenodais de P. edulis f. flavicarpa, ressaltando que a superficialidade da regeneracéao é
favoravel a infecgao via Agrobacterium. De fato, as analises anatdmicas revelaram que as
células competentes para regeneracao tém origem nas células periféricas das
protuberancias.

Os resultados aqui obtidos indicaram que, a despeito da diferenca do método de
transformacéao utilizado, o potencial de regeneracdo dos explantes certamente interferiu
na porcentagem de plantas transgénicas obtidas, ratificando a necessidade dos estudos
histolégicos e ultra-estruturais em auxilio aos grupos que estudam a transformacao
genética de plantas.

Assim como o tipo de explante pode exercer influéncia sobre a resposta
morfogénica in vitro, a composigdo do meio de cultura também pode ocasionar mudangas
durante esse processo, bem como nos sistemas de micropropagacgao.

Para algumas espécies vegetais, a adicdo de misturas complexas ao meio de
cultura parece auxiliar no processo de regeneragao in vitro. O uso de extratos de batata,
milho e mamao aumentou significativamente a regeneragao in vitro de plantulas a partir
de protocormos da orquidea Doritaenopsis, sendo que esses extratos contém
carboidratos, proteinas, gorduras, varias vitaminas, compostos fendélicos e niveis menores
de amino&cidos e acidos organicos e que qualquer uma dessas substancias, ou alguma
outra ainda desconhecida, favorece a regeneracao de plantulas (Rahman et al., 2004).

Similarmente, a agua de coco também pode conter substéncias de crescimento
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essenciais para a regeneracao in vitro (Hall et al., 2000). A adicdo de 15% de agua de
coco ao meio MS aumentou significativamente o crescimento do calo, a capacidade
regenerativa e o crescimento de gemas em discos foliares de Spinacia oleracea L. ‘Baker’
e ‘High Pack’ (Al-Khayri et al., 1992). Calos formados a partir de explantes foliares e
caulinares de Solanum trilobatum L. aumentaram quando o meio MS foi suplementado
com 10% de agua de coco (Alagumanian et al., 2004). Para a micropropagagcao de
Amomum krervanh Pierre ex Gagnep, a suplementa¢do do meio MS com 5% de agua de
coco foi considerado o melhor tratamento para que os explantes (gemas axilares de
rizomas) apresentassem aumento no crescimento e desenvolvimento das gemas (Tefera
e Wannakrairoj, 2004).

Protocolos para organogénese in vitro de espécies de Passiflora podem ou néo ser
suplementados com agua de coco. Kantharajah e Dood (1990), Dornelas e Vieira (1994) e
Hall et al. (2000) relataram que suplementar o meio MS com agua de coco auxilia na
obtencdo de gemas in vitro de espécies de Passiflora. Porém, para outros autores
(Manders et al., 1994; Appezzato-da-Gloria et al., 1999; Biasi et al., 2000; Monteiro et al.,
2000) esse mesmo meio suplementado somente com fitorreguladores sem adicao de
agua de coco foi suficiente para induzir a resposta in vitro. Considerando o fato do uso
dessa solucdo organica algumas vezes gerar controvérsias entre os autores pela
presenca de inumeros componentes que podem exercer influéncia sobre a resposta
morfogénica in vitro, as andlises a seguir apresentadas procuraram verificar a influéncia
da agua de coco adicionada ao meio MS suplementado com 1,0 mg L' de BA no
processo de regeneracao do gendétipo estudado.

Cabe salientar que a eficiéncia da agua de coco no processo organogénico in vitro
de P. edulis f. flavicarpa foi avaliada pelo numero de gemas e protuberancias produzidas
nas condicoes de cultura descritas no item 3.1.3.

As andlises estatisticas indicaram que nos dois periodos de cultura analisados (15°
e 30° dias) ndo houve diferenca, a 5% de probabilidade, entre os tratamentos quando
realizada a contagem do numero de protuberdncias formadas nos explantes

hipocotiledonares (Tabelas 4 e 5, respectivamente).
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Tabela 4. Andlise de Deviance dos dados relativos a contagem de protuberancias formadas no
explante hipocotiledonar aos 15 dias de cultivo in vitro.

Causa de Variagéo g.l Deviance F Valor p (%)
Meio de cultura 1 0,47 49,4
Residuo 78 92,41 0,40 52,8

Tabela 5. Andlise de Deviance dos dados relativos a contagem de protuberéncias formadas no
explante hipocotiledonar aos 30 dias de cultivo in vitro.

Causa de Variacédo g.l. Deviance F Valor p (%)
Meio de cultura 1 0,16 68,6
Residuo 78 83,07 0,13 71,8

Entretanto, para o nimero de gemas observadas nos explantes hipocotiledonares
os dados estatisticos mostraram que houve diferenca a 5% de probabilidade (Tabelas 6 e

7, respectivamente) quando o meio MS foi suplementado com agua de coco.

Tabela 6. Anélise de Deviance dos dados relativos a contagem de gemas formadas no explante
hipocotiledonar aos 15 dias de cultivo in vitro.

Causa de Variacéo g.l. Deviance F Valor p (%)
Meio de cultura 1 512 2,4
Residuo 78 77,62 3,15 8,0

Tabela 7. Andlise de Deviance dos dados relativos a contagem de gemas formadas no explante
hipocotiledonar aos 30 dias de cultivo in vitro.

Causa de Variacado g.l Deviance Valor p (%)
Meio de cultura 1 5,18 2,30
Residuo 78 83,18 32,3
Total 79 88,36

Kantharajah e Dodd (1990) verificaram aumento no numero de gemas formadas
nos explantes nodais de Passiflora edulis ‘Norfolk Island’ inoculados em meio
suplementado com 20% de 4gua de coco. Similarmente, a adicdo de agua de coco ao
meio MS influenciou satisfatoriamente a producdo de gemas para Passiflora edulis f.
flavicarpa (Dornelas e Vieira, 1994). De acordo com Hall et al. (2000), o uso de agua de
coco promoveu rapido desenvolvimento de gemas, bem como aumento do peso dessas
estruturas. Os autores ressaltaram que essa suplementacdo do meio MS melhorou a
eficiéncia da organogénese in vitro dos explantes cotiledonares do hibrido P. edulis x P.
edulis f. flavicarpa. De fato, no presente estudo, os resultados indicaram que o0s
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segmentos de hipocotilo de P. edulis f. flavicarpa inoculados em meio MS contendo 5% de
agua de coco apresentaram maior numero de gemas e protuberancias. Contudo,
independentemente da adicdo de agua de coco, a organogénese in vitro, sob o ponto de
vista estrutural, foi similar, ou seja, houve formacao de protuberancias e gemas em ambas
condigdes de cultivo in vitro (Figuras 3A-C e 24A-D). Portanto, a adicao da 4gua de coco
ao meio torna-se uma vantagem para protocolos que visam a transformagéo genética de
plantas no gendtipo aqui estudado, uma vez que o numero de gemas formado é
significativamente superior e morfologicamente similar em ambos tratamentos, como

demonstrado.
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5 CONCLUSOES

1 A morfogénese in vitro a partir de explantes hipocotiledonares de Passiflora edulis f.
flavicarpa ocorre por organogénese direta e indireta, sendo esses processos evidenciados
por andlises histologicas. A via direta de regeneragdo caracteriza-se pela formagéao de
protuberancias diretas originadas a partir de meristemdides formados na camada
epidérmica e nas subepidérmicas do tecido do explante. Na via organogénica indireta, as
protuberancias originam-se a partir de meristemdides formados no calo caracterizando as
protuberéncias indiretas. Tanto as protuberancias diretas quanto as indiretas apresentam

camadas superficiais meristematicas que, posteriormente, originam gemas.

2 Nos explantes foliares, somente a via organogénica direta ocorre, sendo que a falta de
definicdo da camada epidérmica e das subepidérmicas das protuberancias formadas
nesse tecido pode interferir na regeneracao de gemas.

3 Nas células periféricas das protuberancias formadas no calo dos explantes

hipocotiledonares ha ocorréncia de fragmentacao nuclear.
4 O material extracelular (substancia péctica) envolvendo as protuberancias pode estar
associada a uma maior hidratacdo dessas estruturas e a manutencdo da integridade

estrutural dessas formacgdes.

5 A adigéo de agua de coco ao meio de cultura ndo interfere na regeneracao in vitro sob o
ponto de vista estrutural e ultra-estrutural, sendo vantajosa para a micropropagagao.

37



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALAGUMANIAN, S., et al. Plant regeneration from leaf and stem explants of Solanum
trilobatum L. Current Science, Bangalore, v.86, n.11, p.1478-1480, Jun. 2004.

AL-KHAYRI, J.M., et al. Spinach tissue culture improved with coconut water.
HortScience, Alexandria, v.27, n.4, p.357-358, Apr.1992.

ALTAMURA, M.M., et al. Root histogenesis from tobacco thin cell layers. Protoplasma,
Leipzig, v.161, n.1, p.31-42, 1991.

ALTAMURA, M.M., et al. Morphogenesis in cultured thin layers and pith explants of
tobacco. I. Effect of putrescine on cell size, xylogenesis and meristemoid organization.
Journal of Plant Physiology, Stuttgart, v.147, n.1, p.101-106, Oct. 1995.

APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; MACHADO, S.R. Ultrastructural analysis of in vitro direct
and indirect organogenesis. Revista Brasileira de Botanica, Sao Paulo, v.27, n.3, p.429-
437, jul/set. 2004.

APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; FERNANDO, J.A.; VIEIRA, M.L.C. Consideracées sobre a
organogénese in vitro em Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg. In: IX CONGRESSO
BRASILEIRO DE FISIOLOGIA VEGETAL, 2003, Atibaia. Resumos. Campinas: Vieira
Grafica e Editora Ltda, v.15, p.176.

APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; VIEIRA, M.L.C.; DORNELAS, M.C. Anatomical studies of
in vitro organogenesis induced in leaf-derived explants of passionfruit. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, Brasilia, v.34, n.11, p.2007-2013, nov. 1999.

ATTFIELD, E.M.; EVANS, P.K. Developmental pattern of root and shoot organogenesis in
cultured leaf explants of Nicotiana tabacum cv. Xanthi nc. Journal of Experimental
Botany, Oxford, v.42, n.234, p.51-57, Jan. 1991.

BAYLISS, M.\W. Chromossomal variation in plant tissues in culture. International Review
of Cytology, New York, p.113-144, 1980. Supplement 11A.

38



BECERRA, D.C.; FORERO, A.P.; GONGORA, G.A. Age and physiological condition of
donor plants affect in vitro morphogenesis in leaf explants of Passiflora edulis f. flavicarpa.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.79, n.1, p.87-90, Oct. 2004.

BIASI, L.A., et al. Organogenesis from internodal segments of yellow passion fruit.
Scientia Agricola, Piracicaba, v.57, n.4, p.661-665, out/dez. 2000.

BOBAK, M., et al. Direct plant from leaf explants of Drosera rotundifolia cultured in vitro.
Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.43, n.1, p.43-49, Oct. 1995.

BREGOLI, A.M., et al. Nuclear DNA distribution and amitotic processes in activated
Helianthus tuberosus tuber parenchyma. Plant Biosystems, Firenze, v.131, p.3-12,
1997.

BROWN, D.C.W.; THORPE, T.A. Plant regeneration by organogenesis. In: VASIL, I.LK.;
CONSTABEL, F.;SCHELL, J.; BOGORAD, L. Cell culture and somatic cell genetics of
plants: plant regeneration and genetic variability, Orlando: Academic Press. 1986. v.3,
p.49-61. ISBN: 0127150013.

BUCHANAN, B.B.; GRUISSEM, W.; JONES, R.L. Biochemistry and molecular biology
of plants. Rockville: American Society of Plant Physiologists, 2000. 1367p. ISBN 0-
943088-39-9.

BURGESS, J.; LINSTEAD, P. In-vitro tracheary element formation: structural studies and
effect of tri-iodobenzoic acid. Planta, Berlin, v.160, n.6, p.481-489, May 1984.

CALDAS, L.S.; HARIDASAN, P.; FERRREIRA, M.E. Meios nutritivos. In: TORRES, A.C.;
CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. Cultura de tecidos e transformacao genética de plantas. 1.
ed. Brasilia: Embrapa-SP/Embrapa-CNPH, 1999. v.1, 1999. p.87-132. ISBN 85-7383-048-
4.

CASTRO, A.P. Resisténcia a bacteriose causada por Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae em maracuja amarelo via expressao da proteina heteréloga atacina A.
2005. 151f. Tese (Doutorado em Agronomia) - Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Piracicaba, 2005.

CHRISTIANSON, M.L.; WARNICK, D.A. Competence and determination in the process of
in vitro shoot organogenesis. Developmental Biology, New York, v.95, n.2, p.288-293,
1983.

39



CHRISTIANSON, M.L.; WARNICK, D.A. Temporal requirement for phytohormone balance
in the control of organogenesis in vitro. Developmental Biology, New York, v.112, n.2,
p.494-497, 1985.

CIONINI, P.G.; BENNICI, A.; DPAMATO, F. Nuclear cytology of callus induction and
development in vitro: | Callus from Vicia faba cotyledons. Protoplasma, Leipzig, v.96,
n.1-2, p.101-112, 1978.

CREVECOUER, M., et al. Ultrastructural characteristics of cells from normal and
habituated sugar beet calli. Plant Physiology and Biochemistry, Paris, v.30, n.1, p.87-
95, 1992.

DE LA TORRE, C.; GIMENEZ-MARTIN, G. The nucleolus in the induced amitosis.
Journal of Experimental Botany, Oxford, v.26, n.94, p.713-721, Oct. 1975.

DHALIWAL, H.S., et al. Competence, determination, and meristemoid plasticity in tobacco
organogenesis in vitro. Canadian Journal of Botany, Ottawa, v.81, n.6, p.611-621, Jun.
2003.

DORNELAS, M.C.; VIEIRA, M.L.C. Tissue culture studies on species of Passiflora. Plant
Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.36, n.2, p.211-217, Feb. 1994.

DORNELAS, M.C.; VIEIRA, M.L.C.; APPEZZATO-DA-GLORIA, B. Histological analysis of
organogenesis and somatic embryogenesis induced in immature tissues of Stylosanthes
scabra. Annals of Botany, Oxford, v.70, n.5, p.477-482, Nov. 1992.

DUBOIS, T., et al. SEM characterization of an extracellular matrix around somatic
proembryos in roots of Cichorium. Annals of Botany, Oxford, v.70, n.2, p.119-124, Aug.
1992.

ESAU, K. Anatomy of seed plants. New York: John Wiley & Sons, 1977. 550p. ISBN:
0-471-24520-8.

FALCO, M.C., et al. Histological characterization of in vitro regeneration of Saccharum sp.
Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Londrina, v.8, n.2, p.93-97, ago.1996.

FARIA, J.L.C.; SEGURA, J. Micropropagation of yellow passionfruit by axillary bud
proliferation. HortScience, Alexandria, v.32, n.7, p.1276-1277, Dec. 1997.

40



FASSEAS, C.; BOWES, B.G. Ultrastructural observations on proliferating storage cells of
mature cotyledons of Phaseolus vulgaris L. cultured in vitro. Annals of Botany, Oxford,
v.46, n.2, p.143-152, Aug. 1980.

FISHER, D.B. Protein staining of ribboned epon sections for light microscopy.
Histochemie, Berlin, v.16, n.1, p.92-96, 1968.

FNP CONSULTORIA & COMERCIO. Agrianual 2004: anuario de agricultura brasileira.
Sé&o Paulo, 2004. p.361.

FOURNIER, D.; BONNELLE, C.; TOURTE, Y. Ultrastructural features of soybean somatic
cells at the beginning of an organogenic process: toward a new concept. Biology of the
Cell, Ivry sur Seine, v.73, n.1, p.99-105, Jan. 1991.

FUKUDA, H. Programmed cell death of tracheary elements as a paradigm in plants.
Plant Molecular Biology, Dordrecht, v.44, n.3, p.245-253, Oct. 2000.

FUKUDA, H.; KOMAMINE, A. Direct evidence for cytodifferentiation to tracheary elements
without intervening mitosis in a culture of single cells isolated from the mesophyll of Zinnia
elegans. Plant Physiology, Rockville, v.65, n.1, p.61-64, Jan. 1980.

GAHAN, P.B., et al. Cytokinin-induced apoptotic nuclear changes in cotyledons of
Solanum aviculare and Lycopersicon esculentum. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, Dordrecht, v.72, n.3, p.237-245, Mar. 2003.

GANTCHEV, L.; BLEISS, W. Effect of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid on nuclear division
in stem segments of Pisum sativum L. cultivated in vitro. Biologia Plantarum, Praha,
v.36, n.3, p.335-342, 1994.

GARCIA-LUIS, A, et al. Explant orientation and polarity determine the morphogenic
response of epicotyl segments of Troyer citrange. Annals of Botany, Oxford, v.84, n.6,
p.715-723, Dec. 1999.

GARRIDO, D., et al. Cellular changes during the acquisition of embryogenic potential in
isolated pollen grains of Nicotiana tabacum. Protoplasma, Leipzig, v.186, n.3-4, p.220-
230, 1995.

GATZ, A. Histological changes during the adventitious shoot formation in seedling
explants of pepper (Capsicum annuum L.) cultured in vitro. Acta Societatis Botanicorum
Poloniae, Warszawa, v.71, n.4, p.269-274, 2002.

41



GUERRA, M.P.; TORRES, A.C.; TEIXEIRA, J.B. Embriogénese somatica e sementes
sintéticas. In: TORRES, A.C.; CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. Cultura de tecidos e
transformacao genética de plantas. 1. ed. Brasilia: Embrapa-SP/Embrapa-CNPH, 1999.
v.2, 1999. p.533-568. ISBN 85-7383-048-4.

HACCIUS, B. Question of unicellular origin of non-zygotic embryos in callus cultures.
Phytomorphology, Delhi, v.28, n.1, p.74-81, 1978.

HALL, J.L.; FLOWERS, T.J.; ROBERTS, R.M. Plant cell structure and metabolism.
2.ed. New York: Longman, 1981. 543p. ISBN 0-582-44408-X.

HALL, R.M., et al. Efficient organogenesis of an Australian passionfruit hybrid (Passiflora
edulis x Passiflora edulis var. flavicarpa) suitable for gene delivery. Australian Journal of
Botany, Melborne, v.48, n.5, p.673-680, 2000.

HERVE, P., et al. A procedure for shoot organogenesis in vitro from leaves and nodes of
an elite Eucalyptus gunnii clone: comparative histology. Plant Science, Amsterdan,
v.161, n.4, p.645-653, Sep. 2001.

HICKS, G.S. Patterns of organ development in plant tissue culture and the problem of
organ determination. Botanical Review, Lancaster, v.46, n.1, p.1-23, Jan/Mar. 1980.

HICKS, G.S. Shoot induction and organogenesis in vitro: a developmental perspective. In
Vitro Cellular and Developmental Biology - Plant, Gaithersburg, v.30, n.1, p.10-15, Jan.
1994.

HINDE, J.; DEMETRIO, C.G.B. Overdispersion models and estimation. In: 13° Sinape,
Caxambu, 1998, 73p.

HORRIDGE, G.A.; TAMM, S.L. Critical point drying for scanning electron microscopy
study of ciliary motion. Science, Washington, v.163, n.3869, p.817-818, 1969.

ISUTSA, D.K. Rapid micropropagation of passion fruit (Passiflora edulis Sims.) varieties.
Scientia Horticulturae, Amsterdan, v.99, n.3-4, p.395-400, Feb. 2004.

JOYCE, S.M.; CASSELLS, A.C.; JAIN, S.M. Stress and aberrant phenotypes in vitro
culture. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.74, n.2, p.103-121, Aug.
2003.

42



KANTHARAJAH, A.S.; DODD, W.A. In vitro micropropagation of Passiflora edulis (purple
passionfruit). Annals of Botany, Oxford, v.65, n.3, p.337-339, Mar. 1990.

KARNOVSKY, M.J. A formaldehyde-glutaraldehyde fixative of high osmolality for use in
electron microscopy. Journal of Cell Biology, New York, v.27, p.137-138, 1965.

KAWATA, K., et al. Micropropagation of passion fruit from subcultured multiple shoot
primordia. Journal of Plant Physiology, Stuttgart, v.147, n.2, p.281-285, Nov. 1995.

KERBAUY, G.B. Competéncia e determinagao celular em cultura de células e tecidos de
plantas. In: TORRES, A.C.; CALDAS, L.S; BUSO, J.A. Cultura de tecidos e
transformacao genética de plantas. 1. ed. Brasilia: Embrapa-SP/Embrapa-CNPH, 1999.
v.2, p.519-531. ISBN 85-7383-048-4.

LO, K.-H.; GILES, K.L.; SAWHNEY, V.K. Histological changes associated with acquisition

of competence for shoot regeneration in leaf discs of Saintpaulia ionantha x confusa hybrid
(African violet) cultured in vitro. Plant Cell Reports, New York, v.16, n.6, p.421-425, Mar.

1997.

LOMBARDI. S.P.; PASSOS, I.R.S.; APPEZZATO-DA-GLORIA, B. Estudo anatémico e
fisioldégico da organogénese in vitro em Passiflora cincinnata Mast. In: IX CONGRESSO
BRASILEIRO DE FISIOLOGIA VEGETAL, 2003, Atibaia. Resumos. Campinas: Vieira
Gréfica e Editora Ltda, v.15, p.130.

MACHADO, S.R. Estrutura e desenvolvimento de nectarios extra-florais de
Citharexylum mirianthum Cham. (Verbenaceae). 1999. 113f. Tese (Livre-Docéncia) —
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 1999.

MACHADO, S.R.; SAJO, M.G. Intercellular pectic protuberances in leaves of some Xyris
species (Xyridaceae). Canadian Journal of Botany, Ottawa, v.74, n.9, p.1539-1541,
Sep. 1996.

MANDERS, G., et al. Transformation of passionfruit (Passiflora edulis fv flavicarpa
Degener.) using Agrobacterium tumefaciens. Plant Cell Reports, New York, v.13, n.12,
p.697-702, Sep. 1994.

MATSUMOTO, T.K.; WEBB, D.T.; KUEHNLE, A.R. Histology and origin of somatic
embryos derived from Anthurium andraeanum Linden ex André Lamina. Journal of the
American Society for Horticultural Science, Alexandria, v.121, n.3, p.404-407, May
1996.

43



McILVAINE, T.C. A buffer solution for colorimetric comparison. Journal of Biological
Chemistry, Bethesda, v.49, n.1, p.183-186, 1921.

MERCIER, H., et al. Endogenous auxin and cytokinin contents associated with shoot
formation in leaves of pineapple cultured in vitro. Brazilian Journal of Plant Physiology,
Londrina, v.15, n.2, p.107-112, May/Aug. 2003.

MEYBERG, M. Cytochemistry and ultrastructure of the mucilage secreting trichomes of
Nymphoides peltata (Menyanthaceae). Annals of Botany, Oxford, v.62, n.5, p.537-547,
Nov. 1988.

MITHILA, J.; HALL, J.C.; VICTOR, J.M.R.; SAXENA, P.K. Thidiazuron induces shoot
organogenesis at low concentrations and somatic embryogenesis at high concentrations
on leaf and petiole explants of African violet (Saintpaulia ionantha Wendl.). Plant Cell
Reports, New York, v.21, p.408-414, 2003.

MONTEIRO, A.C.B.A., et al. Regeneracao in vitro de Passiflora suberosa a partir de
discos foliares. Scientia Agricola, Piracicaba, v.57, n.3, p.571-573, jul/set. 2000.

MONTEIRO, M. Transformacao genética de maracuja amarelo visando resisténcia a
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. 2005. 134f. Tese (Doutorado em
Agronomia) - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Piracicaba, 2005.

MORRIS, E.R., et al. Conformations and interactions of pectins. I. Polymorphism between
gel and solid states of calcium polygalacturonate. Journal of Molecular Biology,
London, v.155, n.4, p.507-516, 1982.

MUKHOPADHYAY, A., et al. Agrobacterium-mediated genetic transformation of oilseed
Brassica campestris: Transformation frequency is strongly influenced by the mode of shoot
regeneration. Plant Cell Reports, New York, v.11, n.10, p.506-513, Sep. 1992.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, Kobenhawn, v.15, n.3, p.473-497, 1962.

NATALI, L.; CAVALLINI, A. Nuclear cytology of callus and plantlets regenerated from pea
(Pisum sativum) meristems. Protoplasma, Leipzig, v.141, n.2-3, p.121-125, 1987.

NELDER, J.A.; WEDDERBURN, R.W.M. Generalized linear models. Journal of the
Royal Statistical Society, Oxford, v.135, p.370-384, 1972.

44



NUTI RONCHI, V.; BENNICI, A.; MARTINI, G. Nuclear fragmentation in dedifferentiating
cells of Nicotiana glauca pith tissue grown in vitro. Cell Differentiation, Amsterdan, v.2,
p.77-85, 1973.

OTAHOLA, V. Regeneracién de plantas de parchita (Passiflora edulis f. flavicarpa) a
partir del cultivo in vitro de discos de hojas. Bioagro, v.12, n.3, p.71-74, 2000.

OVECKA, M.: BOBAK, M. Structural diversity of Papaver somniferum L. cell surfaces in
vitro depending on particular steps of plant regeneration and morphogenetic program.
Acta Physiologiae Plantarum, Krakéw, v.21, n.2, p.117-126, 1999.

OVECKA, M.; BOBAK, M.; SAMAJ, J. Development of shoot primordia in tissue culture of
Papaver somniferum L. Biologia Plantarum, Praha, v.39, n.4, p. 499-506, 1997.

OVECKA, M.; BOBAK, M.; SAMAJ, J. A comparative structural analysis of direct and
indirect shoot regeneration of Papaver somniferum L. in vitro. Journal of Plant
Physiology, Stuttgart, v.157, n.3, p.281-289, Sep. 2000.

PAIVA NETO, V.B.; MOTA, T.R.; OTONI, W.C. Direct organogenesis from hypocotyl-
derived explants of annatto (Bixa orellana). Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
Dordrecht, v.75, n.2, p.159-167, Nov. 2003.

PEREIRA, A.M.S., et al. Micropropagation of Pothomorphe umbellata via direct
organogenesis from leaf explants. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht,
v.60, n.1, p.47-53, 2000.

PEREZ-TORNERO, O., et al. Control of hyperhydricity in micropropagated apricot
cultivars. In Vitro Cellular Developmental Biology — Plant, Gaithersburg, v.37, p.250-
254, Mar/Apr. 2001.

RAHMAN, A.R.M.M., et al. Effects of complex organic extracts on plantlet regeneration
from PLBs and plantlet growth in the Doritaenopsis orchid. Japan Agricultural Research
Quarterly, Tokyo, v.38, n.1, p.55-59, 2004.

RAMAGE, C.M.; WILLIAMS, R.R. Mineral nutrition and plant morphogenesis. In Vitro
Cellular and Developmental Biology — Plant, Gaithersburg, v.38, n.2, p.116-124,
Mar/Apr. 2002.

REINECKE, M.; WALTHER, C. Aspects of turnover and biogenesis of synaptic vesicles at
locust neuromuscular junctions as revealed by iodide-osmium tetroxide (ZIO) reacting with
intravesicular sh-groups. Journal of Cell Biology, New York, v.78, n.3, p.839-855, 1978.

45



REYNOLDS, E.S. Use of lead citrate at high pH as an electron-opaque stain in electron
microscopy. Journal of Cell Biology, New York, v.17, n.1, p.208, 1963.

ROBLES, M.J.M. Potentiel morphogénétique des entrenoudes de Passiflora edulis var.
flavicarpa Degener et P. mollissima Bailey en culture “in vitro®. Turrialba, Turrialba, v.29,
n.3, p.224-228, Jul. 1979.

RODRIGUEZ, A.P.M.; MONTEIRO, A.C.B.A.; MENDES, B.M.J. Effect of
benzylaminopurine and thidiazuron on leaf discs of Passiflora spp. cultivated in vitro. In:
Congress on in Vitro Biology, 1999, New Orleans. Addendum booklet. p.503.

ROSS, M.K.; THORPE, T.A.; COSTERTON, J.W. Ultrastructural aspects of shoot
initiation in tobacco callus cultures. American Journal of Botany, New York, v.60, n.8,
p.788-795, Sep. 1973.

SAKAI, W.S. Simple method for differential staining of paraffin embedded plant material
using toluidine blue O. Stain Technology, Baltimore, v.48, n.5, p. 247-249, 1973.

SAMAJ, J.; BOBAK, M.; ERDELSKY, K. Histological - anatomical studies of the structure
of the organogenic callus in Papaver somniferum L. Biologia Plantarum, Praha, v.32,
n.1, p.14-18, 1990.

SANGWAN, R.S., et al. Characterization of competent cells and early events of
Agrobacterium-mediated genetic transformation in Arabidopsis thaliana. Planta, Berlin,
v.188, n.3, p.439-456, Oct. 1992.

SCATENA, V.L.; NUNES, A.C. Anatomia de Pleurothallis rupestris Lindl. (Orchidaceae)
dos campos rupestres do Brasil. Boletim de Botanica da Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, v.15, p.35-43, 1996.

SILVAROLLA, M.B. Plant genomic alterations due to tissue culture. Ciéncia e Cultura,
Sao Paulo, v.44, n.5, p.329-335, Sep/Oct. 1992.

STIPP, L.C.L., et al. In vitro morphogenesis of Cucumis melo var. inodorus. Plant Cell,
Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.65, n.1, p.81-89, 2001.

SUGIYAMA, M. Genetic analysis of plant morphogenesis in vitro. International Review
of Cytology, New York, v.196, p.67-84, 2000.

46



SUGIYAMA, M.; KOMAMINE, A. Transdifferentiation of quiescent parenchymatous cells
into tracheary elements. Cell Differentiation and Development, Limerick, v.31, n.2,
p.77-87, Aug. 1990.

TAKAHASHI, E.K. Transferéncia do gene atacina A para plantas de maracuja
amarelo (Passiflora edulis Sims f{. flavicarpa Deg.) por biobalistica. 2002. 137f. Tese
(Doutorado em Agronomia) — Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2002.

TAWFIK, A.A.; NOGA, G. Adventitious shoot proliferation from hypocotyl and internodal
stem explants of cumin. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, Dordrecht, v.66, n.2,
p.141-147, 2001.

TEFERA, W.; WANNAKRAIROJ, S. Micropropagation of krawan (Amomum krervanh
Pierre ex Gagnep). Science Asia, v.30, p.9-15, 2004.

THORPE, T.A. Morphogenesis and regeneration. In: VASIL, K.I.; THORPE, T.A. Plant
Cell and Tissue Culture. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers, 1994. p.17-36. ISBN 0-
7923-2493-5.

TYLICKI, A., et al. Structural and ultrastructural analysis of Solanum lycopersicoides
protoplasts during diploid plant regeneration. Annals of Botany, Oxford, v.90, n.2,
p.269-278, Aug. 2002.

VENGADESAN, G., et al. High-frequency regeneration from cotyledons callus of Acacia
sinuata (Lour.) Merr. In Vitro Cellular and Developmental Biology — Plant,
Gaithersburg, v.39, n.1, p.28-33, Jan/Fev. 2003.

VIEIRA, M.L.C.; CARNEIRO, M.S. Passiflora spp. Passionfruit. In: LITZ, R.
Biotechnology of fruit and nut crops. CABI Publishing. 2004. p.436-453. ISBN
0851996620.

VIEIRA, M.L.C.; APPEZZATO-DA-GLORIA, B. Fundamentos e aplicagdes da cultura de
tecidos no melhoramento. In: NASS, L.L.; VALOIS, A.C.C.; MELO, I.S.; VALADARES-
INGLIS, M.C. Recursos genéticos e melhoramento — plantas. Rondonépolis: Fundacao
MT, 2001. p.911-938. ISBN: 85-88473-01-1.

WANG, H.-L., et al. Changes in nuclear ultrastructure during callus development in tissue
culture of Allium sativum. Biologia Plantarum, Praha, v.41, n.1, p.49-55, 1998.

47



WATSON, M.L. Staining of tissue sections for electron microscopy with heavy metals.
Journal of Biophysical and Biochemical Cytology, New York, v.4, p.475, 1958.

WEIS, K.G.; POLITO, V.S.; LABAVITCH, J.M. Microfluorometry of pectic materials in the
dehiscence zone of almond (Prunus dulcis (Mill) DA Webb) fruits. Journal of
Histochemistry and Cytochemistry, Baltimore, v. 36, n.8, p. 1037-1041, Aug. 1988.

WHITEHOUSE, A.B.; MARKS, T.R.; EDWARDS, G.A. Control of hyperhydricity in
Eucalyptus axillary shoot cultures grown in liquid medium. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, Dordrecht, v.71, n.3, p.245-252, Dec. 2002.

WILSON, E.B. The cell in development and heredity. 3. ed. New York: Macmillan,
1925. cap.2, p.214-224: Cell division.

48



ILUSTRACOES

49



Figura 1. P. edulis f. flavicarpa populacdo FB-100 — A-D. Cortes longitudinais de
explantes hipocotiledonares inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA
e 5% de agua de coco. A. Explante no 1° dia de cultivo sem alterages celulares. B.
Divisbes nas células dos parénquimas cortical e medular localizadas préximas a
superficie de seccionamento do explante apds o 22 dia de cultura. C. Area meristematica
formada na camada epidérmica e nas subepidérmicas do explante no 6° dia de cultivo in

vitro. D. Meristemoide (seta) formado nas camadas superficiais do explante.

Barras: A, B =100 pm; C = 30 um; D = 50 pm.
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Figura 2. A-F. Cortes longitudinais de explantes hipocotiledonares inoculados em meio
MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA e 5% de agua de coco. A. Meristemdide formado
nas camadas periféricas do explante apés o 9° dia de cultivo. Esse meristemdide pode se
desenvolver em uma estrutura estreita e alongada (B), originando primérdio foliar (C,
setas), ou pode formar estruturas de maior didmetro denominadas protuberancias (D,E,F).
C. Primérdios foliares observados no 20° dia de cultura. D. Protuberancia formada no 8°
dia de cultivo in vitro. E. Protuberancias observadas no 10° dia de cultivo mostrando
setores meristematicos (setas) na periferia. F. Detalhe de outro plano de corte da Figura E

evidenciando area de células meristematicas na periferia da estrutura (seta).

Barras: A, D, E =50 um; B, F = 30 um; C = 100 pm.
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Figura 3. A-C. Elétron-micrografias de explantes hipocotiledonares (Ex) inoculados em
meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA e com (B,C) ou sem (A) adi¢do de 5% de
agua de coco. A. Protuberancia (seta) formada diretamente no explante aos 30 dias de
cultivo in vitro. B. Gemas (G) e primérdios foliares (f) formadas diretamente a partir do
explante aos 27 dias de cultura. C. Gemas (setas) formadas na superficie da

protuberancia apés 19 dias em meio de cultura.

Barras: A =30 um; B, C = 100 pm.
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Figura 4. A-F. Cortes longitudinais de protuberancias formadas diretamente nos
explantes hipocotiledonares inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA
e 5% de agua de coco. A. Aspecto geral de uma protuberancia aos 19 dias de cultivo. B.
Detalhe da protuberancia documentada em A, evidenciando as células meristematicas
(seta) formadas nas camadas periféricas dessa estrutura. C-E. Protuberancias aos 43
dias em cultura. Em D a seta indica a vascularizacdo no centro da protuberéncia. E.
Gema (seta) formada na periferia da protuberancia. F. Protuberancia aos 26 dias de
cultivo in vitro. Observe os primoérdios foliares (ponta de setas), a formagao de uma gema
na periferia da estrutura (seta maior), bem como a diferenciacdo de elementos traqueais

(setas menores) na regido central da estrutura.

Barras: A= 100 pm; B =50 um; C =199 um; D, E, F = 74 um.
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Figura 5. A-F. Segmentos de hipocétilo inoculados em meio MS suplementado com 1,0
mg L' de BA e 5% de &gua de coco evidenciando a assincronia do processo
organogénico. A. A seta indica uma gema aos 13 dias de cultura. B. Gema (G) e estrutura
foliar (f) originando-se diretamente do explante, aos 28 dias de cultivo in vitro. C-F.
Explantes hipocotiledonares aos 48 dias de cultivo in vitro. C. Protuberancias (setas) e
gema (G) formadas diretamente no explante. D. Corte longitudinal de protuberancias
similares aquelas observadas em C. Essas estruturas globulares originam-se de camadas
epidérmica e subepidérmicas do explante, caracterizando sua origem superficial. E. Gema
formada a partir da protuberancia. F. Corte longitudinal da gema mostrada em E

confirmando a origem da estrutura na periferia da protuberancia (Pr).

Barras: A, B, E =410 um; C = 450 um; D, F = 199 um.
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Figura 6. Explante hipocotiledonar aos 48 dias (A) e aos 18 dias (B-D) em meio MS
suplementado com 1,0 mg L' de BA e 5% de agua de coco. A. Protuberancias (setas)
formadas indiretamente a partir do calo. B. Proliferacao celular (pc) na extremidade do
explante. C. Corte longitudinal da amostra documentada em B. A seta indica o0 meristema
apical caulinar formado na regido proliferada, caracterizando a via organogénica indireta.

D. Detalhe do meristema apical caulinar indicado em C (seta).

Barras: A =620 um; B,C =410 um; D = 74 um.
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Figura 7. A-D. Elétron-micrografias de explantes hipocotiledonares inoculados em meio
MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA e 5% de agua de coco. A. Explante no 102 dia de
cultivo evidenciando a formacao de calo (c) e inicio do desenvolvimento de estruturas
(setas) na periferia do explante. B. Detalhe do calo indicado em A. C. Gemas originadas a
partir do calo apdés 27 dias em meio de cultura. D. Detalhe de uma gema formada

indiretamente no explante hipocotiledonar.

Barras: A, B =200 um; C, D = 100 pm.
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Figura 8. P. edulis f. flavicarpa — A-C. Explantes foliares inoculados em meio MS
suplementado com 1,0 mg L de BA e 5% de 4gua de coco. A. Protuberancias (pontas de
seta) formadas diretamente no explante aos 18 dias de cultivo in vitro. B. Protuberancia
(seta menor) envolta por substancia péctica. A seta maior indica o desenvolvimento de
uma gema na periferia da protuberéncia aos 26 dias de cultivo in vitro. C-D. Cortes
longitudinais de protuberancias formadas a partir do explante foliar aos 25 dias em cultura
e analisados ao microscopio de fluorescéncia, evidenciando a natureza péctica (p) da

substancia encontrada ao redor dessas protuberancias.

Barras: A =474 ym; B = 352 uym; C = 66,6 um; D = 33,3 um.
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Figura 9. A-B. Elétron-micrografias das protuberéncias formadas diretamente nos
explantes hipocotiledonares aos 27 dias em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA
e 5% de agua de coco. Em A observa-se uma protuberancia envolta pela matriz
extracelular constituida pela pectina (seta). B. Substancia péctica envolvendo a
protuberancia (seta) e o primérdio foliar (f). C-H. Elétron-micrografias das células das
protuberancias formadas a partir do explante hipocotiledonar aos 25 dias de cultura. C-F.
Matriz extracelular (p) envolvendo as células periféricas das protuberéncias. G-H. Aspecto
geral das células centrais das protuberancias. Observe os plastidios (setas menores)
contendo amido localizados préximos a parede celular e o acumulo de proteina (setas

maiores) no vacuolo.

Barras: A =200 um; B =100 um; C = 4,08 um; D, F = 0,23 um; E = 0,17 um; G = 4,08 um;
H=1,73 um.
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Figura 10. A-B. Cortes longitudinais da regido central de protuberéncias originadas no
explante hipocotiledonar inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L' de BA e
5% de agua de coco. A. Elementos traqueais (seta) entre as células centrais das
protuberéncias. B. Elementos traqueais (seta) formados a partir de divisdes das células
centrais. C-F. Elétron-micrografias das células centrais das protuberancias mostrando

elementos traqueais (Et) em diferenciacao e outros ja diferenciados.

Barras: A B=10um; C=55um; D =1,02 um; E =7,4 um; F = 1,7 um.

68



69



Figura 11. Elétron-micrografias das células centrais da protuberancia em processo de
diferenciacdo vascular (A, C-G) ou nao (B) submetidas a técnica do ZIO. A. Plastidio
alongado (seta) localizado préximo a parede celular no elemento traqueal em
diferenciacdo. B. Célula parenquimatica cujo plastidio (seta) ndo € alongado como na
célula em diferenciagéo vascular. C-D. As setas indicam as membranas dos dictiossomos
com diferentes intensidades de impregnacao pelo zinco. E. Reticulo endoplasmatico (Re)
e dictiossomo (seta). F. Reticulo endoplasmatico liso (Rel) localizado pr6ximo a parede

celular. G. Gota lipidica (L) envolta por reticulo endoplasmatico liso.

Barras: A=0,31 um; B, D, E, G=0,17 um; C = 0,23 um; F = 0,43 pm.
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Figura 12. A-C. Elétron-micrografias das células centrais das protuberancias
apresentando vacuolo autofagico (seta) e plastidio (seta menor). C. Envoltério nuclear
(seta) integro contrastado pela técnica do ZIO.

Barras: A, B =0,23 um; C = 0,58 um.
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Figura 13. A-D. Elétron-micrografias das células periféricas das protuberancias formadas
diretamente a partir do explante hipocotiledonar. A. Aspecto geral das células periféricas.
B. Detalhe das células recém divididas (setas), apresentando plastidios e vacuolos com
conteudo protéico. C. Plasmodesmos na parede celular das células recém divididas (seta)
e reticulo endoplasmatico rugoso (pontas de seta) nas proximidades da parede. D.

Reticulo endoplasmatico rugoso (RER) e dictiossomos (d).

Barras: A =4,08 ym; B =1,73 um; C = 0,23 um; D = 0,23 pm.
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Figura 14. A-B. Elétron-micrografias de mitocéndrias (m), dictiossomos (d) e reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) encontradas nas células periféricas das protuberancias

formadas diretamente a partir do explante hipocotiledonar.

Barras: A, B = 0,23 um.
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Figura 15. A-E. Elétron-micrografias dos dictiossomos (d), contrastados pela técnica do
ZIO, em fase ativa de secre¢ao, encontrados nas células periféricas das protuberancias
dos explantes foliares (A-D) e hipocotiledonar (E). A-B. Dictiossomos (d) localizados
proximos a membrana dos plastidios. Em B, verifica-se uma vesicula (seta) sendo
incorporada ao vacuolo (v). Em C, os dictiossomos (d) localizam-se nas adjacéncias da
membrana plasmatica. D. Detalhe de um dictiossomo (d) com todas as membranas em
atividade. E. A regido do dictiossomo indicada pela seta ndo se apresenta contrastada

pela presente técnica.

Barras: A=0,17 um; B =0,12 um; C = 0,17 um; D-E = 0,12 um.
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Figura 16. A-D. Elétron-micrografias de células periféricas das protuberéancias formadas
indiretamente a partir do explante hipocotiledonar. A. Acimulo de proteina no vacuolo (v).
B. Plastidios contendo um ou mais graos de amido. Observe as numerosas mitocondrias
(m) nas proximidades do nucleo (N). C. Nucleo com nucléolo (nc) proeminente. As
mitocondrias (m) e o reticulo endoplasmatico rugoso (RER) encontram-se nas
proximidades do envoltério nuclear. D. Reticulo endoplasmatico rugoso (RER),

mitocondrias (m) e dictiossomos (d).

Barras: A=7,54 ym; B =1,29 um; C = 0,58 um; D = 0,23 pm.
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Figura 17. A-D. Elétron-micrografias de células da protuberancia. A. Nucleo de uma
célula periférica da protuberancia formada diretamente no explante hipocotiledonar.
Observe que o nucleo é esférico e ndao apresenta qualquer tipo de invaginacdo. B.
Aspecto geral das células das protuberancias formadas via organogénese indireta. A seta
indica o inicio da invaginacdo do envoltério nuclear. C-D. Detalhes da invaginagao

mostrada em B.

Barras: A=0,43 uym; B =7,54 um; C =1,73 um; D = 0,31 um.
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Figura 18. A-D. Elétron-micrografias de células periféricas das protuberéncias formadas
indiretamente no explante hipocotiledonar evidenciando o formato irregular do envoltério
nuclear. A. A seta indica parte do nucleo ja fragmentado. B. Invaginacdo formada no

envoltério nuclear. C-D. Nucleos com formato irregular.

Barras: A=1,02 um; B = 0,31 um; C = 0,58 um; D = 1,02 pm.
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Figura 19. A-D. Ndcleos das células periféricas das protuberancias que se formaram
indiretamente nos explantes hipcotiledonares ressaltando a presenca dos complexos de
poros nucleares. A. Mitocondrias (m) localizadas na regido de invaginacao do nucleo. B.
Detalhe da Figura A. C. Nucleo apresentando mitocéndria no interior da invaginagcao

(seta). D. Detalhe de C, mostrando o complexo de poros nucleares (seta).

Barras: A=0,43 um; B =0,23 um; C = 1,02 um; D = 0,31 pm.

86



87



Figura 20. A-D. Elétron-micrografias do nucleo das células periféricas das protuberancias
formadas indiretamente no explante hipocotiledonar. A. Nucleo (N) de formato irregular.
B-C. Complexo de poros nucleares. D. Nucleo (N) fragmentado (P = plastidio).

Barras: A=0,58 ym; B =0,23 um; C =0,17 um; D = 1,02 pm.
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Figura 21. Explante foliar aos 25 dias de cultivo em meio MS suplementado com 1,0 mg
L™ de BA e 5% de agua de coco. A. Gema (seta) formada na nervura central do explante.
B. Corte longitudinal da gema (seta) indicada em A. C. Protuberancias (seta) formadas na
nervura central do explante. D. Corte longitudinal das estruturas evidenciadas em C. A
seta indica um primérdio foliar originando-se na periferia da protuberancia. Observe a

presenca de substancia péctica 4) nas proximidades do primoérdio foliar.

Barras: A =870 um; B = 199 um; C = 870 um; D = 199 pm.
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Figura 22. Explante foliar aos 25 dias em meio MS suplementado com 1,0 mgL" de BA e
5% de agua de coco. A. Protuberancias (setas) formadas na regido da nervura central. B.
Corte longitudinal das protuberancias indicadas em A. Essas formagdes sdo constituidas
por diferentes padrdes celulares: células periféricas (seta) com citoplasma denso e células
centrais (cc) com carater parenquimatico. Em B e C é possivel verificar a auséncia de
definicdo das camadas periféricas dessas protuberancias. D. Corte longitudinal da
protuberancia submetida ao teste com o corante “Aniline blue black” para evidenciar
proteinas. Observe que as células periféricas coram diferentemente das células centrais

(cc).

Barras: A =450 um; B =199 um; C = 199 um; D = 74 um.
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Figura 23. A-B. Elétron-micrografias de protuberancias formadas nos explantes foliares
em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA e 5% de agua de coco. Observe a falta
de definicdo da superficie das estruturas formadas aos 21 (A) e 30 (B) dias de cultivo in
vito. Em B € possivel observar o aumento em tamanho das estruturas e seu
envolvimento por substancia de natureza péctica (p).

Barras: A =100 pm; B = 300 pm.
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Figura 24. A-D. Elétron-micrografias de gemas e protuberancias formadas a partir de
explantes hipocotiledonares inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BA
e na auséncia de agua de coco. A. Protuberancia (seta) formada no tecido do explante. B.
Gemas (G) e uma protuberancia em processo de diferenciacao (seta). C. Protuberancia
(p) e estruturas foliares (f). D. Calo (C) formado na regido de seccionamento do explante e

regeneracao (seta) formada a partir desse calo.

Barras: A, B, C, D = 100 pm.
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APENDICE |

Dados de proporcdes, em geral, sdo analisados usando um modelo de regressao
binomial que é um exemplo de modelos lineares generalizados (Nelder e Wedderburn,
1972). Supde-se que o numero de respostas morfogénicas Y; de um total de m; (8)
explantes, i = 1,2, ..., n, sdo variaveis aleatorias, o modelo binomial padrao assume que
Y, ~ Bin(m, p), em que p; € a probabilidade de um explante expressar resposta
morfogénica, com média W = E(Y)) = m;p; e variancia Var(Y;) = m;p; (1-p). O modelo linear
generalizado permite modelar as propor¢cées esperadas p, em termos de variaveis
explanatorias x; (efeitos de tipos de explantes) através de g(p) = x;'B, em que g é uma
funcédo de ligacdo adequada e B, € o vetor de parametros. A funcao de ligagdo mais
comum ¢€ logit, isto é, g(p) - In[p/(1-p)], mas outras escolhas comuns sado o probit e o
complemento log-log. Para esta situagdo foi usada a fungéo de ligagao logit. Para um
modelo bem ajustado, espera-se que a deviance residual (uma medida do ajuste do
modelo) seja aproximadamente igual ao nimero de graus de liberdade do residuo.
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Tratamento 1: Explantes foliares e hipocotiledonares inoculados em meio MS contendo
1,0 mg L de BA e 5% de agua de coco aos 15 dias de cultivo in vitro.

152 dia
Disco foliar Resp.Morfogénica Hipocétilo Resp.Morfogénica

QOO OO0, PPRPAPRARARPAPPRPPOOLOOWLWWWOWMNDMNODMNDMNDNODNDNON = 2 g
g_l.o_I._LO_L_L_L_L_LO_I._I.O_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_LO_L_L_L

Total

DO OO RARARRADRDRAEADRDREARPOOWWWWWWMNDNPDNPODPDNOPNDNODN = = 2

30-;0_L_L_L_L_L_LOOOO_L_L_L_L_Lo_l._l.o_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_L_LO_L_L_L_LO_L_L_L

Total
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APENDICE II

Os dados foram provenientes de uma contagem, assim o modelo considerado foi o
Modelo de Poisson, em que se supde que a variavel aleatéria Yi representa contagens
com média E(Y)) = w, variancia Var(Y)) = i e com fungao de ligagdo logaritmica, g(u; ) =
In(Lé).

Para um modelo bem ajustado, espera-se que a deviance residual (uma medida
do ajuste do modelo) seja aproximadamente igual ao numero de graus de liberdade do
residuo. Quando isto ndo acontece, uma explicagdo é que a variacdo pode,
simplesmente, ser maior do que a esperada pelo modelo e este fenbmeno é chamado
superdispersédo (Hinde e Demétrio, 1998). Uma forma gréfica para verificar se 0 modelo
esta bem ajustado aos dados € através do uso do grafico meio-normal (half-normal plot).
Uma maneira de modelar a superdispersdao € mudar a fungdo de varidncia do modelo
original por uma forma mais geral dada por Var(Y)) = 4u em que ¢ é conhecido como
parametro de superdispersédo. Outra forma é através do modelo binomial negativo em que
Var(Y) = u (1 + ¢ui). A inferéncia, quando os dados apresentam dispersdo maior ou

menor do que a esperada no modelo probabilistico, pode ser feita usando a estatistica:

_ Dz _Dl
o (fz _fl) ¢?

sendo D, a deviance residual para o0 modelo 2 com f, graus de liberdade e D, a deviance
residual para o modelo 1 com f; graus de liberdade.
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Tratamento 2: Explantes foliares e hipocotiledonares aos 30 dias de cultivo in vitro em

meio MS contendo 1,0 mg L™ de BA e 5% de agua de coco.

Disco foliar Hipocétilo

protuberancias gemas protuberancias gemas

6 4
3 1
6 4
9 6
5 4
5 4
8 5
10 4

5

10

AOOMNWWLWOOE—=LPROIOOINON PN RO NOWOO WO

—
—
QOO0 O0OO0OOMNMNN—-O0O - =002 —=-00 -2 =2 WLO0O0O0OO—-0O0OMNMNOODODOCO -0 =

OCWNAEAPRAR,IUIN—_LORLR2LO NN PANWOOOUIT O =2=2DDOMN=LNNDNONON—L=-2LONDONDNOON =
O—=ONANWOOIUOPRDO—=0OWMNDNOTOMNW==DNDOINDMNMDN =
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APENDICE IlI

Para um modelo bem ajustado, espera-se que a deviance residual (uma medida
do ajuste do modelo) seja aproximadamente igual ao numero de graus de liberdade do
residuo. Quando isto ndo acontece, uma explicagdo é que a variacdo pode,
simplesmente, ser maior do que a esperada pelo modelo e este fenbmeno € chamado
superdispersdo (Hinde e Demétrio, 1998). Uma forma grafica para verificar se o modelo
esta bem ajustado aos dados € através do uso do grafico meio-normal (half-normal plot).

Uma maneira de modelar a superdispersdo é mudar a funcado de variancia do
modelo original por uma forma mais geral dada por Var(Y;) = ¢i; em que ¢ é conhecido
como parametro de superdispersdo. Outra forma é através do modelo binomial negativo
em que Var(Y;)=y (1+¢y,) . Ainferéncia, quando os dados apresentam dispersdo maior
ou menor do que a esperada no modelo probabilistico, pode ser feita usando a estatistica:

— Dz _Dl
RGN

sendo D, a deviance residual para o modelo 2 com f, graus de liberdade e D¢ a deviance
residual para o modelo 1 com f; graus de liberdade.
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Tratamento 1: Meio de cultura MS contendo 1,0 mg L™ de BA e 5% de &gua de coco.

30° dia
Gemas protuberancias Gemas

152 dia
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Tratamento 2: Meio de cultura MS contendo 1,0 mg L™ de BA sem adicéo de 4gua de

COcCo.

30° dia
Explante protuberancias gemas protuberancias Gemas

152 dia
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