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Resumo

A embriogénese somética é um processo que permite a rdpida propagagdo de
espécies economicamente importantes e uma poderosa ferramenta na transformacéo
genética. Uma das fases mais importantes neste processo é a maturacdo dos embrides
somaticos, visto que durante esta fase € comum ocorrer um numero significativo de
embrides andmalos, o que pode ter implicacdes na sua conversdo em plantulas. A indugdo
da embriogénese somatica e o desenvolvimento de embribes de tamarilho (Cyphomandra
betacea) foram estudados no Laboratério de Biotecnologia da FCTUC e usados com
sucesso na regeneracdo das plantas a partir de varios tipos de explantes. E um sistema de
duas fases no qual a embriogénese somatica é induzida em meio MS, na presenca de uma
auxina e com concentracOes elevadas de sacarose, seguindo-se a transferéncia do tecido
embriogénico obtido para um meio sem auxina e com niveis reduzidos de sacarose, de
modo a obter embrides somaticos. Trabalhos anteriores demonstraram que optimizando as
condigdes de maturacdo ha um maior rendimento e uma melhor qualidade dos embrides
formados. Neste trabalho, pretendeu-se optimizar a maturagdo de embrides sométicos de
tamarilho, testando diferentes tipos de calos embriogénicos em diversas condi¢bes de
maturacdo. Calos com diferentes idades, origens e qualidades embriogénicas foram
avaliadas, variando a composi¢do do meio de cultura, em particular pela adicdo de carvao
activado, varias concentracdes de sacarose e de outros agentes osméticos para além da
sacarose. A manifestacdo de diferentes capacidades embriogénicas por parte das linhas
estudadas perante os tratamentos aplicados, confirmou assim a importancia da origem e da
idade dos explantes na obtencdo de embrides somaticos maduros. O calo induzido a partir
de material micropropagado de uma arvore adulta (TJ-CE3) revelou uma auséncia de
competéncia embriogénica, que podera ser justificada pelos baixos niveis enddgenos de
peroxido de hidrogénio nesta linha de calo (cerca de 6 umol/l), quando comparados aos
detectados em calos embriogénicos (cerca de 12 umol/l) induzidos na mesma altura, mas a
partir de material com origem seminal (linha TV-CE2). De um modo geral, foi a linha TV-
CEL1 a que demonstrou uma resposta melhor, em termos do nimero de embries formados,
sendo 0 ABA (2 mg/l, TMA2) o composto mais eficaz, neste tipo de calo, promovendo o
desenvolvimento de 204 embrifes/100 mg de calo. No caso do TV-CE2, uma linha de calo
mais recentemente estabelecida, contrariamente ao esperado, este apresentou respostas

inferiores ao TV-CE1, sendo os melhores resultados obtidos para o meio TM2 (50,3




embrides sométicos/100 mg de calo). O controlo da maturagdo e dos processos de
conversdo atraves da analise histoldgica permitiram observar os efeitos das condigdes de
cultura no desenvolvimento dos embrides, em particular no padrdo apical-basal e na
organizacdo de meristema apical. Observou-se que, mesmo em embrifes andémalos o
meristema apical se organizou de acordo com o padrdo normal, sugerindo que este tipo de
embrides, teria potencial para desenvolver de uma forma normal e atingir a conversao em

plantulas.

Para além dos ensaios de maturacao realizados foram testados factores influentes na
inducdo de embriogénese somatica como o0 gendtipo, a dimensdo do explante e as
condicbes do meio, mais concretamente a sua composi¢cdo quimica. Nestes ensaios
observaram-se disparidades nas taxas de inducdo observadas para os 3 genoétipos testados e
na quantidade de calo observado. Foi o gendtipo de tamarilho vermelho que apresentou as
taxas de inducdo mais altas, a rondar os 68% de explantes com tecido embriogénico. A
fragmentacdo dos explantes foliares em sec¢cdes com 3-10 mm revelou-se uma técnica

eficaz, permitindo a formacédo de quantidades superiores de calo embriogénico.

Os ensaios de inducdo de organogénese in vitro realizados, recorrendo a material
vegetal estabelecido in vitro (linha TJ), proveniente de uma arvore adulta, demonstraram, a
semelhanca do que se observou na maturacdo de embriGes somaticos, uma baixa
capacidade organogénica desta linha, visto que das gemas isoladas apenas 13,3% geraram

rebentos caulinares.

Palavras-chave: calo embriogénico, maturacdo, organogénese, peroxido de

hidrogénio, stress
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Abstract

Somatic embryogenesis is a process that allows the fast propagation of economical
important species and a powerful tool in breeding and genetic transformation. One of the
most critical phases in this process is the embryo maturation, because during this stage it is
usual to find a significative number of anomalous embryos, what may have implications in
their conversion in emblings. Somatic embryogenesis induction and somatic embryo
development of the Solanaceous tamarillo tree (Cyphomandra betacea) have been studied
at the Biotechnology Laboratoty of FCTUC, and successfully used on the regeneration of
these plants from several types of explants. It is a two-step system in which somatic
embryogenesis is induced in MS medium containing an auxin and high sucrose
concentrations, and the embryogenic tissues obtained must be transferred to an auxin-free
medium, with reduced sucrose levels, in order to obtain somatic embryos. Previous work
has demonstrated that, by optimizing maturation conditions, a higher yield and a better
quality of the formed embryos can be achieved. In this work, it was intended to optimize
the maturation of somatic embryos of tamarilho by testing different types of embryogenic
callus in different maturation conditions. Callus at different ages, embryogenic origin and
quality were assessed by varying the composition of culture medium, in particular by
addition of activated charcoal, various concentrations of sucrose and other osmotic agents
other than sucrose. The expression of different capacities by the embryogenic lines studied
before the treatments applied, thus confirming the importance of the origin and age of the
explants to obtain mature somatic embryos. The callus induced from micropropagated
material of a mature tree (TJ-CE3) revealed an absence of embryogenic competence,
which can be explained by the endogenous low levels of hydrogen peroxide in this callus
line (about 6 pumol / 1), where compared to those detected in embryogenic callus (about 12
pmol /1) induced at the same time but from seminal material source (line TV-CE2).

In general, it was line TV-CE1 that showed a better response in terms of the
number of embryos formed being ABA (2 mg / |, TMAZ2) the most effective compound in
this type of callus, promoting the development of 204 embryos/ 100 mg callus. In the case
of line TV-CE2, a callus more recently established, contrary to expectations, it showed
lower responses to TV-CE1, the best results being obtained for the middle TM2 (50.3
somatic embryos /100 mg callus). Control of the maturation and conversion processes by

histological analysis allowed observe the effects of culture conditions on embryo
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development, in particular in the apical-basal pattern and in the apical meristem
organization. It was observed that, even in the abnormal embryos apical meristem is
organized according to normal, suggesting that this type of embryos would have the

potential to develop normally and achieve conversion to plantlets.

In addition to the maturation tests performed were evaluated factors that influence
the induction of somatic embryogenesis as the genotype, the size of the explant and the
environment conditions, more specifically to their chemical composition. In these tests it
was observed differences in the rate of induction observed for the 3 genotypes and the
amount of callus observed. Red tamarilno genotype showed higher induction rates,
hovering around 68% of explants with embryogenic tissue. Fragmentation of leaf explants
into sections of 3-10 mm proved to be an effective technique, allowing the formation of

higher amounts of embryogenic callus.

The induction of organogenesis assays performed in vitro, using established plant
material in vitro (TJ line) from a mature tree, shown, similar to that observed in the
maturation of somatic embryos, low organogenic capacity of this line, since that of gems

isolated only 13.3% generated stem shoots.

Keywords: embriogenic calli, hydrogen peroxide, maturation, organogenesis, stress
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1. Introducao

1.1- Contextualiza¢ao do trabalho

A agricultura foi desde sempre considerada uma actividade que sustenta a
Humanidade, garantindo comida, roupa/aquecimento e trabalho para a maioria da
populagéo ativa (Federico, 2005). Tudo indica que esta actividade teve origem no sudoeste
asiatico, numa regido designada por Crescente Fertil, ha cerca de 10 000 anos atras (Brown
et al., 2008).

Desde a segunda guerra mundial a populacdo mundial aumentou de 2000 milhdes
para cerca de 7000 milhdes de habitantes (Avni e Blazquez, 2011) e, segundo dados da
FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations) relativos a 2010-2012,
cerca de 868 milhOes de pessoas estdo subnutridas (http://www.fao.org, acedido a
22/04/2013). Tendo em conta a previsdo de um aumento da populacdo até aos 10000
milhGes de habitantes em 2050 (Canhoto, 2010), para que as necessidades alimentares
globais sejam satisfeitas, tanto as tecnologias convencionais como a biotecnologia seréo
necessarias (Borlaug e Dowswell, 2005).

O melhoramento genético convencional teve um grande impacto no século 20, num
movimento desighado Revolucdo Verde que permitiu a criacdo de novas variedades, mais
produtivas e com maior rendimento (Borlaug, 2000). Os métodos associados ao aumento
da produtividade de culturas tém tido bastante sucesso, contudo a garantia de alimento néo
se prende s6 com a quantidade de comida disponivel mas também com o seu valor

nutricional (Avni e Blazquez, 2011).

No Laboratorio de Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade de Coimbra (FCTUC) tém sido realizados vérios trabalhos na éarea da
biotecnologia vegetal, com particular destaque para a embriogénese somatica. Esta técnica
tem-se revelado uma poderosa ferramenta para 0 melhoramento vegetal, via técnicas de
transformacdo genética, de propagacdo em massa de material seleccionado e de
criopreservacdo de germoplasma. O tamarilho é uma espécie de eleicdo na busca pela
compreensdo dos mecanismos basicos que regem a embriogénese somatica e & neste
sentido que este trabalho foi desenvolvido, com foco especial para uma das fases mais

criticas da técnica, a maturagdo de embriGes somaticos.
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1.2- Tamarilho [Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt.]

1.2.1- Caracterizag¢ao da espécie
O tamarilho, Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt (sin. Solanum betaceum),

igualmente conhecido por “tree tomato” é também conhecido como berenjena (México ¢
Per(), granadilla (Guatemala), lima tomate (Bolivia), Pepino de arbol / tomate de agua
(Colémbia), tomate chimango / tomateiro da serra (Brasil), tomate cimarron (Costa Rica),
tomate de Castilla (Venezuela), tomate de La Paz (Pert e Chile) ou tomate del monte
(Argentina e Bolivia) (Bohs, 1989). E uma planta da familia Solanaceae, uma das familias
economicamente mais importantes e que inclui o tomateiro, a batateira, os pimenteiros, a
beringela e o tabaco (Heiser e Anderson, 1999) para citar apenas as mais conhecidas. Esta
espécie foi inicialmente descrita em 1801 por Cavanilles com 0 nome Solanum betaceaum
e, em 1845, foi transferida para o género Cyphomandra por Sendtner (Guimaraes et al.,
1996). A designacao vulgar “tamarilno” surgiu em 1967, na Nova Zelandia, como
consequéncia de uma répida producdo e consumo do fruto, que requeria um nome
apelativo do ponto de vista comercial e que ndo fosse confundido com o ja muito
conhecido tomate (Solanum lycopersicum), visto que até entdo o tamarilho era conhecido
como tree tomato (Atkinson e Gardner, 1993). A nivel citolégico, o nimero de
cromossomas no tamarilno foi estabelecido por Vignoli em 1945 como 2n = 24
(Guimaraes et al., 1988).

Trata-se de uma espécie que cresce principalmente em altitudes entre os 1500 e 0s
3000 metros (Bohs, 1989; Cohen et al., 2000). Em climas mais frios adapta-se melhor a
altitudes mais baixas e a temperaturas que ndo descam abaixo dos 10°C (Correia e
Canhoto, 2012). A semelhanca das restantes espécies do género Cyphomandra, o tamarilho
é um arbusto ou arvore de pequeno porte como se pode observar na figura 1a, normalmente
com 2 a 4 m de altura (Lopes et al., 2000), podendo ocasionalmente atingir 7 ou 8 m.
Quando o habito é arb6reo é normalmente composta por um Unico tronco com uma copa
alargada (Fig. 1a) onde surgem as flores e, mais tarde, os frutos (Bohs, 1989). As flores,
representadas na figura 1b sdo rosadas/esbranquicadas, perfumadas (Lopes et al., 2000) e
normalmente desenvolvem-se a partir de meristemas axilares (Correia e Canhoto, 2012),
desde meados da Primavera a meados do Verdo (Prohens et al., 1996; Correia et al., 2009;
Correia et al., 2012). A polinizagdo é principalmente autogamica, o que resulta na baixa
variabilidade encontrada em populagdes naturais (Lopes et al., 2000). As suas folhas
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perenes, com 10 a 30 cm de comprimento e de cor verde, sdo largas (Correia e Canhoto,
2012) e suculentas, frequentemente com base cordiforme, podendo ser simples, lobuladas

ou pinuladas compostas (Bohs, 1989, Fig. 1c).

Figura 1 - Tamarilho (Cyphomandra betacea). a) Arvore adulta de tamarilho, com 15 anos, localizada no Jardim Botanico
da Universidade de Coimbra. b) Pormenor da flor, rosa/esbranquigada. c) Folha de tamarilho, com a base cordiforme. d)
Frutos maduros na arvore, onde se nota o seu desenvolvimento em grupos. e) Detalhe do fruto, onde se podem ver as
sementes. A barra corresponde a 1 cm.

Os frutos apresentam um longo pedunculo, podem ter entre 5-10 cm de
comprimento e 3-5 cm de largura (Fig. 1d) e possuem muitas sementes (Fig. 1e). S&o
caracterizados pela sua forma oval pontiaguda em ambas as extremidades, como € possivel
comprovar através da representacdo, surgindo isolados ou em conjuntos de 3-12 unidades,
entre Outubro a Abril (Correia e Canhoto, 2012). O epicarpo pode ter tonalidades
vermelhas, amarelas, cor de laranja ou uma mistura das trés, consoante o cultivar
(Meadows, 2002). A sua polpa tem uma coloracdo que varia entre o vermelho alaranjado e
o amarelado (Correia e Canhoto, 2012), é consistente e suculenta, um pouco acida (pH
varia entre 3,7 e 3,8) e apresenta um sabor agradavel (Guimaraes et al., 1996). As sementes
sdo achatadas, maiores e mais duras que as do tomate e de cor amarelo-alaranjado (Correia
e Canhoto, 2012). Plantas derivadas de semente iniciam a producdo de fruto ap6s mais ou
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menos 18 meses e podem produzir 15-20 kg/ano (Correia e Canhoto, 2012), rendendo
comercialmente 15-17 toneladas/ha (Bohs, 1989), durante 6 a 10 anos (Correia e Canhoto,
2012). Os cultivares podem variar muito, no tamanho, na forma e na cor dos seus frutos,
sendo os cultivares com frutos vermelhos os mais apreciados devido ao seu sabor, a
apelativa natureza do seu epicarpo vermelha e a possibilidade de utilizar a sua polpa como
uma guarnicdo colorida (Eagles et al., 1994; Lopes et al., 2000).

1.2.2- Origem e distribuicdo da espécie
O tamarilho, encontrado em climas subtropicais, € origindrio dos Andes, em

particular do sul da Bolivia e norte da Argentina (Meadows, 2002), de onde se espalhou
para outras zonas tropicais e subtropicais da América do Sul e da América Central,
incluindo o Brasil, as Antilhas e 0 México. Mais tarde, foi trazido para a Europa e, no
século XI1X, as suas sementes foram enviadas para a China e para as colonias Britanicas:
india, Sri Lanka, Hong Kong, Australia, Nova Zelandia e Africa do Sul (Guimaraes et al.,

1996), como se pode observar na figura 2.
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Figura 2- llustragdo representativa da dispersdo do tamarilho a partir da zona Andina para o resto do Mundo. Na
imagem é possivel ter-se uma referéncia cronoldgica da introdugdo da espécie em varios paises distintos, mais em
particular a data de introducdo em Portugal (cerca de 1800, no Porto) e da sua introdugdo no pais que é actualmente o
maior produtor de tamarilho, a Nova Zelandia, em 1891. Figura adaptada de Bohs, 1989.
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Sendo actualmente cultivado em vaérias partes do Mundo, mais concretamente nos
USA, no Brasil, na India, no Sri Lanka, na Nova Zelandia, no Quénia e em algumas zonas
do Sul da Europa (Guimarées et al., 1996), a sua cultura é bastante promissora noutras
regides do mundo, nomeadamente em paises mediterranicos tais como a Espanha e a Italia
(Acosta-Quezada et al., 2010) e Portugal.

1.2.3- Importancia econdmica da espécie
O tamarilho € cultivado fundamentalmente devido aos seus frutos comestiveis que

tém uma composicdo nutricional rica e variada, com valores elevados de proteinas (1,5-2
0/100 g), vitamina C (30-45 mg/100 g), vitamina E (1,86 mg/100 @), provitamina A e
alguns minerais como ferro e potassio. Adicionalmente, o seu contetdo em hidratos de
carbono (4,7 g/100 g), bem como o seu valor caldrico (cerca de 28 kcal/100 g) sdo
reduzidos (McCane e Widdowson, 1992). Também tém sido realizados estudos relativos
ao conteudo e ao tipo de antocianinas e carotendides no tamarilno e os resultados
revelaram uma importancia bioldgica, terapéutica e propriedades antioxidantes de alguns

destes compostos (Correia e Canhoto, 2012).

Quando maduro, o fruto tem as mesmas aplicacbes que o tomate comum
(Guimardes et al., 1996), podendo ser comido cru, usado em saladas ou cozinhado. E
utilizado em sobremesas, aperitivos, sumos, gelados, iogurtes, polpas, molhos, comida de
bebé e geleias/compotas (Pantoja et al., 2009). Na Bolivia, estes frutos sao misturados com
malaguetas para a confec¢do de um molho que é usado como condimento. Na Papua-Nova
Guiné o tamarilho é fervido e usado em sopas. Na América do Sul é misturado com leite e
acucar de forma a fazer uma bebida refrescante muito semelhante ao milkshake norte-
americano (Bohs, 1989). Em algumas zonas do globo a planta é usada na medicina
popular. Por exemplo, na Jamaica e na Bolivia, utiliza-se contra infec¢des do figado, ja na
Colémbia e no Equador € aplicada no tratamento de inflamacGes das amigdalas ou anginas,
bem como para combater a gripe (Quiroga, 2008). Também se considera um fruto com
potencialidades no estimulo da actividade cerebral, na cura de enxaquecas e dores de
cabeca, obesidade, hipertens&o e rinites (Gatita e Almeida., 2003).

Em paises como a Nova Zelandia e a Colombia, o tamarilho tem um elevado valor
comercial, sendo fonte de receitas derivadas da sua exportacdo. A Nova Zelandia,

actualmente o maior produtor a nivel mundial, produz mais de 2000 toneladas de tamarilho
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por ano, sendo 80% vendidos frescos em mercados locais e os frutos de melhor qualidade
vendidos aos mercados internacionais, principalmente europeus e norte-americanos
(Eagles et al., 1994). Por esse motivo, neste pais, foram estabelecidos programas de
melhoramento de tamarilho, através da seleccdo de plantulas e de gestdo de pomares de

forma a produzir frutos de melhor qualidade (Atkinson e Gardner, 1993).

NoO nosso pais esta espécie é cultivada essencialmente como ornamental, tendo no
entanto sido feitos esforcos para a explorar comercialmente, sobretudo nas ilhas atlanticas,
devido aos precos apelativos que os frutos podem atingir e que incentivam, assim, cada vez
mais os produtores do continente que se vdo apercebendo gradualmente do grande
potencial comercial que o tamarilho tem (Lopes et al., 2000). No entanto o seu cultivo
apresenta algumas limitacGes particularmente face a geadas (mesmo em periodos pequenos
origina a senescéncia da folhagem e dos ramos mais pequenos), a temperaturas
constantemente elevadas, a seca prolongada, a solos inundados ou a &guas estagnadas
(Guimardes et al., 1996).

Apesar desta espécie estar inserida no que, por convengdo, se designa de NUC’s
(Neglected or Underutilized Crops), isto é, uma espécie que tem potencial para ser
utilizada na agricultura mas que, por varias razdes, ndo tem sido devidamente explorada
(Acosta-Quezada et al., 2010; Canhoto, 2010), os precos do fruto de tamarilho no mercado
rondam os 10-15€/kg. Assim torna-Se importante melhorar esta espécie fruteira, quer do
ponto de vista qualitativo quer no que diz respeito a sua producdo. De referir ainda que o
tamarilho retne condi¢des para ser uma espécie competitiva em algumas zonas do nosso

pais, podendo vir a tornar-se uma espécie interessante para 0s nossos agricultores.

1.3- Métodos de propagacao de tamarilho

1.3.1- Métodos de propagacdo convencionais
Em condigdes naturais a multiplicacdo de tamarilho é feita essencialmente por

reproducdo sexuada atraves da formacgdo de sementes. No entanto, muitas espécies de
plantas recorrem a métodos de multiplicagdo vegetativa como estratégias reprodutivas

(Canhoto, 2010). A formagdo da semente esta estreitamente relacionada com varios
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processos fisioldgicos que vdo desde a fecundacdo e formagdo do zigoto passando pelo
desenvolvimento da semente e dispersdao dos frutos (Fowler e Sturion, 2000), sendo o
processo de desenvolvimento do embrido designado de embriogénese zigotica (Fehér,
2003, Fig. 3).
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Figura 3- Esquema sintese do processo fertilizagdo e formagdo da semente. A germinagdo do grao de pdlen, a formagao
do tubo polinico e a sua entrada no saco embrionario através do micrépilo vao permitir a dupla fecundagao e assim, a
formagdo do zigoto que apds uma série de divisdes vai culminar num embrido e que apds a acumulagdo de substancias
de reserva estd pronto a germinar. Adaptado de Goldberg et al. (1994).

No tamarilho, & semelhanca do que acontece com todas as angiospéermicas, a
embriogénese segue 3 fases principais. Uma primeira fase de morfogénese em que o eixo
polar é definido, com a especificacdo do apice caulinar e radicular assim como dos tecidos
embrionarios e do sistema de 6rgdos (West e Harada, 1993). A segunda fase, caracterizada
pela acumulacdo de substancias de reserva, é a maturagdo (Dodeman et al., 1997). Na
ultima fase o embrido prepara-se para a dessecacdo, sofre desidratacdo e, em muitas
espécies, entra num periodo de suspensdo do desenvolvimento vulgarmente conhecido
como dorméncia (West e Harada, 1993). As fases pelas quais 0 embrido passa durante o

seu desenvolvimento encontram-se bem caracterizadas num grande nimero de espécies e
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sdo, no caso das dicotiledoneas, a fase globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (von
Arnold et al., 2002).

Ap0s 3 divisBes sucessivas, 0 zigoto da origem a um embrido no estado octante
(Capron et al., 2009). Segue-se a diferenciacdo da protoderme e a formagdo de um embrido
globular (Rao, 1996). No estado cordiforme o embrido ja é constituido por cerca de 200
células e os primérdios dos 6rgdos da plantula (cotilédones, hipocétilo e meristemas
primarios) sdo anatomicamente distinguiveis, bem como os diferentes tipos de tecidos
primarios - procambio, meristema fundamental e protoderme (Capron et al., 2009). E nesta
fase que o embrido passa a ser formado trés dominios espaciais distintos: o dominio apical
composto pelos cotilédones, pelo &pice caulinar e pela zona superior do hipocétilo, o
dominio central composto maioritariamente pelo hipocétilo e o dominio basal constituido

pelo apice radicular (von Arnold et al., 2002).

Na fase torpedo, ocorre uma elevada expansao celular resultando no alongamento

do embrido ao longo do eixo hipocotilo-raiz (Rao, 1996).

No estado cotiledonar, as células comecam a acumular substancias de reserva e 0s
cotilédones aumentam de tamanho. O embrido completou a sua morfogénese e vai sofrer
um processo de desidratacdo, acompanhado pela producdo de compostos, como as
proteinas LEA (“Late Embryogenesis Abundant”), que vao conferir proteccdo a
dessecacdo. Apos esta fase o embrido pode ou entrar num estado de dorméncia ou
germinar e desenvolver-se, segundo a actividade dos meristemas apicais do caule e da raiz
(Goldberg et al., 1994; Rao, 1996; Dodeman et al., 1997; Canhoto, 2010). Em paralelo
com o desenvolvimento do embrido e a formagdo da semente ocorrem processos como o
desenvolvimento do fruto e a modificacdo do endosperma (Gustafson, 1939). As vérias

fases de desenvolvimento indicadas anteriormente estdo esquematizadas na figura 4.
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Figura 4- Representagdo esquematica das vdrias fases de desenvolvimento do embrido zigético. A parte de cima da
imagem mostra as vdrias etapas recorrendo a técnicas de microscopia, enquanto a parte de baixo esquematiza e da
destaque a formacdo das varias camadas de tecidos e de 6rgdos. Parte de cima adaptada de West e Harada, 1993 e
parte de baixo adaptada de Capron et al. (2009).

Embora a propagagdo de tamarilho por via seminal seja 0 método mais facil de
propagar tamarilho e origine arvores com fenotipos interessantes, com esta técnica ha a
desvantagem de ndo se conseguir controlar as caracteristicas genéticas das culturas e as
baixas taxas de germinacgdo das sementes (Correia et al., 2009; Aslam et al., 2011; Correia
e Canhoto, 2012).

A propagacdo vegetativa pode ser definida como o método através do qual as
plantas se reproduzem sem recorrer a mistura de genes, com base na totipoténcia vegetal
(Canhoto, 2010). No tamarilho, os principais métodos de propagacdo vegetativa sdo a
estacaria e a enxertia (Lopes et al., 2000). A propagacdo por estacaria origina plantas de

menores dimensdes quando comparadas a via seminal, com ramos pendentes (Correia e
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Canhoto, 2012) e garante uniformidade, no entanto, as taxas de multiplicagcdo s&o muito
baixas e pode levar a transmissdo de doencas através do material vegetal (Gahakwa et al.,
2013). A propagacdo por enxertos em tamarilho foi utilizada recorrendo a Solanum
mauritianum, na Nova Zelandia e na Australia (Slack, 1976), com o objectivo de melhorar
a tolerancia a solos inundados, reduzindo a susceptibilidade das suas raizes a podriddo
(Guimarées et al., 1996).

Embora as duas ultimas técnicas referidas permitam propagar 0s genoétipos
desejados (Minocha e Minocha, 1995) estes meétodos apresentam também algumas
limitacGes: podem ser um veiculo de conducdo de doencas (Garcia e Martinez, 1995),
como o virus do mosaico do tamarilho (TaMV) que é transferido se o método de
multiplicacdo escolhido for propagacao vegetativa (Gahakwa et al., 2013), 0 enraizamento
pode ser dificil, pode haver rejeicdo a enxertia, nalguns casos a propagacao vegetativa tem
que ser feita em fases juvenis e sdo métodos morosos, em que se produz um numero
reduzido de plantas e em que existe alguma dificuldade em obter 0os meios necessarios para

a sua concretizacdo (Canhoto, 2010).

1.3.2- Processos de propagac¢ao de tamarilho in vitro
A micropropagacdo pode ser definida como a clonagem através de técnicas de

cultura de tecidos (Geneve, 2001), recorrendo a material de pequenas dimensdes (Canhoto,
2010) e é recorrentemente utilizada ha mais de 50 anos (Gahakwa et al., 2013).

Para ultrapassar os problemas normalmente associados as técnicas de propagacéo e
para manter o germoplasma, a propagacdo in vitro apresenta-se como dos métodos com
maior sucesso e que providencia uma producdo de plantas rapida, geneticamente uniforme
e livre de doencas (Aslam et al., 2011). As culturas estabelecidas apresentam maior vigor,
rendimentos mais elevados (Gahakwa et al., 2013) e uma qualidade fitossanitaria superior,
face a propagacao convencional (Canhoto, 2010). A aplicacdo desta técnica em tamarilho e
em arvores elite de outras plantas lenhosas permite a obtencdo de clones mais produtivos,
apresenta novas alternativas e por vezes, solucfes Unicas em programas de melhoramento
(Golle et al., 2009). O meio, solidificado, é facil de manusear no sentido de produzir
elevados niveis de resposta, as taxas de regeneracdo de plantas sdo elevadas e as plantas

formadas sdo férteis (Gaj, 2001). O sucesso desta técnica, a uma escala comercial,

12
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depende, em ultima andlise, da capacidade de transferir as plantas formadas em larga
escala, a precos baixos e com taxas elevadas de sobrevivéncia (Hazarika, 2006).

As metodologias de micropropagacdo sdo divididas em trés tipos diferentes, de
acordo com o material inicial e com a resposta obtida: proliferacdo de meristemas
existentes no explante inicial, inducdo de organogénese e embriogénese somatica
(Canhoto, 2010).

1.3.2.1-  Poliferacdo de meristemas existentes no explante inicial
Assim que se comecou a perceber melhor o funcionamento dos meristemas (Fig. 5)

e as suas aplicagcOes, segmentos caulinares nodais com meristemas axilares dormentes,
comegaram a ser cultivados, estimulando o seu desenvolvimento. Uma vez que os
meristemas ja estavam presentes na planta mée, estas estruturas comecaram a ser usadas
para a multiplicacdo clonal (Kumar et al., 2006). Para além da multiplicacdo em larga
escala, a propagacdo de meristemas pode ser usada com outras finalidades como estudos
fundamentais do funcionamento do meristema, a conservacgdo de germoplasma, a obtengéo
de plantas livres de virus a partir de material vegetal contaminado e microenxertia, ou seja,

enxertia executada in vitro (Canhoto, 2010).

Figura 5- Esquematiza¢do do meristema apical caulinar, representado a amarelo e dos primdrdios foliares. Adaptado de
Rodrigues e Kerbauy (2009).
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1.3.2.2- Inducao de organogénese
A organogénese in vitro é um processo onde os 6rgdos (meristemas, raizes, caules)

sdo obtidos de novo, sob certas condicdes fisicas e quimicas (Thorpe, 1980). Esta técnica
pode ser conseguida recorrendo a diferentes tipos de explantes tais como embries,
meristemas apicais, 6rgdos primordiais, camadas celulares de 6érgdos maduros, fragmentos
complexos de 6rgaos maduros, 6rgaos intactos e protoplastos (Hicks, 1980). Em tamarilho,
ja se conseguiu a regeneracdo de plantas completas recorrendo a organogeénese de
diferentes tipos de explantes, entre eles hipocotilos, cotilédones, raizes e embrides
zig6ticos maduros e também de protoplastos (Guimaraes et al., 1996; Santos, 2012).

A organogénese in vitro depende da aplicacio de hormonas exdgenas,
particularmente de auxinas e citocininas (Angulo-Bejarano e Paredes-Lo6pez, 2011), da
capacidade do tecido para responder (Sugiyama, 1999) bem como da temperatura de

incubacdo ou do tipo e intensidade da radiacdo (Turk et al., 1994).

Existem dois processos distintos que podem levar a formacdo de plantas por
organogénese. Um deles é directamente, e neste ha o desenvolvimento de meristemas
adventicios que se desenvolvem em rebentos caulinares e que apos enraizamento formam
novas plantas. O outro processo, mais vulgar, é indirecto e difere do primeiro
essencialmente na formacdo de um calo, a partir do qual se forma gemas, seguindo-se
depois o enraizamento (Bansal e Pandey, 1993; Hicks, 1994; Tonon et al., 2001; Canhoto,
2010).

Esta técnica apresenta um elevado potencial para propagacao em larga escala, visto
que podem ser formados centenas de rebentos a partir de um Unico explante. Teoricamente
o limite de rebentos formados é o nimero de células no explante mas na verdade nem todas
as células sdo induzidas (Canhoto, 2010). Uma desvantagem do processo de organogénese
prende-se com os altos custos do processo para uma escala comercial (Montalban et al.,
2010).

1.3.2.3- Inducdo de embriogénese somatica
A embriogenese somética € o processo pelo qual células somaéticas, sob

determinadas condicGes, sofrem uma reestruturacdo (desdiferenciacdo) e uma

reprogramacao (ou rediferenciacdo), formando células embriogénicas com capacidade de
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gerar embrides e, em Gltima instancia, originar novas plantas, tudo sem ocorrer a fusdo dos
gametas (Jiménez, 2001; Rose et al., 2010; Yang e Zhang, 2010). Esta habilidade de
formar embrides morfologicamente normais e regenerar plantas completas a partir de

células somaticas indiferenciada é exclusiva das plantas (Zimmerman, 1993).

Sendo um processo andlogo a embriogénese zigdtica em que uma ou varias células
sdo precursoras de embrides (Santa-Catarina et al., 2001; Yang e Zhang, 2010), a
embriogénese somatica tem sido utilizada como um modelo atractivo para o estudo da
embriogénese, especialmente em fases iniciais do desenvolvimento, tendo em conta as
dificuldades em aceder as fases iniciais do desenvolvimento embrionario no interior do

6vulo (von Recklinghausen et al., 2000; Karami e Saidi, 2010).

O processo de embriogénese somatica depende da espécie e da seleccdo dos
genotipos que melhor respondem (Pullman et al., 2003), sendo investigados alguns efeitos
na manipulagdo de culturas tais como os reguladores de crescimento das plantas e factores

nutricionais, fisicos e quimicos (Komatsuda et al., 1992).

A embriogénese somatica é o método preferencial para propagacdo em massa de
plantas geneticamente uniformes (Stasolla e Yeung, 2003), muito efectivo na propagacao
de plantas elite (Montalban et al., 2010) sendo mesmo considerado por muitos como o
método menos dispendioso para estes fins (Stasolla e Yeung, 2003), pois possibilita a
producdo de um numero ilimitado de embrides somaticos (Montalban et al., 2010; Aslam
et al., 2011). Outra aplicacdo da embriogénese somatica é na possibilidade de criopreservar
material embriogénico que pode ser conservado até que ensaios de campo permitam aferir
a qualidade do material propagado (Minocha e Minocha, 1995; Troch et al., 2009). A
embriogénese somatica apresenta-se também como um sistema ideal em protocolos de
transformacdo genética, assumindo a origem unicelular dos embrides (Montalban et al.,
2010) o que associado a sistemas eficientes de controlo de morfogénese das células e dos
tecidos, se apresenta como uma via eficiente para a regeneragdo de plantas modificadas
(Rai et al., 2007; Aslam et al., 2011). A ocorréncia de variacdo somaclonal e a obtencédo de
hibridos somaticos através da regeneracdo por embriogénese somética no seguimento da
fusdo de protoplastos sdo outros sistemas em que este tipo de regeneracdo pode ser

importante (Corredoira et al., 2003; Kantharajah e Golegaonkar, 2004).

Devido a este vasto conjunto de aplicacdes da embriogénese somatica tem havido

um grande estimulo face ao estudo das condicdes in vitro determinantes, tanto na fase de
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indugdo como em etapas subsequentes, que levam a formacéo de plantas regeneradas (Gaj,
2004). No entanto, alguns problemas da embriogénese soméatica como o elevado nimero
de embriBes somaticos andmalos produzidos, as baixas taxas de conversao dos embrides
em plantas e o potencial reduzido de explantes adultos de sofrerem embriogénese somatica
continuam a persistir (Canhoto et al., 2009). A fraca qualidade dos embrides resultantes €
uma das maiores barreiras para a comercializacdo da tecnologia da embriogénese somatica
(Pullman et al., 2003). Outro obstaculo associado a aplicacdo do sistema de embriogénese
somatica prende-se com as baixas taxas de inducdo e com a dificuldade da manutencéo da
competéncia embriogénica do material formado, reportado nalgumas espécies, como no
castanheiro (Corredoira et al., 2003; Pullman et al., 2003). A baixa sobrevivéncia das
culturas de embriBGes, o declinio das culturas que leva a diminuicio ou mesmo a
inexisténcia da producdo de embrifes e a incapacidade dos embribes de maturarem
totalmente, o que resulta em baixas taxas de germinacdo ou plantulas com pouco vigor séo

outras limitacGes apontadas a esta técnica (Pullman et al., 2003).

A embriogénese somatica pode ser induzida em varios tipos de explantes como
plantulas e os seus oOrgdos, peciolos, limbo, raizes, meristemas, embrides zigdticos e
cotilédones (Gaj, 2004).

A fase de inducédo pode ocorrer numa de duas formas. Pode ser directa e decorrer na
superficie de um tecido organizado como uma folha ou um segmento caulinar, isto €, a
célula pode ser considerada como pré-determinada para um desenvolvimento
embriogénico que apenas necessita de condi¢Bes apropriadas para permitir a sua expressao
(von Arnold et al., 2002) ou pode ser indirecta pelo que ha um passo intermédio, de
formacdo de calo. Neste caso, 0 meio a usar € mais complexo pois deve incluir factores
adicionais que conduzam a desdiferenciacdo e reiniciacdo da divisdo celular de células ja
diferenciadas antes que estas manifestem a sua competéncia embriogénica (Jiménez, 2001;
Ikeda-Iwai et al., 2003).

1.3.2.3.1- Inducdo de embriogénese somatica em tamarilho
O primeiro relato de embriogénese somatica em Solanaceas data de 1965, por

Haccius & Lakshmanan (Haccius e Lakshmanan, 1965). No tamarilho, o primeiro registo
de sucesso na indugdo de embriogénese soméatica em tamarilho ocorreu em 1988, a partir

de embrides zigoticos maduros e segmentos do hipocotilo (Guimardes et al., 1988).

16
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A inducdo de embriogénese somética e o desenvolvimento embrionério somético
em tamarilho ja foram concretizados com sucesso recorrendo a varios explantes como
embribes zigoticos maduros, cotilédones, hipocétilos, raizes e folhas provenientes da

proliferacdo de meristemas cultivados in vitro (Correia et al., 2012).

O tamarilho € uma planta cuja regeneracdo é um sistema em duas-fases (Fig. 6)
(Correia e Canhoto, 2012) isto porque h& a formacdo de calo embriogénico em
determinadas condi¢des e o desenvolvimento de embrides é conseguido com condigdes
diferentes (Canhoto, 2010).
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Figura 6- Esquematizagao geral do processo de embriogénese somatica em tamarilho. Imagem adaptada de Canhoto
etal., 2005.

Nesse processo, a semelhanga do que se observa noutras especies, verifica-se a

formacdo de dois tipos diferentes de calo (calo embriogénico e calo ndo embriogénico)
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bem distinguiveis essencialmente pela sua morfologia e pela cor (Correia et al., 2009;
Yang e Zhang, 2010; Correia et al., 2011). O calo ndo embriogénico de tamarilho é
caracterizado por ser mais amarelado e friavel (Lopes et al., 2000) enquanto o calo
embriogénico apresenta um crescimento muito mais lento que o calo ndo embriogénico
(Guimarées et al., 1988).

O calo embriogénico foi, em varias espécies, caracterizado pela presenca de
agregados nodulares, uma superficie lisa, células normalmente pequenas, isodiamétricas,
densamente citoplasmatico (Namasivayam, 2007), com paredes celulares espessas,
pequenos vacuolos, uma actividade metabdlica elevada. As células do ultimo tipo de calo
mencionado sdo designadas como massas pro-embriogénicas ou embrides pré-globulares,
por serem compostas por embrides em estadios muito juvenis (Jiménez, 2001). A principal
vantagem associada a este tipo de embriogénese prende-se com o facto de poder manter
calo embriogénico em cultura, na presenca de auxinas, durante longos periodos de tempo,
sem aparentes percas de capacidade de producdo de embrides (Canhoto, 2010; Guimaraes
et al., 1988).

No entanto, em tamarilho, nalgumas linhas de células embriogénicas mantidas
durante muito tempo foram detectadas variagbes no numero de cromossomas e na
quantidade de DNA (Correia e Canhoto, 2012; Currais et al. 2013). Estas alteracdes, que
resultam numa reducdo do potencial dos embrides germinarem, podem-se manifestar apos
um ano em cultura e a tendéncia é um aumento destas anomalias com o tempo de cultura
(Currais et al. 2013).

Em plantas com um tipo de embriogénese somatica como aquela que se verifica no
tamarilho, as massas pro-embriogénicas sé se desenvolvem em embriGes somaticos apos
transferéncia para um meio sem auxina. Esta fase de desenvolvimento, necessita muitas
vezes de ser complementada com uma fase de maturacdo que permita uma eficaz
acumulacdo de reservas nas células dos embrifes somaticos (von Arnold et al., 2002).
Trata-se de fases bastante criticas e que sdo muitas vezes limitantes do sucesso da
embriogénese somatica (Park et al., 1994; Correia et al., 2012), necessitando portanto de
ser optimizadas (Svobodova et al., 1999). Alguns problemas como producdo baixa ou
assincrona de embrides, a morfologia anormal ou o desenvolvimento radicular pobre tém

sido reportados nesta fase (Montalban et al., 2010). A auséncia de maturacdo traduz-se,
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muitas vezes, na germinagéo precoce dos embrides o que leva a redugdes significativas na
viabilidade das plantulas (Deo et al., 2010).

A formacdo de embribes somaticos depende essencialmente do meio usado, do
estado e das caracteristicas fisioldgicas do explante, do gendtipo e do tempo de
manutencdo do calo, como ja foi comprovado em alfarroba, em batateira, em tamarilho, e
noutras espécies (Garcia e Martinez, 1995; Canhoto et al., 2005; Canhoto et al., 2006). A
remocao de auxinas do meio de cultura tem sido apontada como um importante promotor
do desenvolvimento dos embrides somaticos (Stasolla e Yeung, 2003; von Arnold et al,
2002). No entanto, também outras condicionantes como os ambientes nutricional, osmotico
e hormonal que envolvem o embrido séo factores bem conhecidos no controlo do

desenvolvimento do embrido (Pullman et al., 2003)

A fraca acumulacdo de substancias de reserva verificada por parte das células dos
embrides em desenvolvimento pode ser um dos aspectos que reduz as taxas de conversao

de plantas (Canhoto et al., 2012), bem como falhas na maturacao (Corredoira et al., 2003).

A fase de germinacdo pode ser definida como uma sendo o desenvolvimento dos
embrides somaticos em plantas de gendtipo idéntico ao do explante que lhes deu origem,
capazes de se desenvolverem e crescerem ex vitro, tendo ja uma raiz, uma gema apical e 0s

6rgdos formados (Nawrot-Chorabik, 2012).

Alguns autores tém estudado a influéncia de tratamentos pré-germinativos, a
qualidade da luz ou a posicdo do explante no meio de modo a tentar rentabilizar mais a
técnica (Montalban et al., 2010). Em tamarilho, a germinacdo de embrides somaticos &,
regra geral, conseguida com a sua transferéncia para meio sem hormonas (Correia et al.,
2012).

Os primeiros sinais de germinacdo dos embriGes somaticos expressam-se
normalmente pela aquisi¢do de um tom esverdeado dos cotilédones e pelo alongamento da
radicula (Canhoto et al., 1999). Uma germinacdo apropriada resulta no crescimento
simultaneo e balanceado da parte caulinar e da parte radicular essencial para o sucesso da

aclimatizacdo (Park et al., 1994).

A frequéncia de embriBes que germinam e sdo convertidos em plantas, em
lenhosas, € muito baixa e continua a ser um dos maiores obstaculos para aplicacdes

industriais do processo de embriogénese somatica (Linossier et al., 1997), podendo estar

19



1. Introducao

associada a uma embriogénese ondémala e a auséncia de um meristema caulinar bem
organizado (Troche et al., 2009). A aparéncia dos embrides somaticos parece ser um
indicador importante para a germinacdo, em nogueira 0s embrides translicidos séo

incapazes de germinar (Cailloux et al., 1996).

A fase de aclimatizacdo pode ser considerada como uma preparacao das plantulas
formadas as condi¢es ex vitro (Nawrot-Chorabik, 2012). A sobrevivéncia e o crescimento
de plantas regeneradas, nesta fase, estdo estritamente relacionados com as condig¢des
impostas em estados de desenvolvimento anteriores, quando se formam embrifes maduros
e quando estes germinam (von Arnold et al., 2002). Altas frequéncias de formacdo de
embrides somaticos sdo pouco valiosas a ndo ser que uma grande parte destes embrides

seja capaz de se desenvolverem em plantas normais (Deo et al., 2010).

Embrides maduros com uma morfologia normal, que tenham acumulado
substancias de reserva suficientes e que tenham adquirido tolerancia a dessecagédo no final
da maturacdo desenvolvem-se, a partida, em plantas normais e chegam a esta fase (von
Arnold et al.,, 2002). No entanto deve ser realcado que nem sempre uma morfologia
anormal resulta numa diminuicdo das hipo6teses do embrido regenerar uma planta (Gaj,
2004). Em tamarilno ja foram reportados relatos de plantulas com anormalidades
morfologicas expressas em estados iniciais, que apds o desenvolvimento, recuperaram um
fenotipo normal (Correia et al., 2012). Ainda se pode verificar o caso de embrides
aparentemente normais ndo regenerem plantas, o que pode estar relacionado com
alteracbes na estrutura do meristema apical caulinar, com alteracdes genéticas ou

fisioldgicas ou com algum tipo de dorméncia (Canhoto, 2010).

1.4- Objectivos

A cultura de tecidos veio trazer novas potencialidades no que toca ao melhoramento
vegetal. Esta técnica, aliada aos métodos convencionais ja existentes, pode ser a mais um
contributo para o aumento da producdo em muitas especies. No entanto tém sido relatados
alguns problemas associados a esta técnica. O nosso laboratorio reportou dificuldades no

que diz respeito a cultura de tecidos de material adulto, devido a sua recalcitrancia e
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dificuldades em regenerar plantas adultas por meio da embriogénese somatica, devido a
anomalias ocorridas em fases especificas do processo.

Embora no nosso laboratério j& tenha sido estabelecido um protocolo para a
clonagem de uma planta adulta de Cyphomadra betacea, via inducdo de embriogénese
somatica ainda nada foi observado no que diz respeito a indugdo de organogénese a partir

de material derivado da planta adulta.

Neste trabalho foram testados dois meios distintos para a indugcdo de organogéenese,
ja experimentados em trabalhos anteriores, em explantes com origem seminal que
resultaram em plantas fenotipicamente normais. Contudo no presente trabalho, os
explantes tém origem em material adulto estabelecido em culturas in vitro de modo a

avaliar a sua aplicabilidade em processos de clonagem de arvores adultas.

Este trabalho tem também como objectivo optimizar o processo de embriogénese
somatica, mais particularmente a etapa de maturacdo dos embribes somaticos, em calo de
trés genotipos diferentes de tamarilho, dois com origem seminal, com diferentes idades e
um com origem na planta adulta, introduzindo algumas variaveis no meio base MS, como a
alteracdo do teor de sacarose disponibilizada no meio, a introducdo de outros compostos
instigadores de stress (PEG e perdxido de hidrogénio), a adicdo de ABA ao meio e a
incorporacdo de carvao activado. Analises morfoldgicas e histolégicas complementaram os

ensaios de cultura in vitro.
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2. Materiais e Métodos

2.1. - Material Vegetal

2.2.1- Plantas de tamarilho estabelecidas in vitro
Na realizacdo deste trabalho utilizou-se material vegetal previamente estabelecido in

vitro (Correia et al., 2011) através de cultura de meristemas obtidos a partir dos segmentos
nodais de uma planta de tamarilho vermelho com cerca de 15 anos (Fig. 7a), localizada no
Jardim Botanico de Coimbra (JBUC). Esta linha estabelecida a partir de uma planta adulta

designou-se TJ.

Para além da linha TJ, foram também utilizados clones de tamarilho vermelho (TV),
tamarilno amarelo (TA) e tamarilho laranja (TL) com origem seminal. Para o
estabelecimento destas linhas, as sementes isoladas de frutos maduros (Fig. 7b) e
desinfectadas numa solugdo de hipoclorito de célcio 7% (w/v) durante 20 minutos, foram
germinadas em meio base MS (Murashige e Skoog, 1962), com 30 g/l de sacarose e 0,6%
(w/v) de agar, sem reguladores de crescimento. ApOs a germinacdo, Seguiu-se a
micropropagacao através da cultura sucessiva de apices meristematicos e segmentos nodais
(1,5 cm) em tubos de ensaio com meio de proliferacdo de rebentos, meio MS, com 0,2 mg/I
de benziladenina (BA), 30 g/l de sacarose e 0,6% (/v) de agar (Fig.7c).

Todas as culturas estabelecidas foram subcultivadas mensalmente em meio de cultura
fresco com a mesma composicdo do meio de proliferacdo de rebentos e mantidos numa
camara de crescimento,a 24+1°C, sob um fotoperiodo de 16h de luz (15-20 pmol m? s?) e

8h escuro.
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Figura 7- Proveniéncia do material vegetal utilizado neste trabalho. a) Arvore de tamarilho vermelho com cerca de 15
anos existente no Jardim Botanico da Universidade de Coimbra, a partir da qual foi iniciada a cultura de meristemas
para o estabelecimento da linha TJ. b) Ramo jovem, da planta adulta, com frutos maduros recolhidos para isolamento
de sementes. c) Linha TV estabelecida in vitro a partir da micropropagagdo de uma planta obtida por via seminal.

2.2.2- Tecido embriogénico
Nos ensaios de maturacdo de embrides somaticos a partir de tecido embriogénico

realizados foram utilizados 3 linhas embriogénicas (Fig. 8) previamente induzidas e
mantidas em cultura. A inducdo de embriogénese somética para obtencdo dessas linhas foi
feita a partir de explantes foliares de tamarilho vermelho (TV) em meio MS, suplementado
com 90 g/l de sacarose e 5 mg/l de picloram. O tecido embriogénico obtido apds 12
semanas de cultura, foi multiplicado no mesmo meio em subculturas de 6 semanas (Correia
et al., 2011). As diferentes linhas de tecido embriogénico utilizadas foram designadas por:
TV-CEL1 (Fig. 8a), induzido em 2007, TV-CE2 (Fig. 8b), obtido em 2010 e TJ-CE3 (Fig.
8c), este ultimo proveniente de inducdo de embriogénese somética em explantes foliares de

material adulto estabelecido in vitro (Correia et al., 2011).
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Figura 8- Tipos de tecido embriogénico utilizados nos ensaios: a) linha TV-CE1, b) linha TV-CE2 e c) linha TJ-CE3. As
barras correspondem a 3 mm.

2.2- Meétodos

2.1- Micropropagacao das plantas estabelecidas in vitro
As plantas previamente estabelecidas in vitro, tanto por via seminal, como no caso dos

diferentes cultivares de tamarilho amarelo (linha TA), laranja (linha TL) e vermelho (linha
TV), como a partir de ramos jovens da planta adulta (linha TJ), foram micropropagadas a
partir da proliferacdo de meristemas axilares. Os segmentos nodais foram inoculados em
meio base MS, com 30 g/l de sacarose e 0,2 mg/l de BA. O pH foi ajustado a 5,6-5,8, e 0s
meios solidificados com 0,6% de agar e autoclavados a 121° C, durante 20 minutos. Foi
inoculado um segmento nodal por tubo de ensaio contendo 15 ml de meio de cultura (Fig.
9). As culturas foram colocadas em camara de crescimento, a 24+1 °C, com 80-90% de
humidade relativa e um fotoperiodo de 16h luz / 8h escuro, sendo a intensidade luminosa
15-20 umol m™ s™. Este material foi subcultivado mensalmente de forma a haver sempre
material estabelecido in vitro disponivel para a realizacdo de ensaios de embriogénese

somatica ou de organogénese.

Meio MS
30 g/l de sacarose

g:@ ;}%::> v F —>

H 4 Semanas

pooy b

Figura 9- Esquema sintese dos ensaios de indugdo de embriogénese somatica realizados neste trabalho.
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2.2- Inducao de organogénese
A inducdo de organogénese foi feita em segmentos foliares jovens de rebentos

micropropagados da linha TJ e a selec¢do dos meios a testar teve como base trabalhos de
organogénese anteriormente desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia da FCTUC
(Santos, 2012). O procedimento seguido consistiu na excisdo das folhas da parte apical da
plantula, as quais, apds remocdo da nervura central, foram divididas em quatro partes
equivalentes. Cada uma das fracc¢des foi colocada num tubo de ensaio (15 x 2,2 cm), com a
parte abaxial em contacto com o meio de inducdo de organogénese (TO), meio base MS,
com 30 g/l de sacarose e reguladores de crescimento. Testaram-se duas combinacGes de
reguladores de crescimento: 0 meio TO1, com 1 mg/l de BA e 0,25 mg/l de NAA, e 0 meio
TO2, contendo unicamente 1mg/l de BA. O pH dos meios de cultura foi ajustado entre 5,6
e 5,8, gelificados com 0,6% (w/v) de agar e autoclavados a 121°C durante 20 minutos.
Foram efectuadas 3 réplicas por tratamento, cada uma com 10-12 explantes. As culturas
foram feitas em estufa a 24+1°C, com uma intensidade luminosa de 15 — 20 pmol m™?s™
PAR e um fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, durante 8 semanas, e
monitorizadas de 2 em 2 semanas, para registo de alteracdes morfoldgicas. Os rebentos
formados foram colocados em meio MS com 30 g/l de sacarose e 0,2 mg/l de BA, nas

mesmas condicGes de incubacao.

2.3- Inducao de embriogénese somatica
Nos ensaios de inducdo de embriogénese somatica foram utilizados explantes foliares

obtidos das plantulas micropropagadas de tamarilho vermelho (linha TV), amarelo (linha
TA) e laranja (linha TL). As folhas apicais mais jovens e mais expandidas, com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento, foram excisadas dos rebentos caulinares e

tratadas segundo dois procedimentos distintos (Fig. 10).

No primeiro procedimento, foram excisadas folhas das 3 linhas (TV, TA e TL), que
foram seccionadas em 4 segmentos, e nos quais a parte abaxial foi ferida, aleatoriamente,
com a ponta do bisturi. Cada um dos segmentos foi colocado num tudo de ensaio com a

superficie ferida em contacto com o meio de indugdo (meio TI1, Tabela 1).

No segundo procedimento, foram apenas utilizadas folhas da linha TV como
explantes, tendo sido fragmentadas em porgdes de pequenas dimensdes (3 a 10 mm) e o

conjunto das pequenas secgdes correspondentes a um quarto da folha colocados num tubo
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de ensaio com o respectivo meio de inducdo (Tabela 1). Para todos os meios de cultura
utilizados, o pH do meio foi ajustado a 5,6 — 5,8, gelificados com 0,25% (w/v) de Phytagel
(Sigma) e autoclavados a 121°C durante 20 minutos. As culturas foram incubadas em
estufa a 24+1°C, ao escuro, durante 12 semanas. Apos este periodo de tempo foi avaliada a

capacidade dos explantes de formar tecido embriogénico e calo ndo embriogénico.

Tabela 1- Composigdo dos meios de cultura utilizados na indugdo de embriogénese somatica em explantes foliares de
tamarilho.

Concentracdo de

Nome do meio Auxina auxina (mg/l) Sacarose (g/I)
Tl Picloram 5 90
TI3 Picloram 5 30
T4 2,4-D 2 30
TI5 Picloram 2 30
Ti6 2,4-D 1 30
R ; —
[
aA ”i@ r
A Meio MS
! 30 g/l sacarose
0,2 mg/l BA
RO £
Meios TI1-TI16 Meio TI1
Escuro

Escuro

Figura 10- Esquema sintese dos ensaios de inducdo de embriogénese somatica realizados.
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2.4- Maturac¢ao de embrioes somaticos
Nos ensaios de maturacdo de embrides somaticos foram utilizadas massas de tecido

embriogénico (obtidas das linhas TV-CE1, TV-CE2 e TJ-CE3) com cerca de 50 mg, que
foram inoculadas em tubos de ensaio (15x2,2 cm) com 15 ml de meio de maturagdo (TM).
Os diferentes meios de maturacdo testados (Tabela 2) consistiram em meio base MS,
suplementado com diferentes agentes osmoticos, como a sacarose e 0 polietileno glicol
4000 (PEG 4000), reguladores de crescimento, como o &cido abscisico (ABA), carvédo
activado (CA) e agentes indutores de stresse oxidativo, como o perdxido de hidrogénio
(H20,). Todos os meios foram solidificados com 0,6% (w/v) de agar, o pH ajustado para
56 — 58 e autoclavados a 121°C durante 20 minutos. Realizaram-se 3 réplicas por
tratamento, com 6 explantes por réplica, excepto para os tratamentos TMA, para 0s quais

ndo foram feitas réplicas.

A preparacdo dos meios de maturacdo com PEG 4000 (TMP1 e TMP2, Tabela 2)
implicou um procedimento distinto do dos restantes meios, tendo sido preparadas duas
solugdes separadamente, uma delas com os constituintes do meio MS, a sacarose e 0 agar
com o dobro da concentracdo relativamente a concentracdo final no meio de cultura, e
outra solucdo de PEG 4000 também com o dobro da concentracdo. Ambas as solucgdes
foram preparadas com igual volume, o seu pH foi fixo entre 5,6 e 5,8, e s6 ap6s a

autoclavagem as duas solugdes foram misturadas.

Na preparagdo dos meios com H,O, (TMH1, TMH2 e TMH3, Tabela 2), apds a
autoclavagem, adicionou-se Peridrol a 30%, previamente esterilizado por filtracdo (filtros
Millipore, com uma membrana de 0,22 pm) de modo a perfazer as diferentes

concentracgdes finais de H,O,.

A maturacdo decorreu em estufa a 24+1°C, ao escuro, durante 4 semanas, periodo apds
0 qual os embrides foram isolados, contabilizados e analisados em termos da sua qualidade
e morfologia de acordo com a seguinte classificacao:

- sinal negativo (-) — tratamento no qual ndo se desenvolveram embrides

somaticos;

- sinal positivo (+) — tratamento com formagéo de embrides somaticos com baixa

qualidade (embrides transltcidos e com elevada incidéncia de anomalias);
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- sinal positivo (++++) — tratamento com formacdo de embrifes somaticos com
melhor qualidade (embrides com tonalidade branca opaca e menor incidéncia de

anomalias);

Nestes ensaios 0 meio TM2 foi usado como controlo, sendo o meio que € vulgarmente

utilizado para conseguir a maturacdo de embriGes somaticos (Correia et al., 2012).

Apds contabilizacdo e analise, os embrides foram transferidos para meio de germinacéo

(meio TG, ver secgdo 2.2.6).

Tabela 2- Tabela sintese dos meios de maturagdo testados.

Meio de maturagdo (meio base MS, sem auxinas)

Designacao =
i Sacarose PEG 4000 Ca_r Va0
do meio it i Activado H20, (uM)  ABA (mg/l)
(9/1) (9/1) (mg/l)
TM1 25 - - -
TM2 40 - - .
TMP1 25 25 - -
TMP2 40 25 - .
T™MC 40 - 10 -
TMH1 40 - : il
TMH2 40 - - 100
TMH3 40 - : 20
TMAL 40 - - - 1
TMA2 40 - - - 2
TMA3 40 - - - 4

2.5- Maturacio de embrides somaticos a partir de culturas de tecido
embriogénico obtido em suspensdes celulares
Paralelamente aos ensaios de maturacdo em meio gelificado, foram também realizados

ensaios de maturacdo de embriGes somaticos a partir de tecido embriogénico multiplicado
em meio liquido. Massas de tecido embriogénico das linhas TV-CE1 e TV-CE2, com
aproximadamente 500 mg, foram multiplicadas em 50 ml de meio liquido MS com 90 g/l
sacarose e 9 mg/l de picloram, durante duas semanas, em Erlenmeyers de 100 ml, no
escuro, numa incubadora com agitacdo orbital, a 25°C e 80 rpm. Apos as 2 semanas de
cultura, as suspensoes celulares foram sedimentadas por centrifugacéo, durante 5 minutos a
300 rpm, de modo a permitir a separagédo entre a fase sélida e a fase liquida e a possibilitar

o0 isolamento das massas embriogénicas (Fig. 11).
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Apbs este procedimento, as massas de tecido embriogénico foram transferidas para
meios de maturagdo liquidos com composicdo semelhante aos meios TMS2 E TMC
(Tabela 2). Tal como nos procedimentos anteriores, 0s meios de cultura foram ajustados a

um pH de 5,6-5,8 e autoclavados a 121°C durante 20 minutos.

O periodo de maturacdo ocorreu também em incubadora com agitacdo orbital, nas
mesmas condi¢Oes acima referidas, durante 4 semanas. Ao fim deste periodo procedeu-se a
uma sedimentacdo por centrifugacdo idéntica a referida anteriormente sendo de seguida da
contabilizacdo do nimero de embrides e classificacdo de acordo com a escala qualitativa
referida na seccdo 2.2.4. ApoOs andlise os embrides foram transferidos para meio de

germinacdo (meio TG, ver secgéo 2.2.6).

Meio TI1 Meio TM1/TMC
Escuro Escuro
25°C, 80 rpm 25°C, 80 rpm

2 Semanas

4 Semanas

Meio TG

Luz g | ¢

Figura 11- Esquema do processo de maturagdo em meio liquido e isolamento de embrides.

2.6- Germinac¢io dos embrides somaticos
Apds 4 semanas em condi¢Oes de maturacéo, os embrides formados foram transferidos

para meio de germinacdo (TG) constituido pelo meio base MS, com 25 g/l de sacarose,

sem reguladores de crescimento e com pH estabelecido entre 5,6 e 5,8. O meio foi
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autoclavado a 121°C durante 20 minutos. Foram inoculados 3 a 4 embrides em cada tubo
de ensaio, e colocados numa cadmara de crescimento a 24+1°C, com um fotoperiodo de 16h

luz / 8h escuro, sendo a intensidade luminosa 15-20 pmol m? s,

2.7- Anadlises morfoldgicas e histoldgicas
Para a anélise morfoldgica e histoldgica das linhas embriogénicas induzidas e em fase

de maturacédo e germinacdo, procedeu-se a uma fixagéo de tecidos em diferentes fases (Fig.
12): i) massas de tecido embriogénico em formacdo (Fig. 12a), ii) massas
proembriogénicas (Fig. 12b), iii) calo presente em meio de germinacdo (Fig. 12c) e iv)
embrides somaticos (Fig. 12d). O material foi fixado numa solucéo de glutaraldeido a 2,5%
(v/v) em tampéo cacodilato de célcio 0,1M, de pH 6,8, com umas gotas de solucdo de
cloreto de calcio 0,01M, durante cerca de 2h, a temperatura ambiente, seguido de 3

lavagens no mesmo tampéo, tendo cada lavagem a duracdo de 15 minutos.

Figura 12- Tecidos em diferentes fases utilizados para as analises histoldgicas: a) massas de tecido embriogénico em
formagdo, b) massas pro-embriogénicas, c) calo presente em meio de germinagdo e d) embrido somatico em

meio TMP1. As barras correspondem a 2 mm.

Seguiu-se uma pos-fixacdo em tetroxido de 6smio 1% (p/v), preparado no mesmo
tampdo, a temperatura ambiente, durante 2 horas. As amostras foram lavadas com agua
destilada, durante 15 minutos, perfazendo um total de 3 lavagens e desidratadas numa serie
crescente de etanol (70, 80, 2x 95 e 3x 100%).

Concluidas estas etapas, o material desidratado foi impregnado em trés misturas
sucessivas de etanol 100% e resina (Spurr, 1969), nas porcdes de 2:1, 1:1 e 1:2, 2h cada e
uma noite em resina pura. Os blocos de resina com as amostras polimerizaram em moldes,

durante 24 horas, numa estufa a 60°C.
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Depois de os blocos polimerizarem foram feitos cortes semi-finos (1-2 pm), no
ultramicrétomo LKB Ultrotome 11l com facas de vidro. Os cortes foram transferidos para
uma lamina de vidro, com uma gota de agua destilada e foram a secar a 60°C. O material
foi corado com uma solucdo de azul de toluidina, durante 30 minutos, a temperatura

ambiente e lavado, de forma a retirar o excesso de corante.

Para as observacdes em microscopia electronica de varrimento, o procedimento foi
igual até a fase da desidratacdo em etanol. A partir desta fase, as amostras sofreram
secagem pelo método do ponto critico, a 40°C, seguida de metalizacdo com ouro paladio
numa unidade JEOL JFC-1100 (1,2 Kv, 10 mA, 11 min). As observa¢des realizaram-se
num microscopio electronico de varrimento JEOL JSM 5400 (15Kv), tendo sido captadas

as imagens com interesse.

2.8- Medicdo dos niveis de peroxido de hidrogénio endogeno das
linhas embriogénicas
Para a realizagdo destes ensaios foi seguido o protocolo indicado por Ma (2012).

Utilizaram-se as linhas embriogénicas em estudo, TV-CE1, TV-CE2 e TJ-CE3 e como
controlo, uma linha de calo ndo embriogénico (CNEB), obtida no mesmo ensaio de
inducdo de embriogénese somatica que a linha TV-CEL, estando portanto a ser mantida em
cultura desde 2007. Trés réplicas (0,5 g cada) dos 4 tipos de material vegetal, foram
homogeneizadas em 1,5 ml de acetona gelada e centrifugadas a 3000 rpm durante 5
minutos. De seguida adicionou-se 0,1 ml de TiSO4 a 5% (v/v) a 1 ml do sobrenadante. A
solucdo foi incubada em agitacdo enquanto 0,2 ml de NH,OH foram adicionados, gota a
gota. A mistura foi a centrifugar durante 10 minutos a 3000 rpm e o precipitado foi lavado
com 2 ml de acetona até que se apresentasse limpo e descorado. Apés lavagem, o
precipitado foi solubilizado em 1 ml de H,SO, 2N e filtrado antes de se medir a
absorvancia a 415 nm, face a um branco que passou pelo mesmo procedimento. A curva
padréo de H,O; foi obtida numa gama de concentra¢des de 0 a 100 pumol/l, tendo as varias
solugdes seguido o mesmo procedimento adoptado, com a adicéo de 0,1 ml de TiSO4 a 5%
(VIv).
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3.1- Inducgdo de organogénese

A inducdo de organogénese, como anterioremente referido (ver seccdo 2.2.2), foi
realizada em explantes foliares da linha TJ, nos meios de cultura TO1 e TO2, meios base
MS com 30 g/l de sacarose e a adigéo de reguladores de crescimento.

No primeiro ensaio realizado, com meio TO1, com BA (1 mg/l) e NAA (0,25 mg/l),
passadas duas semanas de cultura comecaram a observar-se alteracdes na superficie do
explante, como o escurecimento e enrugamento (Fig. 13a). Com o decorrer do ensaio estas
alteracdes tornaram-se mais evidentes (Fig. 13b) e, apds 7 semanas de cultura, a maioria
dos explantes apresentava-se oxidado e sem sinais de formagdo de gemas (Fig. 13c).
Observou-se também a formacdo de calo na periferia dos explantes. O material foi mantido
nestas condi¢cOes até completar as 10 semanas em cultura, mas a partir da 7% semana ja nao

se registaram mais alteracGes para além do aumento da oxidacao e consequente morte dos

explantes.

Figura 13- Ensaio de organogénese em meio TO1 (a-c) e em meio TO2 (d-f). As imagens a) e d) correspondem ao
desenvolvimento do explante apds 2 semanas, as imagens b) e e) ao desenvolvimento as 5 semanas e em c) e f) esta
ilustrada a resposta observada apdés 7 semanas em meio de indugdo de organogénese. As barras correspondem a 5
mm.

No segundo ensaio, em meio TO2, onde se utilizou apenas BA (1 mg/l), os
explantes apresentaram-se menos oxidados (Fig. 13d) e a partir da quarta semana

comegaram a surgir gemas (Fig. 13e), contudo néo se verificou o desenvolvimento destas
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estruturas. Neste ensaio também se verificou a formagdo de calo na grande maioria dos
explantes, apesar de em menor quantidade comparativamente ao ensaio em meio TO1. A
semelhanca do que se observou no ensaio anterior, 0s explantes comecaram a exibir um
elevado grau de oxidacéo a partir da 72 semana (Fig. 13f), tendo sido mantidos em cultura

durante 10 semanas.

As gemas formadas nos explantes inoculados em meio TO2, apds as 10 semanas,
ndo se encontravam oxidadas mas também nédo se desenvolveram mais que o observado as
7 semanas (Fig. 13e). Ocorreu inducdo de gemas numa média de 43,69% = 25,49% dos
explantes. Estas estruturas foram isoladas do explante original e colocadas em meio MS
com 30 g/l de sacarose e 0,2 mg/l de BA de forma a promover o seu desenvolvimento.
Ap0s 6 semanas neste meio, 2 das 15 (13,3 %) gemas inoculadas desenvolveram-se em

rebentos caulinares (Fig. 14).

Figura 14- Rebentos obtidos a partir das gemas formadas em meio TO2. As barras correspondem a 3mm.

3.2- Inducdo de embriogénese somatica

Tal como indicado na seccdo 2.2.3, a indugdo de embriogenese somatica (ES) foi

conseguida seguindo dois procedimentos diferentes.
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No primeiro procedimento, foram testadas trés linhas distintas, correspondentes a
trés genotipos, um de tamarilho vermelho (TV), um de tamarilho amarelo (TA) e outro de
tamarilho laranja (TL), estabelecidos em trabalhos anteriores no Laboratorio de
Biotecnologia da FCTUC. Como explantes, foram utilizadas porc6es equivalentes a um
quarto de uma folha, por tubo de ensaio, em meio de inducdo TI1 (meio base MS
suplementado com 90 g/l de sacarose e 5 mg/l de picloram). Apds 12 semanas neste meio
comecaram a surgir, no mesmo explante, dois tipos diferentes de calo. Um deles
predominante e com aspecto mais fridvel e amarelado, sendo designado de calo néo
embriogénico, e o outro tipo de calo, branco e organizado em aglomerados compactos,
com um crescimento mais lento, sendo designado de calo embriogénico (Fig. 15).

Figura 15- Calo embriogénico (ce) e ndo embriogénico (cne) formado em meio TI1, a partir dos explantes foliares de TA
(a), TL (b) e TV (c). E possivel distinguir nitidamente a presenga de calo embriogénico (ce) e calo ndo embriogénico (cne)
no mesmo explante. As barras correspondem a 0,5 cm.

Tabela 3- Taxas de indugcdo de calo embriogénico em meio TI1, nos varios genodtipos de tamarilho. Os valores
apresentados sdo a média (+ desvio padrdo) de 3 réplicas (30 explantes cada).

Taxas de inducéo de calo

Genaotipo embriogénico (%)
A 61,88 + 9,72
TL 52,31 + 14,42
TV 67,50 £10,61

Verificou-se que o calo embriogénico formado tinha um aspecto semelhante nos
explantes induzidos dos diferentes gendtipos, como se pode comprovar mediante a
observacdo da figura 15.

No que diz respeito as taxas de indugdo de calo embriogénico estas variaram de
acordo com o genotipo. Os explantes TL revelaram uma menor eficacia na formacdo de

39



3. Resultados

calo embriogénico quando comparado com TV e TA, com taxas de indug¢do na ordem dos
50%. Das trés linhas testadas foi a de TV a que apresentou formacéo de calo embriogénico

num namero superior de explantes foliares (Tabela 3).

No segundo procedimento, em que foram utilizadas folhas de tamarilho vermelho
(TV) fragmentadas em sec¢des com 3 — 10 mm, os resultados foram similares aos
apresentados no primeiro ensaio, na medida em que se verificou a formagéo dos dois tipos
de calo, embriogénico e ndo embriogénico, a partir do mesmo explante, como representado
nas figuras 16 a e b. No entanto, apenas se verificou a formacdo de calo embriogénico
quando se utilizaram os meios de cultura TI1 e TI2, com 90 g/l de sacarose (Fig. 16 a, b;
Tabela 4), e quando a concentragdo deste composto foi reduzida para 30 gll,
independentemente da auxina presente, apenas ocorreu a formagdo de calo néo

embriogénico (Fig. 16 ¢ —f).

Quando se utilizou a menor concentracdo de 2,4-D (1 mg/l) com uma quantidade de
sacarose reduzida (30 g/l) formou-se um calo visualmente semelhante a calo ndo
embriogénico (Fig. 16 f), mas rigido, ndo friavel e de tonalidade mais esbranquicada.
Contudo, quando o 2,4-D foi utilizado em concentragdes de 2 mg/l (tratamento T12, Tabela
4) revelou ser uma auxina mais eficaz na inducéo de calo embriogénico, comparativamente
ao picloram (tratamento TI1, Tabela 4), permitindo taxas de inducdo mais elevadas nos

explantes fragmentados.

Por comparacdo dos resultados obtidos quando se utilizaram explantes inteiros e
explantes fragmentados da linha TV, induzidos no mesmo meio de cultura (TI1), foi
possivel observar taxas de inducdo semelhantes, ambas acima dos 65% (Tabelas 3 e 4). No
entanto, hd que ter em conta que as taxas de inducdo apresentadas se referem a
percentagem de explantes em que ocorreu a formacdo de calo embriogénico, e ndo a
quantidade de calo formado por explante, que apesar de nao ter sido quantificada neste
trabalho, segundo o que se constatou visualmente, foi superior nos explantes induzidos de

acordo com o segundo procedimento.
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Figura 16- Inducdo de calo embriogénico em explantes foliares de TV fragmentados (3 — 10 mm). Resposta dos
explantes em meio TSI (a), TS2 (b), TS3 (c), TS4 (d), TS5 (e) e TS6 (f). As barras correspondem a 0,5 cm.

Tabela 4- Taxas de indugdo de calo embriogénico em explantes foliares fragmentados (3 — 10 mm) de tamarilho
vermelho (TV) para os varios meios de indugdo testados.

Meio de indugdo Taxas de induc¢do de calo embriogénico (%)
TI1 68,75
TI2 75,00
TI3 0,00
TI4 0,00
TI5 0,00
TI6 0,00

3.3- Maturacao dos embrioes somaticos

A eficacia de diversos tratamentos na maturacdo de embrides somaticos foi
avaliada recorrendo a 3 linhas embriogénicas induzidas em diferentes alturas e/ou com
diferentes origens. A resposta das diferentes linhas nos varios tratamentos foi avaliada quer
em termos quantitativos, pela contabilizacdo do nimero de embriGes somaticos normais e
anomalos formados para cada tratamento, quer em termos qualitativos, pela avaliacdo da

qualidade (opacidade e anomalias) dos embries formados (ver secgédo 2.2.4).

A partir da quantificacdo do nimero de embrides somaticos fenotipicamente

normais, face ao numero total de embrides sométicos formados por tratamento, foi possivel
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verificar que o tratamento TMP1 (com uma combinagdo de 25 g/l de sacarose e 25 g/l de
PEG 4000) foi o que garantiu os melhores resultados, apresentando as percentagens de
embrides normais mais elevadas, tanto para a linha TV-CE1, como para a TV-CE2, com
taxas a rondar os 37% e 0s 43%, respectivamente (Tabela 5). Os meios TMP2, TMH1 e
TMH2, foram deste ponto de vista, as condigcdes menos eficientes, para o calo
embriogénico TV-CE1, com taxas a rondar os 20% de embriGes normais e o meio TM2 o
menos eficiente na formacdo de embriGes normais, no TV-CE2, com taxas a volta dos
10%.

Das 3 linhas embriogénicas testadas, apenas a linha TV-CE1 respondeu com a
formagdo de embrides sométicos em todos os tratamentos, sendo de salientar o facto de a
linha TJ-CE3 ndo ter desenvolvido embriGes sométicos para nenhum dos tratamentos

aplicados.

Tabela 5- Percentagem de embrides normais formados em cada tratamento em meio sélido, tendo em conta a linha
embriogénica utilizada. Cada valor representa a média + desvio padrdo de 3 réplicas (6 explantes por réplica), excepto
para os tratamentos TMA, para os quais ndo foram feitas réplicas.

Meio de maturagdo TV-CE1 (%) TV-CE2 (%) TJ-CE3 (%)
™M1 34,23+11,06 17,69+23,66 0.0+0,0
T™M2 25,64+12,58 10,48+12,54 0.0+0,0

TMP1 36,88+29,96 42,66+43,39 0.0+0,0
TMP2 20,27+14,26 16,67+19,24 0.0+0,0
TMC 29,41+19,89 34,71+27,58 0.0+0,0
TMH1 22,43+6,31 0,0%0,0 0.0+0,0
TMH2 21,80+6,11 0,0+0,0 0.0+0,0
TMH3 28,81+9,91 0,0%0,0 0.0+0,0
TMA1 26,53 0,0 0.0
TMA2 12,68 0,0 0.0
TMA3 28,13 0,0 0.0

A avaliacdo da qualidade dos embriGes somaticos regenerados em meio de
maturacdo (normais e andémalos) foi feita através da observacdo do seu aspecto e da sua
cor, apds os tratamentos. Embrides translicidos foram considerados embrides de baixa
qualidade, com uma probabilidade de germinagdo mais reduzida, enquanto embriGes mais
opacos e brancos foram considerados embrides de boa qualidade, com uma probabilidade

superior de regenerarem plantas, segundo a escala descrita na sec¢do 2.2.4.

Segundo a classificacdo efectuada, foi para a linha TV-CEL, que se observou 0s

embrides somaticos de melhor qualidade, nos tratamentos TMC, com carvao activado, e
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TMP2, com a combinacdo dos osmoticos sacarose (40 g/l) e PEG 4000 (25 g/l). O
tratamento TMH2, com 100 uM de H,0,, foi 0 que apresentou embrides mais translicidos

e portanto com menor qualidade (Tabela 6).

Relativamente ao calo embriogénico TV-CE2, nos tratamentos em que houve
formacdo de embribes somaticos, estes foram frequentemente de qualidade inferior aos
embrides obtidos a partir do calo TV-CE1, sendo os tratamentos TM2 e TMC aqueles nos

quais se verificou a formagéo dos embries de melhor qualidade (Tabela 6).

Tabela 6- Avaliagdo da qualidade dos embriées somaticos formados em cada meio de maturagdo, consoante a linha
embriogénica utilizada como explante. O sinal negativo é utilizado para tratamentos onde ndo se desenvolveram
este tipo de estruturas e o sinal positivo para indicar a formagdo de embrides somaticos. Tratamentos assinalados
com o sinal + s3ao os que apresentam embrides somaticos de qualidade mais reduzida e com ++++ sdo os que
apresentam embrides com melhor qualidade.

Meio de maturacao TV-CE1 TV-CE2 TJ-CE3
TM1 ++ ++ -
TM2 +++ +++ -
TMC ++++ +++ -

TMP1 +++ + -
TMP2 ++++ - -
TMA1 +++ - -
TMA2 ++ - -
TMA3 +++ - -
TMH1 ++ = =
TMH2 + - -
TMH3 +++ - -

De um modo geral, constatou-se que nos ensaios com vista a obtencéo de embrides
somaticos maduros sem anomalias morfoldgicas, as respostas divergiram bastante,
especialmente entre os varios tipos de calo utilizados. As seccdes seguintes referem-se aos
resultados observados nos diferentes tratamentos agrupados segundo a funcdo dos

compostos adicionados ao meio.

3.3.1- Agentes osmoticos
A funcdo e a importdncia de compostos indutores de stress no processo de

embriogénese somatica € bem conhecida e relatada por varios autores. Na fase de

maturacdo dos embrides somaticos a sua presenca parece ser um factor decisivo e como tal
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escolheram-se dois agentes com fungBes promotoras de stress osmotico, a sacarose e 0

PEG 4000 para tentar optimizar esta fase.

Nestes ensaios foi possivel comprovar a importancia da sacarose na maturagdo, ndo
s0 através do aumento do numero de embriGes com 0 aumento da concentracdo de sacarose
no meio de cultura, mas também da sua qualidade (Fig. 17), para ambos os calos

embriogénicos.

Ja os tratamentos com PEG 4000 ndo se revelaram, no geral, tdo eficazes como
aqueles em que foi aplicada apenas sacarose. No entanto, quando se compara a aplicagéo
de 25 g/l de sacarose ao meio (TM1) com a aplicagdo da mesma concentracdo de sacarose
em combinacdo com 25 g/l de PEG 4000 (TMP1), verificou-se uma maior formacdo de

embrides normais no segundo tratamento.
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Figura 17- Efeito dos agentes osmaticos sacarose e PEG 4000 na maturagdo de embrides somaticos de TV-CE1 e TV-CE2.
a) Numero de embrides somaticos normais (N) e andmalos (A) formados por cada 100 mg de calo TV-CE1 e TV-CE2 em
cultura, para os tratamentos TM1 (25 g/l sacarose), TM2 (40 g/l sacarose), TMP1 (25 g/l sacarose + 25 g/I PEG 4000) e
TMP2 (40 g/l sacarose + 25 g/l PEG 4000). Letras semelhantes significam que ndo existem diferencas significativas entre
o numero de embrides registado em cada tratamento, segundo o teste de Fisher (p<0,05). b — e) Embrides somaticos
derivados do calo TV-CE1 em meio TM1 (b), TM2 (c), TMP1 (d) e em TMP2 (e). As barras correspondem a 1 mm.

A avaliar pelos dados representados na figura 17, o tratamento que permitiu a
formagdo de um maior numero de embrifes somaticos, normais e anomalos, foi o
tratamento TM2. No entanto, se o parametro for a quantidade de embrides normais
formados, o tratamento mais eficiente, foi 0 TM2, no caso do calo TV-CEL, e o tratamento
TMP1, no caso do calo TV-CE2.
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3.3.2- Carvao activado
O carvéo activado é uma substancia cujo papel na embriogénese somatica ainda nao

estd bem definido, no entanto, devido as suas propriedades de adsorvente, tem sido

utilizado em Vvérios ensaios, tanto na maturacdo como na germinacao de plantulas.

A adicdo de carvdo activado mostrou-se mais eficaz para o calo TV-CEl
permitindo a formacdo de mais embriGes normais por massa de calo em cultura (Fig. 18a).
Para ambas as linhas embriogénicas em estudo, péde constatar-se que, apesar de ndo haver
diferencas significativas na quantidade de embrides formados nos tratamentos TM2 e
TMC, a presenca de carvao activado no meio TMC permitiu o desenvolvimento de
embrides somaticos de melhor qualidade (Figs. 18b e 18c), com tonalidade mais opaca e

menor nimero de anomalias.
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Figura 18- Efeito da adi¢do de carvdo activado na maturagdo de embrides soméaticos de TV-CE1 e TV-CE2. a) NUmero de
embrides somaticos normais (N) e anémalos (A) formados por cada 100 mg de calo TV-CE1 e TV-CE2 em cultura, para os
tratamentos TM2 (sem carvdo activado) e TMC (10 mg/I carvdo activado). Letras semelhantes significam que ndo
existem diferencas significativas entre o nimero de embriGes registado em cada tratamento, segundo o teste de Fisher
(p<0,05). b - c) Embrides somaticos formados em meio TMC a partir do calo TV-CE1 (b) e TV-CE2 (c). As barras
correspondem a 1 mm.

3.3.3- Acido abscisico
O ABA foi o Unico regulador do crescimento vegetal utilizado nestes ensaios de

maturacao.
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Figura 19- Efeito da adi¢do de ABA na maturagdo de embrides somaticos de TV-CE1 e TV-CE2. a) NUmero de embrides
somaticos normais (N) e andmalos (A) formados por cada 100 mg de calo TV-CE1 e TV-CE2 em cultura, para os
tratamentos TM2 (sem ABA), TMAL1 (1 mg/l ABA), TMA2 (2 mg/| ABA) e TMA3 (4 mg/l ABA). b - d) Embrides somaticos
formados em meio TMAL1 (b), TMA2 (c) e TMA3 (d) a partir do calo TV-CE1. e) Calo TV-CE2, sem desenvolvimento de
embrides somaticos, apds o periodo de maturagdo. As barras correspondem a 1 mm.

Com a realizacdo destes ensaios foi possivel observar o aumento do nimero de
embrides formados por massa de calo embriogénico em funcdo do aumento da
concentracdo de ABA no meio de maturacdo para a linha embriogénica TV-CE1 (Fig.
19a). Para este calo embriogénico, o tratamento com 4 mg/L de ABA (TMA3),
correspondente a concentracdo maxima utilizada deste composto, foi aquele em que se
verificou 0 maior nimero de embrides somaticos formados por massa de calo e também

aquele em que se observou o maior nimero de embrides normais.

Em todos os tratamentos com ABA o calo TV-CE2 manteve sempre 0 seu aspecto
embriogénico, ndo se verificando a formacdo de embrides somaticos independentemente

da concentracdo de ABA aplicada, ap6s as 4 semanas em meio de maturacdo (Fig. 19d).

3.3.4- Agentes oxidativos
Para além do stress osmotico, o stress oxidativo, induzido pela adi¢do de peroxido

de hidrogénio (H,O,) ao meio de maturacdo, tem também sido descrito como uma

estratégia para promoc¢édo do desenvolvimento normal de embries somaticos.
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Figura 20-Efeito do H,0, na maturagdo de embrides somaticos de TV-CE1 e TV-CE2. a) NUmero de embrides somaticos
normais (N) e andmalos (A) formados por cada 100 mg de calo TV-CE1 e TV-CE2 em cultura, para os tratamentos TM2
(sem H,0,), TMH1 (50 uM H,0,), TMH2 (100 uM H,0,) e TMH3 (200 uM H,0,). Letras diferentes significam que existem
diferengas significativas entre o nimero de embrides registado em cada tratamento, segundo o teste de Fisher
(p<0,05). b — d) Embrides somaticos formados a partir do calo TV-CE1 nos meios TMH1 (b), TMH2 (c) e TMH3 (d). Em e)
é possivel ver a resposta do calo TV-CE2, sem formagdo de embrides somaticos, semelhante em todos os tratamentos
TMH. As barras correspondem a 1 mm.

A aplicacdo de baixas concentragdes de H,O, nos meios de maturacdo permitiu a
obtencdo de mais embribes por massa de calo embriogénico, comparativamente ao
controlo (meio TM2, sem H,0O;). Particularmente no que diz respeito ao numero de
embrides normais contabilizados, observou-se 0 seu aumento em funcdo do aumento da
concentragdo de H,O, no meio (Fig. 20a). A semelhanca do que se verificou com os
tratamentos em que se recorreu a aplicacdo de ABA, ndo foi conseguida a maturacdo de

embrides provenientes de calo TV-CE2 com a aplicacdo de H,0..

3.4- Maturacdo de embrides somaticos a partir de culturas de
tecido embriogénico obtido em suspensdes celulares

Neste ensaio foram testados dois meios de maturacdo sem agentes gelificantes, o
TM2-I (40 mg/l sacarose, sem carvéo activado, liquido) e o TMC-I (40 mg/l sacarose, sem
carvao activado, liquido), para os quais foram transferidas massas de células
embriogeénicas crescidas em suspensfes celulares. No caso das células transferidas para
meio de maturacdo TM2-1, verificou-se a sua proliferacdo (dados ndo apresentados), no

entanto ndo ocorreu o desenvolvimento de embrides somaticos, apds as 4 semanas de
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cultura. Relativamente as células transferidas para meio TMC-I a resposta obtida traduziu-
se na formacdo de embrides somaticos por massa de calo embriogénico em ndmero
superior ao controlo em meio solidificado (TMC-s), tanto no que diz respeito aos embrides

normais como aos anémalos, mas apenas para a linha TV-CE1 (Fig. 24a).
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Figura 21- Efeito da cultura em meio liquido na maturagdo de embriGes somaticos de TV-CE1 e TV-CE2. a) NUmero de
embrides somaticos normais (N) e andémalos (A) formados por cada 100 mg de calo TV-CE1 e TV-CE2 em cultura, para os
tratamentos TMC, s (solidificado) e TMC, | (liquido). b - c) Embrides somaticos derivados do calo TV-CE1 (b) e TV-CE2 (c),
em meio TMC,|. As barras correspondem a 2mm (a) e 1 mm (b).

Tabela 7- Avaliagdo da qualidade dos embriGes somaticos formados em cada um dos meios de maturagdo liquidos,
consoante a linha embriogénica utilizada como explante. O sinal negativo é utilizado para indicar a auséncia da
formagdo de embrides, o sinal ++++ indica a formagado de embrides de qualidade muito boa.

Meio de maturagao TV-CE1 TV-CE2 TJ-CE3
M2, | - - -
T™MC, | ++++ ++++ -

A qualidade dos embrides formados em suspensdo TMC ¢é bastante elevada, como
se pode observar nas figuras 21 b) e ¢) e como foi esquematizado na tabela 7. Os embrides
somaticos formados eram na sua grande maioria branco opacos, demonstrando assim a

acumulacdo de substancias de reserva.

Avaliando a qualidade dos embriGes formados, tanto em suspensdes como em
meios solidificados, os embrides TV-CE2 de melhor qualidade foram observados com
recurso as suspensées TMC-I, e os embrides TV-CE1 formados também apresentavam um

elevado grau de opacidade e uma cor branca consistente.

48



3. Resultados

3.5- Germinacao dos embrides somaticos formados

Apds contabilizacdo, os embrides somaticos formados em meio de maturacéo,
foram transferidos para meio de germinacao, para se desenvolverem em plantulas. Apesar
do elevado nimero de embrides normais e de boa qualidade formados nos ensaios de
maturacao, a sua germinacdo, na grande maioria dos casos, nao foi bem sucedida. A figura
22 representa as respostas mais frequentes observadas durante o periodo de germinacao.
Muitos dos embrides ndo se desenvolveram, mantendo o aspecto que tinham quando foram
transferidos para as condi¢cdes de germinagdo. Alguns dos embrides comegaram por se
desenvolver, sofrendo alongamento e crescimento dos cotilédones, contudo, verificou-se a
formacéo de calo na base destes embribes (Figs. 22a - ¢), que apds trés semanas acabaram

por se desdiferenciar totalmente, (Figs. 22d e 22e) ou oxidar (Fig. 22 f).

Figura 22- Representacdo da resposta dos embrides em meio de germinagdo. De a-c é possivel observar os embrides a
continuarem o seu desenvolvimento e de d-f embriGes desdiferenciados ou oxidados. As barras correspondem a 5 mm.

3.6- Analises morfoldgicas e histoldgicas

Através da andlise a lupa e ao microscopio 6ptico, foi possivel distinguir e
caracterizar diferentes tipos de tecidos que se formaram no processo de embriogénese

somatica. As estruturas em estudo foram massas pro-embriogénicas, calo embriogénico em
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meio de inducdo e em meio de desenvolvimento e embrides somaticos, representados na

figura 23.

Figura 23- ModificagBes nas estruturas embriondrias durante a transicdo de calo embriogénico para embrides. a — d)
Evolugdo das massas pro-embriogénicas (a) induzidas no meio TI1, em calo embriogénico proliferado no mesmo meio
(b), e apds transferéncia para meio de maturagdo (c) até a formagdo de um embrido somatico maduro (d), formado no
meio de maturagdo TMP2. e — |) Sec¢Bes dos diferentes explantes coradas com azul de toluidina. Notar a grande
vacuolizagdo das células em i e a acumulagdo de amido em k. As células dos embrides (I) apresentam também uma
acentuada vacuolizagdo e reduzida acumulagdo de reservas. As barras de a) a d) correspondem a 2 mm, de e) a h) a 100
umedei)al)a 50 um.
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As massas pro-embriogénicas sdo caracterizadas por uma actividade mitdtica
elevada. As suas células sdo extremamente vacuolizadas, sendo compostas por poucas
substancias de reserva, como se pode comprovar pelas figuras 23 €) e i). Na figura 23 i) a
seta indica uma ceélula que se dividiu recentemente, com uma parede celular menos
espessa, por ser mais recente. As divisdes sucessivas sdo uma caracteristica deste tipo de
tecidos, resultando numa proliferagdo destas massas.

O calo embriogénico é formado por aglomerados celulares (massas pro-
embriogénicas) onde também se podem encontrar estruturas analogas a embrides no estado
globular, embora muitas vezes sem uma protoderme muito definida (Fig 23 b). As células
destas estruturas apresentam uma grande quantidade de grdos de amido e vactolos como se
pode observar na figura 23 j. Este tipo de calo também ele é caracterizado por uma elevada
taxa de proliferacdo onde figuras mitoticas sdo frequentes.

Para 0 meio de germinacgéo, juntamente com os embrides, sdo transferidas pequenas
por¢des de calo embriogénico que ndo se conseguem isolar totalmente dos embrides. Estes
calos continuam a proliferar e as massas proembriogénicas que s formamevoluem paraas
fases iniciais do desenvolvimento embrionario. As células destes calos tém um teor
reduzido de substancias de reserva, em particular de amido (Figs. 23 g, k). Divisbes
celulares eram também comuns nestes tipo de material. A figura 23k) mostra um detalhe

das células deste tipo de calo sendo notorio o elevado volume nuclear.

Na figura 23 d) pode observar-se um embrido obtido a partir de um dos tratamentos
de maturacdo (TMP2), em estado cotiledonar. Sec¢bes destes embrides Fig. 23 h, mostram
uma protoderme bem definida, os dois cotilédones e uma zona apical de células mais
coradas, provavelmente correspondentes ao meristema apical do caule em
desenvolvimento, evidenciada por uma seta. Na figura 231 correspondente a uma secgéo do
cotilédone, pode observar-se a protoderme (indicada pela seta) e a forte vacuolizagcdo

destas células.
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Os diferentes tipos calos embriogénicos e embrifes somaticos foram também
analisados por microscopia electronica de varrimento. Os resultados comprovaram
algumas das observacdes ja efectuadas. Assim, a figura 24 mostra as massas
proembriogénicas onde é notorio o0 seu aspecto pouco organizado (Fig. 24a) e a presenca
de algumas células muito alongadas (Fig. 24b) que contrastam com as restantes células que

apresentam dimens6es mais reduzidas e uma forma mais ou menos isodiamétrica.

¥ i

- t=omm {
13) CAREAT e aay, S AT R
A |

[ — 4
Tlttipm Dl 5

Figura 24- Massas pro-embriogénicas observadas no microscépio electrénico de varrimento. Em a) uma vista geral e
em b) um pormenor destas estruturas.

As massas pro-embriogénicas, representadas na figura 24, apresentaram-se pouco
organizadas, agrupadas de forma pouco padronizada. Em a) pode-se observar uma massa
pro-embriogénica caracteristica, amorfa, sem zonas bem definidas. Em b) estdo assinaladas

células maiores, tipicas dos calos ndo embriogénicos.
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Figura 25- Calo embriogénico formado em meio TI2, observado no microscépio electrénico de varrimento. Em a) o
aspecto geral deste tipo de tecido e, em b, uma ampliagdao onde é notodria a presencga de células isodiamétricas
(quadrado branco) e da pelicula que cobre a superficie dos calos (quadrado azul).

Os calos embriogénicos, por sua vez, mostraram a sua organizacdo tipica em
agregados celulares (Fig. 25a). Estes calos sdo também formados por células
isodiamétricas e apresentam-se em grande parte cobertos por uma pelicula de natureza
desconhecida (Fig. 25b).
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Figura 26- Calo embriogénico em meio de germinag¢do observado no microscépio electronico de varrimento. De a) a
c) pode-se observar uma vista geral destas estruturas e em d) uma ampliagdo. Pelicula envolvente (no quadrado azul)
e agregado embriogénico (no circulo branco).

A proliferacdo dos calos embriogénicos em meio de germinacgdo (Fig. 26) mostra o
aspecto nodoso do tecido. A pelicula envolvente, referida nos calos descritos anteriormente
estava também presente (Fig. 26¢). Cada um dos agregados (Fig. 26d) corresponde a um
potencial embrido, que pode evoluir para um embrido somatico nas condigdes apropriadas

ou continuar a proliferar, produzindo novas massas de células.
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Figura 27- Embrides somaticos formados em meio TMS2 observados no microscépio electronico de varrimento.
Embrides normais em a) e b) e diferentes tipos de anomalias c-h. A figura H é uma amplia¢do da zona salientada na
figura g.
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Os embrides somaticos formados no meio de maturacdo, podem apresentar uma
morfologia normal, com cotilédones bem definidos e uma zona radicular relativamente
desenvolvida, como se pode observar nas figuras 27 a) e b), ou apresentar anomalias
morfologicas (Figs. 27 ¢) e h). As anomalias dos embrides apresentam morfologias muito
distintas que podem ir desde cotilédones em forma de taca (Fig. 27c), a um numero de
cotilédones superior ao normal (Fig. 27d), a ndo diferenciagdo de cotilédones (Fig. 27¢e) ou
a embrides fundidos (Figs. 27 f, g e h),

3.7- Niveis enddgenos de peroxido de hidrogénio

As concentracdes de perdxido de hidrogenio endogenos, medidas como foi descrito
na seccdo 2.2.6, revelaram diferencas entre vérias linhas de calo testados, com capacidades
embriogénicas distintas e diferentes tempos desde a sua indugéo, como se pode verificar na
figura 28. Os dados mostram que o calo TV-CE2 apresenta um teor em peodxido de

hidrogénio bastante mais elevado que os restantes tipos de calos.
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Figura 28- Variacdo da concentracdo enddgena de perdxido de hidrogénio em diferentes linhas de calo embriogénico
(TV-CE1, TV-CE2 e TJ-CE3) e ndo embriogénico (CNEB). Letras diferentes traduzem diferencas significativas segundo o
teste de Fisher (p<0,05).

Na figura 28 podemos observar que as linhas de calo embriogénico TV-CEle TV-
CE2, especialmente este ultimo, apresentam concentracbes mais elevadas de H,0,
enddgeno, face aos calo embriogénico TJ-CE3 e ao calo ndo embriogénico utilizado como
controlo (CNEB).
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4.1- Inducao de organogénese

Nos trabalhos de inducdo de organogénese realizados, a resposta geral observada,
incluindo a formacéo de calo nos explantes, esta de acordo com os resultados obtidos em
trabalhos anteriores, na mesma espécie e no mesmo cultivar, realizados no Laboratério de
Biotecnologia da FCTUC (Santos, 2012).

A formacédo de calo durante o processo de inducdo de organogénese foi também
reportada noutras Solanaceas, mais especificamente em Solanum tuberosum (Anjum e Ali,
2004) e Solanum melongena (Magioli et al., 1998; Xing et al., 2010) mas também noutras
espécies de outras familias, como em Morus spp. (Chitra e Padmaja, 2005) e em Opuntia
ficus-indica (Angulo-Bejarano e Paredes-Lopez, 2011). No entanto, tém sido
desenvolvidos trabalhos no sentido de obter protocolos mais directos, sem a fase de
formacdo de calo (Chitra e Padmaja, 2005), através da manipulacdo hormonal ou doutros

compostos do meio como a sacarose (Xing et al., 2010).

Em beringela (S. melongena), os cotilédones e segmentos foliares foram indicados
como sendo os explantes com uma maior capacidade de resposta em ensaios de
organogénese (Magioli et al., 1998; Xing et al., 2010). Nos ensaios realizados por Santos
(2012) com tamarilho, os segmentos foliares também revelaram uma elevada capacidade

para regenerar plantulas por esta técnica.

No presente trabalho as respostas organogénicas obtidas foram menos evidentes
que as obtidas por Santos (2012). No entanto, entre os dois trabalhos diferem o genétipo de
ambos os cultivares de TV e a origem dos explantes, sendo o material vegetal utilizado por
Santos (2012) de origem seminal e o presente estabelecido a partir de uma arvore adulta.
Tendo em conta este facto, € possivel interpretar a diferente resposta obtida na inducéo de
organogeénese, visto que, ja em batata, o genotipo, a origem do explante, os reguladores de
crescimento adicionados ao meio de cultura e as condic¢des de incubacdo foram indicadas
como sendo factores determinantes neste processo (Anjum e Ali, 2004). Alem disso, 0s
meios de cultura selecionados, com base nos que demonstraram melhores respostas no
trabalho realizado por Santos (2012), podem ndo ser os mais indicados para os explantes
derivados de material adulto, mais recalcitrante que o obtido por via seminal, implicando

assim uma optimizacéo dessa condicao.
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4.2- Inducido de embriogénese somatica
No trabalho realizado testaram-se 3 genotipos distintos (TA, TV e TL),

confirmando-se que, a semelhanca do que se verificou em trabalhos anteriores (Guimaraes
et al., 1996; Lopes et al., 2000; Canhoto et al., 2005; Correia et al., 2009; Correia e
Canhoto, 2012), a inducdo de embriogenese somatica € um sistema em duas fases. Uma
primeira fase onde se verifica a formacéo de calo embriogénico em meio de inducgéo, neste
caso meio base MS com 90 g/l de sacarose e a presenca de uma auxina, € uma segunda
fase, onde os embrides se desenvolvem a partir de massas embriogénicas, num meio
diferente do anterior, meio base MS com 40 g/l de sacarose na auséncia de reguladores de

crescimento (Correia et al., 2012; Correia e Canhoto, 2012).

Na fase de inducdo formam-se 2 tipos distintos de calo, um deles, designado
embriogénico, de aspecto mais esbranquicado, formado por aglomerados de massas mais
ou menos esféricas, com uma consisténcia rigida e crescimento lento (Guimaraes et al.,
1988), 0 outro mais amarelado, cresce mais rapidamente e tem uma consisténcia mais
friavel e € conhecido como calo ndo embriogénico devido a sua incapacidade de formar

embrides somaticos.

O tipo de explantes de tamarilho com potencial para iniciarem uma cultura
embriogénica inclui embrifes zigéticos maduros, folhas jovens, cotilédones e hipoc6tilos
(Correia e Canhoto, 2012). No trabalho de Correia et al. (2011), para além do potencial de
embrides zigoticos e segmentos foliares jovens de plantas micropropagadas, foram também
testados outros explantes, nomeadamente segmentos de medula e tecidos florais de uma
planta adulta, que ndo demonstraram capacidade de diferenciacdo de linhas embriogénicas.
A recorréncia a embrides zigoticos maduros e a segmentos foliares ja tinha sido observada
noutros trabalhos e o seu sucesso na obtencéo de tecido embriogénico e posteriormente na
regeneracdo de plantulas comprovado (Guimardes et al., 1988; Lopes et al., 2000), pelo
que nos ensaios de inducdo de embriogénese somatica realizados ao longo deste trabalho

se optou por utilizar segmentos foliares jovens como explante.

O gendtipo foi indicado por Gaj (2004) como sendo um dos factores determinantes
para o sucesso dos protocolos de inducdo de embriogénese somatica em conjunto com
outros parametros como a origem e estado de desenvolvimento do explante. Neste ensaio
utilizaram-se explantes da mesma idade e mantidos nas mesmas condi¢des, sendo deste

modo o genotipo a variavel a ser avaliada. O genotipo de tamarilho vermelho foi aquele
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onde se obteve a melhor resposta nas condicGes testadas, j& o de tamarilho laranja
demonstrou ser aquele onde se formou uma menor quantidade de massas embriogénicas. A
aquisicdo de potencial embriogénico em culturas em meio de inducdo é acompanhada por
alteracdes na expressao genética (de Vries et al., 1988), o que leva a diferentes respostas
consoante 0s Varios gendtipos, uma vez que essas alteracdes na expressao genética podem

ser mais ou menos acentuadas em funcéo do genotipo em questéo.

No segundo ensaio de indugdo de embriogénese somatica realizado foram testadas
duas auxinas diferentes (picloram e 2,4-D), face a duas concentracdes de sacarose (90 e 30
g/L), recorrendo a explantes de menores dimensdes que os usados habitualmente. Uma das
observagBes mais evidentes face aos resultados obtidos é que a sacarose parece ter um
papel mais importante na reprogramacgdo das células somaéticas e na iniciacdo de um
programa embriogénico que o tipo de auxina em questdo, uma vez que quando se utilizou
90 g/l de sacarose ocorreu a formacéo de calo embriogénico, independentemente da auxina
utilizada e quando a quantidade de sacarose foi reduzida para 30 g/l a formacdo desse
tecido ndo ocorreu, quer se utilizasse picloram ou 2,4-D no meio de indugdo. Lopes et al.
(2000) tinham ja verificado que concentracfes elevadas de sacarose (120 g/l) sdo mais
eficientes no que diz respeito a eficiéncia da formacéo de tecido embriogénico, no entanto

este tecido cresce melhor na presenca de 90 g/l de sacarose no meio.

A importancia da sacarose no processo de embriogénese somatica deve-se em parte
ao seu papel como fonte de energia mas também ao facto de esta substancia criar
condicBes osmdticas ideais para o crescimento celular in vitro (Gaj, 2004). A sacarose tem
também uma funcdo de agente de stresse osmotico, quando sdo empregues concentracdes
mais elevadas e como é conhecido os mecanismos de stresse tém um papel fundamental no
processo de embriogénese somatica, estando directamente envolvidos no mecanismo de

reprogramacao celular (Fehér et al., 2003).

O papel das auxinas na fase de inducdo de embriogénese somatica, como ja foi
anteriormente referido, esta amplamente estudado e a sua importancia comprovada. Em
tamarilho, nesta fase inicial, ja foi estudado o efeito de varias auxinas, em particular, de
2,4-D (Guimardes et al., 1988; Guimarées et al., 1996), de NAA (Guimaraes et al., 1996) e
de picloram (Lopes et al., 2000). Os resultados obtidos no trabalho realizado, estdo, de
forma geral, de acordo com aqueles observados em trabalhos anteriores. Em tamarilho,

concentragOes inferiores a 1 mg/l de 2,4- D ja tinham sido consideradas baixas demais para
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induzir calo embriogeénico (Lopes et al., 2000). Garcia e Martinez (1995) concluiram
através dos seus ensaios que em Solanum tuberosum que a concentragdo de 2,0 mg/l de
2,4-D era uma das mais eficientes no processo de inducdo de calo embriogénico. Correia et
al. também utilizaram a mesma concentracdo de 2,4-D para induzir calo embriogénico e
verificaram que este tipo de tecidos podia ser mantido neste meio sem perda de potencial
embriogénico durante longos periodos de tempo (Correia et al.,, 2009). Ensaios
previamente realizados permitiram concluir que em meio base MS, as melhores taxas de
inducdo (40%) eram obtidas com uma concentracao de picloram de 5 mg/l (Lopes et al.,
2000). Assim, o meio base MS com 5,0 mg/l de picloram e 90 g/l de sacarose tem sido o
mais frequentemente utilizado para induzir embriogénese somética e manter o calo
embriogénico induzido em proliferacdo. Concentracdes mais baixas de picloram (1 ou 2
mg/l) estdo indicadas na bibliografia como sendo aptas a produzir calo embriogénico

embora com taxas mais baixas, 15 e 27%, respectivamente (Canhoto et al., 2005).

Outro aspecto em estudo nos ensaios de inducdo de embriogénese somatica
realizados foi o efeito da fragmentacao dos explantes nas taxas de indugdo obtidas. Apesar
de este tratamento nédo se traduzir num aumento das taxas de indugdo face ao controlo
(explantes foliares segmentados em 4 seccdes), verificou-se um aumento da quantidade de
calo formada em cada explante induzido (dados ndo apresentados). De facto, o efeito da
inducdo de feridas nos explantes como um indutor de stresse tem sido referenciado por
alguns autores (Kiyossue et al., 1993) como sendo de elevada importancia na inducdo de
processos morfogénicos, particularmente de embriogénese somatica. Este é portanto um
procedimento que deverd ser estudado mais detalhadamente, de forma a optimizar a
composi¢do do meio em funcdo do aumento da eficacia na obtencdo de calo embriogénico
a partir de explantes fragmentados em pequenas porgoes.

4.3- Maturacao dos embrides somaticos

Apesar do processo de indugdo de embriogénese somatica em duas etapas permitir
o potencial desenvolvimento de um elevado numero de embribes somaticos e
consequentemente plantas, uma das limitagOes inerentes a este processo prende-se com 0

elevado numero de embrifes andmalos formados a partir das massas embriogénicas.
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Trabalhos anteriores realizados com tamarilho indicam a deficiente acumulacdo de
substancias de reserva, particularmente de lipidos, como uma das potenciais causas para o
elevado nimero de embriGes somaticos de baixa qualidade e portanto menor potencial de
germinarem em plantas viaveis (Correia et al., 2012). Também para outras espécies a etapa
de maturacdo dos embrides soméaticos é um estagio critico do processo de embriogénese
somatica (Gaj, 2004; Sghaier et al., 2009), cujas tentativas de optimizacdo passam
sobretudo pela manipulacdo dos constituintes do meio de maturacdo e das condi¢cbes de
cultura utilizadas (Agarwal et al., 2004; Peran-Quesada et al., 2004; Rai et al., 2009). Foi
portanto com o objectivo de tentar obter embrides de melhor qualidade, a partir de
diferentes linhas embriogénicas em cultura, que nos ensaios realizados se manipularam
diferentes meios de maturacdo no que diz respeito aos agentes osmoticos e oxidativos

presentes no meio e a adi¢do de carvdo activado e ABA.

4.3.1- Agentes osmoticos
Os hidratos de carbono sdo fundamentais para a sintese de compostos organicos

(Nawrot-Chorabik, 2012) e criam condicdes osmoticas adequadas para o crescimento
celular in vitro (Gaj, 2004), limitam a captacdo de agua, o que resulta em stress hidrico e
na promoc¢édo do desenvolvimento dos embrides em cultura (Deo et al., 2010). Geralmente
a sacarose € o hidrato de carbono de elei¢do, provavelmente por ser 0 mais comum no

floema das plantas (Gutiérrez-Mora et al., 2012).

O PEG, por ser uma molécula com elevado peso molecular (Heringer et al., 2010),
ndo atravessa a membrana celular (Linossier et al., 1997), conduzindo a uma restricdo da
captacdo de &gua, a uma pressdo de turgescéncia reduzida e a um potencial osmético
intracelular mais reduzido (Korbes e Droste, 2005; Troch et al., 2009), o que condiciona a
captacdo de &gua desencadeando um stresse hidrico de maior duracdo durante o
desenvolvimento embrionario (Troch et al., 2009). Uma dessecacdo mais lenta resulta na
acumulacdo substancial de proteinas de reserva necessérias ao desenvolvimento de

embrides imaturos, em comparacdo com desidratacGes mais rapidas (Deo et al., 2010).

Nos ensaios realizados com os agentes osmoticos referidos, sacarose e PEG 4000,
independentemente do calo embriogénico utilizado, o0 PEG ndo se mostrou tdo eficaz na

formacgéo de embribes, em quantidade, como o controlo com 40 g/l de sacarose (meio
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TM2). No entanto, os embrifes formados foram dos que indicaram uma maior presenca de
substancias de reserva na sua composicao, demonstrada pelo seu aspecto bastante opaco e

pela sua cor branca.

O efeito positivo da aplicacdo de PEG nos meios de maturacdo tem sido reportado
para diferentes espécies de angiospérmicas, como o0 castanheiro-da-india (Aesculus
hippocastanum), para o qual a incluséo desta substancia promoveu uma maior qualidade
do caule das plantas regeneradas (Troch et al., 2009), ou a arvore-da-borracha (Hevea
brasiliensis) onde foi referenciado o efeito destes osmoticos na reducdo do fendomeno de
embriogénese secundaria e na melhoria da conversdo das massas pro-embriogénicas em
embrides torpedo (Linossier et al., 1997), mas também para coniferas como o Pinus
densiflora, para o qual uma pressdao osmotica estavel e a aplicacdo de PEG com peso
molecular apropriado tém sido indicados como factores chave para a producao de embrifes

somaticos de boa qualidade (Shoji et al., 2006).

A escolha do peso molecular do PEG revela-se um factor importante. Segundo
Shoji et al. (2006), pesos moleculares demasiado baixos desta substancia podem nao
causar o stresse ideal ao tecido embriogénico para o levar a alterar a sua resposta
morfoldgica e pesos moleculares muito elevados de PEG podem causar alteracGes ao calo,
como a morte celular. Também a concentracdo do composto selecionado é de extrema
importancia nos resultados obtidos. Com a utilizacdo de PEG 4000, na maturacdo de
embribes de Abies numidica, verificou-se que o nimero de embrifes maduros era superior
quando se utilizavam 100 mg/l deste osmético (Vookovad e Kormutdk, 2002) e em
Chamaecyparis obtusa, foram produzidos mais embrides somaticos quando a concentracao
de PEG utilizada foi de 150 mg/I (Taniguchi et al., 2004).

Tendo em conta esta informacdo, o nimero baixo de embrides formados em meios
com a adicdo de PEG em comparacdo a meios constituidos apenas por sacarose, nos
ensaios de maturacdo em tamarilho, podera estar relacionado com a necessidade de
optimizacdo destes parametros, de forma a que se obtenha um numero superior de

embrides somaticos.
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4.3.2- Carvao activado
O carvéo activado é uma substancia constituida por carbonos dispostos numa forma

quase grafitica em particulas de pequeno tamanho. Trata-se de um material poroso e
insipido, constituido por uma fina rede de poros, uma &rea de superficie e volume
extraordinariamente grandes que lhe conferem uma capacidade Unica de adsor¢do
(Thomas, 2008) de substancias inibitérias no meio ou produtos téxicos libertados pelos

explantes (Chagas et al., 2005).

Nos ensaios realizados, durante a transicdo do meio de indugdo (rico em auxinas)
para 0 meio de maturacéo verificou-se um aumento da massa de calo embriogénico, muitas
vezes acompanhado com uma diminui¢cdo do rendimento do processo de maturacdo dos
embrides. O facto de continuarem a haver auxinas remanescentes do meio de inducdo pode
estar relacionado com este tipo de resposta (Rai et al., 2007). As auxinas inibem o
desenvolvimento do calo em embribes e simultaneamente promovem a proliferacdo do

tecido embriogénico (Jiménez, 2001; Deo et al., 2010).

O carvéo activado tem sido referido como um factor benéfico na diminuigdo de
taxas germinagdo precoce de embriGes somaticos, em espécies como a soja (Glycine max)
e na retencdo de auxinas no meio (Sauner e Droste, 2005), o que pode ser de extrema
importancia visto que a presenca de auxinas, particularmente em quantidades mais
elevadas, no tecido embriogénico, poder ser um dos maiores condicionadores para 0

desenvolvimento destas massas em embrides somaticos.

Tanto com o calo TV-CE1 como com o calo TV-CE2, a quantidade total de
embrides formados foi superior quando se utilizou apenas sacarose no meio de maturagao
(TM2) em comparacdo com o0 meio com carvao activado (TMC). No entanto, apesar do
namero de embribes em meio TMC ter sido mais baixo, a sua qualidade foi muito superior
a dos embrides gerados em meio TM2, sendo mesmo dos embrifes de melhor qualidade
obtidos em todos os ensaios realizados, a par com os formados em meio TMP2, como foi
anteriormente referido. Isto indica que do ponto de vista da adsor¢éo de auxinas 0s ensaios
com carvao activado foram bem sucedidos e mais ensaios deveréo ser efectuados de forma
a determinar-se a concentracdo mais adequada desta substancia na geracdo de um numero

superior de embrides com elevada qualidade.
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4.3.3-  Acido abscisico
A adicdo de ABA a culturas embriogenicas in vitro inibe a germinagéo precoce de

embrides, estimula uma maturacdo coordenada dos embrides somaticos (Dodeman et al.,
1997; Nawrot-Chorabik, 2012) e promove o seu desenvolvimento em plantas com

morfologia normal (Jiménez, 2001).

O ABA serve também de mensageiro quimico em respostas de stresse. Relatos
indicam que os agregados celulares embriogénicos contém niveis endégenos de ABA mais
elevados que o calo ndo-embriogénico (Karami e Saidi, 2010). Contudo uma exposi¢édo
demasiado prolongada a esta substancia pode suprimir o crescimento das plantas formadas
in vitro (Gutiérrez-Mora et al., 2012). Foram também relatadas situacbes em que a
aplicacdo de ABA parece estar envolvida no estimulo da divisdo celular e da sintese de

DNA, na producao de calo e na morfogénese do caule (Jiménez, 2001).

Em Psidium guajava, Rai e a sua equipa (2008) verificaram uma tendéncia no
aumento da percentagem de embrides somaticos formados em funcdo do aumento da
concentracdo de ABA. O mesmo tipo de resposta foi observada em Carica papaya
(Anandan et al., 2012). Em tamarilho, também j& foram realizados ensaios com ABA
verificando-se a sua importancia no desenvolvimento de embriGes somaticos, brancos e
opacos, quando o meio MS era composto por 0,11 M de sacarose e 2 mg/l de ABA, em

culturas mantidas ao escuro (Correia et al., 2012).

No trabalho realizado pretendeu-se estudar o efeito de concentragdes mais baixas (1
mg/l) e mais elevadas (4 mg/l) de ABA aos meios de maturacéo de diferentes tipos de calo
embriogénico. Os resultados obtidos demostraram que, de facto, o ABA é importante na
formacdo de um namero elevado de embrides somaticos em estado torpedo ou cotiledonar,
uma vez que 0s meios aos quais foi adicionada esta substancia foram aqueles, de todos 0s
ensaios de maturacdo realizados, os que produziram um namero superior de embrides, no
caso do calo TV-CEL1. No meio TMA2 (2 mg/l de ABA) foi onde se revelou um ndmero
superior de embrides formados, 0 que vai de encontro aos resultados previamente obtidos
em tamarilho (Correia et al., 2012), e o meio TMAL (1 mg/l de ABA), que correspondente
a menor concentracdo de ABA testada, foi quele onde se desenvolveu um numero inferior
de embrides em estados desenvolvidos, 0 que comprova a reacc¢ao positiva do calo TV-

CE1 a presenca de ABA no meio de cultura.
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Dos 2 calos em estudo, apenas houve uma resposta no sentido da formagédo de
embribes por parte do calo TV-CEL. Embora o calo TV-CE2 seja do mesmo genotipo e
tenha sido induzido mais recentemente a sua capacidade embriogénica revelou-se inferior
em todos os tratamentos realizados. Isto pode ser explicado devido a anomalias
citogenéticas e a reducdo do potencial embriogénico, caracteristicas de culturas
estabelecidas ha muito tempo (Currais et al., 2013), que podem ter sido agravadas pelas

repicagens sucessivas a que este calo foi alvo.

4.3.4- Agentes oxidativos
O stresse oxidativo tem sido induzido em vérias espécies de angiospérmicas

para tentar relacionar o papel deste tipo de stresse na morfogénese vegetal (Ma et al.,
2012). Alguns autores tém sugerido uma correlacdo entre o aumento da atividade de
enzimas antioxidantes, relacionado com o stresse oxidativo e a resposta embriogénica dos
tecidos somaéticos (Carvalho et al., 2009). Contudo ainda pouco é sabido acerca de
parametros fisioldgicos especificos, de como as espécies reactivas ao oxigénio e o sistema

antioxidante, possam afectar a embriogénese somatica (Ma et al., 2012).

Em Lycium barbarum, medi¢des dos niveis intracelulares de H,O, revelaram que a
diferenciacdo de células embriogénicas é afectada pela presenca desta substancia, uma vez
que esses niveis foram mais elevados na formacg&o de células embriogénicas que no proprio
calo (Kairong et al., 1999). O mesmo estudo revelou que nos tratamentos com H;O,, 0
aumento da concentracdo desta substancia conduz a uma maior frequéncia de embrides
somaticos e Kairong e a sua equipa sugerem gue isto se deve ao facto de niveis exdgenos
de H,O, aumentarem o0s niveis internos desta substdncia. No entanto a partir de
determinadas concentraces de perdxido de hidrogénio esta substancia impede o processo
de maturacdo (Kairong et al., 1999), o que vai de encontro aos resultados que foram
obtidos neste trabalho, em tamarilho. Quando foi comparado o nimero de embrides
formados em meio com e sem peridrol verificou-se um incremento de embriGes em estado
torpedo e cotiledonar em meios suplementados com a substancia em questdo. Apesar disto,
meios com menores concentragdes de H,O, foram os que formaram um ndmero superior
de embriGes somaticos e a partir dessa concentracdo a frequéncia de embrides originados
comeca a decrescer, isto porque a partir dessa concentragéo, o stresse causado ao material

vegetal pode estar a ser demasiado elevado e a impedir uma resposta morfoldgica
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adequada por massas de calo mais sensiveis. A semelhanca do que se verificou com o0s
ensaios com ABA o calo TV-CE2 néo respondeu e ndo houve a formacgdo de embrides

possivelmente devido ao motivo discutido na sec¢édo 4.3.4.

4.4- Maturacao dos embrides somaticos a partir de culturas de
tecido embriogénico obtidos em suspensodes celulares

A eficacia de suspensdes celulares no crescimento de calo embriogénico de
tamarilho j& foi comprovada em trabalhos desenvolvidos anteriormente no nosso
laboratério (Alves, 2012). Em vérias espécies, como no caso de Quercus ilex, tém sido
utilizadas suspensbes para obter massas superiores de calo mas para obter embribes
somaticos maduros 0 mais comum € recorrer-se a meios gelificados (Mauri e Manzanera,
2003). No presente trabalho avaliou-se a eficacia da aplicagdo da maturacdo de embriGes
somaticos em meio liquido, através da utilizacdo dos meios liquidos MS com 40 g/l de

sacarose (TM2-1) e MS com 40 g/l de sacarose e 10 g/l de carvao activado (TMC-I).

No meio TM2-l a Unica resposta observada foi um aumento visual da massa de
tecido embriogénico sem que se verificasse a formacao de embrides somaticos em estados
desenvolvidos. Como foi anteriormente referido, na seccéo, 4.3.2, a presenca de auxinas
originarias da fase de inducdo é responsavel por este tipo de resposta. Tendo em conta 0s
resultados obtidos em meio solidificado, no que diz respeito sobretudo a qualidade dos
embrides obtidos, procurou-se aplicar a metodologia do carvdo activado também a
maturacdo em meio liquido, de forma a conseguir-se remover eficientemente a auxina
ainda presente, promovendo assim o desenvolvimento de embrides somaticos. Esta
estratégia permitiu colmatar o problema que levou ao ndo desenvolvimento de embrides
com o meio TM2-l. O carvdo activado, € um composto que pelas suas propriedades,
adsorve compostos do meio e nestes ensaios 0 seu efeito revelou-se eficiente na adsorgéo
de auxinas, o que permitiu o desenvolvimento de embrides somaticos. Os embrides
somaticos formados revelaram ser de boa qualidade, apresentando uma tonalidade branca
opaca que indica uma boa acumulacdo de substancias de reserva. No entanto, estes
embrides apresentaram dimensfes mais reduzidas face aos embrides formados em meio
TMC solidificado, provavelmente devido ao facto de terem sido formados em meio liquido

sobre agitacdo, o que levou a uma maior separagéo de embrides do calo, tal como descrito
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em outros trabalhos (Mauri e Manzanera, 2003). Também em Carica papaya, ha registos
do aumento do nimero de embriGes em estado cotiledonar em meios liquidos face a um
controlo em meio gelificado (Anandan et al., 2012). Nos ensaios realizados o resultado foi
semelhante quando se utilizou calo TV-CE1, embora isso ndo se tenha verificado com o
TV-CE2, onde o controlo (0 meio solidificado) foi mais eficiente na formagédo de
embrides. Este facto indica que a aplicacdo de carvao activado neste tipo de culturas tera
também que ser optimizada face ao material em cultura. A semelhanca do que se verificou
para outros tratamentos, a linha embriogénica TV-CE2 revelou uma menor capacidade de
resposta, que podera ser ultrapassada por uma optimizacdo das condi¢des de cultura

utilizadas.

4.5- Germinag¢do dos embrides somaticos formados

A germinacdo de embrides somaticos e a regeneracdo de plantulas completas, com
todos os elementos que lhes sdo caracteristicos, ndo foi conseguida, nestes ensaios. Alguns
dos embrides transferidos para meio de germinacdo ainda se comecaram a desenvolver,
contudo a determinada altura o crescimento sessou e estes oxidaram ou desdiferenciaram-

S€.

Esta resposta pode ser explicada devido aos elevados periodos de tempo a que 0s
calos foram induzidos e a um numero elevado de subculturas. Currais et al. estudaram a
estabilidade na ploidia de culturas embriogénicas e concluiram que as culturas de tamarilho
sdo propensas a alteragdes cromossémicas, como um nimero anormal de cromossomas,
que se podem manifestar logo ap6s 0 primeiro ano em cultura e que tendem a aumentar

com o tempo (Currais et al., 2013).
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4.6- Anadlises morfologicas e histoldgicas

As analises histoldgicas e de SEM permitiram caracterizar as diferentes fases do
processo embriogénico, desde a formacdo dos calos embriogénicos ao desenvolvimento
dos embrides. Assim, no tecido pro-embriogénico encontram-se recorrentemente células
divisdo o que mostra a capacidade de proliferacdo deste tecido em meios com auxina. Em
fases mais adiantadas do processo, foi possivel observar a formacéo de células com um
elevado teor de amido, o que pode indiciar um papel deste composto em termos
energéticos no processo de formacdo dos embribes sométicos. A andlise de calo
embriogénico, tanto a lupa como recorrendo a técnicas de microscopia, permitiu concluir
que este tecido é composto por um agregado de massas com uma forma esférica. Estas
massas quando transferidas para meio de maturagdo desenvolvem-se em embrides
somaticos (Guimaraes et al., 1996; Correia et al., 2012), o que leva a crer que se trata de
embrides somaticos em estados iniciais de desenvolvimento, mais concretamente no estado
globular. Juntamente com os embrides sdo isoladas massas de calo embriogénico que sdo
impossiveis remover, para meio de germinacdo, onde este tecido mantém a capacidade
proliferativa. A observacéo deste calo a lupa e ao microscopio electronico de varrimento
revelou que a estrutura destas massas era um agregado compacto de estruturas mais ou
menos globulares, aparentemente de embrides em estadios muito precoces. As células
destas massas sdo pobres em substancias de reserva, nomeadamente amido o que parece
indicar um elevado consumo energético em fases anteriores.. A maioria dos embrides
somaticos formados revelou anomalias ja relatadas anteriormente como cotilédones
fundidos, germinacdo precoce ou um numero alterado de cotilédones (Correia e Canhoto,
2012). Os cortes histoldgicos realizados revelaram que o meristema apical do caule esta
presente, pelo menos nos embrides analisados, 0 que permite concluir que a auséncia de
germinacdo muitas vezes observada se deve a outros factores que ndo a auséncia de

diferenciacdo desta zona meristematica.
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4.7- Niveis de peroxido de hidrogénio enddgeno

Existem diversos registos em espécies vegetais que procuram explicar o papel do
stresse oxidativo na morfogénese vegetal (Libik et al., 2005; Ma et al.,, 2012),
nomeadamente o papel do peroxido de hidrogénio como molécula-chave entre os
mecanismos de stresse e as vias de regeneracdo. Pensa-se que o H,O, podera ter o papel de
mensageiro secundario nas vias de transducdo de sinal que influenciam a expressao de
genes envolvidos nos processos morfogénicos (Neill et al., 2002; Vranova et al., 2002).
Neste sentido, diversos trabalhos estabelecem a relagdo entre niveis elevados de peroxido
de hidrogénio e o potencial embriogénico de linhas de calo (Kairong et al., 1999; Libik et
al., 2005).

Os resultados revelaram valores internos de perdxido de hidrogénio mais elevados
no calo TV-CE1 e no TV-CE2, o que pode estar relacionado com o potencial embriogénico
associado a estes dois tipos de calo (Kairong et al., 1999). O calo ndo embriogénico
(CNEB) utilizado como controlo, apresentou niveis baixos desta substancia, semelhantes
aos niveis apresentados por TJ-CE3, o que podera justificar a auséncia de resposta
embriogénica por parte desta linha de calo. A linha TJ-CE3 trata-se de uma linha de calo
embriogénico induzida a partir de material de uma &rvore adulta estabelecido in vitro.
Trabalhos anteriores relataram a capacidade embriogénica desta linha (Correia et al.,
2011), que no presente trabalho demonstrou ter perdido essa capacidade
independentemente do tratamento aplicado. A constatacdo de niveis enddgenos de H,0;
semelhantes aos observados para calo ndo embriogénico, poderdo estar na base da auséncia
de resposta devido a uma ndo activacdo das vias de regulacdo genética que seriam

activadas para valores enddgenos mais elevados deste composto.

A andlise dos ensaios com TV-CE2, no entanto revelou-se contraria ao esperado, na
medida em que este calo apresentou os valores enddgenos de perdxido de hidrogénio mais
elevados do ensaio, inclusive mais elevados que os valores registados para o TV-CE1, que
foi o material que demonstrou a maior capacidade embriogénica. Com os valores mais
elevados de H,0,, seria de esperar que o TV-CE2 fosse o calo com uma maior capacidade

embriogénica, o que ndo se verificou.

Nos resultados obtidos h& que ter em consideragdo que TV-CE1 e CNEB, tém a

mesma origem e foram induzidos e mantidos em subculturas sucessivas desde a mesma
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altura, tal como TV-CE2 e TJ-CE3, que apesar de terem origens diferentes, foram também
induzidos na mesma altura, ainda que mais recentemente que TV-CE1 e CNEB. Este facto
podera ser importante na avaliacdo dos resultados obtidos, uma vez que os diferentes
periodos de manutencdo dos calos em cultura poderdo também afectar os niveis de H,0;

registados.

Os resultados obtidos apontam para o potencial desta informagéo na avaliacdo da
capacidade embriogénica das linhas de calo obtidas ap6s um processo de indugdo. Desta
forma é importante que se realizem mais ensaios, de forma a conseguir boas correlac¢des
entre os niveis enddgenos de H,O, dos diferentes tipos de calo e a sua capacidade

embriogénica e/ou a sua idade.
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5. Conclusdes e perspectivas futuras

O recurso as técnicas de cultura in vitro de espécies vegetais tem sido uma das
ferramentas mais Uteis no melhoramento genético dos cultivares e na manutencdo de
espécies de interesse, permitindo a sua propagacdo em larga escala. A embriogénese
somatica tem sido a técnica de eleicdo para alcancar estes fins porém a compreensdo dos
mecanismos béasicos que lhe estdo associados continua a ser uma das maiores

preocupacOes no que diz respeito a optimizagdo de protocolos.

A transicéo ineficiente de massas pro-embriogénicas em embrides desenvolvidos
€ um processo que demonstrou ter alguns problemas associados, como o
desenvolvimento assincrono de embribes, a formacéo de embrides anomalos e embrides
que germinaram precocemente. Um dos principais objectivos deste trabalho passou pela
optimizacdo de protocolos de maturacdo de embrides somaticos de modo a tentar
minimizar as limitacBes desta técnica e passou pela aplicacdo de determinados
procedimentos: i) a contagem do numero de embrides normais e anomalos formados em
cada tratamento, ii) a avaliacdo da qualidade dos embrides com base na sua cor, iii)
andlises histologicas aos embribes e iv) a transferéncia de embrides para meio de

germinacao.

Na contagem do nimero de embrides somaticos formados notou-se uma melhor
resposta, a excepcdo dos tratamentos com osmoticos, do calo TV-CE1 aos compostos
testados, especialmente ao perdxido de hidrogénio, onde o numero de embrides total foi
superior. Por oposicdo, o calo TJ-CE3 ndo reagiu a nenhum dos tratamentos, mantendo
sempre 0 seu aspecto embriogénico. O TV-CE2, por ser o calo embriogénico induzido
h& menos tempo, era de esperar que fosse o que tivesse melhor resposta na formacéao de
embribes, mas isso apenas se verificou, de uma forma geral, com 0s compostos
osmoticos, talvez por este calo ter sido sujeito a repicagens de forma mais intensa no
inicio dos ensaios. Verificou-se a necessidade de testar mais compostos, em trabalhos
futuros, como outras fontes de carbono, aminoécidos, agua de coco, extrato de malte ou

outros gelificantes.

Os ensaios histoldgicos realizados revelaram que mesmo em embrides anémalos
0 meristema apical se organizou de acordo com o padrdo normal, encontrando-se
organizado num pequeno e denso aglomerado de células, com uma elevada actividade
mitotica. Estes dados sugerem que este tipo de embrides, embora anomalos, se iria

conseguir desenvolver de uma forma normal e atingir a conversdo em plantulas.
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5. Conclusdes e perspectivas futuras

Neste trabalho foram também desenvolvidos ensaios na inducdo de
embriogénese somatica onde a funcdo da composicdo do meio, do gendétipo e do
tamanho do explante inicial na formacdo de calo embriogénico foram avaliados. O
tamanho do explante revelou ser um factor importante na quantidade de calo formado.
Nos ensaios decorridos neste trabalho a quantidade de calo formada nédo foi
quantificada, apenas se conseguiu observar visualmente que era superior em explantes
fragmentados. Em trabalhos futuros seria interessante fazer essa quantificacdo e
comparar a massa de calo embriogénico formada em explantes fragmentados e em
seccOes foliares inteiras. Seria também interessante fragmentar ainda mais o explante de
modo a avaliar até que ponto é que a fragmentacdo do explante inicial promove a

formagao de maiores massas de calo embriogénico.

Foram ainda desenvolvidos ensaios de organogénese in vitro, na sequéncia de
um trabalho prévio, desenvolvido no nosso laboratdrio, em que se recorreu a tamarilho
vermelho com origem seminal, como foi anteriormente referido (Santos, 2012). Ao
recorrer a material de tamarilho vermelho proveniente de material adulto, no presente
trabalho, verificou-se que este material levou & formagdo de um nimero de rebentos
gerados mais baixo que os que se criaram no trabalho de Santos. Esta resposta pode ser
em parte explicada com a recalcitrancia do material adulto mas também porque o0s
meios selecionados para 0s presentes ensaios (0s que revelaram melhores respostas no
trabalho anterior) podem né&o ser indicados para material adulto. Desta forma seria
interessante, no futuro, realizar ensaios em meios com outras composicdes, de forma a
determinar que factor foi mais importante na fraca resposta organogénica observada, se

a origem dos explantes, se a inadequada composi¢do do meio.
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