1 2

UNIVERSIDADE b

COIMBRA

Miguel Neves Ferreira Batalha

EFEITO DE FATORES DE STRESSE NA INDUCAO DE
EMBRIOGENESE SOMATICA DE FEIJOA [AccA
SELLOWIANA (O. BERG) BURRET]

Dissertacdao no ambito do Mestrado em Biodiversidade e Biotecnologia
Vegetal orientada pelo Professor Doutor Jorge Manuel Pataca Leal Canhoto e
apresentada a Faculdade de Ciéncias e Tecnologias da Universidade de
Coimbra

Julho de 2022



DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA

Faculdade de Ciéncias e Tecnologias

Universidade de Coimbra

Efeito de fatores de stresse na inducao de
embriogenese somatica de Feijoa [Acca

sellowiana (O. Berg) Burret]

Miguel Neves Ferreira Batalha

Dissertacdo apresentada a Universidade de Coimbra para cumprimento dos requisitos
necessarios a obtencdo do grau de Mestre em Biodiversidade e Biotecnologia Vegetal,
realizada sob a orientacdo cientifica do Professor Doutor Jorge Manuel Pataca Leal Canhoto

(Universidade de Coimbra)

2022






Agradecimentos

No final deste trabalho ndo posso deixar de agradecer as pessoas que me acompanharam

e ajudaram ao longo do meu percurso de mestrado, tornando possivel a sua concretizacao.

Em primeiro lugar agradeco ao Professor Doutor Jorge Canhoto por tudo o que me
ensinou, pelo apoio cientifico, orientacdo, a dedicacdo e as criticas construtivas durante o

processo de revisao.

Aos meus amigos Alberto, Alexandre, Diogo Valente, EImer e Jodo Coentro por toda a
amizade, ajuda, apoio e disponibilidade.

A minha familia, em especial aos meus pais e avos por toda a sua paciéncia e apoio que
me prestaram.

Aos meus colegas de mestrado, Biologia e também aos amigos de Condeixa e Coimbra,

pela simpatia, amizade e bons momentos de descontracao.
Agradeco também aos colegas e funcionarios do Laboratério de Biotecnologia Vegetal,

especialmente a Sandra Correia, Mariana Neves, Dona Célia, Daniela e Ana, e também da

Algoteca de Coimbra, por toda ajuda e disponibilidade que revelaram.



Indice

1.

RESUMO ...ttt et st e e e s e s e e R e et e st st et et e s e ne e R e e neatennenre it e e enen VI
F N S I 7 A O RS SSPR VII
] 8 0o 11 o= Lo SRS 1
I O O ] (= 11T 177 Lo Vo PSSR 3
1.2, ACCA SEHOWIANG. ......ecuieieeieiee ettt e r et e e e s te e e e saeeneeneenne s 3
1.2.1. [T (] o] T Lo SO SRROS 4
O OF: - Tol (-1 2 Lo 1o [ SRR 5
1.2.3. Interesse eCONOMICO € INVESEIZAGAD. ........veueiveiirieiriiisie et 7
130 CUTUI N VITIO oottt s ae st esae s e besreentesbeeneesteeneeneennean 8
1.3.1. A Lo do] o] o] T o= Uot- o J SO SSPRTUTPP 9
1.3.2.  Embriogénese somatica em plantas 1enh0oSas ...........ccevvrerireriiiinensee s 13
1.3.3.  Cultura in Vitro de TEIJOA.......ccverieiiiiiiisieie e 15
1.3.4. Embriogénese SOmAtica em fEIjOa..........ccceviiiiiiiiii i 16
1.3.5.  Fatores de stresse e indugdo de embriogeénese SOMALICA .........cccerveeeerinereneseneeneeens 19
L4, ODJELIVIOS ...ttt bbbttt 20
V== g F= V=T 0 1] Lo (oL 22
2.1 MaAterial VEQETAL........ccveiie e e e et re e re e 24
2.2 ETEit0 de TAlOreS 08 SLIESSE ..vviiiieeieieii ettt ettt et reereente e eneenne e 25
221, CoNIGOES 0. CUITUIA ..ottt 25
2.2.2.  Tratamento COM MICIOCEIUIOSE ........ccvriiiiiiiieieiee e 26
2.2.3. Efeito doS NIVEIS A8 2,4-D € SACAIOSE ........veeee et e e e et e e et e e ee e e e e eee e e e eeeeeeaenns 28
2.24. Efeito do PH A0S MEIOS ......oovveiiiiiiiitiiee e 29
2.2.5. Efeito do Stresse OXidatiVO.........c.cicveveriiieiccece e 29
2.2.6.  Tratamento COM NACH ........cooiiiiiiice e 30
2.3 ANALISE FENOLIPICA. ... bbbttt 30
2.5, ANALISE BSALISLICA ... ..ecveiiiiiiiiesie ettt n e 30
RESUITATOS ...t sttt ettt st e e s e ne et e anentente e e ens 31
3.1, Efeito de TAtOreS 08 SIIESSE .....iiiiiiiiee ettt sttt eeseeereeneenneas 33
3.1.1. Tratamento COM MICIOCEIUIOSE ........ccviiieiiiicie e 33
3.1.2. Efeito doS NIVEIS A8 2,4-D € SACAIOSE ........veeeeeeeee et e et e e e e ee e e e e e e e e eeeeeennns 37
3.1.3. Efeito do PH A0S MEIOS .....ceiieieie et 40
3.1.4. Efeito do Stresse OXidatiVO...........civeieiiiieiccecie e 42
3.1.5. Tratamento COM NACH ..o e 45
3.2, ANALISE TENOUIPICA. ... e iveieeie ettt et resteseenneaeneas 45
Do 1 1LY o LSRR 48
4.1, Efeito de fatoreS U SIIESSE ...iuiiiiiiiiierie e se sttt te st e e te e e sreeraenresres 50



4.1.1. Tratamento COM MICTOCEIUIOSE .. .vvvviiiriiee ettt e ettt e e s e s et e e e s serreeee e 50

41.2. Efeito dos NIVEIS de 2,4-D € SACAIDSE ........veeieeereirireceeeesteesetie e setes e seeesae s s eten e sabee e saeeeeens 52
4.1.3. Efeito do PH A0S MEIOS ...t 54
4.1.4. Efeito do Stresse OXIAAtIVO.........ccuiiiiiiie e 56
4.15.  Tratamento COM NACH ... s 58

A4.6.  ANALISE TENOLIPICA. .. ..euiiiiiticee et 58

5. Concluso € pPerspetivas fULUIES. .........ccccv et 61
6. Referéncias biblOgrafiCas.........cccooiiiiiiic i 64



RESUMO

Acca sellowiana também conhecida como Feijoa sellowiana € uma arvore com
potencial para cultivo e comercializacao global. O crescente interesse em utilizar a feijoa para
consumo é causado pelo sabor e aromas atrativos do fruto e também nos possiveis beneficios
para a salde, sendo essas as razfes para qual esta espécie seja foco crescente de cultivo e
investigacdo. Como em outras espécies lenhosas, estabelecer uma propagacdo eficaz de clones
a partir gen6tipos com melhores caracteristicas € um passo importante na exploracdo comercial
desta espécie. HaA mais de duas décadas que o potencial de regeneracdo e de embriogénese
somatica em feijoa é estudado. Contudo, como se trata de uma planta lenhosa, existem fatores
que limitam a eficiéncia da embriogénese somatica nesta planta, especialmente anomalias
causadas por uma exposi¢do prolongada a 2,4-D. Muitos dos estudos feitos em feijoa focaram-
se apenas na analise do efeito de combinacbes de diferentes PGR, meios de cultura, tipos de
explante e outros compostos organicos na inducdo e desenvolvimento dos embrifes somaticos.
No entanto, existem fatores de stresse que revelaram induzir (sem o uso de PGR) ou melhorar
a expressao de embriogénese em trabalhos feitos noutras espécies. Por isso, no presente
trabalho, foi objetivo testar o efeito de alguns fatores de stresse na embriogénese somatica de
feijoa. Os fatores testados foram: les6es nos explantes (tratamento com microcelulose); efeitos
dos niveis de 2,4-D e sacarose; pH dos meios; choques de H2O; (efeito do stresse oxidativo) e
tratamentos com NaCl. A embriogénese somatica apenas foi induzida em meios com 2,4-D e a
maioria dos fatores de stress aplicados ndo causaram diferengas entre os tratamentos.
Adicionalmente, todos os explantes senesceram nos tratamentos com NaCl. Concluiu-se que as
metodologias aplicadas nao foram eficazes e a forma como os fatores de stresse foram aplicados

ndo melhorava a embriogénese somatica em feijoa.

Palavras-chave: Feijoa; Embriogénese somatica; Stresse; Anomalias; Planta lenhosa
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ABSTRACT

Acca sellowiana also known as Feijoa sellowiana is a fruit tree with potential for
cultivation and global commercialization. The growing interest in using feijoa for consumption
is caused by the attractive taste and aromas of the fruit and the possible health benefits, these
being the reasons for which this species is a growing focus of cultivation and research. As in
other woody plants, establishing effective clonal propagation from genotypes with better
characteristics is an important step in the commercial exploitation of this species. The potential
for regeneration and somatic embryogenesis in feijoa has been studied for over two decades.
However, as it is a woody plant, there are factors that limit the efficiency of somatic
embryogenesis in this plant, especially abnormalities caused by prolonged exposure to 2,4-D.
Many of the studies done in feijoa, have focused only on analyzing the effect of combinations
of different PGR, culture media, explant types and other organic compounds on the induction
and development of somatic embryos. Though, there are stress factors that have been shown to
induce (without the use of PGR) or enhance the expression of somatic embryogenesis in studies
performed in other species. Therefore, in the present work, it was aimed to test the effect of
some stress factors on somatic embryogenesis of feijoa. The factors tested were explant
wounding (microcellulose treatment); effects of 2,4-D and sucrose levels; pH of the media;
H20> shocks (oxidative stress) and NaCl treatments. Somatic embryogenesis was only induced
in media with 2,4-D and most of the stress factors applied did not cause differences between
treatments. Additionally, all explants senesced in the treatments with NaCl. It was concluded
that the methodologies applied were not effective and the way stress factors were applied did

not enhance somatic embryogenesis in feijoa.

Keywords: Feijoa; Somatic embryogenesis; Stress; Anomalies; Woody plant
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1. Introducéo







INTRODUCAO

1.1. Contextualizacdo

A embriogénese somatica é uma poderosa ferramenta de clonagem de plantas bem como
um excelente modelo para estudar o desenvolvimento embrionario em plantas, uma vez que
durante a embriogénese zigética o embrido estd rodeado por muitos tecidos pertencentes ao
ovulo e ovario, o que dificulta o seu isolamento. Para além disso, por norma, num 6vulo forma-
se apenas um Unico embrido. Também, em muitas espécies cada ovario possui um unico évulo.
A embriogénese somatica, permitindo a obtencdo de um grande nimero de embriGes a partir de
um unico explante, cultivado num meio sintético, em condi¢gdes controladas, permite
ultrapassar estas limitacdes. No laboratorio de Biotecnologia de Plantas do Centro de Ecologia
Funcional da Universidade de Coimbra, tém sido utilizadas vérias espécies lenhosas para
caracterizar o processo de regeneracdo de plantas por embriogénese somatica. Entre essas
espécies encontra-se a feijoa, uma espécie fruteira originaria do Brasil na qual a embriogénese
somatica foi induzida inicialmente pelo nosso grupo de investigacdo. Este trabalho representa
mais uma contribuicdo para o estudo da embriogénese somatica em plantas lenhosas e, mais

concretamente, nesta mirtacea de consideravel interesse econémico e ecoldgico.

1.2. Acca sellowiana

Acca sellowiana (O. Berg) Burret (sinénimo Feijoa sellowiana), mais conhecida por
goiaba-serrana, goiaba do campo ou feijoa foi colhida pela primeira vez por Friedrich Sellow,
explorador alemédo, no sul do Brasil em 1815 (Sharpe et al. 1994; Schotsmans et al. 2011). Em
1856, esta foi descrita e identificada como Orthostemon sellowianus por Otto Berg. O nome foi
posteriormente alterado para Feijoa sellowiana em homenagem a Jodo da Silva Feijo, Diretor
do Museu de Historia Natural de S&o Sebastido, Brasil (Canhoto and Cruz 1996a; Mitra et al.
2012). Na década de 40 do século passado, a designacdo do género foi substituida para Acca,
devido as grandes semelhancas que a estrutura da flor e semente da feijoa apresentam
relativamente as outras duas espécies desse mesmo genero, A. lanuginosa e A. macrostema
(Ruiz & Pav. ex G.Don) Mc Vaugh (Mitra et al. 2012; Pereira 2016).

A feijoa é uma Angiospérmica, pertencente ao grupo das Magnoliopsida

(Dicotileddneas). Esta incluida na familia Myrtaceae, sendo esta familia caracterizada por
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possuir espécies arbdreas e arbustivas de importancia econémica e ecoldgica, como por
exemplo o cravo-da-india [Syzygium aromaticum (L.) Merrill & Perry] e os eucaliptos
(Eucalyptus L'Hér.) (Mitra et al. 2012).

1.2.1. Distribuicéo

A feijoa é originaria da américa do sul (Figura 1). Esta espécie estd distribuida
principalmente nas zonas de maior altitude do sul do Brasil, Uruguai, sul do Paraguai, norte da
Argentina e ocasionalmente em algumas regides da Colémbia. Atualmente é cultivada nos
terrenos de maior altitude no Chile e outros paises sul americanos (Canhoto and Cruz 1996a;
Lim 2012; Pereira 2016).

Externamente ao continente sul americano, a feijoa foi introduzida na europa pelo
naturalista francés Edouard André (Schotsmans et al. 2011). Inicialmente introduzida em

Franca, esta espécie foi posteriormente dispersa para outros paises europeus e para a América

do Norte, que depois levou a sua dispersao para a Australia e Nova Zelandia (Canhoto and Cruz
1996a; Lim 2012).

Paises de cultivo

. Distribuig8o natural

Figura 1. Mapa da distribuicdo nativa e paises onde a feijoa a cultivada..

Atualmente, a feijoa é utilizada como planta ornamental em muitas nagdes, sendo
também usada para a producéo e exportacao de frutos. Fora da América do Sul, o cultivo desta

espécie é feito em Portugal, sul de Franca, sul de Italia, Israel, Argélia, Libia e Nova Zelandia.



INTRODUCAO

Na Nova Zelandia, Coldmbia e Brasil vérias explora¢des agricolas dedicam-se a produgéo deste
fruto , que pode atingir valores consideraveis (10 — 15€ em fungdo da altura do ano nos

mercados europeus (Canhoto and Cruz 1996a; Lim 2012).

1.2.2. Caracterizacgao

A feijoa € um arbusto ou uma pequena arvore de folha persistente, crescendo
naturalmente até uma altura de 4 a 6 metros. Apresenta um tronco lenhificado cilindrico com
uma coloracdo cinzento-acastanhado, exibindo véarios ramos criando uma copa redonda
irregular. O sistema radicular é fibroso e superficial. As suas folhas sdo espessas, curtas e
pecioladas com um formato eliptico, dispondo-se de forma oposta e exibindo uma coloracéo
verde-escuro brilhante (Schotsmans et al. 2011; Amarante and Santos 2011).

As populacgdes nativas de feijoa apresentam diferencas fenotipicas significativas, tendo
sido identificadas 2 populagdes distintas. As populacfes que se encontram nas regides de maior
altitude do planalto de basalto do sudeste brasileiro apresentam sementes grandes e uma polpa
dura e amarga no fruto. As populacdes encontradas nos solos acidos do Uruguai e a sul do
estado do Rio Grande do Sul no Brasil caracterizam-se por um fruto com sementes pequenas e
uma polpa doce, fofa e suculenta (Schotsmans et al. 2011; Lim 2012; Pereira 2016). Foi esta
ultima variante do fruto, aquele que foi disperso para o resto de mundo e é atualmente
comercializado e exportado globalmente (Schotsmans et al. 2011).

Esta espécie ndo é muito exigente no que diz respeito ao tipo de solo (Canhoto and Cruz
1996a; Schotsmans et al. 2011). Consegue tolerar diversas condicGes de solo, proliferando com
relativa facilidade nos solos acidicos nativos, j& mencionados, ou em solos com pobre
drenagem. Além disso, também consegue sobreviver em temperaturas baixas, até -10°C. No
entanto, em sistemas de cultura a melhor produtividade e desenvolvimento desta planta sdo
obtidos em solos de argila arenosa ligeiramente acidos bem drenados e em climas temperados
ou subtropicais (Canhoto and Cruz 1996a; Schotsmans et al. 2011).

A primeira floracdo ocorre geralmente entre os 3 a 5 anos apos a germinacao, durante a
primavera (Dettori and Gaetano 1991; Canhoto and Cruz 1996a). As suas flores sdo
hermafroditas, apresentando o ovario numa posicéo infera. Cada flor exibe varios estames de
coloragéo vermelho vivo e um carpelo com apenas um estilete e um estigma, rodeados por 4 a
6 pétalas suculentas comestiveis com a pagina inferior de cor branca e a pagina superior de cor

vermelha ou rosa (Ramirez and Kallarackal 2017). Como a flor ndo produz néctar ndo é muito
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atrativa para insetos polinizadores, como abelhas (Dettori and Gaetano 1991; Ramirez and
Kallarackal 2017). Adicionalmente, a polinizagdo por parte destas € pouco efetiva (Stewart and
Craig 1989; Dettori and Gaetano 1991). Assim, a polinizacédo esta dependente de aves, sendo
estas atraidas pelas cores vivas das flores, alimentando-se das pétalas suculentas (Schotsmans
et al. 2011).

O fruto da feijoa (Figura 2) amadurece durante o outono. E uma baga de forma ovoide
ou arredondada, podendo ter um comprimento de 5cm a 13cm de por um diametro de 2.5cm a
6cm, exibindo parte do célice da antiga flor na ponta. Possui uma casca verde que apresenta
uma textura lisa ou rugosa com uma espessura varidvel (Amarante and Santos 2011). Esta
envolve uma polpa grossa suculenta, branca granulosa, que por sua vez rodeia as sementes
numa polpa translicida (Schotsmans et al. 2011; Lim 2012; Pereira 2016). O fruto exibe um
grande numero de sementes, entre 20 a 80, de forma alongada e de pequenas dimensdes. E
muito aromético e demonstra um sabor Unico semelhante a outros frutos doces subtropicais,

COMO ananas ou goiaba.

Figura 2. Aspeto dos frutos da feijoa. Frutos imaturos, em que se pode observar o estilete (a); Fruto

maduro (b); Um fruto cortado transversalmente onde sdo visiveis varias sementes e os 5 loculos

tipicos desta espécie (c).
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1.2.3. Interesse economico e investigacao

Os focos principais de investigacdo e investimento econémico nesta espécie, estdo no
fruto e nos compostos aromaticos que a arvore produz, quer nas folhas quer nos frutos . O
crescente interesse em utilizar a feijoa para consumo € causado pelo sabor e aromas atrativos
do fruto e também nos possiveis beneficios para a satde (Zhu 2018).

O fruto da feijoa € muito versatil, podendo ser consumido de diversas formas. Apesar
de ser normalmente consumido fresco, a feijoa pode ser cristalizada e desidratada, para além de
se poderem confecionar outros produtos alimentares, como geleias, tartes, bebidas, gelados,
bolos e chocolates (Zhu 2018). Existem também produtos comercializados aromatizados com
sabor a feijoa. Em termos nutricionais, apresenta um baixo valor cal6rico, grandes
concentragdes de vitamina C e iodo, fibra, potéssio, fdsforo, magnésio e calcio (Weston 2010).
Possui também uma série de diferentes polifendis, lipidos e éleos essenciais. Varias destas
substancias exibem propriedades antioxidantes, anticancerigenas e um forte potencial
antibacteriano e antifungico (Weston 2010; Lim 2012; Pereira 2016). Relativamente a frutos
que também apresentam tais propriedades (e.g. ameixa, morango, mangostdao) os frutos de
feijoa parecem demonstrar uma poténcia superior, evidenciando o inerente potencial desta
espécie (Nasef et al. 2014). No entanto, estudos sobre as propriedades quimicas e bioldgicas da
feijoa ainda ndo foram muito explorados (Harman 1987; Zhu 2018).

Como ja foi anteriormente mencionado, varios paises produzem e comercializam frutos
de feijoa. Por exemplo, a Nova Zelandia é o maior produtor e exportador deste fruto, tendo
também desenvolvido cultivares de maior qualidade e tamanho do fruto (Schotsmans et al.
2011; Amarante and Santos 2011). Outros paises que cultivam esta espécie tém feito estudos
para permitir o posterior desenvolvimento de cultivares mais produtivos com frutos de tamanho
homogéneo, menor textura granulosa e um tempo de armazenamento superior (Schotsmans et
al. 2011). Contudo, a feijoa continua a ser uma espécie pouco utilizada relativamente a outros
frutos, como por exemplo, laranjas ou macas (Mitra et al. 2012; Zhu 2018). A diversidade
genética desta especie ainda nao é utilizada em toda a sua extensao para o seu melhoramento e
varios produtos comercializados a base desta fruta estdo associados a apenas alguns nichos de
mercado (Zhu 2018).

Para além do fruto, outros 6rgdos da feijoa tém demonstrado utilidade alimentar e

medicinal. As folhas, por exemplo, podem ser utilizadas em infusfes e as pétalas, como séo
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comestiveis e apresentam um aroma agradavel, podem ser utilizadas como acompanhamento
nas refeicbes ou como decoracgdes de pratos (Schotsmans et al. 2011; Lim 2012; Pereira 2016).

No seu ecossistema natural, e também nos locais onde é cultivada a feijoa c utilizada na
alimentacéo de aves. Por exemplo, os melros, utilizam com frequéncia as pétalas no seu regime
alimentar, contribuindo igualmente para a polinizagdo (Sazima and Sazima 2007). Nas suas
zonas nativas, o interesse desta espécie esta adicionalmente associado as populagfes naturais
ameacadas pela expansdo da fruticultura e pecuaria, que coloca em risco a diversidade genética
e podendo causar a eventual extin¢do de alelos raros. A manutencdo dos individuos nas zonas
de ocorréncia nativa contribui para a conservagdo desta espécie e consequentemente de alelos
raros, cuja investigacdo poderé a vir desvendar caracteristicas com potencial econdémico para
uma maior eficacia na producéo do fruto ou para substancias com potencial medicinal (Pereira
2016).

1.3. Cultura in vitro

A cultura in vitro de plantas é uma metodologia que permite o estabelecimento e
manutencdo, em condi¢cfes laboratoriais, de tecidos, 6rgdos, células vegetais ou massas de
células indiferenciadas (calos) (George et al. 2007; Bhatia et al. 2015). A sua utilizacdo permite
a obtencdo de um elevado nimero de plantas num curto espaco de tempo, a partir de um
explante (material vegetal colocado em cultura) de pequenas dimensGes e a propagacéo de
espécies dificeis de clonar por técnicas convencionais ou a regeneracdo de individuos
geneticamente modificados a partir de um pequeno nimero de células (Bonga and Durzan 1982;
George et al. 2007). Para além da clonagem de plantas e transformacéo genética, a cultura in
vitro também ¢é utilizada para a producdo de metabolitos secundérios, fusdo de protoplastos e
obtencéo de plantas haploides (Canhoto 2010).

Para fins de investigagéo, a cultura in vitro destaca-se por ser um meio para abordar
diversos processos de desenvolvimento, crescimento e morfogénese vegetal em condicGes
laboratoriais controladas (George et al. 2007). Desvendando novos conhecimentos no estudo e
compreensdo dos mecanismos moleculares, fisiologicos e bioquimicos envolvidos no
desenvolvimento dos diferentes tecidos e 6rgdos das plantas (Bhatia et al. 2015).

Um dos aspetos de maior importancia na cultura de plantas em condicdes laboratoriais
é a preparacdo de um meio de cultura adequado para o tipo de experiéncia e espécie em questao
(Schenk and Hildebrandt 1972; Sudheer et al. 2022). O meio de cultura pode ser liquido ou
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gelificado (Bonga and Durzan 1987; Bhatia et al. 2015). Neste ltimo, pode-se utilizar agar
para solidificar o meio. Outras substancias tém de ser adicionadas e certas condi¢Oes tém de ser
preservadas com o proposito de permitir a manutencao e/ou o crescimento do material vegetal,
dificultando também a contaminacgdo do meio com outros seres vivos, como fungos e bactérias
através da esterilizagcdo dos componentes do ensaio experimental (Schenk and Hildebrandt
1972; Lambardi et al. 2013; Hassan and Zayed 2018).

Os nutrientes necessarios para 0 metabolismo e desenvolvimento das células dum
explante podem ser categorizados consoante a quantidade que o explante os utiliza. Assim,
pode-se separar 0s nutrientes utilizados num meio de cultura em dois grupos, macronutrientes
e micronutrientes (George et al. 2007). Compostos de carbono, oxigénio, azoto, fésforo, célcio,
enxofre e magnésio sdo considerados macronutrientes, pois as plantas utilizam estes elementos
para a estruturacao das suas células, producdo de energia, construcao de proteinas entre outros
(Canhoto 2010). Elementos inorganicos, como o ferro, zinco, manganésio e cobre sdo
necessarios como cofatores de enzimas e ativadores de vias metabolicas. Apesar da sua
indispensabilidade apenas sdo necessarias pequenas quantidades, logo sdo considerados
micronutrientes. Adicionalmente também sdo usados compostos organicos como vitaminas,
aminoacidos e glicidos (George et al. 2007). Estes ultimos alimentam o tecido vegetal em
crescimento, enquanto este se encontra numa fase heterotrofica (Bhatia et al. 2015).
Dependendo do tipo de ensaio experimental, a concentracdo destas substancias anteriores é
alterada para permitir uma eficiéncia maxima na manutencdo vegetal. Atualmente, um dos
meios mais utilizados € o meio MS, inicialmente utilizado em plantas do tabaco (Murashige
and Skoog 1962; Canhoto et al. 1999a; Akhtar 2010; Canhoto 2010; Youssef et al. 2010).

Com o objetivo de induzir certas respostas de desenvolvimento no tecido vegetal
também sdo adicionados reguladores de crescimento (PGR) ao meio de cultura, por exemplo
hormonas vegetais. As auxinas, por exemplo, sdo utilizadas para a formacao e manutencéo de
calos, formacdo de raizes adventicias, formacdo de embribes somaticos e inducdo de
meristemas caulinares adventicios (Canhoto 2010). Estes processos descritos sdo alguns dos

utilizados na micropropagacéo de plantas.

1.3.1. Micropropagacao

Dos diferentes protocolos utilizados na cultura in vitro de plantas, o processo associado

a clonagem de plantas é designado por micropropagacéo. Este método permite a regeneracéo e
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multiplicacdo de um grande nimero de individuos a partir de material organico de dimensdes
reduzidas, como ja foi referido anteriormente (Bhatia and Sharma 2015). Nesta técnica, a
producdo de plantas em grande escala num curto intervalo de tempo rivaliza e supera 0s
resultados obtidos através de outros métodos mais tradicionais (Hammatt 1992; George et al.
2007; Canhoto 2010).

A micropropagacéo de plantas pode dividir-se em trés tipos principais diferentes. Esta
separacdo dos métodos de micropropagacdo depende do tipo de material inicial utilizado e o
tipo de resposta obtida (George et al. 2007). Assim, a micropropagacdo é dividida em
proliferacdo de meristemas caulinares, inducdo de organogénese e embriogénese somaética
(Bhatia and Bera 2015; Bhatia and Sharma 2015; Kumlay and Ercisli 2015; Hassan and Zayed
2018).

A micropropagacdo através da proliferacdo de meristemas caulinares € o tipo mais
simples e de realizacdo mais facil, pois apenas requer o desenvolvimento dos meristemas
caulinares ja presentes no corpo da planta (Lane 1979; Prammanee et al. 2011). Apesar da
presenca de diferentes tipos de meristemas no caule e na raiz, os meristemas mais utilizados
para a regeneracdo e clonagem de plantas sdo os meristemas axilares do caule e o meristema
apical do caule (SAM). Apesar da aparente simplicidade deste processo, a utilizacdo e a
manutencdo cuidada de hormonas vegetais € essencial, para evitar deficiéncias no crescimento
vegetal e a formacao de calos (Ikeuchi et al. 2013). As citocininas, por exemplo, sdo importantes
na fase de propagacdo pois promovem a quebra de dominancia apical e estimulam o
desenvolvimento dos meristemas axilares (Hassan and Zayed 2018). As auxinas sdo necessarias
na fase de enraizamento para promoverem a formacdo de raizes adventicias (George et al.
2007). Algumas limitacdes desta técnica sdo a formacao de folhas translicidas, a vitrificacdo
das folhas e a dificuldade de clonar planta lenhosas (Bonga and Durzan 1982; Canhoto 2010;
Corredoira et al. 2019).

Na inducdo de organogénese, o explante € estimulado a produzir uma estrutura unipolar,
principalmente primordios caulinares ou radiculares (Bhatia and Bera 2015; Sang et al. 2018;
Bidabadi and Mohan Jain 2020). Ao contrario da técnica anterior, cujo explante apresentava
meristemas, na organogénese ha a inducao de novos meristemas no explante, denominados de
meristemas de neoformacao ou adventicios (Canhoto and Gruz 2000; Bidabadi and Mohan Jain
2020). A organogénese permite também a producdo de raizes adventicias, flores, tubérculos e
bolbos (Bidabadi and Mohan Jain 2020). A organogénese pode ser dividida em direta e indireta
(Bhatia and Bera 2015; Sang et al. 2018). Nesta primeira, as células do explante diferenciam-

se em meristemas caulinares formando de seguida rebentos caulinares. Na indireta, ha
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inicialmente a formacdo de um calo, em que, s6 depois ha o aparecimento de rebentos
caulinares. A razdo entre auxinas e citocininas é determinante no tipo de resposta da
organogeénese (Canhoto 2010).

Finalmente, na embriogénese somatica (Figura 3), o explante é induzido a formar
estruturas bipolares, ou seja, estruturas com um polo caulinar e um polo radicular (Mordhorst
et al. 1997). Neste caso, as celulas do explante multiplicam-se e organizam-se numa estrutura
semelhante ao embrido zigotico (Von Arnold et al. 2002; Quiroz-Figueroa et al. 2006). Estes
embrides sdo denominados de somaticos, pois apresentam semelhancas fisioldgicas aos
embrides zigdticos e originam-se a partir do corpo (soma) da planta (Cangahuala-Inocente et
al. 2004a). Ao contrario dos embriBes zigoticos, os embrides somaticos apresentam um genoma
idéntico ao da planta mée e podem ter uma origem unicelular ou multicelular (Fehér 2019). A
embriogénese é composta por quatro fases: inducdo, desenvolvimento (dos embrides
somaticos), germinacdo e aclimatizacdo (Komamine et al. 1992). Séo utilizadas diversas
condicBes para promover a indugdo de embriogénese, como por exemplo, a presenca de auxinas
no meio, condicdes de stresse, a adicdo de hidratos de carbono ou de célcio (Dudits et al. 1995;
Guerra et al. 2001; Hofmann et al. 2004; Gulzar et al. 2020; Prudente et al. 2020). No entanto,
nem todas as condigOes enumeradas anteriormente resultam para 0 mesmo genoma (Cassells
and Curry 2001). De facto, o tipo de genoma é também uma condi¢do importante no tipo de
resposta do explante. A embriogénese somatica apresenta também diferentes tipos, dependendo
da resposta do explante. Esta pode ser direta, indireta, através da formagdo e manutencéo de
calos embriogénicos ou repetitiva (Baker and Wetzstein 1994; Rahayu et al. 2016; Boldaji et
al. 2021). Nesta metodologia, a direta e a indireta sdo semelhantes as da organogénese, ou seja,
na direta o explante forma diretamente a nova estrutura, enquanto na indireta o explante
desenvolve inicialmente calos e s6 depois desenvolve a nova estrutura (Canhoto 2010).

As plantas, relativamente aos animais, apresentam um pequeno nimero de 6rgaos e de
tipos celulares (Nelson et al. 2008). Para alem disso, varios destes tipos celulares ndo exibem
um grande grau de diferenciacdo, em comparacao com as células meristematicas que lhes deram
origem, quando comparando as diferengas entre uma célula estaminal e outra diferenciada num
animal (Nelson et al. 2008; Canhoto 2010). De facto, estas caracteristicas podem ser a razdo
por detrés da facil capacidade de desdiferenciacdo das células vegetais, em que, uma celula
diferenciada pode voltar a adquirir totipoténcia (Dudits et al. 1995; Von Arnold et al. 2002;
Karami et al. 2009). Apesar deste facto, esta capacidade é diferente de espécie para espécie.

Assim diferentes espécies reagem de diferentes formas aos tipos de micropropagagdo
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anteriormente mencionados (Dunstan et al. 1995). Havendo metodologias com certos

procedimentos que exibem maior sucesso em certas espécies.

PGR (Reguladores de crescimento); Stress

/ Célula somética

Planta-mae Via indireta

Via direta

Calos

Célula totipotente

1

Embrido somatico

Plantula

Figura 3. Sintese esquematica da embriogénese somatica. Aplicacdo de PGR ou fatores de stresse em células
somaticas induz a desdiferenciagdo e aquisi¢ao de totipoténcia diretamente ou por uma fase intermedia de
formacédo de calos. As células totipotentes desenvolvem-se para embrides somaticos que depois ddo origem a

um clone da planta-mae.
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1.3.2. Embriogénese somatica em plantas lenhosas

Plantas lenhosas sdo um grupo grande e variado de espécies de grande importancia
econdmica, fornecendo recursos importantes como madeira, que depois pode ser transformada
noutros produtos, como por exemplo papel. Outras espécies sao utilizadas na producéo agricola,
para a obtencdo de varios tipos de frutos ou também podem ser usadas como plantas
ornamentais e decorativas. Estabelecer uma propagacao eficaz de clones a partir gendtipos
superiores (elite) é um passo importante na exploracdo comercial deste grupo heterogéneo de
espécies. Apesar da aplicacdo de certas técnicas de selecdo gendmica em programas longos e
dispendiosos de selecdo de caracteristicas desejaveis, 0 uso de embriogénese somatica para a
clonagem de plantas com genomas interessantes continua a ser vista como a metodologia mais
eficaz (Hammatt 1992; Vieitez et al. 2012; Pais 2019). A inducdo de embrides somaticos
permite uma multiplicacdo mais rapida e superior e também a criacdo de plantas geneticamente
modificadas. Contudo, ndo existem protocolos generalistas para a propagacdo de clones para
muitas das espécies a uma escala comercial (Corredoira et al. 2019). Apesar dos varios esforgos
e estudos de embriogénese somatica em plantas lenhosas, a informacao e resultados obtidos
estdo apenas ligados a um gendtipo sendo, em certos casos, dificil noutros genétipos ou em
espécies aparentadas (Hammatt 1992; Vieitez et al. 2012; Correia et al. 2016).

Nos protocolos atuais, as limitacdes de informacdo dificultam a aplicacdo de
metodologias de embriogénese nas quatro fases deste processo, ja mencionadas anteriormente
(Ross et al. 2017; Pais 2019). As condic¢bes especificas para a inducdo inicial de embriogénese
em plantas lenhosas sdo muitas das vezes Unicas para cada espécie mostrando a complexidade
deste passo inicial (Vieitez et al. 2012; Ballester et al. 2016; Corredoira et al. 2019). Variaveis
como o tipo de explante, meio de cultura, tipo de PGR, fatores epigenéticos e genétipo
apresentam um papel importante no processo de indugéo. Adicionalmente, a taxa de iniciacao
de embriogénese é uma caracteristica hereditaria 0 que permite a selecdo de genomas de
interesse em plantas com uma inducé@o de embriogénese eficaz (Corredoira et al. 2019). Por
outro lado, os PGR mostraram ter uma maior influéncia na embriogénese do que o tipo de meio
de cultura. Dentro dos PGR, as auxinas e citocininas sdo compostos chave para a indugdo, mas
a acdo destas hormonas varia consoante a espécie e explante em estudo (Pinto et al. 2008;
Hassan and Zayed 2018). A inducdo de embrides somaticos num meio sem PGR também é

possivel, principalmente usando embrides zigdticos imaturos de algumas espécies (Corredoira
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etal. 2019). Contudo, a exposi¢do continua de concentracdes elevadas de auxinas ou citocininas
nos explantes pode resultar na formacdo de embriGes andmalos e ndo funcionais (Canhoto et
al. 1999b, 2009; Garcia et al. 2019). Na maioria das espécies estudadas, independentemente do
tipo explante, o processo de embriogénese somatica ocorre num procedimento de dois passos,
em que cada passo apresenta pelo menos um tipo de meio diferente (meio para inducgéo e 0 meio
para desenvolvimento dos embrides) (Corredoira et al. 2019).

Em algumas plantas lenhosas, embrides zigoticos sdo o tipo de explante no qual a
inducdo de embriogénese é mais facilmente conseguida. Embrides imaturos geralmente
demonstram maior potencial embriogénico, comparativamente aos maduro (Correia et al.
2016)s. Apesar da embriogénese somatica ser mais facil usando embriGes como explante, a
desvantagem é que o material propagado tem um valor genético desconhecido. Outros explantes
usados incluem, o uso de tecido maternais, como tegumentos ou embrides adventicios, tecidos
florais, tecidos radiculares, tecidos merismaticos e foliares (Long et al. 1995; Stefanello et al.
2005). O uso de tecidos maternais e florais da a vantagem de que a arvore em questdo ja
expressa o fendtipo maduro, contudo a dependéncia destes explantes para a clonagem implica
que se tem de esperar pela producdo destes tecidos, o que dependendo da espécie, pode demorar
varias décadas (Corredoira et al. 2019).

A germinacdo dos embriBes somaticos é atualmente um fator limitante na regeneracgao
de varias plantas lenhosas. As baixas percentagens de germinacdo estdo frequentemente
associadas a baixa qualidade dos embrides e a falta de condi¢des adequadas de maturacédo e
tolerancia a dessecagdo (Kamle and Baek 2017; Garcia et al. 2019). A maturagdo dos embrides
somaticos, como ocorre nos zigéticos, é caracterizada pela acumulacdo de substancias de
reserva, obtencdo de tolerancia a seca e preparacdo para dorméncia (Cangahuala-Inocente et al.
2004b). Os protocolos para maturacdo tentam simular as condi¢6es fornecidas pela planta-mae
durante a maturacdo dos embrides zigéticos (Correia et al. 2016). Os meios de cultura para
maturacdo de embriGes somaticos costumam ser suplementados com acido abscisico (ABA) ou
apresentam uma osmolaridade elevada. Esta Gltima causa a reducdo do volume de agua nas
células dos embrides e induz a sintese de substancias de reserva (Martinez et al. 2019). Ainda
ndo existem bons indicadores para avaliar o nivel de maturacdo antes de induzir a germinagdo
destes. Assim, os efeitos dos tratamentos podem apenas ser avaliados apos a germinagdo. Nos
embrides somaticos de varias plantas lenhosas, 0s tratamentos para maturacdo e germinacao
ndo favorecem o desenvolvimento de meristema apical com estrutura normal, complicando a

germinacdo (Youssef et al. 2010; Pais 2019). Muitas das vezes s&o adicionados inibidores de
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etileno e PGR, como &cido giberélico ou citocininas, ao meio de cultura para melhorar a
estrutura do meristema apical e estimular desenvolvimento completo (Jiménez 2005).

Na maioria das espécies, um periodo de aclimatizacdo é necessario para aumentar as
chances de sobrevivéncia de plantulas regeneradas de condi¢cdes de cultura in vitro na
transferéncia para condicdes de crescimento ex vitro (Dunstan et al. 1995; Stefenon et al. 2020).
As plantulas tém geralmente um vigor baixo como resultado de terem crescido em condig¢des
de stresse, incluindo alta humidade, baixa luminosidade, temperatura estavel constante,
crescimento heterotrofico e condicGes de cultura estéreis (Fraga et al. 2013). Apos a
transferéncia para o campo, as plantulas precisam de um intervalo de tempo para se adaptar as
novas condi¢des . Um problema que resulta da regeneracdo de plantas por cultura in vitro é a
variacdo somaclonal (Bidabadi and Mohan Jain 2020). Caracteriza-se pelo aparecimento de
variacdes hereditarias indesejaveis nos embriGes somaticos, pois estes devem ser idénticos a
planta original. A conformidade genética dos plantas regeneradas € principalmente avaliada aos
niveis morfoldgicos, citoldgicos, bioquimicos e moleculares e os variantes somaclonais sdo

usualmente detetados usando marcadores morfoldgicos (Corredoira et al. 2019).

1.3.3. Cultura in vitro de feijoa

O crescente potencial da feijoa como planta de cultivo e de producéo de frutos levou a
um gradual interesse em técnicas de clonagem e multiplicacdo vegetativa com o objetivo de
fixar gendtipos de interesse e promover uma rapida multiplicacdo de individuos. Atraves de
métodos convencionais, a propagacdo de A. sellowiana apresenta algumas desvantagens
relativamente ao potencial que a cultura in vitro desta espécie pode exibir. A utilizacdo de
sementes nao permite fixar genotipos com caracteristicas desejaveis e a sua viabilidade decresce
rapidamente num curto intervalo de tempo, dificultando a sua conservacao. Para além disso, a
clonagem por estacaria demonstra ser um processo complicado, devido ao dificil enraizamento
do material vegetal e a enxertia € ineficaz, especialmente em plantas adultas, devido a sua fraca
capacidade regenerativa e a grande producdo de compostos fenolicos. Assim, desde o inicio da
década de 80, diversos estudos e ensaios experimentais foram executados na A. sellowiana
utilizando as técnicas de micropropagacgéo previamente caracterizadas.

Os primeiros trabalhos experimentais (Bhojwani et al. 1987; Oltramari et al. 2000)
foram executados usando as técnicas de proliferacdo de meristemas e organogénese. Nesses

estudos, foram usados diferentes tecidos jovens com células meristeméaticas como explantes em
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diferentes combinacgdes de meios de cultura com o objetivo de promover o desenvolvimento
dos meristemas ou de outros tecidos. Contudo, uma das principais limitagdes da clonagem da
feijoa é o facto de esta ser uma espécie lenhosa. A capacidade de multiplicacdo vegetativa das
especies lenhosas e arboreas decresce exponencialmente na transicdo para a fase adulta,
havendo algumas excecdes. Apesar do uso de tecidos jovens ou indiferenciados como
explantes, os Unicos resultados obtidos foram algum desenvolvimento e perda de dominancia
apical na presenca citocininas. Embora a proliferacdo de meristemas e a organogénese nao
tenham sido metodologias que demonstraram usufruir do fraco potencial regenerativo da feijoa,
diferentes combinacGes de hormonas vegetais nos meios de cultura mostraram o potencial da

cinetina e da BA na organogénese e proliferacdo de meristemas.

1.3.4. Embriogénese somatica em feijoa

A embriogénese somatica foi obtida pela primeira vez na feijoa na década de 90 (Cruz
et al. 1990). Os explantes utilizados nos primeiros estudos foram embrides zigdticos inoculados
em meios MS com diferentes auxinas [4cido 2,4-diclorofendxiacético (2,4-D); acido 3-
indolbutirico (IBA); acido 1-naftaleneacético (NAA)]. Apesar da presenca de anomalias nos
embrides somaticos, como auséncia de cotilédones ou hipocotilos fundidos, a embriogénese
somatica na feijoa demonstrou superar os resultados das outras metodologias de
micropropagacdo (Figura 4). Para além disso, a inducdo de embrides somaticos em feijoa
mostrou ser assincrona, ou seja, no mesmo explante aparecem embrides somaticos a diferentes
pontos temporais, podendo-se encontrar esses mesmos durante as varias fases de

desenvolvimento embriogénico (Canhoto and Cruz 1996a).

Figura 4. Sintese esquemética do processo de embriogénese soméatica em feijoa. Um embrido zigotico

germina e desenvolve inicialmente calos antes da inducdo de embriGes somaticos.
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A presenca de auxinas no meio de cultura ¢ determinante (mas ndo obrigatoria) para a
inducdo da embriogénese. O 2,4-D ¢ particularmente eficaz, quando comparado com outros
tipos de auxina (Baker and Wetzstein 1994; Rahayu et al. 2016). O uso de diferentes
concentragdes desta auxina em meio MS revelou que 1mg/L de 2,4-D causa a melhor resposta
nos explantes de feijoa (Canhoto et al. 1999b). Contudo, uma exposi¢do prolongada a auxina
pode ter consequéncias negativas, nomeadamente o frequente desenvolvimento de anomalias
nos embrides somaticos. Assim, como alternativa podem ser feitos choques auxinicos,
diminuindo o tempo de exposicao de auxina no explante (Guerra et al. 2001; Pereira 2016).
Choques auxinico permitiram a aquisi¢do de competéncia embriogénica e o desenvolvimento
de embrides morfologicamente normais (Guerra et al. 2001; Pereira 2016). Quando usadas
concentragdes superiores de 2,4-D em intervalos de tempo mais pequenos (1-24h) ocorre
também uma diminui¢do da taxa de inducdo juntamente com a diminui¢do do aparecimento de
anomalias, dependendo da concentracdo da auxina e tempo de exposi¢ao (Guerra et al. 2001;
Canhoto et al. 2009). Adicionalmente a combinacao da a¢do da 2,4-D com hidratos de carbono
(sendo a sacarose que demonstrou melhores resultados) revelou promover ainda mais a indugao
de embriogénese e o aparecimento de um maior nimero de embrides nos explantes,
demonstrando a eficacia superior desta metodologia (Canhoto and Cruz 1996a).

A presenga de auxinas nao € o Unico fator que permita a indugao de embriogénese. De
facto, a adi¢do de compostos azotados (NO37; NH4"), levou também a indugdo de embriogénese,
mas a sua a¢do ¢ diminuta comparada com a a¢do de hormonas vegetais (Guerra et al. 1997).
Por outro lado, a adi¢do de aminoacidos revelou ter uma grande influéncia sobre a
embriogénese somdtica em feijoa. A adi¢do de glutamina, aspartato e arginina, a um meio de
indugdo melhoram significativamente a indugdo e desenvolvimento de embrides. A importancia
e a presenca de diferentes aminoacidos pelas varias fases de desenvolvimento embriogénico,
sugeriram que a sua adi¢do a culturas de embriogénese somadtica poderiam influenciar este
processo (Dal Vesco and Guerra 2001). A suplementacdo dum meio de inducdo com &cido
gama-aminobutirico (GABA) também aumentou significativamente a inducdo de embrides
somaticos diminuindo o aparecimento de embrides fundidos e permitindo a ocorréncia dum
maior niimero de embrides sem anomalias (Pavei et al. 2018). Glutationa e 4cido cafeico sdao
outros exemplos de substancias acionadas aos meios de cultura que afetam a embriogénese
somatica. Ambos permitem o aumento da indugdo, mas o acido cafeico também melhora o
desenvolvimento e germinagdo, enquanto a glutationa acelera a inducao de embrides somaticas

e a sincronizagdo do seu desenvolvimento (Reis et al. 2008; Pavei et al. 2018). Finalmente, o
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uso de proteinas de arabinogalactano (AGP) resulta também na inducdo de embriogénese
(Pereira 2016).

Os explantes mais utilizados na embriogénese somatica em feijoa sdo embrides
zigbticos, no entanto, o uso de certos tecidos florais adultos na presenca de Picloram em vez de
2,4-D revelou bons resultados na indugdo de embriogénese somatica, mas dependente do
genotipo (Stefanello et al. 2005). Um dos aspetos importantes na utilizacdo de embrides
zigbticos como explantes € a fase em que estes se apresentam. A fase cotiledonar (ltimo estagio
de embriogénese) € a que produz melhores resultados em condi¢des de meio MS, mas estes
resultados revelaram ser opostos num meio LP com vitaminas de Morel em que foram os
embrides imaturos que demonstraram uma maior taxa de indug¢do de embriogénese (Guerra et
al. 1997). A presenca de outras substancias, mencionadas anteriormente, ¢ diferentes
concentragdes destas também mostraram induzir respostas diferentes dependendo da fase
embriogénica do explante (Reis et al. 2008; Pavei et al. 2018). Para além disso, o tipo de
genotipo também € determinante na resposta do explante. Por exemplo, as diferengas entre
gendtipos foram significativas quando em meio MS com 2,4-D, a concentracdo de sacarose foi
reduzida, demonstrando mais uma vez a importante influéncia deste composto na regeneragao
dos explantes e como o meio de cultura pode influenciar respostas diferentes (Cangahuala-
Inocente et al. 2004b; Canhoto et al. 2009).

Na fase de germinacdo, uma combinagdo de giberelinas e citocininas promove um
crescimento mais eficiente dos embrides somaticos, mas o numero de plantas regeneradas ¢
baixo considerando o niimero de embrides somaticos desenvolvidos. Estes resultados podem
ser aperfeicoados, utilizando embrides somdaticos numa fase pré-cotiledonar, em que, quase a
totalidade dos embrides consegue germinar (Canhoto and Cruz 1996a; Guerra et al. 1997).

Em estudos para identificagdo e caracterizacao dos processos histologicos e metabolicos
presentes num embrido somatico e origem destes, os diversos compostos organicos (amido,
fendis, proteinas de reserva) foram corados permitindo entender a evolucdo do processo
embriogénico. Os embrides somaticos apresentam duas origens na feijoa, unicelular e
multicelular. Determinou-se que a partir da epiderme dos cotilédones, os embrides somaticos
resultam de apenas uma célula e desenvolvem uma estrutura semelhante ao suspensor. Os
embrides de origem multicelular desenvolvem-se a partir de mesoéfilo que esta sob a epiderme
dos cotilédones, provavelmente de gemulagao (Canhoto and Cruz 1996b; Cangahuala-Inocente

et al. 2004b).
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1.3.5. Fatores de stresse e indugdo de embriogénese somatica

Os PGR e os fatores de stresse sdo dois tipos de fatores de inducdo que permitem as
células diferenciadas desenvolverem-se em células desdiferenciadas sofrerem um processo de
desdiferenciagdo e, eventualmente, tornar-se embriogenicamente competentes (Zavattieri et al.
2010; Karami and Saidi 2010a; Fehér 2015). Fator de stresse pode ser definido como qualquer
condi¢do ambiental potencialmente adversa que afeta o crescimento e desenvolvimento vegetal,
ativando um conjunto de respostas, desde a alteragdo da expressdo genética e metabolismo
celular até a modificacdo da taxa de crescimento. O stresse ¢ uma das principais causas para a
mudanga do comportamento somatico dum tecido ou célula, para um comportamento
embriogénico (Pasternak et al. 2002a; Ikeuchi et al. 2017; Méndez-Hernandez et al. 2019). A
inducdo de embriogénese somatica ¢ apenas possivel quando células somaticas duma planta
readquirem a sua totipoténcia ¢ obt€ém a competéncia necessaria para responder aos sinais
embriogénicos e iniciar a embriogénese (Santarem et al. 1997; Elmeer 2013; Fehér 2015). Neste
contexto, fatores de stresse no geral parecem ser capazes de promover a embriogénese somatica
nas devidas condi¢des (Rose et al. 2013).

Exemplos de fatores de stresse sdo: choques osmoticos, desidratagdao do meio de cultura,
aplicacdo de ides de metais pesados, alteragdes do pH do meio, tratamentos de choque térmico,
hipoxia, antibioticos, radiagdo ultravioleta e outros tratamentos fisicos ou quimicos (Pasternak
et al. 2002a). Um tipo de tratamento fisico € causar lesdes nos explantes (Zavattieri et al. 2010).
Especificamente, este fator de stresse leva a que as plantas isolem a zona afetada com a
formacao de calos para prevenir infegdes e perda excessiva de dgua. Além disso, as células
destes calos podem sofrer ulterior diferenciagdo vascular ou organogénese (Zavattieri et al.
2010; Ikeuchi et al. 2017). Calos induzidos a partir de ferimentos tém origem em varios tipos
de células e esta formacao de células desdiferenciadas, tem a capacidade de regenerar tecidos
em lesdes locais, substituir 6rgaos ou até, em casos extremos, regenerar uma planta inteira a
partir duma célula através de embriogénese somatica (Zavattieri et al. 2010; Elmeer 2013; Fehér
2015; Ikeuchi et al. 2017).

A grande variedade de condi¢des de stresse capazes de inducao da embriogénese pode
ser parcialmente explicada pela interagdo que estes tém com os niveis hormonais enddgenos
dos explantes, que também dependem de outros fatores, como o genotipo, fase de

desenvolvimento, idade e vice-versa (Zavattieri et al. 2010). Normalmente, as hormonas
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vegetais que induzem embriogénese sdo auxinas ou combinagdes de auxinas com citocininas.
No entanto, ainda € pouco compreendido como estas fitohormonas interagem com os fatores de
stresse para desencadear a cascata de sinais que leva a indugdo da replicagao celular e ulterior
embriogénese somatica (Rose et al. 2013). Explantes com niveis superiores de auxinas
enddgenas demonstram maiores taxas de indugdo de embrides somaticos, em certos casos nao
precisam da presenca de auxina exdgena para a indugdo (Zavattieri et al. 2010). Na cenoura
(Daucus carota), por exemplo, demonstrou-se que ¢ apenas suficiente causar stresse osmotico,
pela presenga de grandes concentragdes de sacarose no meio de cultura, para induzir
embriogénese em segmentos de meristema apical ou cotilédones apos serem transferidos para
um meio com baixa concentragdo de sacarose. Stresse salino também ¢ capaz de induzir
embriogénese em plantulas de cenoura (Rose et al. 2013).

Os tratamentos que levam a inducdo de embrides somaticos afetam diretamente ou
indiretamente o equilibrio hormonal e a resposta de sinais entre as células. A homeostasia de
auxinas, como a sua sintese, transporte e estabilidade, pode ser influenciada pela alteragdo do
estado redox intracelular devido ao aparecimento de espécies reativas de oxigénio (ROS)
formadas nas células ao serem expostas a fatores de stresse (Zavattieri et al. 2010; Prudente et
al. 2020). Concentragoes altas de ROS sdo toéxicas, causado dano oxidativo, mas em
quantidades especificas também podem agir como moléculas sinalizadoras, regulando varias
respostas fisioldgicas e de desenvolvimento (Zhou et al. 2016a; Prudente et al. 2020). Auxinas
e ROS promovem desdiferenciagdo celular e induzem a replicacdo de células. Estas novas
células irdo tornar-se cé€lulas totipotentes e algumas vao voltar a diferenciar para se especializar

na via de desenvolvimento embriogénico (Rose et al. 2013).

1.4. Objetivos

H& mais de duas décadas que o potencial de regeneragdo e de embriogénese somatica
em feijoa é estudado. Devido as caracteristicas do seu fruto, esta espécie é uma boa candidata
para producéo e comercializagdo internacional. Contudo, como se trata de uma planta lenhosa,
existem fatores que limitam a eficiéncia da embriogénese somatica nesta planta.

A maioria dos estudos feitos em feijoa, anteriormente referidos, centraram-se apenas na
andlise do efeito de combinagdes de diferentes de reguladores de crescimento, meios, tipos de
explante, outros compostos organicos na indugéo e desenvolvimento dos embrides somaticos.

No presente trabalho, a nossa hipotese de estudo foi que outros fatores de stress, para além das
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auxinas, menos conhecidos e menos utilizados podem, s6 por si, induzir embriogénese somatica
Ou potenciar a sua expressdo. Para testar esta hipdtese utilizou-se como sistema experimental a
feijoa, uma espécie em que os cotilédones podem evoluir para folhas fotossintéticas ou, quando
cultivados na presenca de 2,4-D ou de outra auxina, formar embrides somaticos apos alguma
desdiferenciacdo celular. Este modelo de estudo foi otimizado no nosso laboratério em ensaios
anteriores e tem a vantagem de, ao contrario de outros sistemas embriogénicos, ndo necessitar
da transferéncia dos explantes para meios sem auxina para que os embrides se formem. Dito de

outra maneira, trata-se de um sistema de embriogénese num sé passo (one-step-embryogenesis).
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2.1 Material vegetal

O material vegetal utilizado nos ensaios experimentais foram embrides zigoticos
extraidos das sementes dos frutos de uma arvore de feijoa originaria da regido de Aveiro. Como
a feijoa é uma espécie exadtica em Portugal é apenas encontrada como planta ornamental ou de
cultivo. Os frutos foram colhidos entre finais de agosto e inicio de setembro e mantidas a 4 °C
até posterior remocao das sementes.

As sementes foram extraidas da polpa dos frutos com a ajuda dum bisturi e pinc¢a (Figura
5) e foram seguidamente lavadas em agua destilada com a ajuda dum passador. Para impedir
contaminagdes nos ensaios experimentais, as sementes foram esterilizadas numa solugéo a 7%
de hipoclorito de célcio durante 10 min e seguidamente lavadas véarias vezes com &gua destilada
esterilizada numa camara de fluxo e armazenadas a 4 °C, em caixas de Petri com &gua, para

embebicdo e ulterior facilidade de remocédo dos embriGes.

Figura 5. Fruto e sementes de feijoa utilizadas nos ensaios experimentais. A esquerda pode observar-se

um fruto cortado transversalmente e em que a polpa foi removida para isolamento (ao centro) e
armazenamento das sementes (a direita) lavagens.
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2.2 Efeito de fatores de stresse

2.2.1. Condicdes de cultura

Cada ensaio experimental foi realizado com o mesmo meio de cultura base. Com o
intuito de induzir o desenvolvimento dos explantes e embriogénese somaética foi usado o meio
base MS (Murashige and Skoog 1962). A cada meio foram adicionadas uma fonte de carbono
[3% (p/v) de sacarose] e uma substancia gelificante (agar). Nos meios para induzir
embriogénese somatica foi adicionada uma auxina (1,0 mg/L de 2,4-D) e a concentragdo de
sacarose aumentada para 9% (p/v). Antes da adicdo de agar, o pH de cada meio foi ajustado
para o intervalo de 5,7 a 5,8 utilizando solu¢des de NaOH ou HCI. O meio MS sem auxina
serviu de controlo e para promover o desenvolvimento normal dos embrides zigoticos zigoticos
em plantulas (germinacdo). Apos a esterilizagdo dos meios num autoclave, estes foram
distribuidos por caixas de Petri (6 cm de didmetro) com o auxilio de uma pipeta esterilizada.

O isolamento dos embrides intactos € um processo delicado devido a reduzida dimenséo
das sementes e ao facto do embrido se encontrar enrolado no interior da testa (Figura 5a). Como
as sementes ficaram armazenadas em caixas de Petri com agua destilada, a testa destas ficou
mais mole, facilitando o processo de remocdo dos embrides. Numa caixa de Petri esterilizada
com uma pequena camada de agua destilada esterilizada (para impedir a secura dos explantes),
0 tegumento das sementes pode ser rasgado ou rompido com o auxilio de ping¢as de ponta fina
ou outras ferramentas pontiagudas, permitindo a facil extracdo do embrido zig6tico. Os
embrides foram depois inoculados nas caixas de Petri anteriormente referidas com meio de
cultura (5 embriBes por caixa, 3 réplicas por variavel) (Figura 5b), seladas com Parafilm,
devidamente identificadas e colocadas numa estufa no escuro a 25 + 1 °C, para permitir indugéo

de embriogénese ou germinacgéo (Figura 6).
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Figura 5. Dimensdo de um embrido zig6tico extraido da semente (a); Embrides zigéticos em

meio de cultura MS no inicio do processo de embriogénese somatica (b).

_.(Q_. @x_.

Feijoa Semente Embrido Meio de cultura

Figura 6. Sintese esquematica da preparacdo para embriogénese somatica em embrides de feijoa.

2.2.2. Tratamento com microcelulose

Neste ensaio foi avaliado se o ferimento dos explantes causara maior formacéo de calos
e por consequéncia uma maior indugdo de embriGes sométicos. Devido ao diminuto tamanho
dos explantes, foi usada microcelulose gentilmente cedida pelo Instituto de Investigacdo RAIZ
(The Navigator Company). Em todos os ensaios, a microcelulose foi previamente esterilizada
por autoclavagem a 121 °C e 1,1 atm durante 30 minutos.

Foram preparados 3 meios MS, um meio com 3% sacarose, um com 9% de sacarose e
outro com 1,0 mg/L de 2,4-D e 9% de sacarose. Foram feitos 3 tratamentos aos explantes (para
cada meio), cada um com 3 réplicas para cada meio, 0 primeiro serviu como controlo, nao

havendo alteracdo do estado dos explantes, no segundo e terceiro (Figura 7), os embrides foram
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expostos a microcelulose para se induzirem lesdes. Num deles os embrides zigoticos e
microcelulose foram adicionados a tubos de centrifugacdo com é&gua destilada e colocados
numa centrifugadora a 1000 rpm durante 5 min, enquanto noutro, os tubos foram agitados num
vortex durante 1 min. Finalmente, os embrides foram lavados em &gua destilada e limpos com

a ajuda de papel de filtro esterilizado e inoculados nos respetivos meios.

Centrifugacédo

b o

Microcelulose

v

/ MS + 9% sacarose

Embrido

i) <

MS + 1mg/L 2,4-D +
9% sacarose

Vortex

Figura 7. Representacdo esquematica dos tratamentos com microcelulose. As condi¢des abrasivas da
celulose em centrifugacéo e vortex originam ferimentos nos embriGes.



MATERIAIS E METODOS

2.2.3. Efeito dos niveis de 2,4-D e sacarose

Neste ensaio pretendeu-se avaliar se uma diminuicdo da concentracdo de 2,4-D ou
sacarose durante o periodo de cultura afetava a inducdo de embriogénese somatica. Foram
produzidos 5 meios MS, o meio inicial, 2 meios para os ensaios de concentracdo decrescente
de auxina e outros 2 para 0s ensaios de concentracdo decrescente de sacarose. O meio inicial
tinha concentragdes de 2,4-D e sacarose tipicas para a inducdo de embriogénese somatica em
feijoa, ja referidas anteriormente. Este meio serviu de controlo e também de ponto temporal
inicial para todos os explantes. Na via decrescente de 2,4-D, foi feito um meio com 0,5 mg/L e
outro com 0,25 mg/L deste regulador de crescimento(concentracdes de sacarose iguais as do
meio inicial). Por outro lado, na via decrescente de sacarose, foi feito um meio com 6% e outro
com 3% (concentrac@es de 2,4-D idénticas as do meio inicial).

Foram preparados 5 meios MS: o0 meio inicial (controlo) contendo 1,0 mg/L de 2,4-D e
9% (p/v) de sacarose; dois meios em que a concentracao de 2,4-D foi reduzida para 0,5 mg/L e
0,25 mg/L e outros dois meios em que a concentracdo de sacarose foi reduzida para 6% (p/v) e
3% (p/v). Na via de 2,4-D decrescente, os embrides zigoticos foram inicialmente colocados em
cultura in vitro no meio controlo. Ao fim de 2 semanas de cultura foram transferidos para meios
com 0,5 mg/L (e 9% de sacarose) e finalmente passados mais 7 dias, para 0 meio com 0,25
mg/L (e 9% de sacarose) onde permaneceram até final do ensaio. No tratamento em que se foi
progressivamente reduzindo a sacarose, os embrides passaram do meio controlo para um meio
com 6% de sacarose (e 1,0 mg/L de 2,4-D), as 2 semanas, e ao fim de 7 dias foram ulteriormente
transferidos deste meio para um meio contendo 3% de sacarose (e 1,0 mg/L de 2,4-D) onde se
mantiveram até final do ensaio (Figura 8).
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2 semanas 3 semanas

$» Controlo

0 P —
A ‘ Reducdo de
‘ _—r sy
\t; . MS + 1mg/L 2,4-D 0,5 mg/L 2,4-D
Embrides + 9% sacarose
Reducdo de

sacarose

6% sacarose 3% sacarose

Figura 8. Representacdo do desenho experimental do ensaio de efeitos dos niveis de 2,4-D e sacarose.

2.2.4. Efeito do pH dos meios

Para determinar a influéncia do pH durante o processo de embriogénese somatica, foi
realizado um ensaio para se identificar possiveis diferencas na formacao de calos e embrides
somaticos nos explantes de feijoa em funcdo do pH inicial do meio de inducdo. Neste ensaio
foi utilizado como meio de inducdo de embriogénese soméatica um meio contendo 1,0 mg/L de
2,4-D e 9% de sacarose e 0s seguintes valores de pH [4,5; 5,0; 5,8 (controlo); 6,5; 7,0]. O pH
de todos os meios foi ajustado antes da autoclavagem utilizando solu¢fes de NaOH ou HCI.

2.2.5. Efeito do stresse oxidativo

Neste ensaio testou-se o efeito de uma exposi¢cdo a um composto indutor de stresse
oxidativo para determinar se este tipo de stresse tem algum efeito na embriogénese somatica de
feijoa. Assim, os embrides foram tratados com diferentes concentragdes (v/v) de peroxido de
hidrogénio (10 volumes) esterilizado, nomeadamente 3%, 0,3%, 0,15%, 0,06% e 0% (controlo).
Apos remocdo do excesso de H2O2 com papel de filtro, os embriGes foram imediatamente
transferidos para meio de indugdo de embriogénese somética: meio base MS contendo 1,0 mg/L

de 2,4-D e 9% de sacarose.
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2.2.6. Tratamento com NaCl

Nesta experiéncia foi avaliado se o efeito do stresse salino afeta a inducdo de
embriogénese somatica. Foram preparados 8 meios divididos em 2 grupos. O primeiro grupo
tinha meio MS base contendo 1,0 mg/L de 2,4-D e 6% sacarose. O segundo tinha 1,0 mg/L de
2,4-D e 3% sacarose. Em ambos os grupos, foi adicionado NaCl em 4 concentracdes diferentes
[0,02%; 0,01%; 0,005% e 0% (controlo)].

2.3.  Analise fenotipica

Em feijoa, os embriGes somaticos induzidos apresentam com frequéncia anomalias
morfologicas (Pescador et al. 2008). Nesta experiéncia, foi utilizado um meio MS com 1,0 mg/L
de 2,4-D e 9% sacarose para induzir a embriogénese somatica, permitindo a posterior analise
do fendtipo dos embriGes somaticos. Foram inoculados 50 embrides zigoticos em 10 caixas de
Petri (6 cm de didametro) com meio de cultura, seladas com Parafilm e colocadas numa estufa
no escuro a 25 £ 1 °C. Apds 8 semanas, foram selecionados 10 explantes com os embrides
somaticos mais desenvolvidos, para uma facil analise a lupa e os diferentes fendtipos

observados caracterizados.

2.5. Analise estatistica

Por regra, os ensaios de inducdo de embriogénese somatica testando diferentes fatores
foram terminados apds 8 semanas de cultura, tempo suficiente para a formacao dos embrides.
Nessa altura determinou-se a percentagem de explantes que sofreram embriogénese e, em
varios ensaios o numero de embrides somaticos produzidos. Salvo indicacdo em contrario cada
ensaio consistia em 3 réplicas com 5 embrides por réplica, num total de 15 embrides.
Posteriormente, os dados foram organizados por variavel e por ensaio experimental. Analise
estatistica foi feita através da utilizagdo de ANOVA de uma via no GraphPad Prism (v. 8.4.3
para Windows, San Diego, CA, USA), seguido dum teste de Tukey para comparagéo das médias
(p <0.05).
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3.1. Efeito de fatores de stresse

3.1.1. Tratamento com microcelulose

Os embrides zigoticos nos meios MS e MS com 9% sacarose desenvolveram-se como
num processo de germinagdo habitual. As 4 semanas, os embrides zigdticos ja estavam
completamente desenvolvidos em plantulas, mas havia diferencas notaveis nos fendétipos das
plantulas entre cada tratamento. No meio MS controlo, as plantulas tinham um caule e raiz mais
compridos, quando comparadas com as do meio MS do tratamento centrifugacdo (Figura 9a-
b). Muitos dos explantes deste Gltimo meio tinham metade do tamanho daqueles presentes no
controlo. No entanto, quer no meio MS do tratamento centrifugacéo, quer em MS do tratamento
vortex, as plantulas formaram calos principalmente com origem naraiz e caule e lesdes notorias
(Figura 10a). Nos meios MS e 9% sacarose, 0s explantes tiveram um comportamento
semelhante aos dos meios MS (Figura 9c-d).

O processo de embriogénese somatica nos meios MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose
decorreu duma forma previsivel. Uma distincdo notada foi a diferenca do crescimento do
hipocétilo e cotilédones dos explantes entre os tratamentos. Como o processo de embriogénese
somatica em feijoa é indireto, a inducdo de embrides somaticos apenas ocorre ap6s a formacéo
de calos nos explantes. As 4 semanas, 0s explantes ja tinham desenvolvido calos visiveis com
origens no hipocotilo e/ou cotilédones. Os calos formados apresentavam aspetos diferentes, até
no mesmo explante. Alguns calos tiveram um crescimento mais acelerado do que outros. Para
além disso, a cor dos calos € uma caracteristica importante, pois revela o tipo de competéncia
que estes possuem. Por exemplo, calos com cor esbranquicada ou brancos apresentam, por
norma, competéncia embriogénica. Nos meios MS e MS com 9% sacarose, 0s calos eram no
geral mais pequenos (aqueles presentes nos meios de sacarose eram 0s maiores dos dois),
tinham uma textura himida entre o enrugado e liso, apresentando coloracdes acastanhadas e
em certos casos (calos que se formaram a partir da raiz) exibiam uma cobertura de pelos
radiculares (Figura 11 a). Por outro lado, os calos dos meios com auxina eram maiores no geral,
tinham uma textura seca e rugosa ou granulosa e exibiam coloragdes pouco saturadas, ou seja,

tons de bege acinzentados ou esbranquigados (Figura 11 b).

33



RESULTADOS

Figura 9. Réplicas do meio MS tratamento controlo (a); Réplicas meio MS tratamento centrifugacdo

(b); Réplicas do meio MS com 9% sacarose tratamento controlo (c); Réplicas do meio MS com 9%

sacarose tratamento controlo (d).
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Neste ensaio, 0s primeiros embrides somaticos apareceram as 6 semanas, havendo o
desenvolvimento de mais a partir deste ponto (Figura 10b). Apenas nos tratamentos do meio
MS com 1mg/L 2,4-D e 9% sacarose ocorreu embriogenese somatica (com excecdo da
formacéo duma raiz entre os cotilédones no meio MS do tratamento vortex e num calo no meio
MS e 9% sacarose do tratamento centrifugagéo) (Tabela 1). O tratamento de centrifugacéo
demonstrou ser aquele com maior explantes com embrifes sométicos (86,67%), seguido do
vortex (80,00%) e controlo (66,67%). O numero de embrides somaticos por explante foi muito
variavel (Figura 12). Por exemplo, no tratamento de centrifugacdo ha uma explante com apenas
1 embrido somatico e outro com 101, mas no geral, a maioria do explantes originou mais de 10
embrides somaticos. Devido a assincronia da embriogénese somatica, os embrifes somaticos
exibiam as varias fases do desenvolvimento embrionario (principalmente cordiforme e
torpedo). As médias de embriGes somaticos entre os tratamentos foram diferentes (Tabela 1).
Foi o tratamento de centrifugacdo que demonstrou a maior media de embrides somaticos e por
outro lado o tratamento vortex a menor delas. Apesar da diferenca aparente das médias, o

tratamento estatistico revelou que os dados ndo apresentam diferencas significativas (Tabela 1).

Figura 10. Calos e lesGes num explante de meio MS tratamento centrifugacdo (a); Embrides somaticos em

meio MS tratamento centrifugacdo (b).
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Figura 11. Diferenca do aspeto dos calos entre tratamentos sem (a) e com (b) 2,4-D. Os calos em (a) exibiam

cores acastanhadas e em certos casos uma cobertura de pelos radiculares. Em (b), os calos tinham uma textura

seca granulosa e exibiam colorag¢Ges pouco saturadas

Tabela 1. Efeitos de diferentes tratamentos de microcelulose em diferentes tipos de meio de cultura em
embrides zigéticos de feijoa. Os resultados foram obtidos ap6s 8 semanas de cultura.

. Explantes com embribes  Média de embribes sométicos por
Meio e tratamento

somaticos (%)* explante £ Desvio Padréao**

MS + Img/L 2,4-D + 9% sacarose

Controlo 66,67 25,47 + 30,117

Centrifugacao 86,67 31,87 £ 31,072

Vortex 80,00 16,80 + 22,822
MS

Controlo 0 0,00 + 0,00°

Centrifugacdo 0 0,00 + 0,00°

Vortex 13,33 0,13+0,35°
MS + 9% sacarose

Controlo 0 0,00 + 0,00°

Centrifugacdo 0 0,00 + 0,00°

Vortex 0 0,00 £ 0,00°

* Foram contabilizados todos os explantes de cada tratamento com pelo menos um embrido somatico.
** Calculo da média + SD de 3 réplicas com n=5, do nimero de embriGes somaticos por cada tratamento.
Diferentes letras representam diferencgas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
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Figura 12. Histograma do nimero de embrides somaticos por explante e tipo de meio nos
tratamentos com microcelulose. Contagens efetuadas ap6s 8 semanas de cultura.

3.1.2. Efeito dos niveis de 2,4-D e sacarose

Neste ensaio, todos os embribes zigoticos se desenvolveram de forma semelhante no
meio inicial ndo havendo diferencas entre os varios tratamentos antes da mudanca dos explantes
para 0s meios com sacarose ou auxina reduzida, ap6s 2 semanas de cultura. Na mudanca de
meio seguinte, as 3 semanas, verificou-se que nos meios de sacarose reduzida os hipocétilos e
cotilédones da maioria dos explantes tinham-se desenvolvido mais, comparativamente com 0s
dos meios de auxina reduzida. Para além disso, o crescimento dos calos foi ligeiramente
superior nestes Gltimos.

A partir das 5 semanas, comegaram a aparecer algumas diferencas fenotipicas entre os
tratamentos. Nos meios controlo e de sacarose reduzida, os explantes comecaram a desenvolver
raizes adventicias (caracteristica ausente nos explantes de meio auxina reduzida) (Figura 13 c-
d). Os explantes controlo demonstraram ter o maior crescimento de calos, seguidos dos

presentes no meio de auxina decrescente e, finalmente, daqueles cultivados no meio de sacarose
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reduzida. Adicionalmente, os calos do meio de sacarose reduzida exibiam cores mais escuras
que 0s outros tratamentos

No final do ensaio, as diferencas fenotipicas referidas anteriormente estavam mais
evidentes. Os explantes dos meios controlo de e sacarose reduzida tinham varias raizes muito
alongadas, enquanto no meio de auxina reduzida apenas se desenvolveram raizes curtas e em
menor nimero (Figura 13 a). No meio de controlo, os calos tinham um grande volume, por
outro lado, os calos do meio de sacarose decrescente demonstraram ndo ter crescido mais desde
as 5 semanas e a maioria exibia uma textura mais seca e uma tonalidade castanho-escura (Figura
13 b).

Mais de metade dos explantes por cada tratamento desenvolveu embrifes somaticos
(100% em controlo; 93,33% em reducdo de 2,4-D e 66,67% em reducdo de sacarose) (Tabela
2). Especificamente no controlo houve a inducdo em todos os explantes e no meio de auxina
reduzida, a inducdo ndo ocorreu apenas num explante. Este ensaio também demonstrou a grande
variabilidade do nimero de embrides por explante (Figura 14) e as fases embrionérias que estes
exibiam (maioritariamente cordiforme e torpedo). Dentro das médias, o tratamento de 2,4-D
reduzido (Tabela 2) foi aquele que demonstrou um valor superior (quase dobro do controlo).

No entanto, a anélise estatistica revelou que ndo ocorrem diferencas significativas.

Tabela 2. Efeitos da reducdo dos niveis 2,4-D e sacarose em meios de inducdo de embriogénese
somatica em embrides zigdticos de feijoa. Os resultados foram obtidos ap6s 8 semanas de cultura.

Substancia reduzida Explantes com embrides Média de embribes somaticos
somaticos (%)* por explante + Desvio Padrao**
Controlo 100 9,73+ 7,392
Reducdo de 2,4-D 93,33 18,13 £ 17,507
Reducdo de sacarose 66,67 8,13+ 11,302

* Foram contabilizados todos os explantes de cada tratamento com pelo menos um embrido somatico.
** Célculo da média + SD de 3 réplicas com n=5, do nimero de embrides somaticos por cada tratamento.
Diferentes letras representam diferengas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
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Figura 13. Embrifes somaticos nos cotilédones de explante do tratamento reducdo 2,4-D (a); Calo num
explante do tratamento reducdo sacarose (b). Apresenta uma textura seca e cor castanha; Explante controlo
com o desenvolvimento de raizes adventicias (c); Formacao de raizes num explante com reducédo da sacarose

(d).
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Figura 14. Histograma do nimero de embrides somaticos por explante nos meios de reducéo
dos niveis de 2,4-D e sacarose. Contagens efetuadas ap6s 8 semanas de cultura.

3.1.3. Efeito do pH dos meios

O desenvolvimento dos explantes e a formacdo de calos entre os tratamentos foi
semelhante ao controlo. Desde inicio que os meios de pH 6,5 e 7,0 tiveram um maior
crescimento dos calos relativamente aos outros meios, até ao final do ensaio (Figura 15). Como
nos outros ensaios, 0s explantes exibiram um desenvolvimento diverso e no final do ensaio
demonstraram caracteristicas fenotipicas variadas. Alguns explantes apresentaram caules e
cotilédones desenvolvidos, enquanto noutros foram apenas os calos que se desenvolveram.

Na maioria dos tratamentos mais de 80% dos explantes demonstraram indugéo de
embrides somaticos (Tabela 3). O valor mais alto foi no meio pH 5,8 (93,33%). A Unica exce¢ado
foi 0o meio de pH 5,0 com apenas 66,67% de inducdo. A contagem dos embrides revela também
a grandes diferencas no nimero de embrides por explante (Figura 16). Neste ensaio, a maioria
dos embrides estavam nas fases globular, torpedo e cordiforme, mas havia um nimero superior
de embrides mais desenvolvidos nos meios pH 5,8 e 6,0. As medias das contagens dos embrides

somaticos foram semelhantes entre os pH 4,5; 5,8 e 7,5 (Tabela 3). Os valores mais baixos de
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inducdo foram obtidos no meio de pH 5,0 (4,07), Por outro lado, a mais alta foi no de pH 6,5
(21,33). Segundo a andlise estatistica as diferengas entre as medias destes dois tratamentos s&o

significativas, mas sdo nao significantes quando comparadas com 0s restantes meios.

Figura 15. Explante de meio pH 5,0 (a). Em pH 5,0 os explantes desenvolveram pouco; Explante de meio

pH 6,5 (b). Meio pH 6,5 foi um dos meios que exibiu crescimento mais rapido no inicio.

Tabela 3. Efeitos de diferentes valores de pH em meio de indugdo de embriogénese somética em
embrides zigdticos de feijoa. Os resultados foram obtidos ap6s 8 semanas de cultura.

Valor de pH Explante§ com embrides Média de embriéeg sométi~cos por
somaticos (%)* explante £ Desvio Padrao**
4,5 86,67 11,47 + 11,3630
5,0 66,67 4,07 £ 6,20?
58 93,33 11,33 + 9,990
6,5 86,67 21,33 + 26,96"
7,0 86,67 11,80 + 17,9230

* Foram contabilizados todos os explantes de cada tratamento com pelo menos um embrido somatico.
** Céalculo da média + SD de 3 réplicas com n=5, do nimero de embrides somaticos por cada tratamento.
Diferentes letras representam diferencas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
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Figura 16. Histograma do nimero de embrifes somaticos por explante de diferentes valores de
pH. Contagens efetuadas apds 8 semanas de cultura.

3.1.4. Efeito do stresse oxidativo

A inducdo de embriogénese somatica nos tratamentos deste ensaio exibiu uma evolucéao
equivalente a embriogénese somatica em meio de cultura MS. Os tratamentos nao revelaram
diferencas significativas do desenvolvimento dos explantes comparados com o controlo. O
processo de embriogénese somética foi muito semelhante aos controlos dos ensaios anteriores,
tanto no desenvolvimento dos explantes, formacdo de calos e indugdo de embriGes somaticos
(Figura 17).

Em cada tratamento deste ensaio, pelo menos 60% dos explantes (Tabela 5) mostraram
potencial embriogénico, sendo que a maior percentagem de inducao ocorreu no tratamento com
0,03% de H.O> (perdxido de hidrogénio) (Tabela 4). O nimero de embrides somaticos por
explante mostrou ser muito variavel (Figura 18). Por exemplo, no tratamento 0,30% de H20-
ha um explante com apenas 1 embrido somatico, mas também ha o explante com o maior
numero de embrifes somaticos deste ensaio. Os explantes exibiram embrides somaticas em

diferentes fases embrionarias, sendo que as mais comuns eram a cordiforme e torpedo. Apesar
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da grande variabilidade do nimero de embriGes somaticos por explante, as médias de cada
tratamento (Tabela 4) sdo muito semelhantes entre si, revelando que nédo existem diferencas

significativas para a embriogénese somatica neste ensaio.

Figura 17. Inducéo de embriogénese somética nos explantes dos tratamentos de choque H»O, 0,06% (a);
0,15% (b); 0,30% (c) e 3%(d).
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Figura 18. Histograma do numero de embrides somaticos por explante nos tratamentos de
stresse oxidativo. Contagens efetuadas apds 8 semanas de cultura.

Tabela 5. Efeito de stresse oxidativo atraves da aplicacdo de choques de H,O, em embrides

zigaticos de feijoa antes da inoculagdo em meio de indugdo de embriogénese somética. Os
resultados foram obtidos apds 8 semanas de cultura.

Choque de
H,0, (%)
Controlo
0,03
0,06
0,15
0,30

66,67
86,67
73,33
60,00
73,33

Explantes com embribes
somaticos (%0)*

Média de embribes somaticos por

explante £ Desvio Padrédo**

25,47 +30,11%
25,40 + 29,252
23,33 + 27,65%
23,67 + 29,60°
23,30 +41,67¢

* Foram contabilizados todos os explantes de cada tratamento com pelo menos um embrido somatico.
** Célculo da média + SD de 3 réplicas com n=5, do nimero de embrides somaticos por cada tratamento.

Diferentes letras representam diferengas significativas entre os tratamentos (P < 0,05).
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3.1.5. Tratamento com NaCl

Neste ensaio, em todos os meios de cultura com ou sem NacCl, os explantes morreram
ou os embrides zigoticos ndo germinaram (Figura 19). Os embrides zigbticos que germinaram
apenas se desenvolveram um pouco, havendo exemplos de alguns explantes que tinham
iniciado a formacdo de calos. No entanto, todos 0s explantes estavam com uma cor castanha e

com um aspeto semelhante, demonstrando que o seu desenvolvimento foi interrompido no

mesmo intervalo de tempo.

Figura 19. Exemplo dum tratamento com NaCl e um explante observado a lupa.

3.2.  Analise fenotipica

Os embrides zigéticos induzidos exibiam vérias fases do desenvolvimento
embriogénico. Conseguiu-se observar as diferentes fases (globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar). No entanto, a variabilidade do tamanho dos embrifes somaticos, presenca de
anomalias e o0 agrupamento de varios embrides na mesma zona dificultava a distin¢do das fases
embriogénicas para cada embrido somético. As anomalias dos embrides foram categorizadas e
organizadas na Tabela 6. Varios do embrides somaticos (19,31%) ndo tinham desenvolvido

cotilédones ou se tivessem eram curtos (Figura 20 d). Isto resultou no desenvolvimento de
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embrides ovais ou conicos, sendo este um dos fenotipos mais comuns. Os embrides mais
pequenos tinham formas esféricas e os maiores formas cénicas e alongadas. Por outro lado,
ocorreram casos raros de embrides somaticos com mais do que 2 cotilédones (Figura 20 a). Os
embrides somaticos fundidos (33,39%) eram 0s que apresentavam o tamanho mais pequeno e
desenvolveram-se em aglomerados (Figura 20 b). Os embrides zig6ticos de feijoa sdo brancos
e esta caracteristica é partilnada pelos embrifes somaticos, mas alguns embrides somaticos

(7,53%) exibiam coloracéao esverdeada (germinacgéo precoce) (Figura 20 c).

Figura 20. Diferentes aspetos dos embriGes somaticos. Embrido somatico com 3 cotilédones (a); Embrides

somaticos fundidos (b); Germinag&o precoce em embrides (c); Embrides sem cotilédones (d).
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Tabela 6. Percentagem de embries soméaticos normais e com anomalias em explantes de feijoa apds 8
semanas de inducéo de embriogénese somatica (n=611).

Embrides

. Embrides com anomalias (%
normais (%o) (%)

29,30 70,54
Embrides Cotiledones ausentes Cotilédones Cotilédones Germinagdo
. ou pouco : g
fundidos fundidos extranumerarios precoce

desenvolvidos

29,30 33,39 19,31 9,00 131 753
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4.1. Efeito de fatores de stresse

4.1.1. Tratamento com microcelulose

As plantas conseguem reparar regides lesionadas através da formacdo de calos (Bloch
1941, 1952). Nestes casos, os calos podem originar-se a partir de diferentes tipos de células
(vasculares, cortex e medula) (Ikeuchi et al. 2013). Para prote¢do dos tecidos expostos ao
ambiente externo, os calos induzidos por lesdes tapam as zonas feridas para prevenir perda de
agua e infec¢des, por acumulagdo de fitoalexinas e proteinas que combatem patégenos (Ikeuchi
et al. 2013, 2017). Para regenerar os tecidos ou 6rgdos lesionados, as células dos calos podem-
se diferenciar em varios tipos de células, como as do sistema vascular, ou at¢ mesmo fazer
organogénese de novo, sugerindo que sdo altamente pluripotentes. Esta resposta defensiva ¢é
ativada quando sdo identificados padrdes moleculares associados a danos, levando também a
libertacdo de ROS (Chen et al. 2016; Bidabadi and Mohan Jain 2020).

As auxinas e citocininas estdo bem estudadas como indutores eficazes de calos em
cultura. Estudos recentes em Arabidopsis revelaram que a formagdo de calos em meios de
cultura com altas concentragdes de auxina segue um processo de desenvolvimento semelhante
ao da formacao radicular (Delessert et al. 2004; Ikeuchi et al. 2013, 2017). De facto, a expressao
de genes desses calos assemelhasse a expressao de genes reguladores no meristema radicular.

Causar ferimentos como fator de stresse pode ter um papel importante na divisdo celular,
havendo a hipotese de conseguir aumentar a taxa de indugdo de embriogénese somatica
(Santarem et al. 1997). Devido a resposta natural de multiplicacdo e desdiferenciagdo celular
em tecidos lesionados, este fator de stresse podera possibilitar um aumento do nimero de
embrides somaticos, através duma maior formacao de calos, adiantado a formacao de calos ou
apenas ser o unico fator necessario para induzir embriogénese somatico, ou seja, ser
desnecessario o uso de auxina no meio (e.g., em Arabidopsis) (Delessert et al. 2004; Ikeuchi et
al. 2013, 2017; Zhang et al. 2021). No caso da espécie em estudo, como ¢ uma planta lenhosa
este fator de stresse sozinho nao foi suficiente para induzir embriogénese somatica eficaz.

Virios estudos foram feitos para tentar perceber a biologia molecular por detras dos
processos que levam a que lesdes em tecido vegetal induz a diferencia¢do nas células (Rojas-

Herrera and Loyola-Vargas 2002; Chen et al. 2016; Ikeuchi et al. 2017, 2020; Zhang et al. 2021).
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No entanto, na maioria dos estudos em que se aplica as diversas técnicas de micropropagacao
e regeneracao de plantas, provocam-se lesdes nos explantes apenas por ser necessaria a excisao
do tecido vegetal. Nao ha muitos exemplos de experi€éncias em que se compara o efeito de
lesdes com tratamentos que ndo aplicam este stresse na embriogénese somatica, especialmente
em plantas lenhosas (Santarem et al. 1997; Hofmann et al. 2004; Boldaji et al. 2021).

Em Arabidopsis a incubagao de hipocdtilos cortados no escuro melhorou a eficiéncia da
formacdo de calos de 50% para 70% (Ikeuchi et al. 2013, 2017). Nestes explantes a resposta de
citocinina ¢ elevada, mas o processo de como a lesdao induz o aumento dos niveis de citocinina
permanece pouco claro. Em hibridos de cana-de-agucar (Saccharum) foi observada a formagao
de calos a partir das extremidades cortadas ou feridas em meio MS suplementado com 2,4-D
(Kaur and Kapoor 2016). Umas das caracteristicas mais notdrias foi o acastanhamento dos
calos. Ferir os explantes leva a que os compostos fendlicos que se encontram nos vacuolos
misturem-se com o conteudo de outros organitos e, consequentemente, aparece a pigmentagao
escura (Kaur and Kapoor 2016). Estes sdo compostos altamente reativos que polimerizam
rapidamente, formam liga¢gdes com proteinas e também inibem a atividade enzimatica, podendo
assim resultar num acastanhamento dos calos (Pinto et al. 2008). O aspeto acastanhado de calos
originados de lesdes também foi observado nos explantes de feijoa deste ensaio, indicando que
a microcelulose causou algumas lesdes. No entanto, os calos formados nos meios MS e MS
com 9% sacarose eram de uma dimensao muito pequena e em baixo niimero. Nos meios com
2,4-D dos tratamentos com microcelulose, houve diferengas, mas ndo foram significativas.
Devido a estas observagdes, concluiu-se que os tratamentos executados com po de celulose
como método para lesionar os explantes ndo foram muito efetivos.

Na orquidea Phalaenopsis sp., alguns dos explantes (folhas e protocormos) foram
cortados, fragmentados e inoculados em meio MS modificado com Thidiazuron (TDZ) (Boldaji
et al. 2021). Foi comparado o efeito de lesdes nos explantes a diferentes espetros de luz e
demonstrou-se que os explantes demonstraram uma embriogénese somatica direta em alguns
destes tratamentos. Por outro lado, em soja (Glycine max), o ferimento dos explantes nao
aumentou o numero de embrides formados e ndo foi observada nenhuma diferenca entre os
cultivares testados (Santarem et al. 1997; Hofmann et al. 2004). No entanto, nos explantes
feridos, os embrides somaticos foram induzidos mais cedo do que nos explantes sem lesdes
(Santarem et al. 1997).

Os resultados dos estudos anteriormente referidos variam de espécie para espécie. Tal
como a embriogénese somatica pode ser afetada por fatores genéticos e epigenéticos, a resposta

a lesdes no contexto de inducao de embrides somaticos também pode ser influenciada por estes
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fatores. A metodologia aplicada de lesdo dos explantes neste ensaio ndo levou a uma melhor
eficiéncia do processo de embriogénese somatica em feijoa, nem a inducdo deste processo em
meios de cultura sem 2,4-D. Pensasse que um dos fatores foi a pouca quantidade de lesdes dos
explantes. Podera ser feito um ensaio futuro com a uma aplicacdo mais eficaz deste fator de

stresse para atestar se a lesdo dos explantes de feijoa tem efeito na embriogénese somatica.

4.1.2. Efeito dos niveis de 2,4-D e sacarose

Neste ensaio ndo foi aplicado um novo fator de stresse durante a embriogénese somatica
em feijoa, contudo foram alterados os niveis de 2,4-D e sacarose durante este processo pois,
apesar de servirem como reguladores do crescimento e nutricdo para os explantes, também
funcionam como fatores stresse (Karami et al. 2006; Karami and Saidi 2010b; Nic-Can and
Loyola-Vargas 2016).

Sacarose ¢ a fonte de hidratos de carbono usualmente utilizada em cultura de tecidos
vegetais e este grupo de moléculas desempenha fungdes vitais nas plantas. Adicionalmente,
também podem controlar diversos processos de desenvolvimento, mesmo em cascatas de
sinalizagdo que controlam a expressao de genes (Satoh et al. 2000; Karami et al. 2006).

A concentragdo da fonte de carbono (normalmente acticares) em meio de cultura afeta a
formagao de embrides somaticos em varias espécies (Biahoua and Bonneau 1999; Fuentes et
al. 2000; Nakagawa et al. 2001; Karami et al. 2006). A indu¢do de calos embriogénicos e
embrides somaticos pode ser melhorada pela adicao de altas concentragdes de sacarose, como
foi observado na feijoa em estudos anteriores. (Karami et al. 2006) Apesar da sacarose servir
como fonte de carbono durante a embriogénese somatica, especulasse que altas concentragdes
de glicidos sejam importantes, ndo s6 como fonte de nutrientes, mas também como reguladores
osmoticos (Satoh et al. 2000; George et al. 2007). No entanto, ¢ sabido que a presenca de altas
concentragdes de aglicares em meio de cultura tem impacto na osmolaridade celular . Aumentar
a concentracao de sacarose no meio pode criar stresse osmotico, mas promove a embriogénese
somatica (Karami et al. 2006). Como a sacarose e glicose sdo substancias importantes no
metabolismo do carbono, altas concentragdes destes compostos podem criar disturbios no ciclo
do carbono que levardo a indugdo da embriogénese somatica nas células (Satoh et al. 2000). O
melhoramento da embriogénese somatica, resultado de uma alta osmolaridade possivelmente

imita as alteracdes osmoticas que ocorrem durante o desenvolvimento dos embrides zigoticos.
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Assim, pode sugerisse que o efeito osmotico da sacarose pode causar o desenvolvimento normal
dos embrides somaticos (Karami et al. 2006).

Considerando os beneficios da utilizacdo de concentracdes altas de sacarose em meio
de cultura durante a embriogénese somatica (também observados em feijoa), seria de esperar
que no tratamento de reducdo de sacarose haveria uma indu¢ao de embrides somaticos inferior
relativamente ao controlo (Gray et al. 1993; Nakagawa et al. 2001; Karami et al. 2006).
Especula-se que as duas semanas iniciais do tratamento, em que todos os explantes partilhavam
o mesmo tipo de meio (com 9% de sacarose), tenha sido um intervalo de tempo suficiente para
que as condi¢des de nutricdo e stresse osmotico no meio de cultura tenham conseguido
influenciar a embriogénese somatica nos explantes. A partir das 5 semanas, os calos cessaram
completamente o desenvolvimento e apresentavam uma coloracdo escura e castanha, sugerindo
anecrose das células (Reis et al. 2008). Este comportamento pode ser explicado por dois fatores.
Por um lado, a baixa concentragdo de sacarose ¢ a presenga de 2,4-D no meio (Rahayu et al.
2016). Em estudos feitos noutras espécies, foi observado que um dos efeitos secundarios da
aplicacdo de 2,4-D em meio de cultura ¢ a alteragao do fendtipo dos calos, transacionando de
cores esbranquicadas para acastanhadas e textura compacta (Rahayu et al. 2016). Isto ocorre
provavelmente porque ha a acumulagdo de compostos de fendis que sofrem a oxidagdo e
polimerizacao no citoplasma das células e esses produtos resultantes sao castanhos ou pretos
(Rahayu et al. 2016). Por outro lado, concentracdes altas de sacarose em meio de cultura
também promovem a redugdo dos efeitos negativos de quantidades elevadas de 2,4-D (Elmeer
2013). Apesar da concentracdo de 2,4-D, neste ensaio, ndo ter sido elevada, a feijoa ¢ uma
espécie que naturalmente acumula compostos fendlicos em grandes quantidades e com a
reducdo da concentragdo de sacarose no meio de cultura, os efeitos negativos do 2,4-D e do
metabolismo da feijoa foram mitigados (Harman 1987; Zhu 2018).

As auxinas sdo PGR essenciais na indugdo de calos embriogénicos e desenvolvimento
posterior (Pasternak et al. 2002b; Nic-Can and Loyola-Vargas 2016). O 2,4-D ¢ uma da auxinas
mais eficazes e usadas em estudos de embriogénese somatica (Elmeer 2013). Para além de atuar
como PGR, também pode agir como um fator de stresse e a sua exposi¢do prolongada causa
anomalias nos embrides somaticos (Nic-Can and Loyola-Vargas 2016). Neste ensaio, o 2,4-D
foi reduzido ao longo do tempo, tendo em conta esses efeitos negativos.

O modo de regeneragao dos explantes parece ser dependente da concentragao de 2,4-D
no meio de cultura, sendo que alta concentracdes induzem a embriogénese, enquanto que
concentragdes baixas induzem apenas a formagao de calos (Elmeer 2013). Contudo, durante as

2 semanas iniciais os meios de cultura tinham a concentracdo de 2,4-D ideal para induzir
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embriogénese somadtica em feijoa, podendo haver uma influéncia inicial da auxina. A
transferéncia dos explantes para um meio com concentracdes mais baixas ou sem auxina,
desacelera o crescimento e¢ prolonga a competéncia embriogénica. Geralmente, células de
crescimento lento retém a sua competéncia embriogénica durante mais tempo, quando
comparadas com células de crescimento rapido (Elmeer 2013). De facto, no final da experiéncia
notou-se que a maioria dos embrides somadticos tinham um tamanho mais pequeno
comparativamente aos outros tratamentos. Devido ao seu pequeno tamanho, a presenga e
quantidade de anomalias no embrides somaticos nao foi muito percetivel a lupa, dificultando a
comparagdo com o controlo.

Devido ao lento desenvolvimento dos embrides e também falta aparente de diferencas
entre anomalias do tratamento de redugdo de 2,4-D e do controlo, pode-se concluir que o
tratamento executado ndo ¢ mais eficaz que uma embriogénese somatica com exposi¢do a 2,4-
D continuo em feijoa. No entanto, considerando as limita¢des e resultados do ensaio realizado,
outras experiéncias com reducdo de auxina poderao ser feitas de outra maneira no futuro, tendo
em conta o crescimento dos embrides somaticos € havendo também um maior foco na anélise

das anomalias.

4.1.3. Efeito do pH dos meios

O crescimento e metabolismo dos explantes pode ser afetado de varias maneiras pelo
pH do meio de cultura (Santarem et al. 1997; Pasternak et al. 2002b; Cho et al. 2003). Pode
causar efeitos significantes em alguns casos, enquanto noutros, a taxas de crescimento nao sao
afetadas dentro dum intervalo largo de valores de pH, exceto em valores extremos (pH < 3,5 ou
pH > 8,0) (Cho et al. 2003; Hofmann et al. 2004). Estudos noutras espécies, como na cenoura,
revelaram que o crescimento de calos foi muito promovido num meio com pH 7,0 (Minocha
1987). Por outro lado, o crescimento ¢ embriogénese das culturas de cenoura foram mais
eficientes a pH 5,4. Apesar disso, outro estudo observou que o crescimento das culturas de
cenoura nao sofria alteragcdes num intervalo de valores de 4,0 a 7,5 (Minocha 1987). Embrides
somaticos induzidos num meio com pH baixo, mas que foram desenvolvidos num meio com
pH normal demonstraram anomalias nos cotilédones (Cho et al. 2003). No caso da soja, dos pH
testados (5,8 e 7,0) na embriogénese somatica, os melhores resultados foram observados a pH
7,0 com a produc¢dao de um maior nimero de embrides (Bonacin et al. 2000). As taxas mais

elevadas de indugdo de embriogénese somatica a pH 7,0 pode ser resultado duma absorcao lenta
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e gradual da auxina nos explantes, quando estdo inoculados num meio com grandes
concentragdes de 2,4-D (Santarem et al. 1997; Hofmann et al. 2004).

A absorcao de 2,4-D pelas células aumenta com o incremento da acidez do meio e
também com o aumento da diferenca entre o pH do meio e do citoplasma celular (George et al.
2008). Em varios casos, o pH dos meios acaba por decrescer para valores inferiores a 5,0,
levando a um influxo mais rapido das auxinas (Minocha 1987). Num estudo, por exemplo,
observou-se que a absor¢ao de 2,4-D em culturas de milho aumentou quando o pH decresceu
de 5,5 para 4 (George et al. 2008). No entanto, como consequéncia, a acumulagao excessiva de
auxina em condi¢des de cultura pode inibir alguns processos morfogénicos ou levar a efeitos
indesejados (Minocha 1987; Nic-Can and Loyola-Vargas 2016). Nos meios mais acidos nao
houve uma grande formacao de raizes adventicias ou transi¢cdo da cor dos calos para tons de
castanho ou preto, levantando a questdao se o pH dos meios ficou constante desde a inoculagao
dos explantes. As razdes que causaram o fraco desenvolvimento dos explantes num meio com
pH 5,0 e um maior nimero de embrides somaticos no meio pH 6,5 ndo sdo claras. Da maneira
que o pH influencia a absor¢cdo de PGR e nutrientes, seria de esperar observar diferencas
notaveis nos explantes entre os meios com os valores mais altos ou baixos.

A absor¢do diferencial de nutrientes, fluxo de H*, utilizagdo doutros constituintes do
meio e o tipo de células vegetais também podem causar mudangas abruptas do pH (Minocha
1987). Estas mudancas sdo variaveis, podendo ser ligeiras ou drésticas, acontecendo logo apds
a inoculagdo dos explantes ou decorrendo no espaco de alguns dias. O pH final do meio de
cultura acaba por ser especifico consoante o tipo de tecido ou espécie usada (Hofmann et al.
2004). Por causa destas grandes alteragdes do pH do meio, muitas das vezes nao ¢ possivel
determinar correlagdes significativas e/ou confidveis entre o pH inicialmente definido e o
comportamento das células (Minocha 1987). Adicionalmente, também nao ¢ possivel concluir
qual € o melhor pH inicial, quando se testa varios valores, a ndo ser que o pH dos meios seja
constantemente monitorizado ou ajustado (Minocha 1987).

Nesta experiéncia, o valor pH dos meios nao foi analisado apos a autoclavagem e desde
esse momento podem ter ocorrido alteracdes do pH dos meios. Para além disso, como foi
referido anteriormente, desde a inoculagdo dos explantes, os meios de cultura podem ter sofrido
alteragdes do pH devido ao metabolismo dos explantes. Como o pH dos meios pode ter mudado
durante a experiéncia e os valores ndo foram monitorizados, os resultados obtidos ndo sdo
confidveis, podendo ndo representar o verdadeiro comportamento dos explantes face a

diferentes valores de pH.
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4.1.4. Efeito do stresse oxidativo

Espécies reativas de oxigénio foram reconhecidos como reguladores essenciais do
crescimento e desenvolvimento das plantas. ROS demonstram uma fung¢do dupla em varios
processos de desenvolvimento que dependem do nivel e distribui¢ao no interior da célula (Zhou
et al. 2016a). Um aumento de ROS pode causar danos na célula, especialmente em
biomoléculas como o DNA, proteinas e lipidos, reagir com a membrana plasmatica e a altos
niveis de ROS pode ocorrer a necrose ou apoptose (Rose et al. 2013; Prudente et al. 2020). Por
outro lado, em concentragdes ideias, os ROS podem funcionar como moléculas sinalizadoras,
estimulando os fatores de transcri¢do, genes de defesa, causar respostas adaptativas e induzir
embriogénese somatica (Zhou et al. 2016a; Prudente et al. 2020).

Fatores de stresse ou a sinalizagdo por ROS t€m de interagir com vias de sinalizacio
hormonal para promover desdiferenciacdo, reentrada no ciclo celular e a organogénese
necessaria para embriogénese somatica (Zhou et al. 2016a). Estudos recentes revelam as
interagdes entre ROS e sinais hormonais durante o desenvolvimento. As auxinas interagem com
ROS para controlar diversos aspetos do crescimento e desenvolvimento das plantas (Rose et al.
2013; Zhou et al. 2016a). Por exemplo, estudos revelaram que o 2,4-D e ROS melhoram a
ativagdo da divisdo celular em paralelo com mecanismos de defesa celular (Pasternak et al.
2007). Como as auxinas e as vias de sinalizagdo de stresse oxidativo cooperam para ativar a
reentrada no ciclo celular continua incerto, acompanhado pelo facto de que a diferenciagao
celular acompanha a reentrada no ciclo celular (Berckmans et al. 2011; Rose et al. 2013; Zhou
et al. 2016a). Pensasse que a ativagdo paralela de auxina e sinalizagdo de stresse pode ser um
evento importante na adaptacdo celular, reprogramando a padrdes de expressdo de genes,
metabolismo e fisiologia celular, resultando na aquisi¢ao de totipoténcia e competéncia
embriogénica das células somaticas das plantas (Zavattieri et al. 2010). Um niimero crescente
de publicagdes associa ROS com a indug@o da embriogénese somadtica, sugerindo que a indugao
do stresse oxidativo nos explantes em cultura pode causar a desdiferenciagdo das células
(Prudente et al. 2020).

O peroxido de hidrogénio (H>0>) € um agente oxidativo fraco entre as outras espécies
reativas de oxigénio devido a sua lenta decomposicao. Este ROS pode ser produzido por varios
tipos de células e exibe uma habilidade de rapidamente penetrar as membranas celulares.

Devido a estar caracteristicas, H>O2 pode funcionar como um mensageiro secundario,
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amplificando sinalizagdo intracelular para a ativagao do ciclo celular, induzindo a expressao de
genes e a sintese de proteinas necessarias para regular a vias morfogenéticas e producdo de
embrides somaticos (Prudente et al. 2020). H4 um efeito duplo pela suplementagao de H>O> em
meio de cultura, por um lado concentracdes baixas em meio de cultura melhoram a
embriogénese, enquanto valores mais elevados inibem a embriogénese (Zhang et al. 2015). Em
Lycium barbarum, a frequéncia da embriogénese somadtica atingiu o seu valor maximo no meio
suplementado com 200 uM de H>O» (Kairong et al. 1999). Uma concentragao de 100 uM
aumentou o numero de embrides somaticos em cerca de 20% e a adi¢do de 200 uM H>O;
aumentou o numero em cerca de 100%. Concentragdes mais elevadas de H>O> (300 uM)
inibiram a formacao de embrides somaticos (Kairong et al. 1999). Em duas espécies de Picea,
a adicdo H202 ao meio promoveu o desenvolvimento do tecido embriogénico e o posterior
desenvolvimento de embrides somaticos (Hazubska-Przybyt et al. 2020). Noutro estudo,
tratamentos de 100-300 umol/L H>O; em cotilédones de Fraxinus mandshurica promoveu a
embriogénese somatica dentro de 30 dias. No entanto, a capacidade do H>O> para promover a
embriogénese somadtica diminui ao longo do tempo (Yang et al. 2021). Adicionalmente,
tratamentos em bananeira (Musa spp.) e na planta do algodao (Gossypium spp.) (Ganesan and
Jayabalan 2004; Ma et al. 2012; Cheng et al. 2015; Zhou et al. 2016b).

Nos estudos referidos anteriormente, o stresse oxidativo foi induzido pela adigdo de
H>0> ao meio de cultura e os explantes estiveram em exposi¢do prolongada, demonstrando
efeitos positivos do stresse oxidativo (especialmente em plantas lenhosas) (Kairong et al. 1999;
Hazubska-Przybyt et al. 2020; Yang et al. 2021). No entanto, no ensaio executado para esta
dissertacdo foram feitos choques de H>0O2. Nao houve diferencas significativas no nimero de
embrides somaticos induzidos e o desenvolvimento foi semelhante em todos os explantes até
ao final da experiéncia, exceto em alguns explantes inoculados no meio do choque de 3% H>0»
que ndo germinaram. Apesar de ser uma espécie reativa de oxigénio fraca, o H> O, demonstrou
a capacidade de impedir a germinagdo de alguns embrides zigdticos, provavelmente ao induzir
a necrose ou apoptose das células destes (Rose et al. 2013). Provavelmente o curto espacgo de
tempo em que os explantes foram submetidos ao stresse oxidativo ndo foi suficiente para induzir
vias de sinalizacdo para a desdiferenciacdo celular, que poderiam levar a um processo de
embriogénese somatica mais eficaz ou precoce, acabando por apenas ativar respostas de defesa

com a producao de compostos antioxidantes (Cassells and Curry 2001; Cho et al. 2003).
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4.1.5. Tratamento com NaCl

Estudos anteriores testaram o efeito do cloreto de s6dio (NaCl) na multiplicagdo de
tecidos e indugdo da embriogénese somatica (Galiba and Yamada 1988; Ben-Hayyim and
Goffer 1989; Hossain et al. 2007). O stresse osmotico causado por manitol ou por NaCl revelou
ser um fator importante para o condicionamento da embriogénese somatica em estudos com o
hibrido Carica papaya X C. cauliflora (Elmeer 2013). Exposi¢do inicial das culturas
embriogénicas com NaCl e manitol seguido da transferéncia para meios com osmolaridade mais
baixa duplicou a eficdcia da embriogénese somdtica comparativamente a culturas sem o
tratamento (Sabbah and Tal 1990). A presenga de NaCl durante a embriogénese da espécie
Citrus sinensis afeta o equilibrio de reguladores de crescimento normal (Ben-Hayyim and
Goffer 1989). Inicialmente, o NaCl consegue substituir a fun¢do de citocininas ou ABA na
sintese de clorofila e aumenta a necessidade de acido giberélico para uma formagdo da fase
cordiforme na embriogénese (Ben-Hayyim and Goffer 1989). A troca com o acido ABA pode
ser explicada num principio de aumento dos niveis endogenos desta fitohormona induzidos por
NaCl (Ben-Hayyim and Gofter 1989). A frequéncia da formagdao de embrides somaticos no
trigo aumentou com o incremento das concentragdes de NaCl com uma taxa maxima de indugao
a40mM (Elmeer 2013). No entanto, em concentragdes excessivas (170mM), a indugao de calos
e o crescimento de calos primarios foi suprimida. Adicionalmente, NaCl suprimiu a
diferenciagdo do meristema apical, mas nao preveniu o crescimento dos embrides somaticos.
Em cultivares de arroz, o NaCl diminuiu bastante a frequéncia de regeneracdo mas aumentou
ligeiramente a taxa de sobrevivéncia das plantulas regeneradas (Elmeer 2013).

No ensaio executado para esta dissertagdo nenhum dos explantes sobreviveu, incluindo
os controlos. Isto pode significar que as concentragdes de NaCl utilizadas foram de tal forma

elevadas que provocaram a senescéncia dos explantes.

4.6. Andlise fenotipica

Em feijoa, os embrides somaticos induzidos t€ém uma grande tendéncia para desenvolver
anomalias fenotipicas (Canhoto et al. 1999b, 2009). Desde os primeiros estudos de

embriogénese somatica nesta espécie que se notou esta tendéncia (Cruz et al. 1990). Nessas
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observagoes, as anomalias mais comuns foram fusao de embrides, cotilédones extranumerarios
ou fusao dos cotilédones (Cruz et al. 1990; Pescador et al. 2008; Canhoto et al. 2009). Neste
estudo, para além das anomalias observadas anteriormente, também se registou cotilédones
ausentes ou pouco desenvolvidos e germinagao precoce. Normalmente, concentragoes elevadas
de 2,4-D durante a indugdo diminuem a germinacao precoce dos embrides somaticos, mas em
feijoa a concentracdo de 2,4-D normalmente usada ¢ considerada baixa, explicando este
desenvolvimento ter também acontecido no controlo (Baker and Wetzstein 1994).

Certas anomalias presentes nos embrides somaticos de feijoa apresentam semelhancgas
com os fendtipos de mutantes em Arabidopsis (Mayer et al. 1991; Torres-Ruiz et al. 1996;
Richter et al. 2010). Mutantes gnom de Arabidopsis sdo caracterizados por um grau variado de
planos de divisao celular inclinados, causados pela falta de distribui¢do polar de auxina que iria
definir os &pices (Mayer et al. 1991; Pescador et al. 2008). Demonstram altera¢des fenotipicas
na embriogénese, ndo ocorrendo desenvolvimento de ambas regides apicais do embrido e estes
acabam por ficar com uma forma esférica ou conica (Richter et al. 2010). Por outro lado, o
mutante gurke leva apenas a auséncia dos cotilédones, mas em alelos fracos podem desenvolver
pequenas protuberancias podendo representar cotilédones incipientes (Torres-Ruiz et al. 1996;
Pescador et al. 2008). CUP-SHAPED COTYLEDON 1 (CUCI) e 2 (CUC2), sao dois genes
redundantes necessarios para a separagao dos cotilédones no inicio da sua formacao e também
para a formacdo dum meristema apical do caule funcional (Aida et al. 1999). A ocorréncia de
diferentes planos de divisdo celular nas células embriogénicas dos explantes de feijoa, parece
refletir a perturbagdo da polaridade celular, podendo ser este o mecanismo envolvido na
formagado de embrides somaticos anomalos (Pescador et al. 2008; Cristofolini et al. 2014) .

Virios outros fatores podem causar as alteragdes estruturais observadas durante a
embriogénese somatica em feijoa (Fraga et al. 2013; Cristofolini et al. 2014). Os calos sdo uma
fonte de alteracdo genética devido a sua origem a partir de diferentes tecidos e tendéncia para
mixoploidia e em feijoa o processo de embriogénese somatica decorre pela via indireta e
formacdo de calos antes da inducao de embrides somaticos (Pescador et al. 2008; Cristofolini
et al. 2014). Outra hipdtese propos que a origem multicelular dos embrides somaticos em feijoa
também estaria relacionada com o desenvolvimento de anomalias (Canhoto and Cruz 1996b;
Pescador et al. 2008).

O desenvolvimento de anomalias em embrides somaticos ¢ frequentemente relacionado
com o uso de 2,4-D no meio de cultura na regeneracdo de plantas (Garcia et al. 2019; Bidabadi
and Mohan Jain 2020). E muito provavel que a exposi¢io prolongada a 2,4-D em cultura tenha

efeitos negativos nos processos genéticos e fisiologicos dos explantes de feijoa. Pensa-se que o
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2,4-D gera uma ativagdo de stresse que permite induzir a embriogénese somatica, mas também
foi proposto que o efeito embriogénico do 2,4-D deriva da sua agdo de induzir a metilagdo de
DNA nuclear (Pescador et al. 2008). De facto, julgasse que a metilacdo de DNA ¢ um processo
indispensavel para iniciar a embriogénese somdatica, mas como consequéncia, também pode
induzir variagdes somaclonais, que conseguem persistir nas plantas regeneradas e ser
transmitidas para a proxima geragdo (Garcia et al. 2019; Bidabadi and Jain 2020). Para muitas
espécies, o uso quase obrigatorio de 2,4-D (para induzir embriogénese somatica), uso de
explantes polissomaticos em vez de meristematicos e a fase de formacao de calos da via indireta
embriogénese somatica parecem serem os principais fatores que induzem o desenvolvimento
de anomalias em embrides somaticos (Pescador et al. 2008). Assim, ¢ necessario explorar
diferentes metodologias para minimizar os efeitos negativos da utilizagdo de protocolos

convencionais de embriogénese somatica.
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A feijoa ¢ uma boa candidata para o cultivo e comercializa¢do internacional e diversos
estudos ja foram feitos nesta espécie para criar protocolos de clonagem eficazes através da
embriogénese somatica. Uma das maiores limitagdes do processo de embriogénese somatica
em feijoa ¢ o desenvolvimento de anomalias nos embrides somaticos, causadas por uma
exposicao prolongada a 2,4-D.

Neste trabalho foram aplicados diferentes fatores de stresse para analisar o seu efeito na
indugcdo de embriogénese somatica em feijoa. Infelizmente, nenhum dos fatores de stresse
testados demonstrou induzir, s6 por si, a embriogénese somatica ou potenciar a sua expressao.
Contudo, reconheceu-se que algumas das metodologias usadas nao foram as mais eficientes.
Outros estudos obtiveram resultados positivos em plantas lenhosas usando os mesmos fatores
de stresse, mas com outros métodos. Adotar estas metodologias em ensaios futuros na feijoa
podera revelar outros resultados ou consolidar a ineficacia dos fatores de stresse testados neste
trabalho.

O feno6tipo dos embrides somdticos também foi avaliado. A exposicao continua do 2,4-
D levou a que a maioria dos explantes se desenvolve anomalias. No entanto, estas deformacgdes
fisicas exibem semelhangas com mutantes de Arabidopsis. Estes paralelos sdo importantes, pois
a compreensao da fisiologia dos embrides mutantes em Arabidopsis poderd levar a um melhor
entendimento dos processos bioldgicos por detras do desenvolvimento andmalo de embrides
somaticos em feijoa. Desta forma, poderdo ser criadas metodologias que mitiguem o
desenvolvimento de anomalias na embriogénese somatica de feijoa, baseadas nos processos

biologicos em Arabidopsis.
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