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RESUMO

ABSTRACT

Somatic embryogenesis from zygotic embryos of Heloconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two

Tropical flowers have contributed to the growth of the cut flower market in Brazil, especially plants of the genus
Heliconia. Heliconias are usually propagated vegetatively, although this method can spread diseases and in the near
future may severely comprise commercial flower production. In vitro cultivation represents an important potential
alternative for guaranteeing the production of high-quality heliconia planting stocks. However, the micropropagation
of these plants using stalk apices faces severe problems of endophytic contamination, making it difficult the supply of
enough explants. Therefore, alternative techniques for the in vitro production of planting stock were investigated
using other explant tissues to induce somatic embryogenesis. Zygotic embryos from immature and mature fruits of H.
bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two were cultured in combinations of IAA (0; 5.70, e 11.41 µm L-1) and 2,4-D (0; 22.62;
45.24; 67.86 e 90.48 µm L-1) to induce somatic embryos during 90 days of culture. Histological analyses showed that
somatic embryos were formed only with zygotic embryos derived from mature fruits cultivated in the absence of growth
regulators.
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Indução de embriões somáticos a partir de embriões zigóticos de
Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two1

As flores tropicais têm contribuído para o aumento do mercado florístico no Brasil; dentre elas destacam-se as
do gênero Heliconia. A propagação de helicônias que atinge maior número de mudas ocorre por via vegetativa, por
meio da divisão de rizomas, aumentando a probabilidade de disseminação de doenças, podendo, num futuro próximo,
comprometer a produção de flores. O cultivo in vitro surge como importante alternativa para proporcionar a produção
de mudas de helicônia com elevado padrão de qualidade. Entretanto, a micropropagação de helicônias via ápices
caulinares depara-se com problemas de contaminação endofítica, dificultando a multiplicação do explante. Diante
disso, fez-se necessário avaliar alternativas que promovam a produção de mudas in vitro, por meio da utilização de
outros explantes. Para tanto, realizou-se um experimento, utilizando embriões zigóticos, provenientes de frutos imatu-
ros e maduros de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two, em combinações de AIA (0; 5,70 e 11,41 µm L-1) e 2,4-D (0; 22,62;
45,24; 67,86 e 90,48 µm L-1), para induzir a formação de embriões somáticos durante 90 dias. Por meio de análise
histológica, observou-se a formação de embriões somáticos apenas nos embriões zigóticos, provenientes de frutos
maduros, cultivados na ausência de reguladores de crescimento.

Palavras-chave: cultivo in vitro, calogênese, regulador de crescimento, histologia.
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INTRODUÇÃO

As espécies de plantas ornamentais tropicais têm atra-
ído o mercado de flores, por sua beleza, exotismo e dura-
bilidade pós-colheita das inflorescências. O Brasil possui
grande contingente de espécies nativas ou introduzidas,
que se enquadram nesses padrões de referência; dentre
elas destacam-se as helicônias (Abalo, 1999).

As helicônias possuem um rizoma subterrâneo,
comumente usado para propagação, a partir do qual se
desenvolvem os novos perfilhos e as gemas florais (Cas-
tro, 1995). Esse sistema de propagação vegetativa apre-
senta sérios riscos de disseminação de pragas e doenças.
Assim, o cultivo in vitro surge como importante alternati-
va para proporcionar a produção, em larga escala, de mu-
das de helicônia com elevado padrão de qualidade. Entre-
tanto, a micropropagação de helicônias via ápices
caulinares depara-se com problemas de contaminação
endofítica bacteriana, dificultando a multiplicação do
explante, conforme registrado por diversos autores
(Nathan et al., 1992; Atehortua et al., 1999; Dias &
Rodrigues, 2001). Diante desse problema, faz-se necessá-
ria a utilização de outros tipos de explantes, associados a
diferentes técnicas de micropropagação. Existem hipóte-
ses, relatadas por vários autores, de que, em explantes
jovens, os vasos condutores não conseguem atingir teci-
dos indiferenciados e em constante multiplicação, dificul-
tando, dessa forma, o contato de micro-organismos com
esses tecidos (Pasqual et al., 2010).

A embriogênese somática é uma das técnicas de
micropropagação que se destaca por apresentar vanta-
gens que aumentam suas perspectivas, no âmbito da
biotecnologia vegetal, como, por exemplo, a possibilida-
de de obtenção de inúmeros propágulos a partir de um
reduzido número de explantes (Vasil & Vasil, 1986; Vasil,
1988; Jiménez, 2001; Maciel et al., 2003).

A adequação de um protocolo para micropropagação,
a partir da embriogênese somática, envolve a definição de
doses e combinações de reguladores de crescimento, além
do tipo de explante (Guerra et al., 1999). O sucesso da
produção in vitro depende do ajuste de um protocolo
adequado para cada espécie ou variedade a ser micro-
propagada.

O presente trabalho objetivou estabelecer protocolos
para a obtenção de embriões somáticos, a partir de embri-
ões zigóticos provenientes de frutos imaturos e maduros
de H. bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two.

MATERIAL  E MÉTODOS

Utilizaram-se, como explante, embriões zigóticos pro-
venientes de frutos extraídos de plantas de H. bihai cv.
Lobster Claw Two, procedentes de uma área de produção,
localizada no município de Paulista, no Estado de

Pernambuco (07°56’27’’S, 34°52’23’’O e 13 m de altitude).
Os embriões foram extraídos de frutos classificados por
grau de maturação: imaturo (branco) e maduro (azul escu-
ro) (Figura 1A), sendo retirados das brácteas das
inflorescências e submetidos a uma lavagem com deter-
gente comercial e enxágue em água corrente.

Em câmara de fluxo laminar, os embriões foram imersos
em álcool 70%, por um minuto, seguindo de duas imersões
em solução de hipoclorito de cálcio, a primeira a 3%, con-
tendo três gotas de tween 20, durante 20 minutos, e, a
segunda, a 1,5%, contendo, também, três gotas de tween
20, por 15 minutos. Finalmente, foram feitas três lavagens
com água destilada estéril. Logo após a desinfestação
dos frutos, retirou-se seu pericarpo com auxílio de pinça e
bisturi, e, em seguida, pressionando-se a semente na re-
gião da radícula, com um alicate, o embrião foi extraído e
inoculado em tubo de ensaio (2,5 x 15 cm), contendo 10
mL de meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962),
acrescido de 30 g L-1 de sacarose e 2 g L-1 de phytagel. O
pH do meio nutritivo foi ajustado para 5,8, antes de se
esterilizar em autoclave, a 121 oC, durante 20 minutos. Os
embriões foram mantidos em temperatura de 25 ± 2 oC,
durante 90 dias e na ausência de luminosidade, para evitar
a oxidação e induzir a formação de embriões somáticos.

Os tratamentos foram estabelecidos conforme o está-
dio de maturação dos frutos (imaturos e maduros). Frutos
imaturos e maduros foram cultivados em meio nutritivos,
com combinações de três níveis de AIA (0; 5,70 e 11,41 µm
L-1) e cinco níveis de 2,4-D (0; 22,62; 45,24; 67,86 e 90,48
µm L-1), perfazendo um esquema fatorial 3 x 5, inteiramente
casualizado, com 10 repetições por tratamento. As avalia-
ções foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias após a inoculação,
com base em observações visuais com o auxílio de
estereomicroscópio.

Aos 90 dias em meio de indução, foram selecionados
os calos que apresentaram superfície nodular; uma parte
desses calos foi preparada para análise histológica e a
outra parte foi transferida para meio de expressão, para
conversão dos embriões somáticos em plântulas. O meio
de expressão foi o MS acrescido de 30 g L-1 de sacarose, 2
g L 1 de phytagel e 4,44 µm L-1 de BAP. Os calos foram
mantidos à temperatura de 25 ± 2 oC, com fotoperíodo de
16 horas e luminosidade de 50 µmols m2.s-1, durante 60
dias.

Na análise histológica, foram avaliados os tecidos
constituintes do embrião zigótico (maduro e imaturo) e os
calos que apresentaram estruturas nodulares na superfí-
cie. Essas amostras (embriões e calos) foram fixadas em
FAA 50, desidratadas progressivamente pelas misturas
de etanol-butanol e incluídas em parafina a 58 ºC (Kraus
& Arduin, 1997), no processador automático Tissue-Tec.
Posteriormente, os cortes obtidos em micrótomo automá-
tico rotativo, com espessura variando de 4 µm a 6 µm,
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foram desparafinizados e corados com hematoxilina e
eosina (Johansen, 1940) e, finalmente, montados em bál-
samo do Canadá, conforme técnicas usuais. As lâminas
foram analisadas e fotografadas em microscópio óptico
(Carl Zeiss).

RESULTADOS E DISCUSSÃO
A análise da estrutura interna dos embriões zigóticos

provenientes de frutos imaturos revelaram a presença de
opérculos, apresentando coloração amarela, endosperma
e ápices caulinares em estádio de desenvolvimento inicial
(Figura 1B). Nos embriões provenientes de frutos madu-
ros, não foi observada a presença de opérculos, os ápices
caulinares apresentavam-se em estádio de desenvolvi-
mento mais avançado, quando comparados com o dos
embriões provenientes dos frutos imaturos, fato este que
pode ser constatado pela presença do procâmbio (tecido
meristemático das células do sistema vascular), da
protoderme e do meristema fundamental, que se diferen-
ciarão em epiderme e parênquima cortical, respectivamen-
te (Figura 1C).

Os embriões zigóticos provenientes de frutos imatu-
ros apresentaram-se mais intumescidos, ao final de 90 dias
de cultivo (Figura 1D), do que os embriões provindos de
frutos maduros (Figura 1E). Entretanto, só foram
visualizados nódulos com características embriogênicas
em calos provenientes de embriões zigóticos extraídos de
frutos maduros (Figura 1F), cultivados no tratamento sem
auxinas (Controle).

Nos nódulos provenientes de embriões zigóticos de
frutos maduros, foram observados embriões somáticos
em corte histológico, mostrando uma estrutura cilíndrica
no ápice (coleóptilo), localizada na superfície do tecido
de característica globular e o meristema apical caulinar
posicionado lateralmente (Figura 1G). Segundo Beltrati
(1994), o desenvolvimento embrionário em monocotiledô-
neas e dicotiledôneas é similar até o estádio globular e,
posteriormente, nas monocotiledôneas, o cotilédone
(coleóptilo) inicia-se cilíndrico, já que é uma característica
desse grupo apresentar apenas um cotilédone e o
meristema apical caulinar é lateral, em relação ao coleóptilo.

Por causa do maior intumescimento dos embriões
zigóticos provenientes de frutos imaturos, alguns auto-
res (Vasil et al., 1983; Kamo et al., 1985; Cruz et al., 1990;
Guerra & Handro, 1988; Vikrant & Rashid, 2002) admitiram
que a utilização de tecidos indiferenciados é um fator es-
sencial para a obtenção de resultados satisfatórios, na
indução de embriogênese somática. Entretanto, a conver-
são dos calos em embriões somáticos pode ser induzida
in vitro, a partir de tecidos considerados maduros, como
embriões zigóticos provenientes de frutos maduros, como
foi observado no presente trabalho e, também, em
Lonicera japonica Thunb. (Kim et al., 2003). Resultados

similares também foram alcançados por Zale et al. (2004),
os quais observaram que os embriões zigóticos maduros
de cultivares de Triticum monococcum L. e T. tauschii
(Coss.) Schmalh. foram eficientes na indução de embriões
somáticos e na conversão desses em plantas.

 A existência de níveis endógenos de auxinas ou de
substâncias receptoras de origem proteica no explante
pode desencadear uma resposta da célula, quando asso-
ciada às substâncias do meio nutritivo, induzindo a for-
mação de calos (Kerbauy, 1999). Em Citrus paradisi
Macfad., foi detectada a presença de maiores concentra-
ções de uma proteína específica nos tecidos maduros (pro-
teína de maturação), quando comparadas com as ocorri-
das em tecidos similares de plantas juvenis, sugerindo
que a presença de determinadas proteínas, em alguns te-
cidos maduros, torna-os mais responsivos ao cultivo in
vitro (Snowball et al., 1991). Vikrant & Rashid (2002) ob-
servaram um aumento na frequência de embriões
somáticos provenientes de embrião zigótico maduro de
Paspalum scrobiculatum L.

Nos tratamentos com combinações de AIA e 2,4-D,
apesar do intumescimento do explante inoculado, não
houve formação de calos durante os 90 dias de cultivo.
Observou-se, além do tratamento controle, maior intensi-
dade de intumescimento nos embriões zigóticos, cultiva-
dos nos meios nutritivos contendo apenas 5,70 e 11,41
µm L-1 de AIA, para embrião imaturo e maduro, respecti-
vamente, ou seja, em meio nutritivo desprovido de 2,4-D,
demonstrando a ausência de tendência combinatória en-
tre o explante e as concentrações de 2,4-D utilizadas.

De maneira geral, a embriogênese somática é induzida
por auxinas fortes, mas, neste trabalho, as auxinas não
influenciaram diretamente nas respostas do explante por
meio de mudanças na sua concentração. O fato que pode-
rá ter influenciado na formação de embriões somáticos
são as alterações na sensibilidade das células responsivas
do próprio explante. Dessa maneira, a resposta a um de-
terminado hormônio pode ser alterada por algumas mu-
danças, tais como: o número e afinidade de receptores e o
nível de substâncias endógenas (hormônios, proteínas,
etc.) no explante. Esses aspectos, analisados em conjun-
to, explicam porque determinados explantes são compe-
tentes para a embriogênese somática e outros não.

Os embriões somáticos que foram transferidos para
o meio de expressão MS acrescido de 4,44 µm L-1 de BAP
não se converteram em plantas. Alguns fatores podem
interferir no processo de conversão do embrião somático
em planta, tais como: o tipo e a concentração exógena
do fitorregulador; do nível endógeno de fitorreguladores
no explante, da capacidade do tecido em sintetizar os
fitorreguladores. Além desses fatores, a reativação do
meristema apical do embrião somático, para que ocorra o
desenvolvimento em planta, é um processo complexo,
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Figura 1. Heliconia bihai cv. Lobster Claw Two: 1A - Frutos maduro (A) e fruto imaturo (B); 1B - Secção histológica longitudinal de
embrião zigótico imaturo, indicando o opérculo (OP), parede do opérculo (PO), endosperma (END) e o início da diferenciação do
ápice caulinar (AC) (Bar = 1 mm); 1C - Secção histológica longitudinal de embrião zigótico maduro, indicando ápice caulinar
desenvolvido (AC), protoderme (PD), meristema fundamental (MF) e procâmbio (PC) (Bar = 1 mm); 1D - Embrião imaturo
intumescido aos 90 dias de cultivo (Bar = 1 mm); 1E – Embrião maduro aos 90 dias de cultivo (Bar = 1 mm); 1F - Calos nodulares,
provenientes de embrião maduro aos 90 dias de cultivo (Bar = 1 mm); 1G - Secção longitudinal de embriões somáticos (setas) a partir
de embrião zigótico de fruto maduro aos 90 dias de cultivo em meio MS sem regulador de crescimento (C = coleóptilo; MAC =
meristema apical caulinar) (Barra = 0,25 mm).
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pois requer um balanço entre a proliferação e diferencia-
ção das células. Kong & Yeung (1992) observaram fa-
lhas na atividade mitótica nos pólos apicais de embriões
incapazes de se converterem em plantas. Stasolla &
Yeung (2007) observaram que se faz necessária uma sé-
rie de divisões coordenadas das células dos meristemas
apicais da raiz e do caule, para promover o desenvolvi-
mento do embrião.

CONCLUSÕES

Os embriões zigóticos provenientes de frutos madu-
ros de Heliconia bihai cv. Lobster Claw Two promove-
ram a formação de embriões somáticos em meio MS sem
regulador de crescimento, mas não apresentaram capaci-
dade de conversão em plantas quando cultivados em meio
MS acrescido de 4,44 µm L-1 de BAP.
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