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(Orchidaceae)
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos induzir a formagio de embriGes somaticos in vitro no hibrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink,
utilizando diferentes meios nutritivos e avaliar a morfologia interna desses embrides por meio de andlises histolégicas e histoquimicas.
Folhas jovens de plantas cultivadas in vitro foram utilizadas como explantes para indugdo de embrides somaticos em diferentes meios
nutritivos: New Dogashima Medium, contendo ANA (0,537uM) e BAP (4,440uM), acrescido de phytagel e com pH 5,8 (NDM) e
o Murashige & Skoog com a metade da concentracdo dos sais, acrescido de ANA (0,537uM) e TDZ (13,621uM), gelificado com
gelrite e 0 pH 5,2 (Y2 MS). Embrides somaticos primarios foram obtidos aos 90 dias de cultivo no meio %2MS e foram transferidos
para o mesmo meio para obten¢do de embrides secunddrios. Os embrides somaticos primdrios e secundarios foram subcultivados
para meio MS com metade da concentragdo de sais, sem fitoregulador submetidos a fotoperiodo de 16 horas, o qual estimulou a
producdo de clorofila tanto nos embriGes primarios como secunddrios, promovendo o desenvolvimento desses em protocormos
e posteriormente em plantas. As andlises histolégicas demonstraram que os embrides somdticos foram formados diretamente
das camadas epidérmicas dos explantes, sem passar pela fase de calo, caracterizando embriogénese somadtica direta. Os métodos
histoquimicos utilizados possibilitaram evidenciar a deposi¢do de amido e lipideos nas células embriogénicas em decorréncia de
mecanismos fisiolégicos, permitindo o desenvolvimento dos embrides primarios e secundérios em plantas. Portanto, o meio %2 MS
acrescido de ANA (0,537uM) e TDZ (13,621uM), gelificado com gelrite e o pH 5,2 promoveu a obtenc¢do de embrides primarios e
secunddrios com capacidade para regenerar plantas apresentando caracteristicas morfolégicas semelhantes a planta matriz.
Palavras-chave: anatomia, cultivo in vitro, histoquimica, orquidea.
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ABSTRACT

The present work had as objectives to induce the formation of somatic embryos in vitro on Phalaenopsis hybrid Classic Spotted Pink,
using different nutrient medium and assess the internal morphology of these embryos by means of histological and histochemical
analysis. Young leaves of plants grown in vitro were used as explants for induction of somatic embryos in different nutrient medium:
New Dogashima Medium, containing ANA (0.537 uM) and BAP (4.440 uM) plus phytagel and with pH 5.8 (NDM) and the Murashige
& Skoog with half the concentration of salts, plus NNA (0.537 uM) and TDZ (13.621 pM), jellied with gelrite and pH 5.2 (0.5 MS).
Primary somatic embryos were obtained to 90 days of cultivation in half MS and have been transferred to the same means for
obtaining of secondary embryos. The primary and secondary somatic embryos were subcultived for MS with half the concentration
of salts, without fitoregulator subjected to photoperiod of 16 hours, which stimulated the production of chlorophyll in primary
embryos as secondary, promoting the development of those in protocorms and later in plants. The histological analysis showed
that the somatic embryos were formed directly from the epidermal layers of the explants, without going through the phase of callus,
featuring direct somatic embryogenesis. The histochemical methods used made it possible to highlight the deposition of starch and
lipids in cells embriogenics as a result of physiological mechanisms, enabling the development of primary and secondary embryos
in plants. Therefore, the medium 0.5 MS Plus ANA (0.537 uM) and TDZ (13.621 pM), jellied with gelrite and pH 5.2 promoted to
obtain primary and secondary embryos with ability to regenerate plants showing morphological similar the mother plant.
Keywords: anatomy, histochemistry in vitro cultivation, orchid.

RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivos inducir la formacién de embriones somadticos in vitro en el hibrido Phalaenopsis
Classic Spotted Pink, utilizando diferentes medios nutritivos, y evaluar la morfologia interna de estos embriones
mediante andlisis histolégico e histoquimico. Hojas jévenes de plantas cultivadas in vitro se utilizaron como explantes
para la induccién de embriones somdticos en diferentes medios nutritivos: New Dogashima Medium, contenido de ANA
(0.537 mM) y BAP (4.440 uM) ademds de phytagel y con pH 5.8 (NDM) y el Murashige Skoog con la mitad de la concentracién
de sales, ademds de ANA (0.537 uM) y TDZ (13.621 pM), gelificado gelrite y pH 5.2 (V2 MS). Se obtuvieron embriones somaticos
primarios a los 90 dias de cultivo en el medio ¥2 MSy a estos se les transfirié al mismo medio (%2 MS) para la obtencién de embriones
secundarios. Los embriones somaticos primarios y secundarios fueron subcultivados para MS con la mitad de la concentracién de
sales, sin reguladores de crecimiento y sometidos a fotoperiodo de 16 horas, lo que estimulé la produccién de clorofila tanto en
los embriones primarios como en los secundarios, promoviendo el desarrollo de los protocormos y mds tarde en las plantas. Los
andlisis histolégicos demostraron que los embriones somaticos fueron formados directamente en las capas epidérmicas de los
explantes, sin pasar por la fase de callo, via embriogénesis somatica directa. Los métodos histoquimicos hicieron posible destacar la
deposicion de almidén y lipidos en las células embriogénicas como resultado de mecanismos fisioldgicos, que permiten el desarrollo
de los embriones primarios y secundarios en las plantas. Por lo tanto, el medio %2 MS contenido de ANA (0.537 uM) y TDZ (13.621
UM), con gelrite y pH 5.2 permitié obtener embriones primarios y secundarios con capacidad para regenerar plantas con caracteres
morfolégicos similares a los dela planta matriz.

Palabras clave: anatomia, cultivo in vitro, histoquimica, orquidea.

INTRODUCAO

A familia Orchidaceae pertencente a ordem Asparagales
é considerada a maior familia em ndmero de espécies de
monocotiledoneas (Stevens, 2001), No Brasil, ocorrem
2440 espécie, agrupadas em 240 géneros, com cerca de
aproximadamente 1635 espécies endémicas (Barrosetal., 2013).

As orquideas possuem uma distribuicdo cosmopolita
(Batista et al., 2005), apresentando individuos de habitos
terrestres, epifitos, rupicolas, saprofiticos (Shiraki e Diaz,
2012) e subterraneos (Raven et al., 2014).

Dentre as orquideas, o género Phalaenopsis estd entre
os mais populares e de maior valor comercial (Lee, 2011),
compreende cerca de 66 espécies, em sua maioria epifitas,
monopodiais e com folhas suculentas (Tsai et al., 2003).
Apresentam colorag¢bes, tamanhos e formatos variados
provenientes do processo de hibridagdo, com excelente
aceitagdo no mercado de flores, pois responde bem a
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indugdo floral e possui flores com uma longa durabilidade,
podendo durar até trés meses (Vaz e Kerbauy, 2005; Lee,
2011). Sua propagac¢do vegetativa é lenta, pois a formagio
de brotos laterais ndo é comum, sendo a reproducdo por
sementes a mais utilizada (Minamiguchi e Machado Neto,
2007). As mudas provenientes de sementes ndo apresentam
uma uniformidade morfoldgica e genética, dessa forma as
plantas produzidas vegetativamente podem oferecer maior
fidelidade genética (Ishii et al., 1998). Por se tratar de uma
planta monopodial, a utilizagdo do dpice caulinar contendo o
meristema apical para induzir a propagacdo vegetativa in vitro,
promove a morte da planta. Sendo assim, se faz necessdrio a
indugdo da morfogénese in vitro a partir de regides da planta
que ndo comprometam ou impossibilitem a existéncia da
planta matriz (Minamiguchi e Machado Neto, 2007).

A embriogénese somadtica (ES) conhecida também como
embriogénese adventicia ou assexual, é uma técnica de
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micropropagac¢do que vem sendo utilizada por muitas espécies
de plantas. A ES consiste no processo em que células haploides
ou somdticas passam por diferentes estddios embriogénicos
dando origem a uma planta, sem que ocorra a fusdo de
gametas (Williams e Maheswaran, 1986). Esse processo pode
ocorrer por via direta ou indireta. A embriogénese por via
direta, ocorre quando a primeira expressio morfogénica é o
surgimento de estruturas globulares diretamente no explante,
as quais apresentam-se geralmente brancas e transldcidas,
caracterizando em embrides somadticos. Enquanto a
embriogénesesomaticaindireta,inicia-secomumadiferencia¢do
das células do explante formando calos, que sdo normalmente
brancos e translicidos, convencionalmente designados de
massas ou complexos celulares pré-embriogénicos, os quais se
dividem e formam embriGes somaticos (Guerra et al., 1999).

Independentemente do padrdo direto ou indireto, as
células-mdes embriogénicas apresentam um conjunto
de caracteristicas comuns ao comportamento de células
embriondrias em processo de divisdo. Estas caracteristicas
incluem o tamanho pequeno (100-200pm) das células,
contetido citoplasmatico denso, apresentando ntcleo
com volume considerado em relagdo as outras organelas
celulares e com nucléolos proeminentes, vactiolos pequenos,
caracterizando células jovens e presenca de grdos de amido.
As propriedades histoquimicas destas células sugerem intensa
atividade metabdlica e de sintese de RNA (Guerra etal., 1999).

A embriogénese somdtica secunddria (ESS) ocorre
quando novos embrides sdo formados a partir de embrides
somaticos primarios (Uzelac etal., 2007; Karami et al., 2008).
Ha algumas vantagens nesse processo quando comparado a
embriogénese somadtica primdria, tais como: a taxa elevada
de multiplicacdo, a independéncia de uma fonte de explante e
a repetibilidade de formagdo de embrides (Vasic etal., 2001).

Desse modo, a embriogénese somadtica, como técnica para
propagacdo clonal, tem sido tema de diferentes estudos,
em especial, com abordagens morfolégicas e histoldgicas,
para melhor entendimento da caracteriza¢do das estruturas
iniciais e do desenvolvimento embriogénico em plantas
superiores (Quiroz-Figueroa et al., 2006). Para compreender
e avaliar a formacio e a viabilidade dos embrides somticos,
se faz necessario identificar a ultraestrutura dos mesmos por
meio de andlises histoldgicas e histoquimicas.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivo induzir a formagdo de embriGes somdticos in vitro no
hibrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, utilizando meios
nutritivos capazes de induzir ES no género Phalaenopsis, e

avaliar a morfologia interna desses embrides somaticos por
meio de andlises histoldgicas e histoquimicas.

MATERIAIS E METODOS

Inducao de embriogénese primaria

Inicialmente foram utilizadas folhas jovens, com tamanho
aproximado de 3 cm, de plantas cultivadas in vitro do
hibrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink, mantidas in vitro
por 90 dias. Foram retiradas as bordas das folhas deixando
segmentos de aproximadamente 1 cm2.

Foram estabelecidos dois tratamentos, segundo as
metodologias adotadas por Minamiguchi e Machado Neto
(2007) e Chen e Chang (2006) (Tabela 1) para algumas
espécies do género Phalaenopsis. A metodologia proposta por
Minamiguchi e Machado Neto (2007), utiliza o0 meio NDM
(New Dogashima Medium) (Tokuhara e Mii, 1993) contendo
ANA (0,537uM) e BAP (4,440uM), acrescido de phytagel
e com pH 5,8, denominado Meio NDM e a metodologia
proposta por Chen e Chang (2006) faz uso do meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), com a metade da concentragdo
dos sais, acrescido de ANA (0,537uM) e TDZ (13,621uM),
gelificado com gelrite e o pH 5,2, denominado meio %2 MS).
Cada tratamento continha 20 repeti¢es e cada repeticdo
foi composta de um tubo de ensaio contendo uma sec¢do
foliar inoculada em 20 mL do meio nutritivo. O experimento
foi conduzido em sala de crescimento do Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais da UFRPE, sob temperatura de
25*2°C em auséncia de luz durante 90 dias.

Inducdo de embriogénese soméatica secundaria

Aos 90 dias as estruturas morfogénicas formadas a partir
do explante foliar no tratamento %2MS, foram separadas
do explante indutor, com cuidado para ndo ocasionar
ferimentos ou danificar as estruturas, utilizando o auxilio de
um bisturi e foram inoculadas no mesmo meio indutor 2MS,
permanecendo ainda no escuro por mais 60 dias para induzir
a formacdo de embrides somdticos secunddrios (ESS).
Posteriormente, os embrides (primarios e secunddarios) foram
transferidos para o meio MS com metade da concentragdo
de sais, na auséncia de fitoregulador, e submetidos a um
fotoperiodo de 16 horas fornecido porlampadas fluorescentes
brancas com intensidade luminosa de 42 umol. m? s

Analise histolégica dos embridoes somaticos
Para avaliagdo da morfologia interna em microscopia
Optica, foram retiradas amostras de explantes com a

Tabela 1. Descricdo dos meios nutritivos de indugdo de embriogénese somatica em folhas do hibrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink.

Meios Nutritivos Fitorreguladores Agente gelificante pH Metodologias utilizadas
ANA (0,537uM) e -
NDM BAP (4,4400M) Phytagel 5.8 Minamiguchi e Machado (2007)
1% MS ANA (0,537uM) e Gelrite 5.2 Chen e Chang (2006)

TDZ (13,621uM)
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presenca de estruturas morfogénicas obtidas durante o
processo de indu¢do de embriogénese somdtica primdria
e secunddria. As amostras foram fixadas em FAA 70 por
72 horas e preservadas em dlcool etilico 70 % (Johansen,
1940). Posteriormente, o material foi desidratado em série
etilica (70 % a 100 %), imersos em xilol, emblocados em
parafina e seccionado em micrétomo rotativo (MRPO9
LUPETEC), com secg¢bes longitudinais, variando entre 5 a
8 pm de espessura. As sec¢Oes obtidas foram submetidas a
dupla coloragdo composta por Azul de Alcian e Safranina
(1:1, v/v) e montados em laminas permanentes com
bédlsamo do Canada (Bukatsch, 1972). A andlise e o registro
fotogréfico dos caracteres anatdmicos mais relevantes,
foram realizados em microscépio éptico Top Light B2,
utilizando-se o software BEL Microlmage Analyser.

Para a identificacdo de algumas substdncias nas sec¢des
histolégicas, foram realizados testes histoquimicos utilizando
os seguintes reagentes: sudan IV, para evidenciar e localizar
substancias lipidicas (Pearse, 1961); lugol, para detectar
amido (Jensen, 1962) ecloreto férrico, paraverificara presenca
de compostos fendlicos (Johansen, 1940). As imagens foram
registradas em microscépio de luz (COLEMAN).

O processamento histolégico foi realizado no
Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da UFRPE e os
testes histoquimicos foram realizados no Laboratério de
Anatomia Vegetal pertencente a UFPE.

RESULTADOS

Inducdo de embriogénese somatica primaria.

No meio nutritivo NDM durante toda fase de indugdo de
embrides somdticos, ndo apresentou formagdo de estruturas
morfogénicas, ocorrendo oxidag¢do e necrose completa dos
explantes foliares.

Aos 25 dias de cultivo ocorreu o surgimento de pequenas
estruturas arredondadas na face adaxial de explantes
foliares no meio %2 MS. Tais estruturas se apresentavam
mais evidentes sobre o explante aos 45 dias de cultivo,
demonstrando morfogénese direta (Fig. 1A), uma vez que
ndo foi visualizada a presenca de calo.

Aos 50 dias de cultivo foi possivel verificar um crescimento
e desenvolvimento das estruturas morfogénicas, bem como
o surgimento de novas estruturas em diversos estadios
de desenvolvimento, por toda extensdo do explante foliar
(Fig. 1B), tanto na face adaxial como abaxial (Fig. 1C).

o =

Figura 1. Desenvolvimento de embries somaticos do hibrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink. A). Embrides somaticos aos 45 dias de cultivo
no meio MS (Murashige e Skoog, 1962), com a metade da concentragdo dos sais, acrescido de ANA (0,537uM) e TDZ (13,621uM), gelificado com
gelrite e o pH 5,2 (Meio % MS); B). Embrides somdticos formados na face adaxial do explante foliar aos 50 dias no meio % MS; C). Visdo lateral
do explante foliar contendo embrides somdticos na face adaxial (ad) e abaxial (ab), aos 50 dias no meio %2 MS; EmbriGes somdticos primdrios e
secundarios, evidenciando um protocormo (Pt); E). EmbriGes primérios e secundarios desenvolvendo parte aérea aos 15 dias em exposi¢do a luz (15x);
F). Conversdo dos embrides primarios e secundarios em plantula aos 30 dias em exposigdo a luz; G). Desenvolvimento de parte drea das plantulas
provenientes de embrides somaticos primarios e secundarios; H). Planta proveniente de embrido somatico apresentando brota¢do lateral (seta).
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Inducdo de embriogénese somatica secundaria.

Aos 60 dias de indug¢do da ESS, observou-se a formac¢io de
embrides somdticos secunddrios em estddio avancado de
desenvolvimento, tendo a aparéncia semelhante a um protocormo
aclorofilado devido ao cultivo na auséncia de luz (Fig. 1D).

Aos 15 dias de cultivo com luz, parte dos embrides
somaticos (primarios e secunddrios) apresentavam em estadio
avancado de desenvolvimento, evidenciando os primérdios
foliares no apice do eixo caulinar (Fig. 1E). Na presenca
da luz, esses embriGes comegaram a produzir clorofila e
consequentemente o desenvolvimento da parte aérea aos 30
dias de exposicdo a luz (Fig. 1F). Aos 45 dias esses embrides
desenvolveram-se em plantulas com folhas bem desenvolvidas
(Fig. 1G), bem como o sistema radicular (Fig. TH).

Analise histolégica e histoquimica dos embrides
somaticos

As andlises histolégicas permitiram evidenciar o inicio
da formac¢io dos embrides sométicos diretamente sob
a superficie do explante foliar. Este inicio de formacgdo
é caracterizado por um aglomerado de células que se
desdiferenciaram em células meristemdticas e que se
encontram em constante divisio na superficie epidérmica
do explante (Figs. 2A-2B). Foi observada a formac¢do das
estruturas morfogénicas tanto na face adaxial como na face
abaxial do explante (Fig. 2B).

As  células-m3es embriogénicas  apresentavam-se

em constantes divisdes periclinais e anticlinais, e com
as seguintes

caracteristicas meristemdticas: tamanho

Figura 2. Desenvolvimento dos embries somdticos na epiderme foliar de Phalaenopsis Classic Spotted Pink. A). Células da superficie foliar em
divisdo periclinal (inicio da formagdo do embrido somético); B). Formagdo de embriGes somdticos (setas) na face adaxial (ad) e abaxial (ab) do
explante foliar; C). Formagdo de embrido somatico globular (Eg); D). Embrido somatico globular apresentando uma estrutura semelhante a um
“suspensor” (seta). Detalhe da estrutura semelhante a um “suspensor” em embrido somatico (seta) Barra= 150 pm; E). Embrides somdticos (Es)
formados na superficie do explante foliar (Ef) aos 60 dias de indugdo; F). Presenga de idioblasto contendo rafides (setas) nos embrides sométicos;
G). llhotas de procambio (setas) dispersas pelo meristema fundamental dos embrides somdticos; H). Visdo geral de varios primérdios foliares
(setas) e presenca do domo apical (circulo) em um embrido que estd regenerando em plantula. Barra = 100 ym.
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reduzido, indiferenciadas, citoplasma denso e ntcleos bem
desenvolvidos (Fig. 2A). Posteriormente, estas células foram
formando estruturas globulares, caracterizando a primeira
fase de formagdo dos embrides somaticos (Figs. 2B-2C-2D).
Estes embriGes globulares se originavam diretamente
da superficie do explante foliar sem nenhuma conexio
com o sistema vascular da folha. Nesses embrides, que ja
se apresentavam formados, observou-se uma estrutura
semelhante a um suspensor, unindo o embrido somético em
formacdo, ao tecido de origem (Fig. 2D).

Aos 50 dias de cultivo em meio de indu¢do para a formagéo
de embriGes, observou-se que os mesmos apresentavam
independéncia do explante foliar (Fig. 2E), provavelmente
iniciando a organizagdo deste embrido, porém ndo
apresentavam ainda uma polaridade distinta. Foi observada
também a presenca de rafides (cristais aciculares de oxalato
de célcio ou carbonato de cdlcio) encontradas no interior
de algumas células dos embrides formados, denominadas
idioblastos (Fig. 2F). Além disso, pode-se verificar também a
ocorréncia de ilhotas de procambio dispersas pela extensio do
embrido, configurando um arranjo polidrquico (Fig. 2G). Os
embrides desenvolvidos apresentavam os meristemas primarios
(protoderme, meristema fundamental e procadmbio) bem como
o surgimento de alguns primérdios foliares (Fig. 2H).
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Os embrides maduros apresentavam tecidos mais
diferenciados, com primérdios foliares mais desenvolvidos,
indicando o processo de regeneragio do embrido em
plantula (Fig. 2H), além da presenca do sistema vascular
(xilema e floema) (Fig. 2G). Essas caracteristicas evidenciam
que esses embrides somdticos apresentam capacidade
para regenerar plantas completas semelhantes a plantas
originadas por embrides zigdticos.

No que se refere as andlises histoquimicas ndo foi
detectado a presenca de amido nos embrides primariamente
formados, reagindo apenas na drea do parénquima do
explante foliar que corresponde a uma folha adulta (Fig. 3A).
Amido foi observado na regido do meristema fundamental
que circunda o sistema vascular dos embrides em
desenvolvimento (Fig. 3B). Em embriGes que j4 se observava
primérdios foliares, pode verificar uma boa quantidade de
amido em vdrias regides da plantula (Fig. 3B).

Quanto as substancias lipidicas, foram observadas na
protoderme do embrido (Figs. 3C-3D), provavelmente
cutina, além de pequenas goticulas de lipideo sob a
superficie da cuticula (Fig. 3D). Nao foi observado lipideo
no interior do embrido, apenas em seu revestimento.

Figura 3. Anilises histoquimicas: A). Presenca de amido nas células de parénquima do explante foliar e auséncia de amido nos embrides
somadticos recém-formados Barra= 200 pm; B). Presenca de amido em embriGes se desenvolvendo em plantula; C). Presenca de lipideos na
superficie dos embrides somdticos mais diferenciados (ES) e no explante foliar (EF); Barra= 100 pm; D). Detalhe da presenca de lipideos sob a

cuticula do embrido (setas) Barra: 30pm.
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DISCUSSAO

A oxidagdo, observada no meio NDM, é considerada um
entrave na cultura de tecidos. Esse processo consiste na
liberagdo de compostos fendlicos pelos tecidos, que pode
ser uma resposta a vdrios fatores, como por exemplo,
resposta aos ferimentos, altas concentragdes de reguladores
de crescimento no meio nutritivo ou pela oxidagdo de
polifenois e quininas, conforme observado por Ledo et dal.,
(2002). Aoxidagdo pode causar toxidez, inibir o crescimento,
e, eventualmente, ocasionar a morte do explante (Ozyigit et
al., 2007).

As respostas obtidas no meio %2MS acrescido de ANA
(0,537uM) e TDZ (13,621pM), gelificado com gelrite e o
pH 5,2, aos 25 dias no gendtipo estudado, foram similares
aos resultados encontrados por Chen e Chang (2006),
que trabalhando com o mesmo género, com a espécie
Phalaenopsis amabilis (L.) Blume e com diferentes associag¢oes
e concentragdes entre ANA e TDZ, obtiveram o surgimento
dos embriGes somdticos aos 20 dias de cultivo na auséncia
de luz. Porém, neste trabalho sé foi observada a presenga
de embriGes apresentando primérdios foliares aos 45
dias. Diferencas relacionadas ao periodo de obtengdo de
embrides podem estar associadas ao gendtipo, interferindo
diretamente na velocidade do processo de indugdo de
embrides somdticos (Torres, 1999).

Neste trabalho, quando os embriGes primarios e
secunddrios passaram a ser cultivados na presenca de luz,
apresentaram desenvolvimento progressivo, evoluindo
para protocormos e posteriormente plantas. Esse
comportamento estd associado ao fato da luz promover
a regeneracdo do embrido em plantas, logo fatores como
intensidade e qualidade (da luz) alteram as concentra¢des
endbgenas de fitoreguladores, espessura dos tecidos e
atuam na sintese de pigmentos (Xing et al., 2014).

O sucesso na produgdo de plantas, a partir de embrides
somdticos, depende, por exemplo, do estddio de maturagio
do embrido e da composi¢do do meio nutritivo (Sharma
et al., 1996). Os embrides em estddio avancado de
desenvolvimento sdo praticamente autotréficos e possuem
uma menor exigéncia nutricional (Santos Jesus et al., 2011).
A constitui¢do e quantidade dos sais presentes no meio de
cultura, o uso de fitoreguladores, fonte de carbono e o tipo
de agente gelificante, também podem alteraras propriedades
do meio, interferindo na formagdo de embrides sométicos.

Andlise histolégica e histoquimica dos embries
somdticos primarios e secundarios

Ao induzir a rota morfogenética da embriogénese
somdtica em explantes foliares de orquidea, Chen e
Chang (2006) observaram comportamento similar ao
presente trabalho em Phalaenopsis amabilis, ou seja, células
meristemdticas em constante divisdo sob a superficie do
explante, caracterizando o inicio da forma¢do dos embriGes
somdticos de formadireta (sema passagem pelafasedecalo),
por meio da camada epidérmica do explante. Com o intuito

de restringir a perda de dgua, estas células epidérmicas nio
deixam espacos entre elas, sendo perfeitamente justapostas
(Alquini et al., 2006). Essas células formaram estruturas
globulares que se originavam diretamente da superficie
do explante foliar, sem nenhuma conexdao com o sistema
vascular da folha. Estas caracteristicas configuram uma
particularidade dos embriGes somaticos, que é a presenga
de um sistema vascular fechado, sem conexdo vascular
com os tecidos do explante inicial (Guerra et al., 1999).
Resultados semelhantes foram observados por Carneiro et
al., (2014), onde ndo presenciaram a conexdo vascular entre
os embrides somaticos, confirmando a individualidade dos
embrides formados.

No que diz respeito a estrutura que foi observada
semelhante a um suspensor, deve-se considerar que essa é
uma estrutura encontrada geralmente em embrides zigéticos,
que estabelece grande contato com os tecidos maternos
circundantes, provavelmente facilitando o suprimento de
nutrientes para o embrido (Capron et al., 2009). Estruturas
semelhantes foram encontradas por Ferreira etal., (2005) em
Theobroma grandiflorum (Willd. ex Spreng.) K. Schum., Portillo
et al., (2007) em Agave tequilana F.A.C. Weber e Carneiro et
al., (2014) em Agave sisalana Perrine ex Engelm.. De acordo
com esses autores, foi possivel verificar anatomicamente
embrides somaticos ligados ao tecido do explante por um
suspensor. Resultados obtidos com embrides somdticos
de Feijoa sellowiana (O. Berg.) O. Berg (atualmente Acca
sellowiana (O. Berg.) Burret) tem demonstrado que existe
uma estrutura semelhante a um suspensor que os conectam
aos tecidos da planta-mde (Correia e Canhoto, 2010).
A formac¢io, ou ndo, de uma estrutura semelhante ao
suspensor pode estar relacionada a diferentes origens dos
embriGes somdticos, podendo o mesmo apresentar uma
origem unicelular, que geralmente forma um suspensor, ou
terem origem multicelular, nio formando essa estrutura,
sendo apenas provenientes de um grupo de células, que
estdo ligadas ao tecido da planta-mae por uma ampla regido
(Williams e Maheswaran, 1986). No entanto, a formagdo de
um suspensor ou estrutura anexa de embrides somaticos
em angiospermas, tem sido bastante questionada devido
a insuficiéncia de estudos mais aprofundados acerca desta
estrutura embriondria. Em contrapartida, nas gimnospermas
tornou-se um sistema modelo de estudos, como em coniferas
(Correia e Canhoto, 2010). Entretanto, George et al., (2008)
afirmam que a célula apical passa por sucessivas divisGes
para originar o embrido, enquanto a célula basal, por meio
de divisdes anticlinais, formara o suspensor.

Semelhante ao observado neste estudo, Mayer et dl.,
(2008) ao fazer a comparagdo anatémica das folhas e raizes
de Cymbidium Sw. (Orchidaceae) cultivadas ex vitro e in vitro,
também constataram a presenc¢a de rafides no meristema
fundamental das plantas cultivadas nos dois ambientes,
estando em maior nlimero na planta in vitro. Esse fato pode
estar associado a maior disponibilidade e facilidade de
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absorc¢do dos sais presentes no meio nutritivo. Em orquideas
do género Cattleya Lindl. cultivadas ex vitro, também foi
observada a ocorréncia de idioblastos com rafides de
oxalato de célcio, por todo o mesofilo (Godoy e Costa,
2003). A presenca de cristais de oxalato de célcio, formados
em diferentes 6rgdos de uma planta, estd diretamente
associada com a quantidade de célcio disponivel (Zindler-
Franketal.,2001), que pode também estar relacionado com
o processo de eliminagdo do excesso de célcio (Kostman et
al.,2001). Diante do exposto pode-se afirmar que a presenc¢a
de réfides nas células do hibrido Phalaenopsis Classic Spotted
Pink, pode estar atrelado a compartimentaliza¢io do
excesso de sais no vacuolo celular.

Ap6s a transferéncia dos embrides para local iluminado,
observou-se o desenvolvimento dos tecidos meristemadticos,
evoluindo para a formagdo de tecidos mais diferenciados,
como os tecidos primdrios, como os primérdios foliares.
Esse comportamento demonstra a importincia da luz
na diferenciagio dos tecidos e consequentemente no
desenvolvimento do embrido em planta.

Quanto as andlises histoquimicas, a auséncia de amido
nos embrides provavelmente estd associada ao estddio
juvenil em que se encontravam, além de serem cultivados
na auséncia de luz durante o periodo de indugdo, auséncia
de um sistema vascular bem desenvolvido e por ainda nio
apresentarem um metabolismo fotossintético eficiente.
O amido ¢ considerado como o principal carboidrato de
reserva nas plantas, atuando como fonte de energia para
as altera¢bes metabdlicas em plantas ou fornecendo
moléculas de acglcares para biossintese de lipideos,
proteinas, antioxidantes e polissacarideos (Pescador et
al., 2008; Gomez-Gonzalez et al., 2010) e como base de
energia para o crescimento, regulacio da morfogénese e
diferenciagdo celular das plantas, com grande importancia
na constituicdo da estrutura da parede celular (Smeekens,
2000). Andlises histoquimicas em jabuticaba-branca
(Myrciaria sp.) comprovou que o material de reserva de
embrides somadticos e zigdticos, era o amido, todavia,
os embriGes somdticos apresentavam uma quantidade
menor dessa reserva comparado com os embrides zigbticos
(Motoike et al., 2007).

No que compete as substédncias lipidicas, foi observada
a presenca de uma cuticula pouco espessa nos embrides,
podendo desempenhar um papel de relativa importéancia
contra a perda excessiva de dgua, o que facilitard a
aclimatizacdo dessas plantas, viabilizando a producio
de mudas por meio de embrides somdticos primdrios e
secundarios no hibrido Phalaenopsis Classic Spotted Pink.

CONCLUSOES

O meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962), com
a metade da concentra¢do dos sais, acrescido de ANA
(0,537uM) e TDZ (13,621pM), gelificado com gelrite e o
pH 5,2, proporcionou a formac¢do de embrides somaticos
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primdrios e secunddrios com competéncia celular para
regenerar plantas, a partir de células epidérmicas dos
explantes foliares.
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