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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar o melhor tipo de explante, o tipo e a concentracéo
adequada de reguladores vegetais e aminoacidos para induzir a formacdo de embrides
somaticos de Ocotea porosa, estabelecer ciclos repetitivos de embriogénese somaética e
estudar o efeito de diferentes reguladores vegetais e agentes osmaticos na maturagdo e
conversdo de embribes somaticos. Observou-se que, nos explantes obtidos a partir de
inflorescéncias, discos foliares, peciolos, gemas apicais e eixos embrionérios zigdticos
maduros, ndo houve inducdo de embrides sométicos. A indugdo de massa embriogénica e
embrifes somaticos ocorreu em eixos embrionarios zigdticos imaturos e sementes inteiras
imaturas. Em meio de cultura WPM com 200 pM de 2,4-D e 1 g L™ de caseina hidrolisada
ou glutamina, 8,3% dos eixos embrionarios zigoticos imaturos formaram embrides
somaticos. Em sementes inteiras imaturas cultivadas nas mesmas condi¢des, variou de 10 a
24%. Os eixos embrionarios zigbticos imaturos cultivados em meio de cultura WPM
contendo 2,4-D apresentou maior porcentagem de inducdo de embrides somaticos
comparado com a adicdo de ANA ou picloram. Durante a manutengdo de culturas
embriogénicas por meio da embriogénese repetitiva, a adigdo de 1 g L de caseina
hidrolisada no meio de cultura WPM induziu em média 61,8 novos embriées somaticos
globulares por calo. Além disso, a combinacdo de 0,5 uM de ANA e 10 uM de BAP
proporcionou um numero medio de 95 embribes sométicos globulares por calo. Na
maturacdo dos embribes sométicos, 0 meio de cultura WPM contendo 0,5 pM de ANA e
20 uM de 2-iP proporcionou maior porcentagem de embrides maduros, comparado com 5 e
10 uM de 2-iP, porém esta foi baixa e assincronica. No meio de maturagdo WPM sem
regulador vegetal adicionado de 7% de PEG, houve formacdo de embrides somaticos em
todos os estadios de desenvolvimento, mas na auséncia de PEG, apenas novos embrifes
somaticos globulares foram observados. A substituicdo da sacarose pela maltose nédo
aumentou o nimero de embrides soméaticos maduros. Na conversdo dos embriées somaéticos,
os ciclos repetitivos de divisdo celular ndo foram interrompidos e a converséo dos embrides
somaticos em plantas ndo foi constatada. No estudo morfoanatomico, foi possivel observar
os diferentes estadios ontogenicos dos embrides somaticos de Ocotea porosa. Desta forma,
podemos concluir que a formagdo de embrides somaticos dessa espécie é viavel e pode ser
obtida a partir de eixos embrionarios zigdticos imaturos ou sementes inteiras imaturas, em
meio de cultura WPM contendo 200 uM de 2,4-D e 0,5 g L™ de caseina hidrolisada. Os
ciclos repetitivos podem ser mantidos no mesmo meio de cultura contendo 0,5 uM de ANA
e 10 uM de BAP ou 0,5 g L™ de caseina hidrolisada sem regulador vegetal. Foi constatada
baixa porcentagem e assincronia na maturacdo dos embribes somaticos e auséncia de
conversdo dos embrifes somaticos em plantas. Assim, hd necessidade de experimentos
futuros visando otimizar a maturacdo dos embriGes somaticos e conversdo em plantas para
estabelecer um protocolo completo de embriogénese somética de Ocotea porosa.

Palavras-chave: 2,4-D, eixos embrionarios zigéticos imaturos, caseina hidrolisada, maltose,
picloram, polietileno glicol.



ABSTRACT

The main purpose of this study was to determine the best type of explant, type and
appropriate concentrations of plant growth regulators and amino acids in the induction of
somatic embryos of Ocotea porosa, to establish repetitive cycles of somatic embryogenesis
and study the effect of different plant growth regulators and osmotic agents in the
maturation and conversion of somatic embryos. It was observed that, in the explants excised
from inflorescences, leaf disks, petioles, apical buds and mature zygotic embryonic axes,
there was not induction of somatic embryos. The induction of somatic embryos and
embryogenic mass occurred in immature zygotic embryonic axes and immature seeds. In
WPM culture medium supplemented with 200 pM 2,4-D and 1.0 g L™ glutamine or casein
hydrolysate, 8.3% of the immature zygotic embryonic axes formed somatic embryos . In
immature seeds grown under the same conditions, it ranged from 10 to 24%. The immature
zygotic embryonic axes cultured in culture medium WPM containing 2,4-D presented higher
percentage of somatic embryo induction compared with the addition of NAA or picloram.
During maintenance of embryogenic cultures via repetitive embryogenesis the addition of
1 g L™ casein hydrolysate in WPM culture medium induced on average 61.8 new globular
somatic embryos per callus. Furthermore, the combination of 0.5 uM NAA and 10 uM BAP
provided an average of 95 somatic embryos per globular callus. In the maturation of somatic
embryos, the WPM culture medium containing 0.5 uM NAA and 20 uM 2-iP provided
higher percentage of mature embryos, compared with 5 uM NAA and 10 uM 2-iP, but this
was low and asynchronous. In medium of maturation WPM free growth regulator
supplemented with 7% PEG, the formation of somatic embryos occurred at all stages of
development, but in the absence of PEG, only new globular somatic embryos were
observed. The substitution of sucrose by maltose did not increase the number of mature
somatic embryos. In the conversion of somatic embryos, the repetitive cycles of cell division
were not interrupted and the conversion of somatic embryos into plants was not detected. In
the morfoanatomical study it was possible to observe the different ontogenic stages of
Ocotea porosa somatic embryos. Thus, we conclude that the induction of somatic embryos
of this species is feasible and can be obtained from immature zygotic embryonic axes or
immature seeds in WPM culture medium containing 200 pM 2,4-D and 0.5 g L™ casein
hydrolysate. The repetitive cycles of somatic embryogenesis can be maintained in the WPM
culture medium containing 0.5 pM NAA and 10 pM BAP or 0.5 g L™ casein hydrolysate
without growth regulators. The percentage of mature embryos was low and asynchronous
and they were not converted into plants. Thus, further experiments are needed in order to
optimize the maturation of somatic embryos and conversion in plants to establish a full
protocol of somatic embryogenesis of Ocotea porosa.

Key words: 2,4-D, immature zygotic embryonic axes, casein hydrolysate, maltose,
picloram, polyethylene glycol.
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LISTA DE FIGURAS

Diferentes tipos de explantes tesados na embriogénese somatica de
Ocotea porosa. a) Inflorescéncias. b) Folhas jovens de planta matriz.
Barra: 3,4 mm. c) Discos foliares, peciolo, gema apical. d) Frutos
imaturos Barra: 2 mm. €) Eixo embrionério zigético. Barra: 4,2 mm. f)
Eixo embrionario isolado em meio de cultura de inducdo. Barra: 3,9 mm

a) Aspecto morfoldgico de calo escuro (marrom ou preto) cultivado em
meio de cultura contendo 2,4-D (200 uM) apds 60 dias (seta). Barra: 3,1
mm. b) Calo com massa fridvel (ndo embriogénica) obtido em meio de
cultura contendo 200 pM de 2.,4-D combinado com 0,5 g L™ de caseina
hidrolisada, ap6s 90 dias (seta). Barra: 1,2 mm. ¢) Embrido soméatico em
estadio globular e cordiforme (setas) obtido a partir de eixo embrionario
zigdtico imaturo cultivado em meio de cultura com 200 uM de 2,4-D + 1
g L de caseina hidrolisada, ap6s 60 dias. Barra: 2,4 mm. d) Calo branco
amarelado com setor friavel em meio de cultura contendo 200 uM de 2,4-
D combinado com 0,5 g L de caseina hidrolisada, apos 90 dias. Barra:

a) Embrides somaticos obtidos a partir de eixo embrionario zigotico
imaturo em meio de cultura WPM acrescido de 200 uM de 2,4-D. Barra:
1,6 mm. b) Calo branco amarelado formado em meio de cultura WPM
acrescido de 200 uM de ANA. Barra: 1,4 mm. c) Massa embriogénica
contendo embrifes somaéticos (globular) formados em meio de cultura
WPM com 400 uM de picloram. Barra: 2,4 mm. d) Embrides somaticos
obtidos a partir de eixo embrionario zigético imaturo em meio WPM, 400
uMde2,4-Delg L de caseina hidrolisada. Barra: 2,1 mm. e) Embrides
globulares formados em meio WPM e de 1 g L™ de caseina hidrolisada.
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Estadios de desenvolvimento dos embriGes somaticos de Ocotea porosa.
a) Seccdo longitudinal do pré-embrido (seta). Barra: 150 pm. b) Secgdo
longitudinal com células isodiamétricas com nucleo grande, nucléolo
proeminente e divisdo anticlinal e periclinal (seta). Barra: 30 um. c)
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embrido cordiforme, com inicio da formag&o do prd-cAmbio (seta). Barra:
65 um. e) Detalhe da epiderme definida no embrido somatico cordiforme.
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organiza¢do do meristema apical. Barra: 20 pm........c.cccoeorviniicivninienneenn
a-b) Embrides somaticos formados em meio WPM contendo 7% de PEG
6000. Barra: 1,3 e 3,4 mm. c) Embribes soméaticos formados em meio
WPM acrescido de 7% PEG 6000 e 6% de maltose. Barra: 2,0 mm. d)
Embrido somético torpedo formado em meio de cultura de conversdo
contendo 0,58 uM de GAsz e 1 uM de BAP. Barra: 4,0 mm. ¢) Embrides
somaticos globulares formados em meio de cultura de conversao contendo
0,54 uM de ANA e 10 uM de putrescina. Barra: 1,8 mm..........c.ccceevrnenn.
Esquematica do protocolo de regeneracdo de Ocotea porosa a partir de
eixos embrionarios zigdticos imaturos como fonte de explantes..................
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1 INTRODUCAO

A Floresta Ombrofila Mista teve significativa importancia no historico de ocupacédo
da regido sul, ndo somente pela extensdo territorial que ocupava, mas principalmente pelo
valor econdémico que representou durante quase um século (KLEIN, 1985). No inicio do
século XX a exploragdo madeireira, juntamente com os desmatamentos, queimadas,
substitui¢do da vegetacdo por pastagens, agricultura, reflorestamentos com espécies exdticas
e a expansdo das zonas urbanas no sul do Brasil, provocaram uma dramética reducao da area
das florestas originais na regido (MEDEIROS et al., 2005). Com isso, a imbuia sofreu uma
grave erosdo genética, requerendo atencdo especial quanto a sua conservagdo genética
(CARVALHO, 2003).

A fragmentacdo de biomas e ecossistemas ocasionou a transformacdo de uma
grande extensdo de habitat, em numerosas manchas isoladas, onde um grande nimero de
espécies foi perdido ou estd ameagado de extingdo (FAHRIG, 2003), como é o caso da
imbuia (CARVALHO, 2003). Tal presséo levou as populagfes de imbuia a tamanhos tdo
reduzidos que causou a inclusdo da espécie na Lista Vermelha de espécies ameacadas da
IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural Resources), bem como
na lista oficial de espécies da flora brasileira ameacadas de extincdo (VARTY;
GUADAGNIN,1998; IBAMA, 2008). A madeira da imbuia é empregada na construcdo
civil, em vigas, forros, tabuas e tacos para assoalhos, em portas, janelas e molduras, bem
como na carpintaria e marcenaria. A imbuia tem potencial para arborizagdo urbana; além
disso, essa espécie apresenta caracteristicas importantes para a recuperacdo de areas
degradadas devido ocorrer naturalmente em areas de solos com baixa fertilidade natural,
com altos teores de aluminio bem como na reposicdo de mata ciliar em areas ndo inundaveis
(REITZ etal., 1978; CARVALHO, 2003).

As sementes da imbuia apresentam dorméncia tegumentar (CARVALHO, 2003) e,
assim como outras espécies do género Ocotea, sdo recalcitrantes com elevado teor de agua
no ponto de maturagdo fisiologica, dificultando o armazenamento (BILIA et al., 1998;
CARVALHO, 2003). Devido a curta longevidade, as sementes apresentam baixa
porcentagem final e irregularidade de germinacdo (TONIN, 2005). Experimentos realizados
com sementes de Ocotea porosa, em ambiente controlado demonstraram grande variagdo na
porcentagem de germinagdo. Sementes ndo tratadas apresentaram 59% de germinagéo
enquanto que, para aquelas tratadas com &cido sulfarico, a germinagdo méxima foi de 14%

(KALIL-FILHO et al., 2004). A propagacdo vegetativa de Ocotea porosa via estaquia €
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baixa com o enraizamento maximo de 4% (INOUE; PUTTON, 2007). A micropropagaco
de Ocotea porosa por meio da multiplicacdo de gemas axilares foi estabelecida por
PELEGRINI et al. (2011) obtendo em media 5,3 brota¢des por explante apds o 4° subcultivo
em meio de cultura MS com 5 uM de BAP e a maior porcentagem de brotacGes enraizadas
foi de 68,7% ap6s 30 dias.

A embriogénese somatica pode desempenhar um papel importante na propagagao
clonal. E um o processo pelo qual células somaticas, sob condiges indutivas, geram células
embriogénicas, que sofrem uma série de alteracbes morfoldgicas e bioquimicas, resultando
na formacdo de embrides soméaticos (KOMAMINE et al., 2005). Devido a totipoténcia
celular, a embriogénese somatica tem sido um modelo para o estudo das caracteristicas
morfoldgicas, fisioldgicas, moleculares e dos eventos bioquimicos que ocorrem durante o
inicio e desenvolvimento da embriogénese em plantas superiores. Além disso, ela tem
aplicacbes biotecnoldgicas, como producdo de sementes artificiais, micropropagacdo e
obtencg&o de plantas transgénicas (QUEIROZ-FIGUEROA et al., 2006).

O objetivo geral deste trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagagao de
Ocotea porosa por meio da embriogénese somatica.

Para alcancar esse objetivo, foram definidos alguns objetivos especificos:

a) Determinar o melhor tipo de explante para indugéo e iniciagcdo de culturas
embriogénicas.

b) Testar diferentes tipos e combinagbes de reguladores vegetais na inducéo e
iniciagdo de culturas embriogénicas e na inducdo e manutengdo da
embriogénese repetitiva.

c) Testar o efeito da glutamina e caseina hidrolisada na inducdo e
desenvolvimento dos embrifes somaticos.

d) Testar diferentes agentes osméticos como PEG e maltose bem como o efeito
de diferentes tipos e concentragbes de reguladores vegetais na maturagéo e
conversdo de embribes somaticos.

e) Caracterizar as alteragbes morfo-anatomicas do desenvolvimento dos

embrides somaticos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A ESPECIE Ocotea porosa

Ocotea porosa pertence a familia Lauraceae e é conhecida como imbuia, embuia,
canela-imbuia, canela-preta, canela-broto. Oreodaphne porosa e Phoebe porosa sdo as
sinonimias boténicas para esta espécie (CARVALHO, 2003). Encontrada na Floresta
Ombrofila Mista (FOM), também chamada popularmente de Mata de Araucarias, por
apresentar como constituinte principal a Araucaria angustifolia (GUERRA et al., 2002). A
imbuia é encontrada desde o Sul do Brasil até o Sudeste (REITZ et al., 1978), regido esta de
ocorréncia da Floresta Ombrofila Mista (CARVALHO, 2003; CASTELLA; BRITEZ,
2004). Segundo Wanderley et al. (2003), esta espécie também ocorre no Paraguai.

A imbuia apresenta flores pequenas agrupadas em inflorescéncias e, com a floragéo
ocorrendo no periodo de outubro a dezembro e a frutificacdo de fevereiro a abril
(CARVALHO, 2003), apresentando um padréo sazonal anual de producéo de frutos (REGO
et al., 2006). O fruto é drupaceo, de superficie lisa lustrosa, de cor roxo-escura, unilocular
(HERTEL, 1974). A semente apresenta superficie lisa, contendo numerosas estrias, medindo
12 a 20 mm de didmetro e geralmente divide-se em duas metades semi-globulosas. O
nimero de sementes por quilograma varia entre 400 e 780 unidades (CARVALHO, 2003).

O crescimento da Ocotea porosa é considerado bastante lento (SILVA, 1997). No
entanto, uma arvore adulta, pode atingir até 30 m de altura e 320 cm ou mais de DAP. O
tronco é tortuoso, irregular, com fuste comumente curto (CARVALHO, 2003). A madeira é
moderadamente pesada, resistente a fungos (WANDERLEY et al., 2003), com boa
durabilidade natural e maleabilidade (CARVALHO, 2003). Possui cerne pouco diferenciado
do alburno e superficie irregular lustrosa e lisa, geralmente apresentando estrias paralelas e
veios que variam nas cores pretas, castanhas ou avermelhadas, ora aparecem paralelos ora
ondulados, as vezes formando figuras atraentes, com isso a madeira da imbuia apresenta alta

qualidade sendo empregada desde a marcenaria até a construcéo civil (CARVALHO, 2003).



17

2.2 EMBRIOGENESE SOMATICA

A embriogénese somatica constitui um exemplo da expressdo da totipotencialidade,
postulada por Haberlandt em 1902, em que as células vegetais possuem a capacidade de
regenerar individuos completos a partir de uma unica célula (IKEDA; UMEHARA, 2006).
A embriogénese somatica inicia-se com a inducéo de células com capacidade embriogénica,
seguida pela formagdo do embrido somatico, maturacdo, conversdo e regeneracdo da
plantula (VON ARNOLD et al., 2002).

A inducdo e o controle da embriogénese somaética in vitro s@o dependentes da fonte
de explante, do gendtipo da planta mée e do tipo e nivel de regulador vegetal adicionado no
meio de cultura, como o 2,4-D, uma fonte de auxina normalmente empregada para aquisigéo
da competéncia embriogénica (GUERRA et al., 1999). Outros fatores externos tais como
composicao do meio de cultura, luz, temperatura e presenga de indutores de estresse, afetam
o desenvolvimento in vitro de células e tecidos. A melhor compreensdo dos fatores que
controlam a inducdo de embribes sométicos ajuda a melhorar a eficiéncia dos protocolos
(PINTO et al., 2008). Para aquisicdo da competéncia, ocorrem alteragdes bioquimicas e
morfologicas bem como a reprogramacdo dos padrbes de expressdo génica (ROJAS-
HERRERA et al., 2002; FEHER et al., 2003), sendo este o principal ponto de controle da
ontogenia (ROJAS-HERRERA et al., 2002). A reprogramagdo da expressdo génica €
governada por genes reguladores, incluindo os de codificagdo de fatores de transcri¢éo
(FEHER et al., 2003).

Para expressdo da competéncia embriogénica, deve haver um balango dos
reguladores vegetais fornecidos no meio de cultura e os horménios enddgenos do explante
primério (JIMENEZ, 2005). Os processos moleculares que regulam a propriedade de
competéncia embriogenica em células vegetais ainda sdo desconhecidas (MORDHORST et
al., 1997). A transicdo entre o estadio de células somaticas para embriogénica € um processo
complexo que inclui desdiferenciacgdo, a reativacao celular, divisdao, bem como metabdlica, e
reprogramacdo do desenvolvimento (FEHER et al., 2003). Um dos genes, primeiramente
descrito como expressdo de células competentes em cultura de tecidos de cenoura (Daucus
carota) é o gene DcSERK (“somatic embryogenesis receptor kinase”) (SCHMIDT et al.,
1997), que codifica uma repetigdo “Leurich (LRR) transmembrane-receptor kinase” (RLK),
e pertence a uma grande e diversificada familia de receptores de quinases em plantas
(BECRAFT, 1998). Células individuais competentes de cenoura destinadas a se desenvolver

em embrides sométicos expressaram o gene repérter da luciferase sob o controle de
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elementos reguladores DcSERK, demonstrando que este gene é um marcador para células
individuais competentes (SCHMIDT et al., 1997).

Embriogénese somética € também um sistema ideal para investigar o processo de
diferenciacdo em plantas, bem como totipoténcia celular e competéncia, que é o potencial
para a reprogramacdo de uma célula como uma resposta a sinais especificos (HANAI et al.,
2010). Desta forma, com o objetivo de detalhar o desenvolvimento in vitro de Ocotea
catharinensis, Santa-Catarina et al. (2004b) examinaram os niveis de poliaminas e
aminodcidos relacionados a sintese de putrescina, a degradacdo de poliaminas e, a sintese de
S-adenosilmetionina, juntamente com uma comparagdo da expressdo do gene SERK e a
competéncia embrionaria de agregados celulares cultivados em diferentes meios. A
caracterizagcdo completa deste sistema, no entanto, exige a identificacdo de marcadores
adicionais, tais como alteragdes na metilagdo do DNA durante a diferenciagéo celular e
embriogénese.

Durante a fase morfogenética, o desenvolvimento do embrido zigotico é dividido
em quatro fases sequienciais de mudangas morfogenéticas: globular, cordiforme, torpedo e
estagio cotiledonar (eudicotiledéneas); globular, escutelar e coleoptilar (monocotileddneas)
e globular, cotiledonar precoce e cotiledonar tardia (coniferas) (QUEIROZ-FIGUEROA,
2006).

Além da regeneracdo de plantas em larga escala, a embriogénese somatica
apresenta outras aplicacdes tais como: a transformagdo genética de plantas e a producéo de
sementes sintéticas (VON ARNOLD et al., 2002). Outra aplicacdo dos embribes sométicos
ou de culturas embriogénicas é a criopreservagdo que, por sua vez, torna possivel estabelecer
bancos de germoplasma (VON ARNOLD et al., 2002; KONIECZNY et al., 2010). Além
disso, Konieczny et al. (2010) relataram que a embriogénese somética é geralmente
preferida sobre outros métodos de regeneracéo de plantas in vitro, uma vez que permite que
a propagacéo seja incrementada com o uso de biorreatores. Assim, esta técnica pode ser
considerada uma ferramenta eficiente e importante na propagagdo clonal (STASOLLA;
YUENG, 2003) e amplamente empregada em estudos biotecnoldgicos (IKEDA;
UMEHARA, 2006).
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2.2.1 Embriogénese somética em Lauraceae

A embriogénese somética tem sido induzida em centenas de espécies
(angiospermas e gimnospermas), incluindo um grande nimero de espécies lenhosas
(THORPE; STOLLA, 2001) e palmeiras (LEDO et al., 2002; EKE et al., 2005; SANE et al.,
2006; STEINMACHER et al., 2007a,b). A embriogénese somatica ja foi estudada em varias
espécies florestais da familia Lauraceae, como Laurus nobilis (CANHOTO et al., 1999),
Persea americana Mill (PLIEGO-ALFARO, 1988; WITJAKSONO et al., 1999;
SANCHEZ-ROMERO, 2006), Ocotea catharinensis (VIANA; MANTELL, 1999; SANTA-
CATARINA et al., 2003) e Ocotea odorifera (SANTA-CATARINA et al., 2001).

Diferentes formulacbes salinas foram utilizadas na embriogénese somatica de
Lauraceae. O meio de cultura MS e MS¥% (MS com a concentragdo de sais reduzida pela
metade) apresentaram bons resultados para Ocotea catharinensis (MOURA-COSTA et al.,
1993; MOSER et al., 2004; SANTA-CATARINA et al., 2005), Persea americana
(PLIEGO-ALFARO; MURASHIGE, 1988; SUAREZ et al., 2006), Ocotea odorifera
(SANTA-CATARINA et al., 2001) e Sassafras randaiense (WANG et al., 1991). Outras
formulages como as dos meios de cultura WPM e WPMY2 (WPM com sais reduzidos pela
metade), B5 (GAMBORG et al., 1968) e B5% (B5 com sais reduzidos pela metade) também
foram utilizadas para Ocotea catharinensis (VIANA, 1998; MOURA-COSTA et al., 1993;
SANTA-CATARINA et al., 2003; 20043; 2005).

Em geral, a inducdo da embriogénese somatica em espécies do género Ocotea,
ocorreu em meio de cultura acrescido de 2,4-D. Em Ocotea catharinensis a presenca de
2,4-D no meio de cultura foi fundamental para expressdo do gene SERK, evidenciando a
aquisicdo da competéncia celular (SANTA-CATARINA et al., 2004b). O 2,4-D (2,2 uM)
também apresentou maior eficiéncia na cultura em suspensdo de embrifes de Ocotea
catharinensis (MOSER et al., 2004). Outro composto como o sorbitol parece ter sido efetivo
na aquisicdo da competéncia embriogénica em agregados celulares de Ocotea catharinensis
em meio de cultura WPM (SANTA-CATARINA et al., 2004b). A indugdo da embriogénese
somatica em Ocotea catharinensis a partir de eixo embrionario maduro ocorreu em meio de
cultura MS, suplementado com 20 g L™ de sacarose, 3 g L™ de carvdo ativado e 8 g L™ de
agar (MOURA-COSTA et al., 1993). Em Ocotea odorifera, culturas embriogénicas foram
induzidas a partir de eixos embrionarios, em meio de cultura MS contendo 72 e 144 uM de
2,4-D (SANTA-CATARINA et al., 2001).
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A multiplicacdo de agregados celulares de Ocotea catharinensis foi realizada em
meio de cultura MS contendo 3 ¢ L? de carvdo ativado e 362 uM de 2,4-D e o
desenvolvimento de estruturas globulares foram obtidos em meio de cultura WPM com 3 g
L de carvdo ativado e 181 pM de 2,4-D (MOURA-COSTA et al., 1993). Segundo
SANTA-CATARINA et al. (2004a), 0 meio de cultura WPM suplementado com 400 mg L™
de glutamina, 22,7 g L™ de sorbitol, 2 g L™ de Phytagel® e 1,5 g L™ de carvdo ativado foi
eficiente para embriogénese repetitiva de Ocotea catharinensis.

A maturacdo de embrifes somaticos de Ocotea catharinensis foi obtida em meio
WPM suplementado com 22,7 g L™ de sorbitol, 2 g L™ de Phytagel®, 20 g L™ de sacarose e
400 mg L™ de glutamina (SANTA-CATARINA et al., 2005) e a conversdo dos embrides
somaticos em plantas foi realizada em meio de cultura B5% suplementado de 115,6 uM de
GA;z ¢ 214,8 uM de ANA (SANTA-CATARINA et al., 2005). Moura-Costa et al. (1993)
relataram que a conversdo de embrides somaticos de Ocotea catharinensis, ocorreu em meio
de cultura WPMY%, contendo 90,5 uM de 2,4-D por um més e apos a formacédo de raizes,
essas estruturas foram transferidas para o mesmo meio com 0,905 uM de 2,4-D e 1,4 uM de
GA;. WANG et al. (1991) obtiveram a conversdo dos embrifes somaticos em plantas de
Sassafras randaiense em meio de cultura MS¥%2 liquido ou sélido suplementado ou ndo de
7,23 uM e 28,89 uM de GA3 e a maior taxa de conversdo dos embrides (32%) ocorreu na

auséncia de GAs;.

2.3 ESTADIOS DA EMBRIOGENESE SOMATICA

2.3.1 Inducé&o de culturas embriogénicas

A inducdo da embriogénese somatica tem sido relatada a partir de diversos tipos de
tecidos vegetais tais como: inflorescéncias (GUERRA et al., 2000; TEIXEIRA;
MARBACH, 2003), embrides zigdticos, bainhas foliares (STEINMACHER et al., 2007a),
embrides zigoticos imaturos (RIBAS et al., 2000; SANTA-CATARINA et al., 2001; DAL
VESCO; GUERRA, 2001), embrides zigdticos maduros (LAMB et al., 2002; SANTA-
CATARINA et al., 2005), ovarios ndo fertilizados (PERERA et al., 2007), cotilédones



21

(CANGAHUALA-INOCENTE, 2002) e hipocétilos (SUN et al., 2003). O estadio de
desenvolvimento dos embribes zigo6ticos utilizados para a indugdo das culturas
embriogénicas é fundamental para a expressdo do seu potencial morfogenético (LITZ et al.,
1998; CHALUPA, 1999). Outros tecidos como apices caulinares (CHEE; CANTLIFFE,
1992), folhas (RUFFONI et al., 1990), peciolos (CASTILLO; SMITH, 1997) e raizes (WU
et al., 2004; IANTCHEVA et al., 2005; PARK et al., 2005) também foram utilizados na
inducgéo da embriogénese somatica.

Para algumas espécies da familia Lauraceae como Ocotea catharinensis (MOURA-
COSTA et al., 1993; SANTA-CATARINA et al., 2005; 2006) e Sassafras randaiense
(WANG et al., 1991), a embriogénese somatica foi induzida a partir de embrides zig6ticos
maduros, enquanto que embribes zigdticos imaturos e tecido nucelar foram utilizados no
caso de Ocotea odorifera (SANTA-CATARINA et al., 2001) e Persea americana
(PLIEGO-ALFARO; MURASHIGE, 1988; SUAREZ et al., 2006).

Dentre as auxinas sintéticas utilizadas na embriogénese somatica, o 2,4-D (acido
2,4 diclorofenoxiacético) é relatado como o mais eficiente e, portanto, € o mais utilizado na
maioria das culturas embriogénicas (FEHER et al., 2001, 2002). O 2,4-D atua indiretamente
por meio de um aumento nos niveis endégenos do AlA (&cido indol acético) alterando o
metabolismo das auxinas (FEHER et al., 2001, 2002). Fehér et al. (2003) propuseram que 0
2,4-D, quando acrescido acima de uma determinada concentragéo, possui duplo efeito nas
culturas: como uma auxina ou como um agente de estresse. Além do 2,4-D (49%), outras
auxinas sdo empregadas na embriogénese sométicas, porém com menor frequéncia, como:
acido naftaleno acético (ANA) (27%), cido indol acético (AlIA) (6%), &cido indol butirico
(AIB) (6%), picloram (5%) e dicamba (5%) (FEHER et al., 2003).

As citocininas também sdo importantes na inducdo da embriogénese somaética e
podem ser utilizadas na presenca ou auséncia de auxina (MERKLE et al., 1995). Atuam na
divisdo celular, sendo necessarias na regulacdo da sintese de proteinas que estdo envolvidas
diretamente no ciclo celular (VAN STADEN et al.,, 2008). Entre as citocininas, a 6-
benzilaminopurina (BAP) é utilizada com maior frequéncia (57%), seguida pela cinetina
(CIN) (37%), zeatina (ZEA) (3%) e pelo tidiazuron (TDZ) (3%).

A inducdo da embriogénese somética ocorre em explantes cujas células sdo
determinadas ou pré-embriogénicas (FEHER et al., 2003). A primeira fase se inicia com a
desdiferenciagdo das células, as quais tornam-se competentes e determinadas para a
embriogénese. Estes processos envolvem mecanismos complexos de reativacdo celular,

divis&o e reprogramacio do metabolismo e desenvolvimento (FEHER et al., 2003). O termo
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células embriogénicas frequentemente é utilizado para aquelas células que tenham
completado a sua transicdo do estadio somético para o estadio embriogénico. Neste caso, a
aplicacdo de reguladores vegetais ndo é necessaria para a producdo de embrides somaticos
(GUERRA et al., 1999).

Duas rotas sdo possiveis para obtencdo de embrifes somaticos, a direta e a indireta.
A embriogénese somética direta deve ocorrer a partir de células pré-determinadas. Em
contraste, a embriogénese indireta ocorre a partir de células ndo determinadas e ndo
diferenciadas formando primeiro o calo, podendo ser embriogénico ou ndo (VON ARNOLD
et al., 2002).

Na embriogénese, o transporte e distribuicdo de auxinas afetam principalmente a
formacdo do eixo embriondrio (UMEHARA et al., 2007). Com exce¢do da auxina como
indutor (FEHER et al., 2002) a embriogénese somatica tem sido relatada em resposta a
presenca de outros reguladores vegetais, tais como citocininas (SAGARE et al., 2000) ou
acido abscisico (NISHIWAKI et al., 2000) bem como a auséncia de reguladores vegetais
(CHOI et al., 1998; SHI et al., 2009). A adicdo de reguladores vegetais ao meio de cultura é
a forma preferida para induzir respostas embriogénicas in vitro, na maioria dos vegetais
(JIMENEZ, 2005), enquanto que a embriogénese somaética foi induzida em meio de cultura
livre de regulador em apenas 7% dos protocolos pesquisados (GAJ, 2004).

Indutores ndo hormonais, incluindo altas concentragbes de sacarose e agentes
osmoticos, metais pesados e alta temperatura, também podem ser utilizados para promover a
transicdo do estadio somatico para o embriogénico (FEHER et al., 2003). Neste sentido, a
adicdo de sorbitol ao meio de cultura WPM foi efetiva na aquisicdo da competéncia
embriogénica de agregados celulares de Ocotea catharinensis (SANTA-CATARINA et al.,
2004Db). A adicdo de prolina (2,5 mM) no meio de cultura foi fundamental para inducéo de
embriogénese somatica de Medicago arborea (HITA et al., 2003). FEHER et al. (2003)
relataram que a ativagéo simultanea das respostas ao estresse e aos sinais auxina/ABA pode
ser um evento chave na adaptacdo celular, causando reprogramacdes genéticas, metabdlicas
e fisioldgicas, que resultam na competéncia embriogénica das células somaticas.

Os meios de cultura de MS e MSY%2 (MS com a concentragéo de sais reduzida pela
metade) foram utilizados em algumas espécies da familia Lauraceae como Ocotea
catharinensis (MOURA-COSTA et al., 1993; MOSER et al., 2004; SANTA-CATARINA et
al., 2005), Persea americana (PLIEGO-ALFARO; MURASHIGE, 1988; SUAREZ et al.,
2006), Ocotea odorifera (SANTA-CATARINA et al., 2001) e Sassafras randaiense
(WANG et al., 1991). Outras formulagdes como as dos meios de cultura WPM e WPMY2
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(WPM com sais reduzidos pela metade), B5S (GAMBORG et al., 1968) e B5% (B5 com sais
reduzidos pela metade) também foram utilizadas para Ocotea catharinensis (MOURA-
COSTA etal., 1993; VIANA, 1998; SANTA-CATARINA et al., 2003; 2004b; 2005).

O nitrogénio (N), assimilado na forma de glutamato e glutamina, é prontamente
assimilado no metabolismo das plantas. Esses aminoacidos atuam como doadores de
nitrogénio para biossintese de outros aminoacidos, &cidos nucleicos e outros compostos
nitrogenados. Alternativamente, eles podem ser incorporados aos aminoacidos aspartato e
asparagina (LEA et al., 2006). Caseina hidrolisada pode ser uma fonte de célcio, fosfatos,
diversos microelementos, vitaminas e, mais importante, uma mistura de até 18 aminoacidos,
principalmente glutamina. Em consequéncia, a caseina hidrolisada € uma excelente fonte de
nitrogénio reduzido (GEORGE e DE KLERK, 2008).

O carvdo ativado é freqiientemente adicionado no meio de cultura para diminuir ou
eliminar compostos indesejaveis e, assim, melhorar as respostas morfogénicas dos explantes
(SAENZ et al., 2010). O carvdo ativado adsorve compostos fendlicos e pode inativar
polifenol oxidase e peroxidase (PAN; VAN STADEN, 1998). O carvédo influencia o
ambiente das plantas cultivadas in vitro por alterar as caracteristicas fisico-quimicas do
meio. Essas alteragdes incluem o escurecimento do meio de cultura, adsorc¢do de substancias
inibidoras ou toxicas e adsorcdo dos reguladores vegetais (PAN; VAN STADEN, 1998). O
impacto mais importante da adicdo de carvdo ativado no meio de cultura é uma reducéo
drastica na concentracdo de reguladores vegetais e outros suplementos organicos. Isto ocorre

devido & adsorcéo dessas substancias pelo carvao ativado (THOMAS, 2008).

2.3.2 Manutencéo e multiplicag&o de culturas embriogénicas

Para manutengdo e multiplicacdo de culturas embriogénicas, € necessario
determinar as condi¢Oes adequadas para o estabelecimento de ciclos repetitivos de diviséo
celular e o controle dos processos de diferenciagéo, de tal maneira que as culturas sejam
constituidas por células pro-embrionéarias ou embrides somaticos em estadio globular inicial
de desenvolvimento (GUERRA et al., 1999). Segundo Parrot et al. (1991) e Thorpe (1995),
os ciclos repetitivos sdo inibidos pela remog&o ou redugdo dos niveis de auxina no meio de
cultura, permitindo que os embriGes somaticos passem por todos os estadios de

desenvolvimento até formarem uma planta completa.
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Nessa etapa da embriogénese somatica é possivel a inducdo da embriogénese
repetitiva, a qual permite a producéo de massas embriogénicas ou embrides somaticos em
larga escala (BAKER; WETZSTEIN, 1995). Porém, € importante evitar a formacdo de
embrides somaticos em diferentes estadios de desenvolvimento (GREY; PUROHIT, 1991).

O inicio de novas culturas de embrides sométicos pode ser limitado por alguns
fatores tais como: baixa produgdo de sementes (reduzindo a fonte de explantes),
contaminacdo das culturas e baixa frequéncia de inducéo de embrides sométicos primarios.
Desta forma, a embriogénese somaética repetitiva pode apresentar vantagens em relacdo a
inducéo primaria de embrides (SANTA CATARINA et al., 2004a).

2.3.3 Desenvolvimento e maturacéo dos embrifes somaticos

A maturacéo é considerada uma etapa fundamental do desenvolvimento do embrido
para a subseqiiente conversio e desenvolvimento da plantula (PERAN-QUESADA et al.,
2004). Esta fase consiste em estabelecer condi¢Bes que estimulem a progressdo das fases
iniciais de desenvolvimento dos embriGes sométicos para as fases tardias. Os ciclos
repetitivos de divisdo celular séo interrompidos e estimulos fisiologicos, bioquimicos e
ambientais sdo fornecidos para a diferenciagdo celular. Essa diferenciacdo celular deve
ocorrer de tal maneira que os ciclos de desenvolvimento e maturacdo originam um grande
namero de embriBes somaticos maduros, de alta qualidade e aptos a germinar (GUERRA et
al., 1999).

Segundo Pullman e Buchanan (2003), dentre os fatores limitantes da maturacéo e
conversdo dos embrides, podemos citar o limitado conhecimento das mudancas bioquimicas
que ocorrem durante o desenvolvimento e maturagdo do embrido zigoético. Assim, a
determinagdo dos padrBes bioquimicos durante o desenvolvimento embrionario pode
fornecer subsidios para a otimizagdo dos sistemas de propagacdo in vitro baseados na
embriogénese somética. Durante a maturacdo dos embries sométicos, a expanséao celular e
0 acumulo de substincias de armazenamento sdo cruciais para estimular o processo de
conversdo. O incremento na massa do embrido ¢ um indicador da qualidade do embrido e
um pré-requisito para a conversdo (GARCIA-MARTIN et al., 2005).

Outro regulador vegetal empregado na embriogénese somatica é o 4cido abscisico

(ABA). A adicéo deste no meio de cultura durante as fases finais do desenvolvimento dos
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embrides somaticos, de certo modo, o aumento natural de horménios endégenas observados
em varios embrides zigdticos, é necessério para estimular maturacdo e, a0 mesmo tempo,
evitar germinagdo precoce, especialmente, mas ndo s6 nas coniferas (MAURI e
MANZANERA, 2004; SHARMA et al. 2004; GARCIA-MARTIN et al., 2005). O efeito
positivo da ABA na inibi¢do da precoce germinagdo e estimulacido da maturagéo se estende
até a conversio de embrides somaticos em plantas normais (JIMENEZ, 2005). Estudos tém
mostrado efeitos benéficos do ABA no desenvolvimento de embrides somaticos, como no
caso de embrides sométicos de cana-de-aclcar (NIEVES et al., 2001) e gerénio
(MADAKADZE; SENARATNA, 2000), onde a aplicagcdo exdgena de ABA aumentou o
teor de proteinas de reserva.

Nessa etapa, 0s embrides somaticos devem estar maduros e fisiologicamente
desenvolvidos para que ocorra a conversdao. Os embrides devem apresentar morfologia
externa normal e caracteristicas internas semelhantes as dos embriBes zigéticos. Essas
caracteristicas incluem os compostos de armazenamento como: proteinas, lipideos e
carboidratos (GUPTA et al., 1991). O desenvolvimento polarizado do embrido inclui a
formacdo de meristema caulinar e meristema da raiz, que mantém a polaridade apical-basal
(JURGENS, 2001). Esses meristemas sdo grupos de células indiferenciadas formando novas
células e tecidos, diferenciando-se em 6rgdos (FEHER et al., 2003).

Varios fatores do meio de cultura e ambientais como nitrogénio reduzido, outros
nutrientes inorgénicos, carboidratos, reguladores vegetais, luz e método de cultura, fazem
parte das exigéncias para assegurar a maturacdo dos embrides soméaticos (AMMIRATO,
1985; MERKLE et al., 1995). O nitrogénio reduzido na forma de aminoacidos (glutamina,
asparagina e arginina) € rapidamente assimilado e incorporado aos esqueletos carbdnicos
durante o metabolismo e a sintese de proteinas, quando comparado a outras fontes
inorganicas de nitrogénio (LEA, 1993). Outros compostos como 0s agentes osmoticos
polietileno glicol (PEG), mio-inositol, sorbitol e manitol podem ser (teis ao
desenvolvimento dos embrides. O aumento da osmolaridade causado por estes compostos
parece estar relacionado com a transicdo do ciclo de divisdo/diferenciagdo. Este aumento
pode ser obtido pela concentragdo total do meio de cultura que deve variar entre 200 e 350
mM (GUERRA et al., 1999). Dessa maneira, evita-se a germinagdo precoce e O
desenvolvimento de embrifes anormais, aumentando a taxa de conversdo dos embrides em
plantas (GUERRA et al., 1999; CANGAHUALA-INOCENTE, 2002).

O estresse osmotico in vitro induzido com PEG de peso molecular acima de 4000 é

0 que mais se aproxima do estresse hidrico observado em células de embrides e plantas
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sujeitas a condigdes de desidratacdo (VON ARNOLD et al., 2002). A razéo para isso € que
as grandes moléculas de PEG ndo sdo capazes de atravessar a parede celular, enquanto a
agua é retirada, levando a uma reduzida pressdo de turgor e um potencial osmético
intracelular mais negativo (VON ARNOLD et al., 2002). O ABA, a exemplo de seus efeitos
na embriogénese zigdtica, também exerce efeito na maturacdo dos embrides somaticos,
sendo geralmente usado para reduzir o processo de embriogénese repetitiva (GUERRA et
al., 1999) ou para inibir a germinagédo precoce (VON ARNOLD et al., 2002).

2.3.4 Conversdo de embrifes somaticos em plantas

A conversdo de embrifes somaticos em plantas é determinada pela germinacdo dos
embrifes somaticos em meio de cultura até que as folhas verdadeiras sejam formadas
(SCHULTHEIS et al., 1990). Tais meios de cultura sdo constituidos pela metade da
concentracdo dos sais, sacarose (1 a 2%), carvao ativado, mio-inositol, vitaminas e baixo
nivel de nitrogénio reduzido na forma de aminoécidos.

Na maioria dos genotipos, o desenvolvimento e a conversdo dos embrides
somaticos em plantas sdo favorecidos em meios de cultura desprovidos de reguladores
vegetais (MAY; TRIGIANO, 1991; CASTILLO; SMITH, 1997) ou com baixas
concentracdes de auxinas (MANDAL et al., 1995) e/ou citocininas (VAN DER VALK et
al., 1992; LAMB et al., 2002) ou ainda suplementados com &cido giberélico (GAs)
(CANGAHUALA-INOCENTE, 2002).

2.4 MORFOANATOMIA DE EMBRIOES SOMATICOS

A embriogénese somética pode ser descrita como 0 processo pelo qual células
somaticas desenvolvem estruturas semelhantes a embrides zigoticos, por meio de uma
sequencia ordenada de estadios embriogénicos caracteristicos sem ocorréncia de fuséo dos
gametas (GUERRA et al., 1999; JIMENEZ, 2001). Apesar das semelhancas descritas entre a
embriogénese zigotica e somatica, existem duas diferencas marcantes, a falta de formacéo
do endosperma e do suspensor no caso do sistema soméatico (DODEMAN et al., 1997).

Durante o seu desenvolvimento, os embrides sométicos passam por estadios similares
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aqueles observados na embriogénese zigdtica, caracterizando-se como estrutura bipolar sem
nenhuma conexdo vascular com o tecido materno (DURZAN, 1988; VICIENT e
MARTINEZ, 1998), passando pelo estadio globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(eudicotiledbneas) (QUEIROZ-FIGUEROA, 2006).

Na embriogénese somatica, as analises histoldgicas e morfoldgicas podem ser
fundamentais para a interpretacdo dos resultados. Estas séo utilizadas para identificar e
caracterizar a formacdo de estruturas monopolares ou bipolares bem como caracterizar
alteracdes celulares analisando a qualidade e o desenvolvimento dessas estruturas. As
analises morfoldgicas permitem caracterizar a via de regeneracdo e compreender melhor a
morfogénese in vitro, visando a otimizacdo dos protocolos de obtencdo de plantulas em
cultura de tecidos (SILVA, 2005).

Estudos histoldgicos de embrifes somaticos tém mostrado uma relagdo positiva
entre alteracdes morfoldgicas e a baixa conversdo de embriBes sométicos em plantas
(NICKLE; YUENG, 1994). Em geral, o processo de embriogénese somatica pode ser
iniciado a partir de uma unica célula embriogénica ou um grupo destas, mas nem todas tém a
capacidade de se converterem em pro-embrides. Consequentente, o nimero de embrides
somaticos formados é relativamente menor quando comparado ao nimero de pré-embrides
globulares ou células embriogénicas. Essa baixa capacidade de conversdo do embrido
somatico em planta ndo se restringe apenas as condi¢des inadequadas do meio de cultura,
mas também & ontogénese anormal ou imatura do embrido somético (MICHAUX-
FERRIERE; SCHWENDIMAN, 1992). Desta forma, no processo da embriogénese
somatica, a analise histolégica é uma ferramenta 0til, uma vez que o estudo do
desenvolvimento de células ou grupos de células pode ajudar a melhorar a eficiéncia dos
protocolos (PEREZ-NUNEZ et al., 2006). Observagdes histologicas, incluindo a analise
ultra-estrutural de embriogénese somatica, foram relatadas em algumas espécies (RIBAS et
al., 2000; VERDEIL et al., 2001; SANE et al., 2006).

O embrido somético pode apresentar desenvolvimento anormal. Alguns embrides
somaticos produzem meristemas sem fungdo, impedindo o seu desenvolvimento futuro. Em
muitos embrifes somaticos, 0s meristemas apicais se encontram parcialmente organizados
ou ndo existem. Também podem apresentar algumas anomalias no seu padrdo vascular.
Alteragfes na formagdo dos seus meristemas podem levar a perda da capacidade de
germinagdo (DODEMAN et al., 1997).

A regeneracdo in vitro consiste basicamente em trés estadios: a desdiferenciacdo

onde o tecido adquire competéncia embriogenica para responder ao processo morfogénico; a
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indugdo, quando as células se tornam determinadas a desenvolver estrutura bipolar
(embribes sométicos) ou monopolar (&pice radicular ou caulinar) e o desenvolvimento com
o crescimento dos 6rgdos ou do embrido (De KLERK et al., 1997).

Na fase de inducéo, as analises histoldgicas permitem caracterizar as alteragbes
celulares. As células embriogenicas caracterizam-se por ser pequenas com citoplasma denso,
nucléolo grande, pouco vacuolizadas e com pequenos granulos de amido (MICHAUX-
FERRIERRE e SCHWENDIMAN, 1992). O desenvolvimento dessas células ndo é
sincronizado, variando conforme as condi¢cGes do meio de cultura, sendo capazes de se
dividerem ou se envolverem na formacgdo de embribes. As células que ndo formam pro-
embrides comegam o processo de diferenciagdo, ou seja, as vacuolizagdes, diminui¢cdo em
volume do nucléolo e o0 acumulo ou o desaparecimento dos granulos de amido (MICHAUX-
FERRIERRE e SCHWENDIMAN, 1992).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratdrio de Micropropagacéo Vegetal do
Departamento de Boténica, Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana
(UFPR), Curitiba — Parana (PR).

3.1 DESINFESTACAO E INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE
INFLORESCENCIAS

As inflorescéncias foram coletadas em agosto e setembro de 2009, no Sitio S&o
Marcos localizado no municipio de Campina Grande do Sul, e outubro de 2010 no Museu
Nacional de Histdria Natural Cap&o da Imbuia (Cap&o da Imbuia, Curitiba-PR) (Figura 1a).
Os ramos com as inflorescéncias foram coletados com auxilio de pod&o e armazenados em

frascos com a base imersa em &gua para evitar a desidratagéo das inflorescéncias.

3.1.1 Efeito do NaClO na desinfestacéo de inflorescéncias

As inflorescéncias coletadas em Campina Grande do Sul foram submetidas a
desinfestagdo com etanol 70% (1 min), seguido de solugdo de NaClO (1, 2 e 3%) acrescido
de 0,1% de Tween 20® (10 min) e, em seguida, lavadas seis vezes em agua destilada
esterilizada. As inflorescéncias foram inoculadas em meio de cultura WPM (LLOYD;
McCOWN, 1980), acrescido de sacarose (20 g L™), 2,4-D (20 uM), BAP (7,5 uM) ¢
solidificado com é&gar Vetec® (3,5 g L™). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo constituido de trés tratamentos e seis repeticdes com dez inflorescéncias

por parcela.
3.1.2 Efeito do NaClO e HgCl, na desinfestagéo de inflorescéncias
As inflorescéncias coletadas em Campina Grande do Sul foram submetidas a

diferentes tratamentos de desinfestacdo: a) HgCl, 0,05% (10 min), b) etanol 70% (1 min) +
NaClO 2% (10 min), c) etanol 70% (1 min) + HgCl, 0,05% (10 min) e d) etanol 70% (1
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min) + NaClO 2% (10 min) + HgCl; 0,05% (10 min). As solugdes de NaCIO e HgCl, foram
acrescidas de 0,1% de Tween 20° e, apos a desinfestacdo, as inflorescéncias foram lavadas
seis vezes em agua destilada esterilizada e, inoculadas fechadas em meio de cultura WPM
acrescido de sacarose (20 g L™), carvdo ativado (1,5 g L) e solidificado com &gar Vetec®
(3,5 g L™, sem adicéo de regulador vegetal. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, sendo constituido de quatro tratamentos e cinco repeticbes com dez

inflorescéncias por parcela.

3.1.3 Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D combinado com 2-iP na inducdo de

embrides somaticos em inflorescéncias

Em camara de fluxo laminar as inflorescéncias coletadas no Museu Nacional de
Histdria Natural Cap&o da Imbuia foram desinfestadas com etanol 70% (1 min) seguido de
solucéo de NaClO 2% (10 min), acrescido de 0,1% de Tween® 20. Apds a desinfestacéo, as
inflorescéncias foram lavadas seis vezes em agua destilada esterilizada e, inoculadas em
meio de cultura WPM acrescido de sacarose (20 g L'l), 2,4-D (1,25; 2,5; 5; 10; 20 e 40 uM)
combinado com 2-iP (2,5 uM) e solidificado com 4gar Vetec® (3,5 g L™). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, constituido de seis tratamentos e cinco repetices

com dez inflorescéncias por parcela.

3.1.4 Efeito do 2,4-D combinado com 2-iP e carvdo ativado na inducdo de embrides

somaticos a partir de inflorescéncias

As inflorescéncias coletadas no Museu Nacional de Histéria Natural Capdo da
Imbuia foram desinfestadas em etanol 70% (1 min), seguido de solucdo de NaClO 2% (10
min) e posteriormente solu¢édo de HgCl, 0,05% (10 min). As solugbes de NaClO e HgCl,
foram acrescidas de 0,1% de Tween® 20. Posteriormente, as inflorescéncias foram lavadas
seis vezes em 4gua destilada esterilizada e inoculadas em meio de cultura WPM acrescido
de sacarose (20 g L), carvdo ativado (1,5 g L™), 2,4-D (150, 300, 450 e 600 puM)
combinado com 2-iP (20 uM), casefna hidrolisada (0,5 g L™) e solidificado com &gar Vetec®
(3,5 g LY. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo constituido de

quatro tratamentos e cinco repeti¢des com dez inflorescéncias por parcela.
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3.2 INDUCAO DE CALOS EM DISCOS FOLIARES, PECIOLOS E GEMAS APICAIS

Os explantes foram obtidos de mudas de imbuia com idade entre 2 e 6 meses,
plantadas em sacos plésticos (8 x 15 cm) contendo como substrato Plantmax® Florestal. As
mudas foram acondicionadas em casa de vegetacdo do Departamento de Boténica, com
nebulizacdo intermitente de 20 s a cada duas horas. As mudas foram podadas para inducéo
de brotagdes juvenis, das quais foram coletadas folhas jovens medindo de 1,5 a 2 cm com
peciolo e gemas apicais (Figura 1b). Os discos foliares, peciolos e gemas apicais, foram
submetidos a tratamentos de desinfestacdo com solucdo de etanol 70% (1 min), seguido de
imersio em solucéo de 1% de NaClO acrescido de 0,1% de Tween 20® (8 min). Em
seguida, os mesmos foram lavados seis vezes em agua destilada esterilizada e inoculados em

meio de cultura para indugdo de embrides somaticos.

3.2.1 Efeito de diferentes tipos de explantes na indug&o de culturas embriogénicas

Discos foliares basais obtidos com auxilio de perfurador (7 mm de didmetro),
peciolos (3 a 5 mm) e gemas apicais (5 mm) (Figura 1c) foram inoculados em meio de
cultura WPM acrescido de sacarose (20 g L™), ANA (21,5 uM) ¢ BAP (4,44 uM) e
solidificado com Gelzan™ CM (Sigma) (2 g L™) ou agar (Vetec®) (35 g L™"). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema bifatorial constituido
de dois agentes geleificantes (&gar e gelrite) e trés tipos de explantes e quatro repeti¢des com

dez explantes cada tratamento.

3.2.2 Efeito de diferentes auxinas na inducgéo de culturas embriogénicas a partir de discos

foliares

Discos foliares basais (7 mm de didmetro) foram inoculados em meio de cultura
WPM, acrescido de sacarose (20 g L™), caseina hidrolisada (0,2 g L™) sozinha ou
combinada com ANA (10,7 e 21,5 uM) + BAP (4,44 uM) ou 2,4-D (9,05 ¢ 18,1 uM) + BAP
(4,44 uM) e solidificado com &gar Vetec® (3,5 g L™). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, constituido de cinco tratamentos e quatro repetices com dez

explantes por parcela.
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3.3 INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE EIXO0S
EMBRIONARIOS ZIGOTICOS MADUROS

Foram utilizados frutos maduros (com coloracéo violacea escura a preta) coletados
nas localidades de Campina Grande do Sul. Os frutos foram despolpados manualmente e as
sementes lavadas em &gua corrente e secadas a temperatura ambiente. Em cadmara de fluxo
laminar, as sementes foram submetidas a desinfestacdo com solucéo de etanol 70% (5 min),
seguido de imersdo em solugéo de 3 a 6% de NaClO, acrescido de 0,1% de Tween 20%, (20
min), em agitacdo. Em seguida, as sementes foram lavadas seis vezes em agua destilada e
esterilizada. Com auxilio de bisturi, os eixos embrionarios zigoticos maduros foram

removidos e inoculados em meio de cultura de indugéo (Figura 1e e 1f).

3.3.1 Efeito de diferentes concentra¢des de 2,4-D na inducdo de embriGes somaticos

Inicialmente foram feitos alguns testes preliminares para determinar a melhor
concentragdo de 2,4-D para inducdo de embrifes somaticos a partir de eixos embrionarios
zigoticos maduros.

No primeiro teste, os eixos embrionarios zigdticos foram inoculados em meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) contendo 30 g L™ de sacarose, carvéo ativado
(1,5gL™), 2,4- D (50, 100, 150 e 200 uM) e solidificado com agar Vetec® (4 g L™).

O segundo teste foi realizado utilizando o meio de cultura WPM acrescido de
20 g L™ de sacarose, carvdo ativado (1,5 g L™), 2,4-D (50, 100, 150 ¢ 200 pM) e
solidificado com agar Vetec® (4 g L™).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro tratamentos

e cinco repeticBes com dez eixos embrionarios zigéticos maduros por parcela.

3.3.1.1 Manuteng&o de calos obtidos nos meios de cultura MS e WPM

Apo6s 90 dias de inducdo em meio MS ou WPM contendo 2,4-D (50, 100, 150 e
200 uM), parte dos calos escuros foi subcultivada no mesmo meio de cultura adicionado de
2,4-D (50, 100, 150 e 200 uM) e a outra parte foi transferida para um meio de cultura com
metade da concentragdo de 2,4-D (25; 50; 75 e 100 uM), durante 90 dias.
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A manutencdo dos calos brancos, obtidos nos dois meios de cultura, foi realizada da
seguinte forma: metade dos calos foram cultivados em meio de cultura MS ou WPM sem
regulador vegetal e a outra metade em meio de contendo 10 uM de 2,4-D e 5 uM de Cin. O
material foi subcultivado duas vezes neste meio de cultura. Apos 60 dias, todos os calos
foram subcultivados em meio de cultura WPM com a combinagdo de 4,52 uM de 2,4-D e
2,46 uM de 2-iP ou 22,62 uM de 2,4-D e 2,46 uM de 2-iP para proliferagdo das massas
durante 30 dias. Apos esse periodo, metade dos calos foi subcultivado nos mesmos meios de
cultura (4,52 uM de 2,4-D e 2,46 uM de 2-iP ou 22,62 uM de 2,4-D e 2,46 uM de 2-iP) e
parte em meios de cultura com a concentragéo de 2,4-D reduzida pela metade (2,26 uM de
2,4-D ¢ 2,46 uM de 2-iP ou 11,62 uM de 2,4-D e 2,46 uM de 2-iP). Posteriormente todos 0s
calos foram subcultivados para meio contendo 22,62 uM de 2,4-D e 2,46 uM de 2-iP.

3.3.2 Efeito do 2,4-D combinado com caseina hidrolisada em meio de cultura MS ou WPM

Os eixos embrionarios zigoticos foram inoculados em meio de cultura WPM
contendo sacarose (20 g L™), carvéo ativado (1,5 g L™), 2,4-D (200 e 400 uM) combinado
com caseina hidrolisada (0,5 e 1 g L™), solidificados com agar Vetec® (3,5 g L™).

Em outro experimento, 0s eixos embrionarios zigdticos foram inoculados em meio
de cultura MS contendo sacarose (30 g L™), carvdo ativado (1,5 g L™), 2,4-D (200 e
400 pM) combinado com caseina hidrolisada (0,5 ¢ 1 g L™), solidificados com agar Vetec®
(35gL™h.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e constituido de quatro

tratamentos com cinco repeticdes de dez eixos embrionarios zigdticos maduros por parcela.

3.3.3 Efeito de diferentes aminoéacidos na inducéo de embrides sométicos

Os eixos embrionarios zigoticos coletados no fim de fevereiro foram inoculados em
meio de cultura WPM, suplementado com 20 g L™ de sacarose, carvéo ativado (1,5 g L™),
2,4-D (200 puM) sozinho ou combinado com caseina hidrolisada (0,25, 0,5 e 1,0 g L'l),
glutamina (0,25, 0,5 e 1,0 g L™) ou prolina (0,25, 0,5 e 1,0 g L™) e solidificados com agar
Vetec® (3,5 g L™). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com dez

tratamentos e quatro repeticfes com dez eixos embrionérios zigdticos maduros por parcela.
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3.4 INDUCAO DE EMBRIOES SOMATICOS A PARTIR DE EIXO EMBRIONARIO
ZIGOTICO IMATURO E DE SEMENTE IMATURA

Para a realizacdo destes experimentos foram utilizados frutos imaturos (com
coloragéo verde) coletados nas localidades de Campina Grande do Sul e Colombo (Embrapa
Florestas) (Figura 1d).

Quando os eixos embrionarios zigéticos imaturos foram utilizados como explantes,
os frutos foram despolpados manualmente e as sementes lavadas em &gua corrente e secas a
temperatura ambiente. Em camara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas a
desinfestagdo com solugdo de etanol 70% (5 min), seguido de imerséo em solucéo de 4% de
NaClO, acrescido de 0,1% de Tween 20°, (20 min), em agitacdo. Em seguida, as sementes
foram lavadas seis vezes em agua destilada e esterilizada.

No experimento em que as sementes inteiras imaturas foram utilizadas como
explantes, os frutos foram lavados em &agua corrente e em camara de fluxo laminar,
submetidos a desinfestacdo com solucdo de etanol 70% (5 min), seqguido de imersdo em
solugdo de 4 % de NaClO, acrescido de 0,1% de Tween 20® (20 min), em agitacdo e em
seguida lavados seis vezes em A&gua destilada e esterilizada. Apds a desinfestacdo o
pericarpo do fruto foi removido com auxilio de pinga e bisturi e as sementes inteiras (com

tegumento membrandceo) foram inoculadas em meio de cultura.

3.4.1 Efeito do 2,4-D combinado com caseina hidrolisada ou glutamina na inducéo de

embrides somaticos

Os eixos embrionarios zigdticos imaturos (0,2 a 0,4 cm) coletados no inicio de
fevereiro foram inoculados em meio de cultura composto de sais e vitaminas do WPM,
acrescido de sacarose (20 g L), carvdo ativado (1,5 g L™), 2,4-D (200 uM) sozinho ou
combinado com caseina hidrolisada (0,5 e 1,0 g L™) ou glutamina (0,5 e 1,0 g L™) e
solidificado com é&gar Vetec® (4 g L™). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticbes com dez eixos embrionérios por

parcela.
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3.4.2 Efeito do 2,4-D e da caseina hidrolisada na indugdo de embrifes sométicos a partir de

sementes imaturas

Os frutos foram coletados em meados de dezembro e as sementes, constituidas de
dois cotilédones e um eixo embrionério, foram inoculadas in vitro para inducéo de embrides
somaticos. O meio de cultura utilizado foi o0 WPM, acrescido de sacarose (20 g L™), carvao
ativado (1,5 g L™), 2,4-D (200 e 400 uM) combinado com caseina hidrolisada (0,5 e
1,0 g L™ e solidificado com agar Vetec® (3,5 g L™). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis repeticdes com dez sementes por

parcela.

3.4.3 Efeito do 2,4-D e da caseina hidrolisada na inducao de embrides somaticos a partir de

eixos embrionérios zigdticos imaturos

Os eixos embrionarios imaturos (0,2 a 0,4 cm) coletados no fim de janeiro foram
inoculados em meio de cultura composto de sais e vitaminas do WPM acrescido de sacarose
(20 g L™, carvdo ativado (1,5 g L™), 2,4-D (200 e 400 uM), caseina hidrolisada (0,5 e
1 g LY e solidificado com agar Vetec® (3,5 g L™). O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco repeticbes com dez eixos

embrionarios por parcela.

3.4.4 Efeito do 2,4-D, ANA e picloram na indugdo de embrifes sométicos a partir de eixos

embrionarios zig6ticos imaturos.

Os eixos embrionarios imaturos (0,2 a 0,4 cm) coletados no fim de janeiro foram
inoculados em meio de cultura, composto de sais e vitaminas do WPM acrescido de sacarose
(20 g L', carvéo ativado (1,5 g L™), 2,4-D, ANA e picloram (200 e 400 uM de cada) e
solidificado com é&gar Vetec® (3,5 g L™). O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com seis tratamentos e cinco repeti¢ces com dez eixos embrionérios por parcela.
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3.5 EMBRIOGENESE REPETITIVA

EmbriBes sométicos primarios em estadio globular e cordiforme obtidos de eixos
embrionarios zigdticos imaturos no meio de cultura WPM, contendo 200 uM de 2,4-D ou
200 pM de 2,4-D combinado com 1,0 g L™ de caseina hidrolisada ou glutamina, apés 90
dias foram cultivados em meio de cultura WPM contendo 20 g L™ de sacarose, 3,5 g L™ de
4gar Vetec® e 22,62 pM de 2,4-D combinado com 2,46 uM de 2-iP para indugdo da

embriogénese somatica repetitiva.

3.5.1 Efeito da caseina hidrolisada e da glutamina na inducdo de embrides somaticos

secundarios

Massas embriogénicas contendo embrifes somaticos globulares (200 mg) formadas
em meio de cultura WPM contendo 22,62 uM de 2,4-D e 2,46 uM de 2-iP foram cultivadas
em meio de cultura sem regulador vegetal, acrescido de 20 g L™ sacarose, 3,5 g L™ de agar
Vetec® e 1,0 g L™ caseina hidrolisada, 1,0 g L™ glutamina ou 0,5 g L™ de caseina hidrolisada
combinada com 0,5 g L™ de glutamina. Foram realizados trés subcultivos em intervalos de
30 dias. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, constituido de trés

tratamentos e quatro repeticdes com 10 tubos de ensaio por parcela.

3.5.2 Efeito de combinacfes de ANA e BAP na indugéo de embrides somaticos secundarios

Massas embriogénicas contendo embrides sométicos globulares (200 mg) obtidas
em meio de cultura WPM, sem regulador vegetal e acrescido de 1 g L™ de caseina
hidrolisada foram cultivadas no mesmo meio de cultura contendo 0,5 pM de ANA
combinado com 5, 10 ou 20 uM de BAP. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualisado sendo constituido de trés tratamentos e quatro repeticbes com 10 tubos de ensaio

cada.
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3.5.3 Morfoanatomia de embrides somaticos secundarios

As amostras foram fixadas em glutaraldeido (2%) e paraformaldeido (4%) em
tampéo fosfato 0,2 M (pH 7,2) segundo Karnovsky (1965). Em seguida, as amostras foram
desidratadas em série alcodlica (5, 10, 15, 20, 25 e 30%), seguido de 40, 50, 60, 70, 80, 90 e
95% com duragdo de 1 hora em cada tratamento. As amostras foram emblocadas em
historresina (hidroxietilmetacrilato, Leica, Heidelberg) e alcool (1:1 v/v) durante 48 h.
Foram realizados cortes seriados em microtomo de rotagdo com espessura de 7 um. Os
cortes foram corados em azul de toluidina 0,5% (O’BRIEN et al., 1965) dissolvido em
tampdo fosfato 0,1 M (pH 6,8), observados em microscopio optico e fotografados em

camera digital.

3.6 MATURACAO DOS EMBRIOES SOMATICOS

3.6.1 Efeito da combinacdo de ANA e 2-iP na maturacdo de embrides soméaticos

Embrides sométicos globulares formados por embriogénese repetitiva em meio de
cultura com caseina hidrolisada (1 g L™) foram cultivados em meio de cultura WPM,
acrescido de 20 g L™ de sacarose, 3,5 g L™ de agar Vetec® e 2-iP (5, 10 e 20 uM) combinado
com 0,5 uM de ANA para maturacao. O delineamento foi o inteiramente casualizado com

trés tratamentos e quatro repeticdes com dez tubos de ensaio cada.

3.6.2 Efeito do PEG na maturagdo de embrides somaticos

EmbriBes sométicos em estadio globular, formados por embriogénese repetitiva em
meio de cultura contendo caseina hidrolisada (1 g L™), foram transferidos para meio de
cultura WPM, acrescido de sacarose (20 g L™), com PEG 6000 (0; 3,5 e 7%) e solidificado
com agar Vetec® (4 g L™). O delineamento foi o inteiramente casualizado com trés

tratamentos e quatro repeticdes com dez tubos de ensaio cada.
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3.6.3 Efeito do PEG combinado com maltose na maturacéo de embrides sométicos

EmbriBes sométicos globulares formados por embriogénese repetitiva em meio de
cultura contendo caseina hidrolisada (1 g L™) foram transferidos para meio de cultura WPM,
acrescido de 7% de PEG 6000, 2% de sacarose ou maltose (2, 4 e 6%) e solidificado com 4
g L™ de 4gar Vetec® As culturas foram mantidas no escuro. O delineamento foi o
inteiramente casualizado com quatro tratamentos e quatro repeticdes com dez tubos de

ensaio cada.

3.7 CONVERSAO DOS EMBRIOES SOMATICOS EM PLANTAS

Embrides sométicos em estddio cordiforme e torpedo, obtidos no meio de cultura
de maturacdo com PEG 6000 (7%) e sacarose ou maltose, foram utilizados para o
experimento de conversdo. O meio de cultura utilizado foi o WPM contendo 20 g L™ de
sacarose, solidificado com 355 g L' de agar Vetec® e diferentes concentracdes de
reguladores vegetais:

a) 1154 uM de GAz e 214,8 uM de ANA e 1,5 g L™* de carvdo ativado.

b) 11,54 uM de GAs e 21,48 uM de ANA sem carvao ativado.

c) 5SuMde BAPe 0,5 uM de AIB

d) 5uMde BAPel uM de AIB

e) 5SuMde BAPe2,9 uM de GA;

) 5uMde BAPe 5,4 uM de GA;

g) 0,58 uM de GA3 combinado com 1 uM de BAP

h) 0,54 uM de ANA combinado com 10 uM de putrescina.

O GA; foi esterilizado por filtracdo e adicionado ao meio de cultura apds a
autoclavagem. Cada tratamento consistiu de dez tubos de ensaio contendo cinco embrides

cordiformes cada. Ap6s 30 dias foi avaliada a porcentagem de embriGes convertidos.

3.8 AVALIACOES

As culturas foram avaliadas a cada 30 dias, observando-se 0s seguintes critérios:

porcentagem de contaminagdo flngica, bacteriana, porcentagem de sobrevivéncia, sem
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respostas, necrose, formagdo de calo (calo branco amarelado, calo branco com setores
friaveis e calo preto), porcentagem de massas embriogénicas contendo embriGes somaticos e
nimero médio de embriBes sométicos em diferentes estadios de desenvolvimento

(globulares, cordiformes, torpedos e cotiledonares) formados por explante.

3.9 MEIO DE CULTURA E CONDIGOES DE CULTIVO

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem em 121°C
por 20 min. Foram utilizados tubos de ensaio (25x150 mm) contendo dez ml de meio de
cultura e fechados com tampa de polipropileno. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com temperatura de 27+2°C (dia) e 18+2°C (noite), na auséncia de luz (estadio
de inducéo, embriogénese repetitiva e maturacéo) e sob luz fluorescente com intensidade de

30 pmol.m™. s e fotoperiodo de 16 h durante a converséo.

3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos ao teste de Bartlett onde as variancias dos tratamentos
foram avaliadas quanto a sua homogeneidade, & anélise de variancia (ANOVA) e as médias
dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. O
programa estatistico utilizado foi o ASSISTAT 7.6.



40

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DESINFESTACAO E INDUGAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE
INFLORESCENCIAS
4.1.1 Efeito do NaClO na desinfestacdo de inflorescéncias

A maior porcentagem de sobrevivéncia das inflorescéncias de Ocotea porosa, apds
30 dias foi de 50% e ndo foi constatada diferenca estatistica entre os tratamentos em nenhum

dos critérios avaliados (Tabela 1, Anexo 1).

Tabela 1- Efeito do NaClO na desinfestacdo de inflorescéncias de Ocotea porosa, apds 30

dias.
NaClO (%) Sobrevivéncia (%) Contaminagéo (%)
Fungica Bacteriana
1 33,3 ns 60,0 ns 6,7 ns
2 40,0 ns 50,0 ns 10,0 ns
3 50,0 ns 40,0 ns 10,0 ns
CV % 41,3 35,0 47,1

" N4o significativo

Apo6s 30 dias de cultivo, as inflorescéncias sem contaminacdo foram mantidas no
mesmo meio de cultura e, aos 60 dias, as mesmas apresentaram necrose total e ndo ocorreu

inducéo de calos e/ou formacéo de embrides somaticos.

4.1.2 Efeito do NaClO e HgCl; na desinfestacdo de inflorescéncias

Os tratamentos que continham cloreto de mercurio (0,05%) foram eficientes na
desinfestagcdo de inflorescéncias de Ocotea porosa. Os tratamentos com 0,05% de HgCl,
utilizado sozinho ou combinado com etanol 70% ou ainda a combinagdo de 0,05% de
HgCl;, NaClO e etanol 70% foram os que apresentaram os melhores resultados na

desinfestagdo de inflorescéncias com sobrevivéncia superior a 70%. A contaminagéo
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fungica foi maior no tratamento sem HgCl, e a contaminacéo bacteriana foi baixa em todos

os tratamentos (Tabela 2, Anexo2).

Tabela 2 - Efeito de diferentes agentes na desinfestacdo de inflorescéncias de Ocotea
porosa, apds 30 dias.

Tratamentos Sobrevivéncia Contaminagdo (%)
(%) Fungica Bacteriana
HgCl, (0,05%) 70,0 a 200b 10,0 ns
Etanol (70%) + NaCIO (2%) 300D 60,0 a 14,0 ns
Etanol (70%) . HgCl, (0,05%) 70,0 a 200b 10,0 ns
Etanol (70%) . NaClO (2%) . HgCl, (0,05%) 80,0 a 10,0 b 8,0 ns
CV% 25,3 38,5 52,3

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5 %
de probabilidade.
"* Néo significativo

Apos 90 dias de cultivo, as inflorescéncias ndo apresentaram resposta de indugdo de

calos e/ou embrides somaticos sendo descartadas devido a necrose total das mesmas.

4.1.3 Efeito de diferentes concentracbes de 2,4-D combinadas com 2-iP na inducéo de

embrides somaticos em inflorescéncias

A porcentagem média de sobrevivéncia das inflorescéncias foi de 55,0%, a
contaminacdo fangica foi de 37,3% das inflorescéncias e a contaminacdo bacteriana foi de
7,7% ap06s 30 dias de cultivo (dados ndo mostrados).

Apos 60 dias de cultivo, constatou-se que as concentragdes de 2,4-D, combinadas
com 2-iP ndo induziram a formacéo de calos e/ou embriGes sométicos A presenca de 2,4-D
combinado com uma citocinina ndo foi eficiente para causar um estresse osmotico nas
células e consequentemente torna-las competentes embriogenicamente, apesar de Emons
(1994) considerar que a adicdo de auxinas exdgenas, principalmente 2,4-D, seja um dos
principais indutores para a embriogénese somética. Além disso, o estado fisiologico do

explantes também pode ter influenciado na falta de aquisi¢do da competéncia embriogénica.
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4.1.4 Efeito do 2,4-D combinado com 2-iP e carvdo ativado na inducdo de embrides

somaticos a partir de inflorescéncias

A porcentagem média de sobrevivéncia das inflorescéncias foi superior a 78,5%,
indicando que a combinag&o de etanol 70%, seguido de imerséo em solucdo de NaClO 2% e
posteriormente em HgCl, 0,05% foi eficaz na desinfestacdo. Desta forma, as porcentagens
médias de contaminacdo fungica e de contaminacdo bacteriana foi de 12,5% e 9%
respectivamente apos 30 dias de cultivo (dados ndo mostrados).

Neste experimento, as concentracfes elevadas de 2,4-D (150 a 600 uM) ndo
induziram a formag8o de calos e nem de embrides sométicos. As avaliagbes continuaram
sendo realizadas a cada 30 dias, mantendo-se 0s explantes por até 150 dias no mesmo meio.
Esse longo periodo de cultivo ndo foi suficiente para induzir respostas embriogénicas.
Embora a necrose dos tecidos tenha sido menor do que as observadas nos demais
experimentos, apds 150 dias as inflorescéncias foram descartadas devido a auséncia de

respostas.

4.2 INDUCAO DE CALOS EM DISCOS FOLIARES, PECIOLOS E GEMAS APICAIS

4.2.1 Efeito de diferentes tipos de explantes na inducéo de calos

A inducgdo de calos a partir de diferentes explantes em meio de cultura WPM
contendo 21,5 uM de ANA combinado com 4,44 uM de BAP e solidificados com diferentes
agentes geleificantes foi observada a partir do 15° dia de cultivo. Nos discos foliares, a
inducéo de calos teve origem principalmente a partir da nervura central e/ou nas bordas,
enquanto que, nos peciolos, os calos se formaram nas extremidades. Constatou-se também
que os calos induzidos a partir de discos foliares basais apresentavam aspecto compacto
quando comparados aos calos obtidos de peciolos e gemas apicais e, além disso, os calos
apresentaram pouco crescimento nos primeiros 30 dias.

A anélise de variancia revelou que a interagdo dos fatores tipo de explantes e
agentes geleificantes ndo foi significativa para a varidvel calo com coloracdo branca

amarelada (Anexo 3).
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A inducéo de calo com coloragéo branca amarelada a partir dos diferentes tipos de
explantes ocorreu independentemente do tipo de agente geleificante; no entanto, a
porcentagem média de inducdo de calo com coloragdo branca amarelada (43,7%) dos
explantes cultivados em meio de cultura geleificado com Gelzan foi estatisticamente
superior quando comparada a porcentagem média de calos com coloragdo branca amarelada

induzida em meio de cultura geleificado com éagar (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito do tipo de explante e dos agentes geleificantes utilizados para induzir a
formacéo de calo branco amarelado em Ocotea porosa, ap6s 30 dias de cultivo
em meio de cultura WPM, adicionado de ANA (21,5 uM) e BAP (4,44 uM).

Tipos de explantes Agentes geleificantes Média geral
Agar 35gL")  Gelzan™(@2gL?h
Disco foliar basal 37,5 46,4 41,9 ns
Peciolo 13,6 52,8 33,2 ns
Gema apical 17,5 32,1 24,8 ns
Média geral 22,86 b 43,7 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Letras mindsculas na horizontal indicam a comparagdo de médias entre os tipos de agentes
geleificantes e na vertical entre os tipos de explantes.

A analise de variancia revelou que a interacéo entre os fatores tipos de explantes e
agentes geleificantes ndo foi significativa para a varidvel calo escuro (Anexo 4).

A inducéo de calo com coloragdo escura nos diferentes tipos de explantes ocorreu
independentemente do tipo de agente geleificante. A porcentagem média de indugdo de calo
escuro (75,5%) nos explantes cultivados em meio de cultura geleificado com &gar foi
estatisticamente superior & porcentagem média obtida em meio de cultura geleificado com
Gelzan (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito do tipo de explante e dos agentes geleificantes utilizados para induzir a
formacdo de calos escuros em Ocotea porosa, ap6s 30 dias de cultivo em meio
de cultura WPM, adicionado de ANA (21,5 uM) e BAP (4,44 uM).

Tipos de explantes Agentes geleificantes Média geral
Agar 35gL")  Gelzan™(2gL™
Disco foliar basal 60,0 32,8 46,3 b
Peciolo 83,9 47,2 65,6 ab
Gema apical 82,5 64,3 73,4 a
Média geral 755 a 48,1 b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade. Letras mindsculas na horizontal indicam a comparagdo de médias entre os tipos de agentes
geleificantes e na vertical entre os tipos de explantes.
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Ao comparar as médias dos calos com coloragdo escura entre os diferentes tipos de
explantes, a maior porcentagem média de calo com coloracéo escura (73,4%) foi obtida a
partir de gema apical, sendo estatisticamente superior ao disco foliar basal (Tabela 4).

Aos 60 dias de cultivo, calos brancos com setores friaveis se formaram a partir de
calos branco amarelados de discos foliares basais em meio de cultivo solidificado com é&gar
e de peciolos cultivados em meio com Gelzan™. Neste periodo, também foi observado que
a porcentagem de calos escuros aumentou nos explantes cultivados em meio solidificado
com &gar, parte desse aumento foi resultado do aumento de resposta dos calos e também
alguns calos brancos amarelados inicialmente tornaram-se escuros (dados ndo mostrados).

O escurecimento desses calos brancos amarelados possivelmente foi devido a
oxidacdo dos compostos fendlicos, uma vez que esta espécie apresenta grande quantidade
destes. A obtencdo de calos escuros também foi evidenciada para Ocotea catharinensis
(VIANA; MANTELL, 1999) e Ocotea odorifera (FURTADO, 2010). Desta forma, fica
evidente que a presenca de calos escuros € uma caracteristica do género Ocotea. Segundo
Benson (2000) e Martin; Madassery (2005), os compostos fendlicos normalmente s&o vistos
como substancias deletérias durante a cultura in vitro e a exsudagdo e oxidagdo destas
substancias pode afetar negativamente os explantes, causando escurecimento e necrose,
principalmente quando tecidos maduros de plantas lenhosas sdo utilizados. Entretanto, para
a embriogénese somatica ja foram relatadas casos da formacdo de massas embriogénicas a

partir de calos oxidados como em caquizeiro (CARVALHO et al., 2004).

4.2.2 Efeito de diferentes auxinas na inducéo de calos a partir de discos foliares

A indugéo de calos nos discos foliares basais iniciou-se a partir do 15° dia ap6s a
inoculagdo em meio de cultura, sendo observados nas bordas do disco ou na nervura central.
Os resultados da anélise de variancia da porcentagem de calos brancos amarelados, calos
escuros (marrom/preto) e explantes sem respostas sdo apresentados no anexo 5. A inducéo
de calos com coloragdo branca amarelada foi observada nos discos foliares cultivados em
meio de cultura WPM acrescido de ANA ou 2,4-D (Tabela 5). Nos discos foliares cultivados
em meio de cultura WPM sem regulador vegetal contendo caseina hidrolisada (0,2 g L™)
ndo foi observada resposta ap6s 30 dias de cultivo (Tabela 5). O mesmo foi observado nos

discos foliares com relacdo a inducéo de calos com coloracéo escura (preto ou marrom).
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O meio de cultura WPM sem regulador vegetal e acrescido de 0,2 g L™ de caseina
hidrolisada apresentou a maior porcentagem de discos foliares que ndo responderam, ou

seja, ndo induziram calos e/ou embrides somaticos (Tabela 5).

Tabela 5 - Efeito do 2,4-D e ANA combinados com 4,44 uM de BAP e 0,2 g L™ de caseina
hidrolisada (CH) na inducéo de calos a partir de discos foliares basais de Ocotea
porosa, ap6s 30 dias de cultivo em meio de cultura WPM solidificado com agar

(35gL™Y).
Tratamentos Porcentagens

CBA CE SR
Controle 0,0b 00b 100,0 a
ANA (10,74 uM) 10,0 ab 59,6 a 304D
ANA (21,48 uM) 9,7 ab 32,1ab 58,2 b
2,4-D (9,05 uM) 128a 589 a 28,6 b
2,4-D (18,1 uM) 124a 55,8 a 31,8Db
CV(%) 67,6 48,3 40,8

CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); SR: explantes sem resposta.
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Os resultados da anélise de varincia da porcentagem de calos branco amarelados,
calos escuros (marrom/preto) e explantes necrosados e explantes sem respostas séo
apresentados no anexo 6. A porcentagem de calos com coloragdo branca amarelada
aumentou ap6s 60 dias de cultivo em todos os tratamentos, sendo que a menor porcentagem

foi constatada no meio de cultura livre de auxina (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito do 2,4-D e ANA combinados com 4,44 uM de BAP e 0,2 g L™ de caseina
hidrolisada (CH) na inducéo de calos a partir de discos foliares basais de Ocotea
porosa, ap6s 60 dias de cultivo em meio de cultura WPM solidificado com agar

(359gL™.
Tratamentos Porcentagens

CBA CE NE SR
Controle 20D 80D 40,0 a 50,0 a
ANA (10,74 uM) 30,2a 53,3a 16,4 b 0,0b
ANA (21,48 uM) 33,7a 39,6 ab 16,8 b 99b
2,4-D (9,05 uM) 41,7 a 47,4 a 89b 20Db
2,4-D (18,1 uM) 29,0 ab 50,2 a 144 b 6,4 b
CV(%) 54,0 43,4 50,3 55,2

CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NE: necrose; SR: explantes sem respostas.
Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade.
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A porcentagem de calos escuros em meio de cultura com 0,2 g L™ de caseina
hidrolisada e sem auxina também foi baixa (8%). No entanto, é possivel constatar que a
caseina hidrolisada sozinha induziu baixa porcentagem de formac&o total de calos e que a
presenca de auxinas e citocinina é fundamental para aumentar a indugdo de calos, embora

ndo tenha induzido a formacdo de embrides somaticos (Tabela 6).

43 INDUCAO DA EMBRIOGENESE SOMATICA A PARTIR DE EIXOS
EMBRIONARIOS ZIGOTICOS MADUROS

4.3.1 Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D na indugéo de calo

Os resultados da analise de variancia da porcentagem de calos brancos amarelados,
calos escuros (marrom/preto) e necrose dos eixos embrionérios zigdticos sdo apresentados
no anexo 7. A formacdo de calos com coloragcdo branca foi observada nos eixos
embrionarios zigéticos maduros quando o meio de cultura MS foi acrescido com
concentracdo igual ou superior a 100 uM de 2,4-D (Tabela 7). A formagéo de calos escuros
ocorreu em todos os tratamentos contendo 2,4-D sem haver diferencga significativa entre os
tratamentos. A porcentagem de necrose ocorreu em até 50% dos eixos embrionarios sem
diferenca significativa entre os tratamentos e, ndo houve inducdo de embrides somaticos

ap6s 90 dias de cultivo.

Tabela7 - Inducdo de culturas embriogénicas a partir de eixos embrionarios zigoticos
maduros de Ocotea porosa cultivados em meio de cultura MS contendo sacarose
(20 g L™, carvéo ativado (1,5 g L™), 4gar (4 g L™) e diferentes concentragdes de
2,4-D, ap6s 90 dias de cultivo.

2,4-D (uM) Porcentagens
CBA CE NEEZ

50 0,0b 49,9 ns 50,1 ns

100 19,8 a 36,4 ns 43,8 ns

150 29,6 a 31,0 ns 39,4 ns

200 211a 38,1 ns 40,8 ns

CV (%) 61,7 46,3 46,2
CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.
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"* Néo significativo

Os resultados da analise de variancia da porcentagem de calos brancos amarelados,
calos escuros (marrom/preto) e necrose dos eixos embrionarios zigdticos cultivados em meio
de cultura WPM séo apresentados no anexo 8. Os eixos embrionérios maduros formaram
calos com coloragdo branca em meio de cultura WPM acrescido com concentracgdes igual ou
superior a 100 uM de 2,4-D. Em nenhum dos tratamentos testados foi constatada a indugdo
e iniciagdo de embrides somaticos ap6s 90 dias de cultivo (Tabela 8). Desta forma, foi
possivel observar que, além da composicdo dos meios de cultura MS e WPM ser diferente, a
presenca de 2,4-D ndo foi suficiente para causar um estresse nas celulas dos eixos

embrionarios maduros tornando-as competentes embriogenicamente.

Tabela 8 - Inducdo de culturas embriogénicas a partir de eixos embrionarios zigoticos
maduros de Ocotea porosa cultivados em meio de cultura WPM contendo
sacarose (20 g L), carvdo ativado (1,5 g L™), agar (4 g L") e diferentes
concentracdes de 2,4-D, ap6s 90 dias de cultivo.

2,4-D (uM) Porcentagens
CBA CE NEEZ

50 95b 159b 746 a

100 18,3 ab 36,1 ab 45,6 ab

150 28,3 a 41,5ab 30,2b

200 14,4 ab 64,4 a 22,20

CV (%) 46,2 39,7 39,9
CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

Os eixos embrionarios zigoticos cultivados em meio de cultura WPM, acrescido de
200 uM de 2,4-D, apresentaram maior formacdo de calos escuros (64,4%) diferindo da
menor concentracdo testada de 2,4-D (50 uM) e a porcentagem de eixos embrionarios
necrosados chegou a 74% em meio contendo 50 uM de 2,4-D diferindo significativamente
do meio com 150 e 200 uM de 2,4-D (Tabela 8).

A necrose dos eixos embrionrios iniciou-se apds os primeiros 30 dias de cultivo
em ambos 0s meios de cultura, MS e WPM. A necrose parece néo ter sido influenciada pelas
concentracOes de auxina, uma vez que, no meio de cultura MS, as porcentagens foram
similares em todos os tratamentos e, no meio WPM, a maior porcentagem de eixos

embrionarios necrosados foi observada na menor concentracdo de auxina testada (Tabelas 7
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e 8). Esses resultados corroboram os de Furtado (2010), o qual constatou que a porcentagem
de oxidagdao dos eixos embrionarios de Ocotea catharinensis era observada apos 30 dias de
cultivo, independente da concentracdo de auxina em meio de cultura MS. No entanto, as
concentracdes de 2,4-D utilizadas por esse autor foram menores do que as do presente
trabalho.

4.3.1.1 Manutencéo de calos obtidos em meios de cultura MS e WPM

A manutencédo das culturas nos meios com ou sem a reducéo do 2,4-D pela metade
ndo induziu a formacdo de embries somaticos, constatou-se apenas que os calos cultivados
nos meios de cultura com as mesmas concentragfes iniciais de 2,4-D (50, 100, 150 e
200 uM) apresentaram menor formacéo de calos com coloragéo escura. Na segunda redugéo
do 2,4-D também néo ocorreu formacdo de embrides somaticos, sendo observada somente a
formacé&o de calos escuros (dados ndo mostrados). Com isso, podemos observar que mesmo
com a presenca de concentragdes mais elevadas de 2,4-D na fase de indugdo bem como a
reducdo do 2,4-D durante a manutencdo dos calos foi capaz de induzir a competéncia
embriogénica nos eixos embrionarios zigéticos maduros, discordando do proposto na
literatura, onde varios autores (GUERRA et al., 1999; HARTMANN et al., 1997; GEORGE,
1993) citaram que para ocorrer a indugdo de culturas embriogénicas, o procedimento mais
comum é a exclusdo ou a diminuicéo da concentragdo de auxina, principalmente do 2,4-D
como foi constatado por Carvalho et al. (2004) com caquizeiro.

Os calos com coloragéo branca amarelada subcultivados em meio de cultura MS ou
WPM contendo 10 uM de 2,4-D e 5 uM de Cin ou sem regulador vegetal também néo
formaram embribes somaticos e os mesmos escureceram. A Unica diferenca observada entre
os dois meios de cultura (com ou sem regulador vegetal) é que os calos cultivados no meio
WPM cresceram mais em comparacdo aqueles cultivados em meio MS, e puderam ser
subdivididos a cada novo subcultivo.

A transferéncia desses calos brancos amarelados para 0 meio WPM combinado
com 4,52 uM de 2,4-D ou 22,62 uM de 2,4-D e 2,46 uM de 2-iP promoveu a formagéo de
massas friaveis. O subcultivo dessas massas friaveis para meio com a concentracéo de 2,4-D
igual ou reduzida pela metade (2,26; 4,52; 11,61 ou 22,62 pM) combinado com 2,46 uM de
2-iP, apresentou respostas semelhantes em todos os tratamentos testados, ou seja, houve

formacdo de massas fridveis, porém, ndo ocorreu inducdo de embrides somaticos. Segundo
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George (1993), a adicdo de citocininas em concentragfes mais baixas do que a de auxinas
em meio de cultura favoreceu a taxa de crescimento de calos embriogénicos de muitas
espécies de dicotileddneas. Esses resultados foram confirmados para Aspidosperma
polyneuron (RIBAS et al., 2000), Araucaria angustifolia (SANTOS et al., 2008), Arachis
correntina (VIDOZ et al., 2006) e Hevea brasiliensis (BLANC et al., 1999). Porém, em
Ocotea porosa, apenas a proliferacdo de massas celulares foi favorecida pela combinagéo de

auxina e citocinina, no entanto, sem formar embrides somaticos.

4.3.2 Efeito do 2,4-D combinado com caseina hidrolisada em meio de cultura MS ou WPM

Os resultados da analise de variancia da porcentagem de calos brancos amarelados,
calos escuros (marrom/preto) e necrose dos eixos embrionarios zigdticos cultivados em meio
de cultura MS e WPM s8o apresentados nos anexos 9 e 10. Os eixos embrionrios
cultivados em meio de cultura WPM acrescido de 200 uM de 2,4-D e 1 g L™ de caseina
hidrolisada ou 400 uM de 2,4-D e 0,5 g L™ de caseina hidrolisada apresentaram as maiores
porcentagens de formacéo de calos brancos amarelados (Tabela 9). A formacdo de calos
escuros ndo apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos obtendo-se até 59% de
indugdo. A maior porcentagem de eixos embrionarios necrosados foi observada na maior

concentracdo de 2,4-D combinada com 1 g L™ de caseina hidrolisada (Tabela 9).

Tabela9 - Efeito da combinacdo de auxina (2,4-D) e caseina hidrolisada (CH) na inducéo
de embrides somaticos de Ocotea porosa, a partir de eixos embrionarios
zigoticos maduros cultivados em meio de cultura MS, apds 120 dias.

Tratamentos Porcentagens
24-D((uM) CH(gL" CBA CE NEEZ
200 0,5 28,2 Db 59,4 ns 12,4 b
200 1,0 435 a 44,2 ns 123b
400 0,5 53,8a 36,5 ns 9,7b
400 1,0 29,3 b 42,5 ns 28,2 a
CV% 36,5 35,0 49,8
CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios

zigéticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

"* Néo significativo.
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A maior porcentagem de eixos embrionarios que formaram calos brancos
amarelados ocorreu em meio de cultura WPM, acrescido de 400 pM de 2,4-D e 0,5 g L™ de
caseina hidrolisada. Da mesma forma que foi observada no meio MS, em meio WPM nao
houve diferenca significativa entre os resultados de formacdo de calos escuros e a maior
porcentagem de eixos embrionérios que ndo responderam foi observada no tratamento de
400 uM de 2,4-D e 1 g L™ de caseina hidrolisada (Tabela 10).

Em ambos os experimentos com os meios de cultura MS e WPM nédo houve

inducéo de embrides somaticos, ap6s 120 dias de cultivo.

Tabela 10 - Efeito da combinagdo de auxina (2,4-D) e caseina hidrolisada (CH) na inducéo
de embrides sométicos de Ocotea porosa, a partir de eixos embrionérios
zigoticos maduros cultivados em meio de cultura WPM, ap6s 120 dias.

Tratamentos Porcentagens
24-D(uM) CH(g L'l) CBA CE NEEZ
200 0,5 35,6 ab 55,5 ns 88D
200 1,0 22,1Db 58,5 ns 194 Db
400 0,5 516 a 42,2 ns 6,2 Db
400 1,0 179 b 37,3 ns 44,8 a
CV (%) 48,3 38,1 42,6
CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios

zigéticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

"* Néo significativo.

Os meios de cultura MS e WPM apresentam diferentes composigdes de sais em sua
formulacdo. Este fator associado a presenca do 2,4-D juntamente com a caseina hidrolisada
ndo foram adequados para inducdo de embrides somaticos. Possivelmente, a dificuldade de
expressao da embriogénese somaética esteja atribuida ao fato dos eixos embrionarios
zigoticos ja estarem em estadio maduro ndo respondendo aos estimulos externos para

induzir a competéncia embriogénica nos tecidos.

4.3.3 Efeito de diferentes amino&cidos na indugdo da embriogénese somatica

Os resultados da analise de variancia da porcentagem de calos brancos amarelados,

calos escuros (marrom/preto) e necrose dos eixos embrionarios zigéticos sdo apresentados

no anexo 11. A inducdo de embriogénese somatica ocorreu de forma direta e os embrifes
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somaticos foram observados em meio de cultura WPM, acrescido de 200 uM de 2,4-D e
1 g L de glutamina. A indugo de embrides somaticos foi observada em 3,6% das massas
embriogénicas apds 90 dias de cultivo e ocorreu em apenas um explante (Tabela 11). As
maiores porcentagens de calos com coloragéo branca amarelada foram obtidas em meio de
cultura na auséncia de amino&cidos e acrescido de caseina hidrolisada e ndo houve inducéo
de calos brancos amarelados quando o meio de cultura foi suplementado com 0,5 e 1,0 g L™
de glutamina. Nos meios de cultura contendo 0,5 e 1,0 g L™ de glutamina ou prolina foram

observadas as maiores porcentagens de eixos embrionarios necrosados (Tabela 11).

Tabela 11 - Efeito da caseina hidrolisada (CH), glutamina (GLN) e prolina (PRO)
associadas com 200 uM de 2,4-D, na inducdo de embribes sométicos de
Ocotea porosa a partir de eixos embrionarios zigoticos maduros em meio de
cultura WPM, ap06s 90 dias.

Aminoacidos Porcentagens
(0,25 gL™) NES MEES CBA CE NEEZ
0,0 0,0 20,6 abc 62,6 a 16,8 d
CH (0,25) 0,0 0,0 25,5 ab 52,2 ab 22,3 cd
CH (0,5) 0,0 0,0 319a 39,4 ab 28,7 cd
CH (1,0) 0,0 0,0 304 a 44,0 ab 255cd
GLN (0,25) 0,0 0,0 4,2 cd 579a 37,9 bed
GLN (0,5) 0,0 0,0 0,0d 14,4 b 85,6 a
GLN (1,0) 3,0 3,6 0,0d 26,1 ab 70,3 ab
PRO (0,25) 0,0 0,0 10,0 bcd 40,4 ab 49,6 abcd
PRO (0,5) 0,0 0,0 50 cd 475 ab 47,5 abcd
PRO (1,0) 0,0 0,0 13,1 bcd 30,0 ab 56,9 abc
CV% 49,3 42,4 36,8

NES: nimero médio de embrides somaticos globulares; MEES: massa embriogénica contendo embrides
somaticos; CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos
embrionarios zig6ticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

A baixa porcentagem de inducdo de embrifes sométicos primérios é comum em
muitas espécies e os resultados obtidos com Ocotea porosa corrobora com os de Furtado
(2010) que observou baixa porcentagem de inducdo de embrido somatico e também ocorreu
em apenas um explante de Ocotea catharinensis em meio de cultura WPM acrescido com
72 uM de 2,4-D ou 32 uM de ANA, apos 40 e 80 dias respectivamente. No presente
trabalho, a inducéo de embrifes somaticos também ocorreu em apenas um dos explantes, no
entanto em meio de cultura contendo uma concentragdo mais elevada de 2,4-D.

A adigdo de caseina hidrolisada, glutamina ou prolina no meio de cultura, ndo

promoveu aumento da inducdo de embrides somaticos de Ocotea porosa. No caso de Picea
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glauca, a adicdo de 0,3 g L™ de prolina no meio de cultura foi fundamental para a iniciagio
de culturas embriogénicas (BARRETT et al., 1997). Dal Vesco e Guerra (2001) relataram
que a embriogénese somatica de Feijoa sellowiana foi estimulada quando 1,2 g L™ de

glutamina foi adicionado ao meio de cultura.

4.4 INDUCAO DE EMBRIOES SOMATICOS A PARTIR DE EIXOS EMBRIONARIOS
ZIGOTICOS IMATUROS E DE SEMENTES IMATURAS

4.4.1 Efeito do 2,4-D combinado com caseina hidrolisada ou glutamina na indugdo de

embrides somaticos

O inicio dos eventos da expressdo da embriogénese somaética foi observado a partir
do 40° dia ap6s a inoculacdo em meio de cultura e a embriogénese somaética indireta foi
observada na maior parte dos eixos embrionarios zig6ticos imaturos, sendo que os embrides
somaticos tiveram origem a partir de massa embriogenia friavel. Aos 60 dias de cultivo,
observou-se a inducdo de embriGes somaticos apenas em um explante do meio de cultura
WPM contendo 200 uM de 2,4-D combinado com 1 g L™ de caseina hidrolisada, obtendo-se
dois embrides somaticos globulares e um em estadio cordiforme (Figura 2c) (dados nédo
mostrados).

Os resultados da andlise de variancia da porcentagem de massa embriogénica
contendo embrifes somaticos, calo com massa friavel, calo branco amarelado, calo escuro
(preto ou marrom) e necrose dos eixos embrionarios zigéticos sdo apresentados no anexo 12.
Apos 90 dias de cultivo, a maior porcentagem de massa embriogénica formando embrides
somaticos (8,3%) foi registrada no mesmo meio de cultura (Tabela 12) e dois embribes
somaticos globulares foram formados. A porcentagem de massa embriogénica formando
embrifes somaticos em meio de cultura com 200 uM de 2,4-D sem adigdo de caseina
hidrolisada ou glutamina foi de 6,3% e observou-se a formacdo de um embrido em estadio
globular. Em meio de cultura contendo 200 uM de 2,4-D combinado com 1 g L™ de
glutamina, a porcentagem de indugdo foi menor (4,2%) (Tabela 12); dois embrides
globulares e um cordiforme foram obtidos, apds 90 dias de cultivo.

No presente trabalho, a porcentagem méxima de inducéo de embrides sométicos foi

de 8,3%. Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos com Ocotea odorifera, onde a
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porcentagem meédia de inducdo de embriGes somaticos ocorreu em 6,5% dos explantes
(SANTA-CATARINA et al., 2001). Desta forma, a baixa porcentagem de indugéo a partir
de embriBes zigbticos parece ser caracteristica de espécies do género Ocotea, apesar de
também ser relatado para outras espécies como Quercus suber (PINTO et al., 2002). Esses
autores relataram que a embriogénese somética priméria foi menos eficiente que a

embriogénese somatica secundaria.

Tabela 12 - Efeito da caseina hidrolisada (CH) e da glutamina (GLN) na formac&o de massas
celulares e de embriBes somaticos em eixos embrionarios zigdticos imaturos de
Ocotea porosa cultivados em meio de cultura WPM suplementado com sacarose
(20 g L™, carvdo ativado (1,5 g L), &gar (4 g L™) e 2,4-D (200 uM), apds 90

dias.
Aminoacidos Porcentagens

(gL MEES CMF CBA CE NEEZ
Controle 6,3 ns 6,3b 9,4 ns 40,6 ns 37,5 abc
CH (0,5) 0,0 28,5a 7,8 ns 53,1 ns 105¢c
CH (1,0) 8,3 ns 16,3 ab 7,4 ns 54,6 ns 13,4 bc
GLN (0,5) 0,0 0,0 5,4 ns 27,5 ns 67,1a
GLN (1,0) 4,2 ns 0,0 3,6 ns 27,4 ns 64,8 ab
CV (%) 52.66 54.98 50.8 415 62,6

MEES: massa embriogénica contendo embriGes somaticos; CMF: calo com massa fridvel; CBA: calo branco
amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios zigoticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

"* Néo significativo.

No presente trabalho, pode-se observar que a adi¢cdo de fontes de aminoécidos
combinados com 2,4-D ndo aumentou a inducdo de embrides somaticos de Ocotea porosa
uma vez que, no meio de cultura sem caseina hidrolisada ou glutamina, também houve
inducdo de embrides somaticos. Esses resultados ndo corroboram os de Ribas et al. (2000)
pois a adi¢do de caseina hidrolisada e glutamina no meio de cultura estimulou a formacéo e
o desenvolvimento de embrides sométicos de Aspidosperma polyneuron, com concentracdes
semelhantes as utilizadas em Ocotea porosa. Zouine e Hadrami (2007) constataram que a
proliferacdo de embrides somaticos em cultura de Phoenix dactylifera foi favorecida quando
a glutamina foi acrescida junto com o 2,4-D. No entanto, as concentragdes foram menores
(0,45 uM de 2,4-D € 0,05a 0,2 g L™ de glutamina) do que as utilizadas no presente trabalho.

A maior porcentagem de calos com massa fridvel (28,5%) foi evidenciada no meio
de cultura WPM com 200 pM de 2,4-D combinado com 0,5 g L™ de caseina hidrolisada,
apds 90 dias (Tabela 12; Figura 2b). Esses resultados corroboram os de Furtado (2010), que
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obteve 21,4% de calos friaveis em Ocotea catharinensis apés 60 dias, utilizando uma
concentracdo menor de 2,4-D (144 uM) que no presente trabalho.

A presenga de calos com coloragdo branca amarelada ou calos escuros foi
evidenciada nos diferentes tratamentos ap6s 20 dias de inducdo (Figura 2a e 2d). A
percentagem de calos escuros foi observada em todos os tratamentos, sem diferenca
significativa entre os mesmos (Tabela 12). A presenca de calos escuros é uma caracteristica
da espécie, uma vez que esta apresenta grande quantidade de compostos fendlicos (SANTA-
CATARINA et al., 2001). De acordo com Benson (2000) e Martin e Madassery (2005),
estes compostos sdo vistos como substancias deletérias durante a cultura in vitro. No
entanto, como a presenca de calos escuros é comum em outras espécies do genero Ocotea,

este fator parece ndo influenciar negativamente a inducdo de embrides.

4.4.2 Efeito do 2,4-D e da caseina hidrolisada na inducdo de embries somaéticos a partir de

sementes imaturas

O periodo médio para o inicio dos eventos de inducéo e expressdo da embriogénese
somatica a partir de sementes inteiras imaturas foi de 8 a 12 semanas ap6s a inoculacéo em
meio de cultura e a inducdo dos embriGes somaticos ocorreu de forma direta, sem a
formacdo prévia de calo. Ribas et al. (2000) observaram que a expressdo da embriogénese
somatica em Aspidosperma polyneuron utilizando embrifes zig6ticos imaturos ocorreu em
menor tempo (4 semanas) do que a observada no presente trabalho. Esses autores também
observaram a expressdo direta da embriogénese somatica com embrides zigdticos imaturos.
Resultados semelhantes foram obtidos com Euterpe edulis (GUERRA, 1989).

Os resultados da andlise de variancia da porcentagem de massa embriogénica
contendo embriGes somaticos, nimero médio de embriGes somaticos globulares, calo com
massa fridvel e necrose dos eixos embrionarios zigéticos sdo apresentados no anexo 13. O
meio de cultura WPM contendo a combinagio de 400 uM de 2,4-D e 0,5 g L™ de caseina
hidrolisada foi 0 que apresentou a maior porcentagem de inducdo de embriGes somaticos
(24,4%). O maior nimero médio de embrides somaticos foi observado nos meios de cultura
contendo 200 uM de 2,4-D e 1 g L™ de caseina hidrolisada (4,1 embrides globulares) e 400
uM de 2,4-D e 0,5 g L™ de caseina hidrolisada (4,0 embrides globulares) (Tabela 13). No
presente trabalho, os embrifes somaticos induzidos tiveram origem apenas do eixo

embrionario zigotico e ndo foi observada indugdo de embriGes sométicos nos cotilédones. A
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indugdo de calos brancos so foi constatada ap6s a indugdo dos embrides somaéticos e a
porcentagem foi similar em todos os tratamentos (Tabela 13).

O aumento da porcentagem de explantes formando massas com embrides somaticos
(até 24,4%) pode ter sido favorecido pelos nutrientes presentes nos cotilédones, quando
foram utilizadas as sementes inteiras imaturas. Os tecidos de origem embrionaria (eixos
zigoticos) sdo embriogenéticos por natureza, apresentando condi¢Bes meristematicas que
favorecem a inducdo de embribes somaticos. Os tecidos imaturos possuem células
competentes (determinadas para embriogénese), ou seja, sdo capazes de reagir a sinais

especificos de desenvolvimento, conforme relatado por SCHMIDT et al. (1997).

Tabela 13 - Efeito da combinagdo de auxina (2,4-D) e caseina hidrolisada (CH) na inducéo de
embrides soméaticos de Ocotea porosa, a partir de sementes imaturas, apés 60

dias.
2,4-D (uM) Porcentagens

NES MEES CBA NEEZ
200+ CH (05gL™? 2,8 ab 15,3 ab 29,1 ns 55,6 ns
200+ CH (1,09 L") 41a 22,1 ab 26,3 ns 51,5 ns
400+ CH (059 L™ 4,0a 24,4 a 29,9 ns 45,7 ns
400+ CH(1,0g L™ 1,0b 10,8 b 25,9 ns 63,6 ns
CV(%) 48,3 40,0 32,6 42,2

NES: nimero médio de embrides somaticos globulares; MEES: massa embriogénica contendo embrides
somaticos; CBA: calo branco amarelado; NEEZ: necrose dos eixos embrionarios zigoticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5
% de probabilidade.

"* Néo significativo.

Neste experimento, os frutos foram coletados em meados de dezembro e a época de
coleta aliada & presenca dos cotilédones pode ter sido o fator que aumentou a inducéo da
embriogénese em comparagdo com os frutos coletados entre a segunda quinzena de janeiro e
inicio de fevereiro (experimento descrito em 4.4.3). Santa-Catarina et al. (2001) também
observaram que a melhor resposta na indugdo de embriBes somaticos de Ocotea
catharinensis ocorreu quando os eixos embriondrios zigéticos ainda ndo tinham completado

a sua maturidade.
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4.4.3 Efeito do 2,4-D e da caseina hidrolisada na inducao de embrides somaticos a partir de

eixos embrionérios zigdticos imaturos

O padréo de expressdo dos embrifes sométicos ocorreu indiretamente de massas
celulares com coloracdo branca. O periodo medio para o inicio dos eventos de indugdo e
expressdo da embriogénese somética a partir de eixos embrionarios imaturos foi de 8 a 12
semanas apos a inoculagdo em meio de cultura, semelhante ao observado no experimento
em que as sementes inteiras imaturas foram utilizadas como explantes.

Os resultados da andlise de varidncia do nimero médio de embrides somaticos
globulares, porcentagem de massa embriogénica contendo embriGes somaticos, calo branco
amarelado e necrose dos eixos embrionérios zigéticos sdo apresentados no anexo 14. A
porcentagem de massas formando embriGes somaticos variou de 2,5 a 3,6% diferindo dos
explantes cultivados em meio de cultura contendo 200 uM de 2,4-D e 0,5 ¢ L de caseina
hidrolisada (Tabela 14). A inducdo de embrifes somaticos foi observada nos meios de
cultura WPM acrescidos de 200 uM de 2,4-D e 1 g L™ de caseina hidrolisada, 400 pM de
24-De0,5gL"oul gL de caseina hidrolisada e 400 pM de 2,4-D e 1,0 g L™ de caseina
hidrolisada. Este uUltimo meio também apresentou maior nimero médio de embrides

somaticos globulares (20 embrifes) e 5 cordiformes (dados ndo mostrados) (Figura 3d).

Tabela 14 - Efeito da combinagdo de auxina (2,4-D) e caseina hidrolisada (CH) na inducéo
de embriBes sométicos a partir de eixos embrionarios imaturos de Ocotea
porosa, apds 90 dias de cultivo.

2,4-D (uM) Porcentagens
NES MEES CBA CE NEEZ
200+ CH (0,59 L% 0,0b 00b 52b  66,7ns 28,1ns
200+ CH (1,0g L™ 2,0b 25a 150ab 650ns  175ns
400+ CH (059 L'l) 20b 3,2a 350a 39,2ns 22,6 ns
400+ CH(1,0gL™ 20,0 a 36a 286a 49,1ns 18,8 ns
CV(%) 414 444 51,6 375 479

NES: nimero médio de embrides somaticos globulares; MEES: massa embriogénica contendo embrides
somaticos; CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos
embrionarios zig6ticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

"* Néo significativo.

As maiores porcentagens de calos com coloragéo branca amarelada foram obtidas
em eixos embrionarios zigdticos imaturos cultivados em meio de cultura WPM contendo

400 uM de 2,4-D e 0,5 ou 1,0 g L de caseina hidrolisada. Com relag&o a indugéo de calos
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com coloracdo escura (preto ou marrom) e eixos embrionarios necrosados, ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos testados (Tabela 14).

4.4.4 Efeito do 2,4-D, ANA e picloram na indugdo de embriGes sométicos a partir de eixos

embrionarios zig6ticos imaturos

Os resultados da andlise de varidncia do nimero médio de embrides somaticos
globulares, porcentagem de massa embriogénica contendo embrides somaticos, calo branco
amarelado, calo escuro e necrose dos eixos embrionarios zigoticos sdo apresentados no
anexo 15. A inducdo de embrides sométicos a partir de eixos embrionarios zigoticos
imaturos ocorreu nos meios contendo os trés tipos de auxina (Tabela 15). A inducdo dos
embrides somaticos s foi observada apds 90 dias de cultivo e a expressdo da embriogénese
somatica ocorreu de forma indireta a partir de massas com coloragdo branca (Figura 3a e
6C).

A maior porcentagem de indugdo e iniciacdo de embriBes sométicos (10,6%)
ocorreu em meio de cultura contendo 200 uM de 2,4-D, diferindo dos demais tratamentos.
Neste mesmo meio de cultura foi obtido o maior nimero médio de embriGes somaticos em

estadio globular (5 embrides) (Tabela 15).

Tabela 15 - Efeito de diferentes auxinas na inducdo de embriGes sométicos a partir de eixos
embrionarios imaturos de Ocotea porosa, ap6s 120 dias de cultivo.

Tratamento NES Porcentagens

(LM) MEES CBA CE NEEZ
2,4-D (200) 50a 10,6 a 249ab 56,9 abc 75b
2,4-D (400) 00c 00b 200D 80,0 a 0,0c
ANA (200) 1,0 bc 36D 211b 62,2 abc 13,1a
ANA (400) 1,0 bc 25b 16,3 b 78,9 ab 2,5bc
PIC (200) 38ab 31b 544ab 424 Dbc 0,0c
PIC (400) 1,0 bc 28D 63,2 a 312c 2,8 bc
CV(%) 57,8 53,4 53,8 27,9 56,2

NES: nimero médio de embrides somaticos globulares; MEES: massa embriogénica contendo embrides
somaticos; CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos
embrionarios zig6ticos.

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de
5% de probabilidade.

A inducéo de calos com coloragéo branca amarelada (Figura 3b) e escura ocorreu

em todos os tratamentos testados sendo que a maior porcentagem de calos brancos
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amarelados foi obtida no meio de cultura contendo 200 ou 400 uM de Picloram (Tabela 15).
A necrose dos eixos embriondrios ocorreu com maior frequéncia no meio de cultura
contendo 200 uM de ANA.

Em geral, os protocolos estabelecidos de embriogénese somética com espécies do
género Ocotea utilizaram o 2,4-D como fonte de auxina. Furtado (2010) testou o efeito do
2,4-D e ANA em culturas de Ocotea catharinensis e embrides somaticos globulares foram
observados nos eixos embrionérios zig6ticos maduros cultivados tanto em meio de cultura
WPM acrescido de ANA (36 puM) como de 2,4-D (72 uM). Esse resultado é semelhante ao
encontrado com Ocotea porosa em que tanto 0 2,4-D como o ANA induziram embriGes
somaticos. Embora a porcentagem de embriGes sométicos globulares obtidos em meio de
cultura contendo 200 uM de 2,4-D tenha sido maior daquelas obtidas em meio de cultura
contendo ANA e picloram, possivelmente o 2,4-D pode ser substituido pelo ANA ou
picloram. A substituicdo se justifica pelo fato de que o uso prolongado do 2,4-D na fase de
inducéo pode inibir a progressdo dos estadios posteriores dos embrides sométicos, além de
causar anormalidade nos embrides (VON ARNOLD, 2008). Desta forma, sugere-se que
novas investigagdes sejam realizadas com estas auxinas, a fim de observar seus efeitos no
desenvolvimento posterior dos embriGes somaticos. Além disso, culturas mantidas em 2,4-D
podem apresentar variacdes genéticas. Por esses motivos, alguns pesquisadores tém
preferido utilizar o ANA ou AIA, ou uma transferéncia de calos para um meio contendo um
desses compostos, apds a inducdo em meio com 2,4-D (MACHAKOVA et al., 2008).

Em algumas espécies do género Ocotea tais como Ocotea odorifera (SANTA-
CATARINA et al., 2001) e Ocotea catharinensis (MOURA-COSTA et al., 1993), a inducdo
de culturas embriogénicas ocorreu em meio de cultura com altas concentragdes de 2,4-D
(72 a 400 uM). De um modo geral, no presente trabalho, a indu¢do de embrides somaticos
também ocorreu em meio de cultura com elevada concentracdo de 2,4-D (200 a 400 uM).
No entanto, além da auxina, outro fator importante que contribuiu para a inducédo dos
embrides sométicos foi o fato de utilizar eixos embrionarios zigo6ticos imaturos como
explantes. Pois em todos os experimentos realizados utilizando eixos zig6ticos imaturos foi

observada a formacédo de embriGes sométicos.
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4.5 EMBRIOGENESE REPETITIVA

Os embries sométicos (globulares e cordiformes) obtidos na fase de indugdo em
meio de cultura WPM contendo 200 uM de 2,4-D e 1 g L™ de caseina hidrolisada ou
glutamina foram subcultivados para meio de cultura WPM contendo 22,62 uM de 2,4-D e
2,46 uM de 2-iP visando a proliferacdo massal de embrides somaticos por meio da
embriogénese repetitiva. Essa combinacdo permitiu a indu¢do em média de 76,9 embrides
globulares, 3,4 embrides cordiformes, 1,5 embriGes em estadio de torpedo e um embrido
cotiledonar. Em Ocotea catharinensis, o cultivo de embrifes globulares primarios em meio
de cultura contendo 18,1 uM de 2,4-D deu origem a novos embrides globulares bem como a
estruturas semelhantes a embrides em estadio cotiledonar, os quais escureceram e induziram
novos embriGes somaticos (MOURA-COSTA et al., 1993), resultados estes também
observados no presente trabalho. Outros compostos adicionados no meio de cultura também
foram utilizados para inducdo da embriogénese repetitiva. Em Ocotea catharinensis, a
embriogénese repetitiva foi induzida a partir de embrides somaticos cotiledonares em meio
WPM contendo 400 g L™ de glutamina e 22,7 g L™ de sorbitol (SANTA-CATARINA et al.,
2004, 2005). No presente trabalho, a mesma combinacdo de glutamina e sorbitol foram
testadas e, no entanto, observou-se que houve baixa indugdo de embriGes secundérios (15
embrifes somaticos globulares) e muitos destes apresentaram caracteristicas anormais

(dados ndo mostrados).

4.5.1 Efeito da caseina hidrolisada e da glutamina na inducdo de embrides somaticos

secundarios

Observou-se que a adicdo de 1 g L™ de caseina hidrolisada ao meio de cultura
WPM induziu em media 61,8 novos embrides globulares e 2,0 embrides cordiformes, além
de 82,5% das culturas apresentarem massas embriogénicas (Tabela 16, Anexo 16; Figura
3e).

Com a adigdo de 1 g L™* de glutamina no meio de cultura WPM, o ndmero médio de
embrides somaticos globulares obtidos foi de 30,4 embrides e ndo foram observados 0s
demais estadios de desenvolvimento dos embrifes somaticos. A adicdo combinada de
caseina hidrolisada e glutamina (0,5 g L™) promoveu a formagdo média de 56,6 novos

embrides globulares (Tabela 16).
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No presente trabalho, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracfes de
caseina hidrolisada ou glutamina, que foram utilizadas como fonte de aminoécidos na
inducéo de novos embriGes sométicos por embriogénese repetitiva. No entanto, Ortiz-Lopes
et al. (2000) relataram que os aminoéacidos séo substancias importantes na assimilagdo
priméaria do nitrogénio e na sintese de proteinas. Segundo Morcillo et al. (1999) e Garin et
al. (2000), a glutamina combinada ou ndo com caseina hidrolisada pode ser utilizada em
diferentes estadios da embriogénese somética. A adicdo desses compostos no meio de
cultura pode aumentar a taxa de proliferacdo de calos e embribes sométicos, devido a essas
substancias fornecerem maior quantidade de nitrogénio organico reduzido (GEORGE,
1996).

Tabela 16 - Embriogénese somaética repetitiva a partir de eixos embrionérios zigdticos
imaturos de Ocotea porosa em meio de cultura WPM com CH e GLN, ap6s 30
dias de cultivo.

Aminoécidos (g L™) ME ESG ESC
CH (0,5) + GLN (0,5) 75,0 ns 56,6 ns 0,0
CH (1,0) 82,5 ns 61,8 ns 2,0
GLN (1,0) 65,0 ns 30,4 ns 0,0
CV% 13,3 33,3

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares; ESC:
nimero médio de embriBes somaticos cordiformes.
"* Néo significativo

O cultivo dos embries em meio de cultura contendo 1 g L™ de caseina hidrolisada
possibilitou a manutengdo da competéncia embriogénica por meio da proliferacdo de massas
e embrides somaticos por trés anos. A manutencdo de linhagens celulares embriogenéticas
por longos periodos tem sido relatada para muitas espécies como Quercus suber
(HERNANDEZ et al., 2003), Vitis rupestris (MARTINELLI et al., 2001), Ocotea odorifera
(SANTA-CATARINA et al., 2001), Ocotea catharinensis (MOURA-COSTA et al., 1993) e
Aspidosperma polyneuron (RIBAS et al., 2000). Litz et al. (1995) e Tulecke et al. (1995)
relataram que a capacidade embriogénica pode ser mantida em Mangifera indica e Juglans
regia via embriogénese repetitiva por mais de 5 e 9 anos, respectivamente. Considerando a
baixa inducdo de embrides somaticos primérios a partir de embrides zigoticos, a
embriogénese somatica repetitiva pode apresentar algumas caracteristicas importantes nesse
sistema de propagacdo massal, por possibilitar a obtencéo de elevadas taxas de multiplicagéo
das linhagens celulares. Desta forma, o potencial dos embriGes sométicos primérios de

produzir, nas condi¢cbes de cultura adequadas, uma grande quantidade de embrides
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somaticos secundarios por meio da embriogénese repetitiva tem se mostrado vantajosa para

manter linhagens de culturas embriogénicas em Ocotea porosa.

4.5.2 Efeito de combinagbes de ANA e BAP na indugdo de embrides somaticos secundérios

Os resultados da andlise de variancia da porcentagem de massa embriogénica
contendo embrides somaticos e do nimero médio de embribes somaticos globulares séo
apresentados no anexo 17. Observou-se uma evolugdo dos pré-embrides para o estadio
globular nos meios de cultura contendo todas as concentracdes de BAP combinadas com
ANA sem ocorrer diferenca estatistica entre os tratamentos (Tabela 17). O nimero medio de
embrides somaticos em estadio globular formados durante trés subcultivos variou de 70 a 95
(Tabela 17 e Figura 3f).

Tabela 17 - Embriogénese somaética repetitiva a partir de eixos embrionérios zigdticos
imaturos de Ocotea porosa durante trés subcultivos em meio de cultura WPM
suplementado com 0,5 uM de ANA combinado com BAP.

BAP (uM) ME ESG
5 90,0 ns 70,0 ns
10 95,0 ns 95,0 ns
20 85,0 ns 75,0 ns
CV% 10,5 18,1

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares.
"* Néo significativo

A inducdo de novos embrides somaticos secundarios foi observada; no entanto,
estes ndo progrediram para os estadios tardios de desenvolvimento. O principal ponto de
controle na manutencdo de linhagens em ciclos repetitivos esté relacionado a uma reducéo
consideravel nos niveis dos reguladores vegetais e nesta fase a auxina, além de permitir a
proliferacdo, pode inibir o desenvolvimento de massas pro-embriogénicas em embrides
somaticos (THORPE, 2000; VON ARNOLD et al., 2002; FEHER, 2003). No entanto, no
presente trabalho, foi possivel manter a competéncia das massas embriogénicas e indugéo de

embrides somaticos utilizando uma baixa concentracdo de ANA combinada com BAP.
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4.5.3 Morfoanatomia de embrides somaticos secundarios

No estudo morfoanatdmico das estruturas obtidas em meio de cultura WPM
contendo 2,4-D (22,62 uM) e 2-iP (2,46 uM), foi evidenciada a histodiferenciacdo dos
embrides sométicos de Ocotea porosa (Figura 4).

Nas seccBes histologicas foi possivel observar células calosas vacuoladas com
tamanhos diferentes e maiores do que as embriogénicas. Foi observada também uma regido
com coloragdo verde-azulada, por meio da reacdo metacromética do azul de toluidina,
indicando a presenca de compostos fenolicos (Figura 4a). Na figura 4a, observou-se uma
regido embriogénica constituida de células isodiamétricas, citoplasma denso, nucleo
proeminente e nucléolo corado de escuro evidenciando a formacéo de pro-embrides (pe) e a
ocorréncia de divisdo anticlinal e periclinal (Figura 4b seta).

O primeiro estadio de desenvolvimento do embrido somético é marcado pelo inicio
da diferenciagéo estrutural com a formacéo da protoderme que circunda o embrido globular
(Figura 4c). A transicdo do estadio globular para cordiforme foi marcada pelo alongamento
celular e inicio do crescimento dos cotilédones. Nessa fase, o inicio da formacdo do
procambio também foi observado (Figura 4d), mostrando uma protoderme definida (Figura
4e) e divisOes periclinais na organizagdo do procambio (Figura 4f).

Na Figura 4g, foi observada a diferenciacdo da faixa procambial com células mais
alongadas e vacuoladas e o alongamento dos cotilédones, caracterizando-se o estadio
torpedo. Nessa fase, a seccdo longitudinal do embrido no estadio torpedo mostrou simetria
bilateral com a formacdo dos cotilédones. Ficou evidente a deposicdo de compostos
fenolicos nas camadas mais externas, ocasionando a degradagdo das células. A Figura 4h
mostra um embrido somatico em estadio cotiledonar. Observou-se a presenca de tecido
meristemético organizado iniciando a formacdo do meristema apical caulinar, no entanto
ndo ocorreu a formagdo do meristema apical radicular (Figura 4i). Segundo Dodeman et al.
(1997), para que a embriogénese somatica seja concluida, deve haver a formagdo dos
meristemas; no entanto, a analise histolégica mostrou que os embrides somaticos de Ocotea
porosa ndo completaram o desenvolvimento por ndo apresentarem meristema apical
radicular e meristema apical caulinar pouco organizado (Figura 4i).

Embora os embrides somaticos tenham sido caracterizados até a fase cotiledonar,
essas estruturas ndo sdo consideradas bipolares, uma vez que ndo foi observada a

diferenciacdo do meristema apical radicular. Ribas et al. (2000) também observaram
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auséncia de diferenciagdo do meristema em embribes somaticos de Aspidosperma
polyneuron.

No entanto, pelo fato dos embriBes sométicos de Ocotea porosa terem se
desenvolvido por meio de alteracbes morfoldgicas semelhantes a dos embribes zigoticos, a
embriogénese somética é um sistema modelo para investigar o inicio do desenvolvimento

das plantas.

4.6 MATURACAO DE EMBRIOES SOMATICOS

4.6.1 Efeito da combinacdo de ANA e 2-iP na maturacdo de embrifes soméaticos

Os resultados da andlise de variancia da porcentagem de massa embriogénica,
nimero médio de embribes somaticos globulares, cordiformes e torpedos sdo apresentados
no anexo 18. Embrides sométicos globulares oriundos do meio de cultura com 1 g L™ de
caseina hidrolisada e transferidas para meio de maturacdo contendo 2-iP (5; 10 e 20 uM)
combinado com ANA (0,5 uM) apresentaram diferentes respostas morfogenéticas (Tabela
18).

Tabela 18 - Efeito do 2-iP combinado com ANA (0,5 uM) na maturagdo de embrides
somaticos de Ocotea porosa ap6s 30 dias de cultivo em meio de cultura WPM.

2-iP (uM) ME ESG ESC EST
5 85,0 ns 30,7 ns 05b 15ab

10 92,5 ns 37,2 ns 10b 10b

20 90,0 ns 36,2 ns 2,8a 3,0a
CV% 18,2 40,1 49,1 37,7

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares; ESC:
numero total de embrides somaticos cordiformes; EST: nimero total de embrides somaticos torpedos.

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de probabilidade.

"% Ndao significativo

A combinagdo de 20 uM de 2-iP com 0,5 uM de ANA foi a que apresentou 0 maior
niimero de embrides desenvolvidos, com maior nimero médio de embrides em estadios

cordiformes e torpedos (3 embribes) (Tabela 18). Observou-se também, em todos os
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tratamentos, a indugdo de massas celulares embriogénicas e de embrides somaticos
globulares.

A maturacgdo é uma fase da embriogénese somética que consiste na progressao dos
embrifes somaticos das fases iniciais para as fases tardias. No entanto, nessas condigdes de
maturacdo, houve um baixo percentual de avango para os estadios ontogenéticos cordiforme
e torpedo e ndo foi observado nenhum embrido na fase cotiledonar, revelando um
desenvolvimento assincrénico dos mesmos, uma vez que houve a formacgdo de embriGes
somaticos globulares (Tabela 18). Segundo Guerra et al. (1999), na fase de maturacéo, a
estratégia empregada é a interrupgdo dos ciclos repetitivos de divisdo celular e o
fornecimento de estimulos fisiol6gicos, bioquimicos e ambientais para a diferenciacdo
celular, para que os ciclos de desenvolvimento e de maturagdo originem um grande nimero
de embrides somaticos maduros, de alta qualidade e capazes de se converterem em plantas.
No entanto, no presente trabalho, a combinag&o de 2-iP e ANA néo foi efetiva na maturacéo
de embrides sométicos de Ocotea porosa. Carvalho et al. (2004) também relataram que a
progressdo dos embrides somaticos de caqui cultivados em meio contendo 2-iP combinado
com AIB ocorreu de forma assincronica. Guerra e Handro (1998) obtiveram embrides
somaticos maduros em meio de cultura contendo 2-iP e ANA e, a0 mesmo tempo,
conseguiram manter a competéncia embriogénica das culturas de Euterpe edulis.

No meio de maturacdo de embrides soméaticos de Ocotea porosa, foi observada a
formacéo de alguns embribes sométicos anormais e, sobre 0os mesmos, houve a formacéo de
novos embriGes somaticos globulares. Possivelmente, a formacdo de embrides anormais seja
devido ao tempo de permanéncia dos embrides somaticos em meio de cultura contendo
2,4-D, durante a embriogénese somatica secundaria. Além disso, a dificuldade de progressao
do processo ontogénico dos embrides somaticos pode ser atribuida ao efeito residual do
2,4-D no meio de cultura (ATTREE; FOWKE, 1993). Titon et al. (2007) também relataram
a falta de sincronizacdo no desenvolvimento bem como a formagdo de embrides somaticos
anormais de Eucalyptus grandis.

As massas celulares embriogénicas e os embrides somaticos cultivados em meio
com ANA e 2-iP, ap0s trés subcultivos foram transferidas para mesmo meio de cultura,
adicionado de 1 g L™ de caseina hidrolisada, a fim de melhorar a porcentagem de
maturacdo. No entanto, observou-se que a adi¢do de caseina hidrolisada ndo promoveu
efeito adicional na maturagdo dos embribes sométicos, uma vez que foram observados
resultados semelhantes aos registrados quando o ANA foi combinado com 2-iP. Porém, foi

constatado que a inducdo de massas celulares e de embrifes sométicos apOs Varios
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subcultivos em meio de cultura com ANA, 2-iP e a caseina hidrolisada, foi mantida, embora
a porcentagem de embrides somaticos maduros tenha sido reduzido. Tais observacdes
também foram feitas por Dal Vesco (1998) e Ribas et al. (2000). Dal Vesco (1998) relatou
que as culturas de Feijoa sellowiana mantidas em meio de cultura com 2,4-D apresentavam
proliferagdo continua, porém sem haver maturagdo dos embrides somaticos. Segundo Ribas
et al. (2000), o subcultivo de embrides somaticos de Aspidosperma polyneuron durante 9
meses reduziu a expressdo e o desenvolvimento de embribes soméaticos sem que ocorresse

reducéo na proliferacdo de massas celulares embriogénicas.

4.6.2 Efeito do PEG na maturacdo de embribes somaticos

Os resultados da andlise de variancia da porcentagem de massa embriogénica,
nimero médio de embribes somaticos globulares, cordiformes e torpedos sdo apresentados
no anexo 19. A formacéo de embrides somaticos cordiforme, torpedo e cotiledonar s6 foi
observada apds 45 dias de cultivo em meio de cultura WPM contendo PEG 6000 (Tabela
19). O meio de cultura suplementado com 7% de PEG 6000 apresentou embrides maduros

em todos os estadios de desenvolvimento (Figura 5a e 5b).

Tabela 19 - Efeito do PEG 6000 na maturacdo de embrides soméaticos de Ocotea porosa
apos 45 dias de cultivo em meio de cultura WPM.

PEG 6000 (%) ME ESG ESC EST ESCOT
0 80,0 ns 35,0 ns 0,0b 0,0c 0,0b
3,5 90,5 ns 23,8 ns 10a 10b 0,0b
7,0 95,0 ns 25,6 ns 10a 2,0a 2,0a
CV% 9,2 45,0 56,5 31,3 70,7

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares; ESC:
nimero médio de embries somaticos cordiformes; EST: nimero médio de embrides somaticos torpedos;
ESCOT: nimero médio de embrifes somaticos cotiledonares.

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 1%
de probabilidade.

"* Néo significativo.

A adicdo de 3,5% de PEG 6000 induziu a formacdo de embrifes sométicos nos
estadios globular, cordiforme e torpedo. Na auséncia de PEG 6000 no meio de cultura,
apenas novos embrides globulares se formaram e em todos os tratamentos foi observada a

formac&o de massas celulares embriogénicas.
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Possivelmente, o potencial osmético negativo proporcionado pelo PEG no meio de
cultura foi o responsavel pela maturacdo dos embriGes somaticos. Segundo Raghavan
(1976), o fluido do saco embriondrio dos embrides zigéticos apresenta alto potencial
osmotico, e a adicdo de PEG no meio de cultura simula para os embrides somaticos
condi¢des semelhantes as do saco embrionario.

O efeito do PEG na maturacdo de embrides somaticos j& foi relatado para outras
espécies como Abies numidica (VOOKOVA; KORMUTAK, 2002), Abies cephalonica
(KRAINAKOVA et al., 2009), Pinus taeda (LI et al., 1998), Aspidosperma polyneuron
(RIBAS et al., 2000) e, nesses casos, as concentracdes de PEG testadas foram de até 10%.
Os melhores resultados obtidos na maturacdo dos embrides somaticos de Hevea brasiliensis
foram com a adicdo de 14 ou 17,8% de PEG no meio de cultura, concentragdes maiores que
as testadas para Ocotea porosa no presente trabalho.

Em Ocotea odorifera o desenvolvimento de embribes somaticos ocorreu em meio
de cultura sem adigdo de regulador vegetal (SANTA-CATARINA et al., 2001), no entanto,
no presente trabalho, o tratamento testemunha ndo promoveu o desenvolvimento dos

embrides somaticos.

4.6.3 Efeito do PEG combinado com maltose na maturagdo de embrides somaticos

Os resultados da andlise de variancia da porcentagem de massa embriogénica,
nimero medio de embrides somaticos globulares, cordiformes e cotiledonares sdo
apresentados no anexo 20. A maturagdo dos embribes sométicos ndo foi dependente do tipo
de carboidrato adicionado no meio de cultura. Ap6s 30 dias de cultivo, observou-se apenas a
formacdo de estruturas globulares e, somente apds 45 dias de cultivo, houve
desenvolvimento de embrides soméaticos em estadio cordiforme e cotiledonar em todos os
tratamentos, mas sd na presenca de 6% de maltose houve formacdo de embrides torpedos
(Tabela 20).

O nimero medio de embribes globulares e cordiformes ndo apresentou diferenca
estatistica entre os tratamentos testados, ao passo que os embriGes cotiledonares foram
obtidos em meio de cultura contendo 2% de sacarose ou 4 a 6% de maltose (Tabela 20;
Figura 5c). No presente trabalho, a substituicdo da sacarose por maltose ndo aumentou 0
nimero de embrides sométicos maduros. Ao contrério, em algumas espécies como

Castanea sativa (CORREDOIRA et al., 2003), a maltose foi necesséaria para a maturacéo
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dos embrides sométicos e para a conversdo dos embribes em plantas. A maltose é o
sacarideo mais comumente utilizado para a maturacdo (TAUTORUS et al., 1991), enquanto

a sacarose é fundamental para a proliferacdo de embriGes sométicos.

Tabela 20 - Efeito da sacarose e maltose na maturacdo de embrifes somaticos de Ocotea
porosa apés 45 dias de cultivo em meio de cultura WPM com 7% de PEG

6000.
Tratamentos ME ESG ESC EST ESCOT
2% sacarose 97,5 ns 20,5 ns 3,0ns 0,0 3,0a
2% maltose 91,5 ns 21,9 ns 2,1ns 0,0 10b
4% maltose 92,5 ns 15,3 ns 2,6 ns 0,0 2,0ab
6% maltose 91,0 ns 34,0 ns 15ns 1,0 2,0ab
CV% 7.8 48,7 48,8 28,3

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares; ESC:
nimero médio de embrides somaticos cordiformes; EST: nimero médio de embrifes somaticos torpedo;
ESCOT: nimero médio de embrifes somaticos cotiledonares.

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade.

"* Néo significativo.

O efeito do PEG e da maltose na maturacdo de embries somaticos ja foi relatado
para outras espécies. A adigcdo de PEG (7,5 a 10%) e maltose (3 a 6%) no meio de cultura
Abies numidica aumentou significativamente a maturacdo dos embrides somaticos
(VOOKOVA; KORMUTAK, 2002). Concentragbes similares as utilizadas para Abies
numidica foram testadas na maturagdo de embrifes somaticos de Ocotea porosa, no entanto,
a combinacdo de PEG e maltose ndo foi eficiente para esta especie. Li et al. (1998)
relataram que o meio de cultura suplementado com maltose (4%) e PEG (6%) resultou num
eficiente aumento da maturacdo dos embrides sométicos de Pinus taeda. Essa combinagdo
de PEG e maltose, além de promover a maturagdo, melhorou a morfologia dos embrides
cotiledonares. Em Ocotea porosa, além do PEG e maltose ndo aumentar a porcentagem de
maturacdo foram observados embrifes somaticos com aspecto anormal.

A maturacdo representa uma fase muito importante, quando a estrutura embrionéria
é estabelecida e compostos de armazenamento sdo depositados para posteriormente serem
utilizados em outras fases de desenvolvimento. Em algumas espécies, como Picea mariana
e Picea rubens (TREMBLAY; TREMBLAY, 1991) e Picea glauca (LU; THORPE, 1987) a
alta concentracdo de sacarose no meio de maturacdo foi melhor para produgédo de embrides
somaticos. No presente trabalho foi realizado um teste preliminar com altas concentracdes

de sacarose (20 a 80 g L™") combinada com 17,75 pM de BAP; no entanto, foi observada
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apenas a indugdo de novos embrides globulares e ndo houve progressédo dos mesmos para 0s
estadios tardios de desenvolvimento.

Neste trabalho, uma das principais limitagcdes do processo embriogénico de Ocotea
porosa foi a baixa taxa de maturacdo dos embribes somaéticos e, consequentemente, a

auséncia de conversdo dos mesmos.

4.7 CONVERSAO DOS EMBRIOES SOMATICOS EM PLANTAS

N&o ocorreu progressdao do estadio cordiforme para cotiledonar dos embrides
somaticos de Ocotea porosa em meio de cultura WPM suplementado com 115,4 uM de GA3
e 214,8 uM de ANA na presenca de 1,5 g L™ de carvdo ativado ou 11,54 uM de GAs
combinado com 21,48 uyM de ANA sem carvdo ativado. Apoés 20 dias de cultivo, foi
possivel observar que os embrides somaticos escureceram e novos embribes somaticos
globulares apareceram na superficie dos mesmos mantendo a embriogénese repetitiva.

Outras concentragdes e tipos de reguladores vegetais foram testados (5 uM de BAP
combinado com 0,5 ou 1 uM de AIB ¢ 2,9 ou 5,4 uM de GA3) objetivando a conversdo dos
embrifes sométicos em plantas. No entanto, isso ndo ocorreu e observou-se a formagéo de
massas celulares e embrides sométicos globulares. A auséncia de conversdo dos embrides
somaticos possivelmente tenha ocorrido pelo efeito residual do 2,4-D, devido ao tempo de
permanéncia dos embrides no meio de cultura de inducdo bem como na multiplicacdo dos
embrifes somaticos na embriogénese repetitiva. Outro fator que pode ter dificultado a
conversdo dos embrifes soméaticos de Ocotea porosa, € a falta de maturidade fisiologica e
morfoldgica, as quais sdo necessérias para conversdo em planta.

No meio de cultura de conversao contendo 0,58 uM de GA3 combinado com 1 uM
de BAP houve a formagdo de novos embrides sométicos globulares e um embrido em
estadio torpedo (Figura 5d). Quando o meio de cultura foi acrescido de 0,54 uM de ANA
combinado com 10 uM de putrescina, apenas foi observada a formagdo de massa
embriogénica com embrides globulares na superficie (Figura 5e). Vérios fatores limitam a
conversdo dos embries em plantas, sendo que os mais importantes sdo: a ma qualidade e
maturacdo incompleta dos embrides somaticos bem como a germinacdo prematura dos
embrides somaticos (CHOI; JEONG, 2002; CHOUDHARY et al., 2009; RAI et al., 2009).
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos no presente trabalho é possivel concluir que a inducédo de
embrifes somaticos de Ocotea porosa pode ser obtida em meio de cultura WPM
suplementado com 200 uM de 2,4-D acrescido de 0,5 g L™ de caseina hidrolisada. A maior
inducéo e expressdo da embriogénese somética foram obtidas a partir de eixo embrionario
zigotico imaturo e sementes imaturas (Figura 6).

A embriogénese somética repetitiva permitiu o estabelecimento de linhagens
celulares embriogénicas, as quais foram mantidas por trés anos. Nesta fase, ocorreu alta
proliferacdo de embrides somaticos em comparacdo com a embriogénese somética nas
culturas primérias. A embriogénese somaética repetitiva de Ocotea porosa pode ser induzida
e mantida em meio de cultura WPM contendo 0,5 uM de ANA combinado com 10 uM de
BAP ou no mesmo meio de cultura sem regulador vegetal e acrescido de 0,5 g L™ de caseina
hidrolisada. Os embriGes somaticos apresentaram sequéncia ontogenética semelhante & dos
embrides zigdticos. Contudo, a maturacdo dos embriBes sométicos de Ocotea porosa
ocorreu em poucos embrides, foi assincronica e ndo foi possivel controlar os fatores que

levam & conversdo dos embrides soméaticos em plantas.
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6 RECOMENDACOES

Os resultados obtidos no presente trabalho indicaram a necessidade de

experimentos futuros visando & otimizacdo da embriogénese somatica de Ocotea porosa,

para o estabelecimento completo do protocolo de regeneracéo in vitro dessa espécie. Desta

forma, recomenda-se:

a) A realizagdo de novos experimentos utilizando sementes inteiras imaturas como

fonte de explantes associado a diferentes tipos de auxinas como ANA e Picloram,
pois 0s mesmos apresentaram resultados semelhantes ao 2,4-D na indugdo de
embrifes soméaticos de Ocotea porosa visando otimizar esta etapa e minimizar o
efeito residual do 2,4-D nas etapas de maturacdo e de conversdo dos embrides

somaticos em plantas.

b) A realizagéo de experimentos com tratamentos pulso de auxinas comparando com a

presenca continua deste regulador vegetal na inducdo e iniciacdo de embrides

somaticos.

c) A realizacdo de experimentos em meio de cultura liquido para manutengdo da

embriogénese somatica repetitiva.

d) A avaliagdo do efeito do ABA associado ou ndo ao PEG visando sincronizar e

e)

aumentar a maturacdo dos embrides sométicos para obtencdo de plantas regeneradas.
Realizar estudos histol6gicos mais aprofundados em todas as etapas da embriogénese
somatica, para melhor compreensdo dos fatores que controlam a indugéo e expressdo

da embriogénese somatica.
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FIGURAS

Figural - Diferentes tipos de explantes tesados na embriogénese somética de Ocotea
porosa. a) Inflorescéncias. b) Folhas jovens de planta matriz. Barra: 3,4 mm. c)
Discos foliares, peciolo, gema apical. d) Frutos imaturos Barra: 2 mm. e) Eixo
embrionério zigotico. Barra: 4,2 mm. f) Eixo embrionério isolado em meio de
cultura de indugdo. Barra: 3,9 mm.
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Figura 2 - a) Aspecto morfoldgico de calo escuro (marrom ou preto) cultivado em meio de
cultura contendo 2,4-D (200 uM) ap6s 60 dias (seta). Barra: 3,1 mm. b) Calo com
massa friavel (ndo embriogénica) obtido em meio de cultura contendo 200 uM de
2,4-D combinado com 0,5 g L™ de caseina hidrolisada, ap6s 90 dias (seta). Barra:
1,2 mm. c) Embrido somatico em estadio globular e cordiforme (setas) obtido a
partir de eixo embrionéario zig6tico imaturo cultivado em meio de cultura com
200 pM de 2,4-D + 1 g L™ de casefna hidrolisada, apés 60 dias. Barra: 2,4 mm. d)
Calo branco amarelado com setor fridvel em meio de cultura contendo 200 uM de
2,4-D combinado com 0,5 g L™ de caseina hidrolisada, ap6s 90 dias. Barra: 1,6
mm.
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Figura 3 - a) Embrides somaticos obtidos a partir de eixo embrionrio zigético imaturo em
meio de cultura WPM acrescido de 200 uM de 2,4-D. Barra: 1,6 mm. b) Calo
branco amarelado formado em meio de cultura WPM acrescido de 200 uM de
ANA. Barra: 1,4 mm. c) Massa embriogénica contendo embribes somaticos
(globular) formados em meio de cultura WPM com 400 uM de picloram. Barra:
2,4 mm. d) EmbriGes somaticos obtidos a partir de eixo embrionario zigético
imaturo em meio WPM, 400 uM de 24-D el g L de casefna hidrolisada.
Barra: 2,1 mm. e) Embrides globulares formados em meio WPM e de 1 g L™ de
caseina hidrolisada. Barra: 1,1 mm. f) embriGes globulares formados em meio de
cultura WPM acrescido de 0,5 uM de ANA e 10 uM de BAP. Barra: 2,4 mm.
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Figura 4 - Estadios de desenvolvimento dos embriGes somaticos de Ocotea porosa. a)
Seccdo longitudinal do pro-embrido (seta). Barra: 150 um. b) Secg¢io longitudinal
com células isodiamétricas com nudcleo grande, nucléolo proeminente e diviséo
anticlinal e periclinal (seta). Barra: 30 um. ¢) Embrido somatico globular. Barra:
100 pm. d) sec¢do longitudinal do embrido cordiforme, com inicio da formagao
do pré-cambio (seta). Barra: 65 um. e) Detalhe da epiderme definida no embrido
somatico cordiforme. Barra: 50 pum. f) Detalhe do inicio da formacdo do
procdmbio do embrido cordiforme (seta). Barra: 40 um. g-h) Sec¢éo longitudinal
do embrido somatico cotiledonar, barra: 100 pm. i) Divisdo anticlinal e periclinal
e organizacdo do meristema apical. Barra: 20 um.
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Figura 5 - a-b) EmbriGes sométicos formados em meio WPM contendo 7% de PEG 6000.
Barra: 1,3 mm, 3,4 mm. ¢) Embribes somaticos formados em meio WPM
acrescido de 7% PEG 6000 e 6% de maltose. Barra: 2,0 mm. d) Embrido somatico
torpedo formado em meio de cultura de conversao contendo 0,58 uM de GAsz e 1
uM de BAP. Barra: 4,0 mm. ¢) Embrides somaticos globulares formados em meio
de cultura de conversao contendo 0,54 uM de ANA e 10 uM de putrescina. Barra:
1,8 mm.
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Frutos de Ocotea porasa

Desmfestacio das sementes:
Etanol 70% (5 min)
NaOCl3a 6 % (20 min}
Aguaestenilizada 6z

Explantes:
 Eixo embrionéanio zigdtico imaturo
 ou semente unatura

Inducio de embrifes somaticos:

Meio de cultura WEM (sats e vitamunas)
Caseina hidrolisada (0,5 ou 1 g LYy
Carviio ativado (1,5 g LD

2,4-D (200 y M

Embriogénese Hepotitiva:

Meio de cultura WPM

Caseina hidrolisada (0,5 g L-D) ou
ANMADSu M) e BAP (10 M)

Maturacio dos emabrifes somaticos:
- Meio de cultura WPM

AMADS uM)

24P {20 M)

Figura 6 - Representacdo esquematica do protocolo de regeneracdo de Ocotea porosa a
partir de eixos embrionarios zigéticos imaturos como fonte de explantes.



90

ANEXQOS

Anexo 1 - Andlise de variancia do efeito do NaClO na desinfestacdo de inflorescéncias de
Ocotea porosa, apos 30 dias.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagao Liberdade  Sobrevivéncia CF CB
Tratamentos 2 4222 "™ 600,0 ™ 222"
Erro 15 288,8 306,6 17,5
Total 17

CF: Contaminacdo fungica; CB: contaminacao bacteriana.
"* Néo significativo.

Anexo 2 - Andlise de variancia do efeito de diferentes agentes na desinfestacdo de
inflorescéncias de Ocotea porosa, ap6s 30 dias.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagao Liberdade Sobrevivéncia CF CB
Tratamentos 3 24583 " 24583 " 31,7™
Erro 16 250,0 1125 30,2
Total 19

CF: Contaminacdo fungica; CB: contaminacao bacteriana.
"% Ndo significativo.
“significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Anexo 3 - Andlise de variancia do efeito do tipo de explante e dos agentes geleificantes
utilizados para induzir a formacéo de calo branco amarelado em Ocotea porosa,
ap6s 30 dias de cultivo em meio de cultura WPM, adicionado de ANA
(21,5 uM) e BAP (4,44 uM).

Fonte de Variagao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Agentes geleificantes 1 2625,0
Tipos de explante 2 586,6™
Agentes geleificantes x Tipos de explante 2 517,9™
Erro experimental 18

Total 23

"* N4o significativo.
significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Anexo 4 - Andlise de variancia do efeito do tipo de explante e dos agentes geleificantes
utilizados para induzir a formacdo de calos escuros em Ocotea porosa, apés 30
dias de cultivo em meio de cultura WPM, adicionado de ANA (21,5 uM) e BAP

(4,44 uM).
Fonte de Variacao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Agentes geleificantes 1 449907
Tipos de explante 2 1544,2"
Agentes geleificantes x Tipos de explante 2 170,7"™
Erro experimental 18
Total 23

"% Ndao significativo.
“significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Anexo 5 - Analise de variancia do efeito do 2,4-D e ANA combinados com 4,44 uM de
BAP e 0,2 g L de caseina hidrolisada na inducéo de calos a partir de discos
foliares basais de Ocotea porosa, apdés 30 dias de cultivo em meio de cultura
WPM solidificado com é&gar (3,5 g L™).

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variacdo Liberdade CBA CE SR
Tratamentos 4 136,3° 3289,9 4675,1"
Erro 20 37,0 397,1 4131
Total 24

CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); SR: explantes sem respostas.
significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Anexo 6 - Analise de variancia do efeito do 2,4-D e ANA combinados com 4,44 uM de
BAP e 0,2 g L™ de caseina hidrolisada na inducéo de calos a partir de discos
foliares basais de Ocotea porosa, apds 60 dias de cultivo em meio de cultura
WPM solidificado com agar (3,5 g L™).

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagdo Liberdade CBA CE NE SR
Tratamentos 4 11250 17020 7195 2136,4°
Erro 20 2174 2975 94,5 57,1
Total 24

CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NE: necrose; SR: sem respostas.
Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Anexo 7 - Andlise de varidncia na inducdo de culturas embriogénicas a partir de eixos
embrionarios zigoticos maduros em meio de cultura MS, contendo sacarose
(20 g L), carvéo ativado (1,5 g L™), agar (4 g L™) e diferentes concentracdes de
2,4-D, ap6s 90 dias de cultivo.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagédo Liberdade CBA CE NEEZ
Tratamentos 3 7834 ° 3165 "™ 1123 ™
Erro 16 118,2 324,3 404,7

Total 19

CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"* Néo significativo.

Anexo 8 - Andlise de varidncia na inducdo de culturas embriogénicas a partir de eixos
embrionarios zigéticos maduros em meio de cultura WPM, contendo sacarose
(20 g L™, carvéo ativado (1,5 g L™), 4gar (4 g L™) e diferentes concentrages de
2,4-D, ap6s 90 dias de cultivo.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado Médio

Liberdade CBA CE NEEZ
Tratamentos 3 3184° 19874 2662,2
Erro 16 66,6 2458 296,9
Total 19

CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.
“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Anexo 9 - Andlise de variancia do efeito da combinagdo de auxina (2,4-D) e caseina
hidrolisada (CH) na inducéo de embrifes somaticos de Ocotea porosa, a partir
de eixos embrionarios zigoticos maduros cultivados em meio de cultura MS,
apds 120 dias.

Fonte de Variacdo Graus de Quadrado Médio

Liberdade CBA CE NEEZ
Tratamentos 3 747,77 4722™ 358,5"
Erro 16 200,5 256,0 60,9
Total 19

CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"% Ndao significativo.
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Anexo 10 - Andlise de variancia do efeito da combinagdo de auxina (2,4-D) e caseina
hidrolisada (CH) na inducéo de embries somaticos de Ocotea porosa, a partir
de eixos embrionarios zigoticos maduros cultivados em meio de cultura WPM,
apods 120 dias.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado Médio
Liberdade CBA CE NEEZ
Tratamentos 3 1149,3 " 523,4"™ 1545,8”
Erro 16 236,4 339,9 71,6
Total 19
CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
"* Néo significativo.

Anexo 11 - Andlise de variancia do efeito da caseina hidrolisada (CH), glutamina (GLN) e
prolina (PRO) associadas com 200 uM de 2,4-D, na inducdo de embrides
somaticos de Ocotea porosa a partir de eixos embrionérios zigoticos maduros
em meio de cultura WPM, ap6s 90 dias.

Fonte de Variacao Graus de Quadrado Médio
Liberdade CBA CE NEEZ
Tratamentos 9 599,3°  880,3 1980,8"
Erro 30 48,3 309,7 264,7
Total 39
CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Anexo 12 - Anélise de variancia do efeito da caseina hidrolisada (CH) e da glutamina
(GLN) nos eixos embrionérios zigoticos imaturos de Ocotea porosa cultivados
em meio de cultura WPM suplementado com sacarose (20 g L™), carvdo

ativado (1,59 L™, agar (4 g L") e 2,4-D (200 uM), apos 90 dias.
Fonte de Graus de Quadrado Médio
Variagéo Liberdade MFES CMF CBA CE NEEZ
Tratamentos 4 172" 498,7" 200™ 7006"™ 29243
Erro 15 10,8 87,8 11,5 284,4 5870
Total 19

MFES: massa fridvel contendo embrides somaticos; CMF: calo com massa friavel; CBA: calo branco
amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios zigoticos.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"* Néo significativo.
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Anexo 13- Anélise de variancia do efeito da combinagdo de auxina (2,4-D) e caseina
hidrolisada (CH) na indugéo de embriGes sométicos de Ocotea porosa, a partir
de sementes inteiras, apos 60 dias.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagao Liberdade NES MEES CBA NEEZ
Tratamentos 3 208" 236,2 " 25,3 "™ 4259 ™
Erro 20 2,6 52,8 82,0 511,4

Total 23

NES: nimero médio de embrifes somaticos globulares; MEES: massa fridvel contendo embriGes somaticos;
CBA: calo branco amarelado; NEEZ: necrose dos eixos embrionarios zigdticos.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"* Néo significativo.

Anexo 14 - Anélise de varincia do feito da combinagdo de auxina (2,4-D) e caseina
hidrolisada (CH) na inducdo de embrides somaticos a partir de eixos
embrionarios imaturos de Ocotea porosa, ap6s 90 dias de cultivo.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagdo Liberdade ~ NES MEES CBA CE NEEZ
Tratamentos 3 387,0" 10,2° 71747 6922 "™ 89,9 ™
Erro 12 4,66 1,04 1175 4270 108,2
Total 15

NES: nimero médio de embrifes somaticos globulares; MEES: massa fridvel contendo embriGes somaticos;
CBA: calo com massa friavel; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos embrionarios
zigéticos.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"* Néo significativo.

Anexo 15 - Anélise de variancia do efeito de diferentes auxinas na inducdo de embrides
somaticos a partir de eixos embrionarios imaturos de Ocotea porosa, ap6s 120

dias de cultivo.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagdo Liberdade NES MEES CBA CE NEEZ
Tratamentos 5 135" 51,4 " 1620,7° 1478,7 1044"
Erro 18 1,33 4,04 322,2 265,9 5,90
Total 23

NES: nimero médio de embrides somaticos globulares; MEES: massa embriogénica contendo embrides
somaticos; CBA: calo branco amarelado; CE: calo escuro (preto ou marrom); NEEZ: necrose dos eixos
embrionarios zig6ticos.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"* Néo significativo.
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Anexo 16 - Anélise de variancia da embriogénese somatica repetitiva a partir de eixos
embrionarios zigoticos imaturos de Ocotea porosa ap6s 30 dias de cultivo em
meio de cultura WPM.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagao Liberdade ME ESG
Tratamentos 2 308,3™ 11329 ™
Erro 9 97,2 272,8
Total 11

ME: porcentagem de massa embriogénica; NES: nimero médio de embriGes somaticos globulares.
"* Néo significativo.

Anexo 17 - Anélise de variancia da embriogénese somaética repetitiva a partir de eixos
embrionarios zigéticos imaturos de Ocotea porosa durante trés subcultivos em
meio de cultura WPM suplementado com 0,5 uM de ANA combinado com

BAP.
Fonte de Graus de Quadrado Médio
Variagao Liberdade ME ESG
Tratamentos 2 100,0 ™ 7030 "™
Erro 9 88,8 211,0
Total 11

ME: porcentagem de massa embriogénica; NES: nimero médio de embriGes somaticos globulares.
"% Ndao significativo.

Anexo 18 - Anélise de variancia do efeito do 2-iP combinado com ANA (0,5 pM) na
maturacdo de embriGes somaticos de Ocotea porosa ap6s 30 dias de cultivo em
meio de cultura WPM.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagdo Liberdade ME ESG ESC EST
Tratamentos 2 58,3 ™ 50,6 " 56 3,3
Erro 9 263,8 195,1 0,5 04
Total 11

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares; ESC:
nimero médio de embrides somaticos cordiformes; EST: nimero médio de embrides somaticos torpedos.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"% Ndao significativo.
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Anexo 19 - Anélise de variancia do efeito do PEG 6000 na maturagdo de embrides
somaticos de Ocotea porosa ap0s 45 dias de cultivo em meio de cultura WPM.

Fonte de Graus de Quadrado Médio

Variagdo Liberdade ME ESG ESC EST ESCOT
Tratamentos 2 237,0™ 1484 ™ 2,33 40" 533"
Erro 9 65,8 162,8 0,2 0,09 0,2
Total 11

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares; ESC:
nimero médio de embries somaticos cordiformes; EST: nimero médio de embrides somaticos torpedos;
ESCOT: nimero médio de embrides somaticos cotiledonares.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"* Néo significativo.

Anexo 20 - Anélise de variancia do efeito da sacarose e maltose na maturacdo de embrides
somaticos de Ocotea porosa ap6s 45 dias de cultivo em meio de cultura WPM

com 7% de PEG 6000.
Fonte de Graus de Quadrado Médio
Variagdo Liberdade ME ESG ESC ESCOT
Tratamentos 3 29,0 ™ 252,6 ™ 1,68 "™ 1,6~
Erro 12 53,9 124.8 1,3 0,2
Total 15

ME: porcentagem de massa embriogénica; ESG: nimero médio de embrides somaticos globulares; ESC:
ndmero médio de embrides somaticos cordiformes; ESCOT: nimero médio de embrides somaticos
cotiledonares.

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

"* N4o significativo.



