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RESUMO

A andlise de calos que apresentem caracteristicas embriogénicas é importante para posterior regeneracao,
vitro, de espécies com caracteristicas agrondmicas desejaveis, como 0 maracujazeifassifiooa gibetii.
Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho, analisar a inducdo de calos oriundos de explantes foliares de
Passiflora gibertiiN. E. Brown, bem como caracteriza-los, morfolégica e ultraestruturalmente. Para obtencdo de
calos, folhas cotiledonares foram inoculadas, em meio de cultura, suplementado com picloram e 2,4-D, combina-
dos com cinetingApds 30 dias em meio de cultura, no escuro, os calos obtidos foram preparados para a visualizacao
em microscopia eletrénica (transmissdo e varredura) e microscopia de luz. Os resultados permitem afirmar que a
adicao de picloram e cinetina ao meio de cultura promove maior formacédo de calos em explantes f@liares de
gibertii que 2,4-D e cinetina. O regulador 2,4-D proporciona a obtencdo de calos com células de formato
isodiamétrico, pequenas e com pequeno espaco intercedidegma celular ganizado e predominancia de
mitocodndrias de formato arredondado.

Ja com a utilizacdo do regulador de crescimento picloram, observa-se a predominancia de células grandes e de
formato alongado, de espacos intercelulares, de sistema celular desorganizado e de mitocondrias de formato alon-
gado.

Palavras-chave calogénese, acido 2,4-diclorofenoxiacético, piclorRissiflora gibertij N. E. Brown.

ABSTRACT

Induction, morphologic and ultra-structural analyses of native passion fruit calluses

Analysis of calluses with embryogenic characteristics is important for subséuuérd regeneration of species
with desirable agronomic traits such as Bassiflora gibertiinative passion fruit. In this context, the present study
aimed to analyze the induction of calluses from leaf explanBasesifloragibertii N. E. Brown, as well as their
morphologic and ultra-structural characterization. Cotyledonary leaves were inoculated in culture medium containing
2,4-D and picloram in association with kinetifter 30 days of cultivation in the dark, the obtained calluses were
prepared for the visualization in electron microscope (transmission and scanning) and light microscope. The results
allowed to infer that the addition of picloram and kinetin to the culture medium promotes higher callus formation in
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cotyledonary leaf explants &f gibettii than 2,4-D and kinetifThe growth regulator 2,4-D provides the formation

of calluses with small isodiametric cells and small intercellular spaces, an organized cellular system and the
predominance of round shaped mitochondria. Predominance of large and elongated cells with intercellular spaces,
a non-organized cellular system and predominance of elongated mitochondria was observed when picloram was
used.

Key words: callogenesis, 2,4-dichlorophenoxyacetic acid, piclorBassiflora gibertij N. E. Brown.

INTRODUCAO estudo detalhado da interacdo entre reguladores de cres-
cimento na indugdo e na andlise das caracteristicas es-

Espécies silvestres do générassiflora como . L ~
. R, N truturais de calos para a espécie em questdo. Neste con-
Passiflora gibertij ttm apresentado variabilidade par o . . x
exto, objetivou-se, com este trabalho, analisar a inducéo

resisténcia as principais doencas do maracujazeiro (Cqué calos oriundos de explantes foliaresPdessiflora
nhaet al, 2002;Aguiar et al, 2010) e essa caracteristi-

. . L _ gibertii, bem como caracteriza-los, morfolégica e
ca pode ser introduzida no maracujazeiro comercial.
S L. . ultraestruturalmente.
A utilizacdo de técnicas de cultura de tecidos, como

micropropagacao (Santama al., 2011; Soarest al., -
2012), hibridacao somatica (Sileaal., 2005) ou trans- MATERIAL EMETODOS
formacgdo genética (Remst al, 2007), dentre outras, = Sementes de maracujazeftassiflora gibertii(aces-
pode contribuir para a obtengédo de plantas com caracse- CRAC MJ-22-01) foram obtidas da colecdo de
risticas agrondmicas desejaveis e ter aplicacdo dirgfarmoplasma da Embrapa Cerrados{CPPlanaltina,
nos programas de melhoramento genéticPaksiflora DF. Para obtenc&o das plantas matrizes jovens (2 meses
spp. de idade), as sementes foram germinadasivo e
A regeneracadn vitro pode seguir duas vias: a damantidas em sala de crescimento, a 25 + 2°C, irradiancia
organogénese ou a da embriogénese somatica. Essasdgaitons de 43 umol frs'e fotoperiodo de 16 horas.
podem ser realizadas de forma indireta ou direta, depen- Calos foram obtidos, utilizando-se folhas cotiledo-
dendo da formacgédo, ou ndo, de calos respectivamentares inteiras, previamente desinfestadas em camara de
Especificamente, quanto ao processo de embriogéndéls&o laminar e imersas em solucdo de hipoclorito de
somatican vitro, as auxinas desempenham papel essesiddio (NaOCI), com 0,5% de cloro ativo, acrescido de
cial na inducdo do embrido somatico, em cultura e posween 20 (uma gota por 100 nde hipoclorito) por dez
terior desenvolvimento desse embrido, sendo que o reiutos e, posteriormente, lavadas trés vezes em agua
gulador acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € um dodestilada e autoclavada.
mais utilizados para esse proposito (Pietal, 2010; Ap6s desinfestacao, as folhas foram excisadas em
Pinto et al., 2011), podendo vir acompanhado dediametros de aproximadamente 1?@ material vege-
citocininas, como a cinetina. Outro regulador interegal recebeu pequenos cortes por toda a superficie, com
sante a ser estudado é a auxina picloram (acido 4-amidsturi, sendo inoculado com a face abaxial em contato
3,5,6-tricloropiridina-2-carboxilico), que promove altacom o meio de cultura.
inducdo de calos (Pacheebal, 2012) e de embrides  Foram testadas concentragfes de piclorgn2,@v;
somaticos (Corredoirat al, 2015). 4,14; 6,21 e 8,2fmol L) ou 2,4-D (0; 2,26; 4,52; 6,79
Analisar a inducdo de calos com caracteristicas 9,05umol L*), combinadas com cinetina (0 e 0,46
embriogénicas para posterior regeneracdo de plantagumol L), em meiade cultura MS (Murashige & Skoog,
vitro é, portanto, importante para a multiplicacédo de plad962) com metade da concentracdo de seus sais,
tas, com caracteristicas agronémicas desejaveis, desliplementado com sacarose (3%) e solidificado com
ferentes espécies dassifloraspp. (Pintoet al, 2011; 0,5% de &gar (&te®). O pH do meio foi ajustado para
Rochaet al, 2015). 5,8 £ 0,1, antes da autoclavagem, a 120 °C e 1 atm, du-
Trabalho desenvolvido com a espéRigjibettii ca- rante 20 minutosApoés inoculados, os explantes foram
racterizou estruturalmente a calogénese dessa espétiantidos em local escuro, & temperatura de 25 + 2°C
com base nas diferentes coloracdes observadas, em npein 30 dias.
de cultura suplementado com picloram e cinetina (Car- A avalia¢do dos calos foi feita pela atribuig&o de ca-
valhoet al, 2013). Entretanto, ndo ha, até o momentdegorias, cuja escala consistiu em: 0 = auséncia de ca-
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342 Milene Alves de Figueiredo Carvaltet al.

los; 1 = explante intumescido; 2 = inicio da calogénese; Maior formacao de calos foi obtida a partir de seg-
3 = 50% do explante cobertos por calos; 4 = mais aeentos foliares cotiledonares, cultivados em meio de
50% do explante cobertos por calos; e 5 = explante toudltura suplementado com 4,14 e 8280l L* de
talmente coberto por calos, segundo metodologia dgseloram combinado com 0,46nol L de cinetina, com
crita por Carvalhet al (2014). escore médio de 1 (Figura B).calogénese de segmen-

O delineamento experimental foi inteiramentdos foliares cultivados em meio com auséncia de
casualizado, em esquema fatorial duplo (auxinaspicloram, independentemente de cinetina, alcangou es-
cinetina), constituido de 12 repeticdes por tratamentepre médio de 0,31 e 0,25adi¢do do regulador 2,4-D,
sendo cada repeticdo composta por um explante.folia® concentracdo de 6,j@nol L™, combinada com 0,46
Os resultados foram analisados no programa estatistiggol L™* de cinetina, resultou em baixa formagéo de ca-
SAS (SAS Institute, 2004), pela correlacio de Spearmads (escore médio de 0,56).
utilizando-se o teste de KruskalaWs e obtendo-se o O suprimento exdgeno de reguladores de crescimen-
escore médio de formacéo de calos. to ao meio de cultura é, em muitos casos, necessario

Utilizaram-se, para analises morfolégicas e ultra?@ra acalogénese (Chain Jardim Rosa & Dornelas, 2012;
estruturais, calos oriundos dos tratamerdsD (6,79 Pegoet al, 2013). Estudos realizados com a espécie
pmol L) x cinetina (0,46umol L) e picloram (6,21 hativaPassiflora foetideforam eficientes em produzi-
pmol L) x cinetina (0,46mol LY). rem calos em meio de cultura MS com 2,4-D e cinetina

Os calos foram processados para Microscopia EIfRasoolet al, 2011). Esses resultados confirmam que a
tronica deTransmissdo (MET), sendo fixados einteracao entre auxinas e citocininas €, muita das vezes,
glutaraldeido (2,5%) e paraformaldeido (2,5%), em tarﬁ@sponsével pela alta.mdugéo de f:qlos. Entretgnto, estu-
po cacodilato 0,05 M pH 7,2 (Karovsky modificado)d0s realizados em diversas especies, cemssiflora
pés-fixados em tetréxido de Gsmio a 1%, no mesmo taflata (maracuja-doce) (Pachecet al, 2012),
pdo, desidratados em gradiente crescente de acetdn@SSiflora subessa (maracuja-de-cortica) (Garcit
Depois foi feita a inclusdo, em série crescente i 201) ePassifloraspp. (Chaim Jardim Ros al,
concentracéo (33 , 66 e 100% por duas vezes), de rg!g_lS)’ conﬁrmar.am que alf[a proliferacdo de calos pode
na Spurpor 4, 8 e 24 horas, respectivamente. Logo epﬁmbem ser obtida em meio dg cultura com somente_ um
seguida, foram colocados em moldes de silicone em redpO dé regulador de crescimento, como a auxina

na pura e secados em estufa, a 70 °C, para a polimerizaf4goram ou 0 2,4-D. _
Foram feitos cortes em secdes semifingsn(L) [cora- As observagGes em MEV mostraram que a prolifera-

das com azul de toluidina (I g azul de toluidina, | g borafefC de celulas dos calos cultivados em meio de cultura
de sodio e 100 mL de &gua, purificados em filtrGOM 2,4-D e cinetina apresentou-se bem organizada, com
Millipore 0,2 um L) e montados, permanentemente, erf€lulas de formato isodiamétrico (Figura 2a). No entan-
meio Permoult] e ultrafinas (<100 nm). Os cortelo, na superficie dos calos cultivados em meio conten-
ultrafinos foram coletados em telinhas de cobre de 36§ Picloram e cinetina foram verificadas, principalmen-
meshscobertas com pelicula Germvare, em seguida, '€ formas alongadas (Figura 2b). .

contrastadas em acetato de uranila, seguido por acetatg®PServacoes em METos calos cultivados na pre-
de chumbo, por trés minutos cada.secoes foram, em S€N¢a de 2,4-D e cinetina, mostraram que as células sao

seguida, examinadas em microscopio eletrdnico de traR€duenas, apresentam disposicao compacta, (Figura 3a),
miss&o Zeiss, modelo EM 902 a 80.Kv com pequeno espacgo intercelular (Figura 3c). O

. . - itoplasma é denso e abundante, com mitocondrias, de
Calos processados para Microscopia Eletronica geop

Varredura (MEV) foram fixados em Karnovsky modifi_formato arredondado com cristas bem desenvolvidas e

cado, pos-fixados em tetréxido de Gsmio, a 1%, no merse_tlculo endoplasmético (Figura 3d). Os vacuolos apre-

~ . . sentaram dimens@es variadas, sendo que 0s maiores ocu-
mo tampéo, desidratados em gradiente crescente de acer . i .q .
. ~~ param posicado central na célula (Figura 3b). P6de-se
tona, secados em aparelho de ponto critico comli€cO

quido, montados em “stubs” e metalizados com AAso observar tambeém a presenca de corpos lipidicos

N . . . . dispersos no citoplasma (Figura 3a,c), grédos de amido e
observacdes foram realizadas em microscopio eletro- P P (Fig ). 9

nico (LEO Evo 040), operando entre 10 e 20 kV provavel acumulo de compostos fendlicos (Figura 3a).
' Células dos calos cultivados na presenga de picloram

RESULTADOS E DISCUSSAO e cin.etina, observadas em MEBo .grandes, cqm espa-
cos intercelulares e de formato irregular (Figura 4a).

De maneira geral, a presenca de picloram e de cinetfBau citoplasma, de forma semelhante ao das anteriores,
no meio de cultura proporcionou maior formagéo de caentém muitas organelas, como mitocondrias de formato
los que a utilizagdo de 2,4-D e cinetina (Figura 1).  alongado (Figura 4b), reticulo endoplasmatico (Figura
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4c) e plastideos conspicuos com grdos de amido (Fignedem afetar a expresséo do gene e determinar a dife-
ra 4c).As células apresentaram um grande vacuoloenciacdo de embrides somaticos (Notaral, 2014).
vesiculas provavelmente oriundas do reticulo endoplas-adigdo de auxinas exdégenas ao meio de cultura pode
matico (Figura 4d) e corpos lipidicos (Figura 4b), poaumentar a totipoténcia de células com habilidade para
rém, nao foi observado acumulo de compostos fendlicqgwoliferar e regenerar embrides somaticos (Gatci,
Células podem- se tornar competentes para e011).

briogénese somatica, desde que a interagdo entre fato-Células embriogénicas sdo normalmente caracteri-
res enddgenos e exdgenos, COMo a concentragdo e o zriadas por apresentarem pequeno tamanho, grande nucleo
de regulador de crescimento utilizado, esteja balancemm nucléolos proeminentes, citoplasma denso com
da, desencadeando uma série de eventos molecularesmuaerosos ribossomos, mitocondria e plastideos com

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

Escore médio

Picloram x cinetina 2,4-D x cinetina
Reguladores de crescimento

M Picloram 0 umol L™ x cinetina 0 wmol L' ; 2,4-D 0 pmol L™ x cinetina 0 pmol L

[ Picloram 2,07 pmol L' x cinetina 0 pmol L' ; 2,4-D 2,26 pmol L' x cinetina 0 pmol L*

£ Picloram 4,14 pmol L' x cinetina 0 umol L™ ; 2,4-D 4,52 pmol L' x cinetina 0 umol L

# Picloram 6,21 pmol L™ x cinetina 0 ymol L™ ; 2,4-D 6,79 umol L™ x cinetina 0 pmol L'

B Picloram 8,28 umol L' x cinetina 0 pmol L™ ; 2,4-D 9,05 umol L' x cinetina 0 umol L'!

7 Picloram 0 umol L x cinetina 0,46 pmol L' ; 2,4-D 0 umol L' x cinetina 0,46 umol L*!

£z Picloram 2,07 pmol L™ x cinetina 0,46 umol L' ; 2,4-D 2,26 pmol L™ x cinetina 0,46 umol L'
Picloram 4,14 pmol L™ x cinetina 0,46 pmol L' ; 2,4-D 4,52 pmol L' x cinetina 0,46 pmol L
"I Picloram 6,21 umol L' x cinetina 0,46 umol L™ ; 2,4-D 6,79 pmol L' x cinetina 0,46 pmol L™
B Picloram 8,28 pmol L x cinetina 0,46 pmol L™ ; 2,4-D 9,05 umol L™ x cinetina 0,46 pmol L

Figura 1. Inducao de calos em segmentos foliares cotiledonafeasséflora gibertiem meio de cultura MS, contendo metade da
concentragdo de seus sais e suplementado com diferentes tipos, concentragdes e combinac¢des de reguladores de crescimento, aos .
dias de cultivan vitro.

gibertii e cultivados em meio de cultura MS, contendo metade da concentragéo de seus sais e suplementado com: 2,4-D e cinetina,
evidenciando células isodiamétricas (a); picloram e cinetina evidenciando, na sua maioria, células alongadas (b). Banras = 100
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Figura 3. Fotomicrografia (a) e eletromicrografias de transmisséo (b-d) de células dos calos, aos 30 diasideitudtiooundos de

folhas cotiledonares deassiflora gibertiie cultivados em meio de cultura MS, contendo metade da concentragédo de seus sais e
suplementado com 2,4-D e cinetina. Células com acdmulo de compostos fendlicos (setas) e graos de amido (pontas de seta) (a).
Citoplasma com mitocéndrias (M), reticulo endoplasmaético (RE) e corpos lipidicos (CL) dispersos; notar vacuolos (V) com diferentes
formas e dimensdes. Barras =150 (a), 2um (b,c), Ium (d).

amido. Mitocondrias dessas células sdo abundantes, uszedo) (Pinteet al, 2011; Rochaet al, 2015) foram
almente ovais ou arredondadas e apresentam uma mattidos em meio de cultura com 2,4-D e benziladenina
eletrodensa com a crista bem desenvolvida (Appezza{®A), confirmando o grande potencial embriogénico dos
da-Gléria & Machado, 2004; Pintt al, 2011), como calos deP. gibettii obtidos, neste estudo, com adicéo
as observadas, neste trabalho, em células de calos cdts reguladores de crescimento 2,4-D e cinetina, para
vados em meio com 2,4-D e cinetina. Essas caracteni®sterior regeneracao de plantulas.
ticas sdo tipicas de intensa atividade metabdlica, gracasOs resultados apresentados neste estudo, referentes
as altas taxas respiratdrias. Células ndo embriogéniéatndugdo de calos oriundos de explantes foliares de
séo caracterizadas por apresentarem formato alongaHessiflora gibertiie a caracterizagdo morfologica e
com mitocOndria alongada, nucleo pequeno, citoplasmétraestrutural de suas células, demonstraram a possibi-
menos denso e grande vacuolo (Séval, 2009; Pinto lidade de obtencdo de células com caracteristicas ne-
et al, 2011), caracteristicas também observadas, nestessarias para competéncia embriogéfiabalhos fu-
estudo, porém, em células de calos cultivados na ptaros deverdo ser realizados, a fim de avaliar se as célu-
senca de picloram e cinetina. las de calos d€. gibetti,i cultivadas nas condi¢des es-
Calos embriogénicos deassiliora cincinnatgma- tudadas, com 2,4-D e cinetina, e que apresentaram ca-
racujazeiro-do-mato) (Silvat al, 2009; Pintoet al, racteristicas embriogénicas, diferenciar-se-d40 em em-
2010) e dePassiflora edulisimaracujazeiro amarelo- brides somaticos e, posteriormente, em plantulas.
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Figura 4. Fotomicrografia (a) e eletromicrografias de transmisséo (b-d) de células dos calos, aos 30 diasideitudtiooundos de

folhas cotiledonares deassiflora gibertiie cultivados em meio de cultura MS, contendo metade da concentracdo de seus sais e
suplementado com picloram e cinetina. Células com acumulo de grédos de amido (pontas de seta) (a). Citoplasma com mitocondrias (M),
reticulo endoplasmatico (RE), corpos lipidicos (CL), vesiculas secretoras (VS) e plastideos (P) conspicuos com grdos de amido. Notar
vacuolos (V) com numerosas vesiculas secretoras (b-d). Barrag=(®), 2 pm (b), tm (c,d).

CONCLUSOES pela Coordenacdo deperfeicoamento de Pessoal de

. . N ) Nivel Superior (CAPES) e pelo Conselho Nacional
A adicéo de picloram e de cinetina ao meio de cultu: P ( )ep

. ~ de Desenvolvimento Cientifico €ecnoldgico
ra promove maior formacdo de calos, em explant éNPq)
foliares deP. gibettii, que 2,4-D e cinetina. '

O regulador 2,4-D proporciona a obtencdo de CalcF?EFERENCIAS
com células de formato isodiamétrico, pequenas e com
pequeno espaco intercelylaistema celular ganiza- AguiarAVM, Silva RM, Cardoso EA, Maracaja PB & Pires H (2010)

d d inancia d . andri de f Utilizacdo de espécies dassifloraspp. como porta-enxertos no
0 e predominancia de mitocondrias de formato arr€-controle de doencas do maracujazefrgropecuéria Cientifica no

dondado. Semi-Arido, 6:17-22.

Com a utilizacdo do regulador de crescimentéppezzato-da-Gléria B & Machado SR (2004) Ultrastructural analysis

picloram, observa-se a predominancia de células grango'tgr:’ig?;?'fj;;igd?'”d're“ organogenesis. Revista Brasileira de
des e de formato alongado, de espacos intercelulares, Y '

d it Wular d izad d itocondri Carvalho MAdFE Paiva RAIves E, Nogueira RC,t8inVC, de Castro
€ sisiema celular desorganizado € de mitocondrias %M, de Oliveira Paiva PD &argas DP(2013) Morphogenetic

formato alongado. potential of native passion fruiPéssiflora gibertiiN. E. Brown.)
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