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RESUMO

SILVA, Cridene Viana da, M. S., Universidade Federa de Vicosa, julho de 2005.
Estudo morfoanatbmico de embrides zigéticos e somaticos de jabuticaba-
branca (Myrciaria sp.). Orientador: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Conselheiros:
Marilia Contin Ventrella e Denise Fernandes Cunha dos Santos Dias.

O estudo detalhado do processo de formacdo dos embribes somaticos e sua
comparacdo morfolégica com embrides zigdticos pode fornecer informacdes relevantes
para 0 aumento ou a manipulacdo da resposta embriogénica e uma melhor conversao
dos embriGes somaticos em plantas, uma vez que a andlise comparativa da estrutura e
morfologia dos embrides somatico e zigoético podem apontar falhas do processo da
embriogénese somatica. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o estudo
morfoanatdbmico e histoquimico dos embrides somaticos e zigoticos de jabuticaba
branca, a fim de determinar as possiveis causas da baixa conversdo em plantulas de
embrides somaticos de jabuticabeiras. Foram coletados frutos maduros de jabuticaba-
branca, sendo as sementes retiradas manualmente. Depois de retirada a mucilagem,
parte das sementes foi utilizada para extracdo do embrido zigético para 0 estudo
morfoanatdmico e histoquimico e parte para obtencdo de embrides somaticos. Estes
embrides foram obtidos “in vitro”, a partir de cotilédones de embrides zigbticos. Para o
estudo anatbmico e histoquimico, o materia vegetal foi fixado em FAAsw, € estocado
em etanol 70%. O material vegetal foi incluido em glicol-metacrilato e seccionado

transversal e longitudinalmente, em micrétomo rotativo, com 6 pum de espessura. As
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l&minas com os cortes foram submetidas ao azul-de-toluidina para metacromasia e ao
regente de lugol, para deteccdo de amido, e montadas em resina sintética. Os cortes
foram analisados e fotografados em fotomicroscopio com sistema U-photo, camera e
microcomputador com o0 software Spot-Basic. Para a microscopia eletrdnica de
varredura, embriGes sométicos foram fixados em glutaraldeido 3%, em tampéo
cocodilato de sodio 0,1 M a 4 °C, desidratados em série etandlica, seguida de secagem
em ponto critico de CO; liquido. As amostras foram preparadas nos suportes, cobertas
com ouro, observadas e fotografadas em microscépio eletronico de varredura. Andlises
histologicas apontaram desenvolvimento dos pré-embrides, os quais ddo origem a
embribes sométicos morfologicamente semelhantes a embrifes zigoticos, porém os
embrides ziglticos apresentam um procambio bem mais desenvolvido e grande
quantidade de material de reserva e tamanho 10 vezes maior que os embrides sométi cos.
Nas analises histoldgicas dos embrides sométicos, observaram-se diversas anomalias, 0
gue impediu a conversao desses embrides em plantulas. Além dessas anomalias, a falta
de meristema apical e o procambio bem menos desenvolvido do que nos embrides
zigGticos também colaboraram com a baixa conversdo em plantulas. As andlises
histoquimicas dos embrides somaticos e zigéticos comprovaram que o materia de
reserva de ambos é o amido, porém, nos embriBes sométicos, a quantidade de amido é
menor e de ocorréncia esporadica, sendo uma das causas da baixa conversdo em
plantulas. Através das andlises histolOgicas, observou-se que os embribes somaticos
passam pelos diferentes estadios de desenvolvimento globular, cordiforme, torpedo e
cotiledonar, a semelhanca dos embrifes zigoticos. Existem semelhancas na morfologia
dos embrides sométicos e zigoticos, ambos com desenvolvimento de um par de
cotilédones e eixo embrionério reduzido.



ABSTRACT

SILVA, Cridene Viana da, M. S, Univesrsidade Federa de Vigosa, July 2005.
Morphoanatomical study of zygotic and somatic embryos of white jaboticaba
(Myrciaria sp.). Adviser: Sérgio Yoshimitsu Motoike. Committee Members:
Marilia Contin Ventrella and Denise Fernandes Cunha dos Santos Dias.

The detailed study of somatic embryo formation and its morphological
comparison with zygotic embryos can dlicit relevant information to the increase or
manipulation of the embryogenic response and a better conversion of somatic embryos
to plants, once the comparative analysis of the structure and morphology of the somatic
and zygotic embryos can show defects in somatic embryogenesis. Therefore, the
objective of the present work was the morphoanatomical and histochemical study of
somatic and zygotic embryos of white-jaboticaba, in order to determine the possible
causes of the low conversion of jaboticaba somatic embryos to plantlets. Ripe fruits
were collected from white-jaboticaba trees, with seeds removed by hand. After
removing the mucilage, part of the seeds was used for zygotic embryo extraction for
morphoanatomical and histochemical studies, and part for obtaining somatic embryos.
"In vitro" somatic embryos were obtained from cotyledons of zygotic embryos. The
material was fixed in FAA50% and stored in 70% ethanol for anatomical and
histochemical studies. The material was embedded in glycol methacrylate and 6 pm-
thick sections were transverse and longitudinally cut using a rotating microtome. The

sections collected on glass dlides and stained in toluidine blue, and lugol for starch



detection, were mounted in synthetic resin. The sections were analyzed and
photographed in a U-photo system light microscope, camera and microcomputer with
the Spot-Basic software. For scanning electron microscopy, somatic embryos were fixed
in 3% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer at 4 °C, dehydrated through a
graded ethanol series, followed by liquid CO2 critical point drying. The samples were
mounted on the supports, coated with gold, observed and photographed in a scanning
electronic microscope. The histological examination confirmed the development of pro-
embryos, from which somatic embryos morphologically similar to zygotic embryos
were produced, however the zygotic embryos presented a well developed procambium,
a large amount of storage reserves and were tenfold larger than the somatic embryos.
Histological analyses of somatic embryos showed several anomalies, which hindered
the conversion of those embryos to plantlets. Besides the anomalies, the lack of apical
meristem and the much less procambium developed than in the zygotic embryos also
contribute to the low conversion to plantlets. The histochemical analyses of somatic and
zygotic embryos proved that the storage reserves in both is starch, however, in somatic
embryos, the amount of starch is smaller and of sporadic occurrence, being one of the
causes of the low conversion to plantlets. Histological analyses showed that somatic
embryos progress through different stages of development such as globular, heart shape,
torpedo and cotyledonary, similar to zygotic embryos. The morphology of somatic and
zygotic embryos is similar, both developing a pair of cotyledons and reduced embryonic
axis.
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1. INTRODUCAO

As jabuticabeiras (Myrciaria sp.) sdo espécies frutiferas da familia Myrtaceae
que tém o Brasil como centro de origem e de dispersio natural (PIO CORREA, 1984).
Essas espécies foram domesticadas e incorporadas a cultura popular pelos indigenas
Tupis (SEAGRI, 2001; MATTOS, 1983). Dessa planta, consomem-se os frutos in
natura ou processados na forma de geléa, licor e vinho (LEON, 1987; GUIMARAES,
1992; DONADIO, 1996). A jabuticaba também é utilizada na fabricacdo de extrato
utilizado como corante de vinho e vinagre, substituindo flores de sabugueiro, malva e
papoulas, que sdo importadas (JABOTICABA, 1986).

As jabuticabeiras podem ser plantadas na maior parte do territério nacional,
sendo, no entanto, mais cultivadas nos Estados de S0 Paulo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Parana e Goias (OLIVEIRA, 2002). Dentre as espécies mais conhecidas e
apreciadas no Brasil estdo a Myrciaria jaboticaba (Vell.) Berg., popularmente
denominada jabuticaba-sabara;, e Myrciaria cauliflora (Mart.) Berg., conhecida como
jabuticaba-acu ou paulista(MENDONCA, 2000).

O género Myrciaria é, entretanto, composto por pelo menos nove espécies, das
quais M. oblongata Mattos, conhecida popularmente como jaboticaba-azeda, ja é
considerada extinta (MATTOS, 1983). No mesmo caminho da M. oblongata, muitas
outras espécies de jabuticabeiras nativas do Brasil, incluindo M. espirito-santenses
Mattos, M. grandifolia Mattos (jabuticaba-gralida) e M. aureana Mattos (jabuticaba-
branca), estdo ameacadas de extingdo (MATTOS, 1983; DONADIO, 2000). Na maioria



dos casos, exemplares dessas espécies sdo somente encontrados em colegdes
institucionais, ndo mais existindo na natureza (MATTOS, 1983).

A Universidade Federa de Vicosa (UFV) mantém em seu Setor de Fruticultura
uma colecdo com diversas espécies de jabuticabeiras, algumas delas ainda sem
identificacdo botanica. Essa colecdo vem sendo constituida ha mais de 40 anos, por
meio de introdugdes de material propagativo diretamente de seu “habitat”, ou coletadas
em propriedades da zona rural das diversas regides do Brasil. Juntas, essas plantas
compdem uma das mais preciosas colecdes de jabuticabeiras do Brasil, constituindo-se
em fonte estratégica de material genético para o melhoramento da planta para a
exploracdo comercial e, também, para a reposi¢ao das espécies em extingdo na natureza.

A manutencdo de um banco de germoplasma de plantas como a jabuticabeira no
campo apresenta, contudo, véarios problemas, incluindo o ato custo de manutencéo,
exposicao das plantas a desastres naturais e ataques de pragas e doencas. O exemplo
disso é a perda de varios exemplares da colecdo da UFV nesses Ultimos cinco anos, em
razéo da falta de recursos para manutencdo das &reas de campo. Segundo Donadio
(2000), outras colecbes importantes de jabuticabeiras, como a do Instituto de Botéanica
de Sdo Paulo, da Estacdo Experimental de Osorio, em Maguine (RS), do Instituto
Agronémico de Campinas (SP) e da ESALQ/USP de Piracicaba (SP), encontram-se
atualmente também em mau estado de conservacdo, colocando em risco de extingdo
muitas das espécies de jabuticabeiras que fizeram parte da flora nativa brasileira.

Considerando que o armazenamento de sementes desta espécie € dificultado em
razéo do seu carater recalcitrante (CHANDEL et a., 1995; MENDONCA, 2000), torna-
se imprescindivel o desenvolvimento de técnicas seguras e eficazes para a manutencdo
dessas espécies em bancos de germoplasma.

A criopreservacdo é uma técnica que tem sido empregada por agéncias como
Kings Park e Botanic Garden na Austrdia e Royal Botanic Gardens no Reino Unido,
para conservar germoplasmas de espécies de sementes recacitrantes (ROYAL
BOTANIC GARDENS KEW, 2001; TURNER et al., 2001). A técnica da
criopreservacao consiste no armazenamento do material vivo a temperaturas proximas a
do nitrogénio liquido (-196 °C). A essa temperatura, o metabolismo celular é
eficientemente paralisado, e 0 material pode ser conservado em estado de suspenséo
metabdlica, em condic¢les livres de riscos de contaminagcdo por patdgenos e, ou, de
variacbes genéticas, por longo periodo de tempo (BAJAJ, 1995). As vantagens da

criopreservacdo sobre outros métodos convencionais de preservacdo de germoplasma
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sd0: diminuicdo nos custos associados a manutencdo com colecBes vivas, reducdo no
espaco de armazenamento do material, minimizagéo das perdas causadas por doengas e
contaminagdes e minimizacdo das variagcbes somaclonais (BAJAJ, 1995; TURNER et
al., 2001). Entretanto, a aplicacdo dessa técnica de conservacao depende do dominio dos
processos da morfogénese in vitro. No entanto, informagdes sobre a morfogénese in
vitro de jabuticabeiras sd0 escassas ou inexistentes, dificultando os estudos de
criopreservacao dessas espécies.

Entre os raros trabalhos enfocando morfogénese in vitro em jabuticabeiras esta o
trabalho apresentado por Saraiva et al. (2004). Neste trabalho, esses autores relataram a
obtencdo de embriogénese somética em Myrciaria sp. e a producdo de massa pré-
embriogénica de alta capacidade de regeneracdo. No entanto, estudos recentes tém
apontado que embrides sométicos de jabuticaba, obtidos a partir do protocolo de Saraiva
et al. (2004), apresentaram baixos indices de conversdo em plantulas, requerendo
aperfel coamento do processo.

O estudo detalhado do processo de formacdo dos embrides somaéticos e sua
comparagcdo com embrides zigoéticos podem fornecer informacdes relevantes para o
aumento ou manipulacdo da resposta embriogénica, bem como ainda uma melhor
conversao dos embriBes somaticos em plantas, uma vez que a andlise comparativa da
estrutura e morfologia dos embriGes somético e zigético pode apontar fahas no
processo da embriogénese somatica.

O presente trabalho teve como objetivo os estudos morfoldgico, anatdmico e
histoquimico dos embrides somaéticos e zigoticos de Myrciaria sp., a fim de determinar
as possivels causas da baixa conversdo em plantulas de embribes somaticos de
jabuticabas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Embriogénese somatica

Embriogénese somadtica € o processo pelo qual células somaticas se
desenvolvem através dos diferentes estagios embriogénicos, dando origem a uma planta
sem a ocorréncia da fusdo de gametas. O desenvolvimento do embrido somético tem
semelhanca com o desenvolvimento do embrido zigético (RAGHAV AN, 1976), e existe
interesse no conhecimento dos mecanismos moleculares que estdo associados com a
formacdo dos embriBes sométicos e zigoticos (DODEMAN et al., 1997).

A morfogénese é caracterizada pela diferenciacdo de uma estrutura bipolar,
congtituida de &pices caulinar e radicular. Os estagios de desenvolvimento proé-
embrionarios e embrionarios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar acontecem em
ambos os casos. Nos embridos sométicos globular e cordiforme, as estruturas internas
sd0 semelhantes as dos equivalentes zigéticos. Ha evidéncia de protoderme no estadio
cordiforme além da protoderme, assim como a polaridade e asimetria bilateral (SMITH,
1985).

A embriogénese somatica tem demonstrado ser o melhor méodo de
multiplicacdo em grande escala. Trata-se de um processo caracteristico das plantas
vasculares, pelo qua células ou tecidos somaticos se desenvolvem até a formagéo
completa de uma planta, através de uma série de estégios embriogénicos semelhantes
aqueles observados na formacdo de embries zigoticos (WILLIAMS;
MAHESWARAN, 1986; RODRIGUEZ et al., 2000).



Na cultura de tecidos, a embriogénese somética foi descrita em diversas
espécies, incluindo angiospermas e gimnospermas, normamente resultando em
grupamento de células pro-embriogénicas, as quais, posteriormente, regeneraram
embriBes somaéticos correlacionados com alteracbes nas condigdes hormona e
nutricional do meio de cultura (HALPERIN, 1995).

A embriogénese somatica é uma ferramenta da biotecnologia na propagacdo
clona de gendtipos-€elite através da tecnologia de semente sintética (GRAY ; PUROHIT,
1991; REDENBAUGH, 1993). E torna-se vantgjoso combinar a eficiéncia e o baixo
custo das sementes sintéticas como fonte de propagul os para producéo clonal massal in
vitro de embrides a partir de células somaticas (GUERRA et a., 1999).

A sobrevivéncia e crescimento das plantas regeneradas dependem das condicbes
providas nas fases iniciais, quando os embrides séo formados, amadurecem e germinam.
Contudo, para se obter a propagacdo em massa de plantas por meio da embriogénese
somatica, é importante que se conhecam os fatores criticos que ocorrem durante o
processo na obtencéo de plantulas normais.

De maneira geral, 0 processo de embriogénese somética pode ser dividido em
trés fases distintas, como inducdo, maturacdo e germinacdo (AMMIRATO, 1987,
RANGH; PAGE, 1988). Nas espécies estudadas até 0 momento, tem-se observado uma
grande semelhanca, do ponto de vista morfoldgico, entre a embriogénese somética e a
zZigotica, especialmente apos as primeiras divisdes celulares do embrido (WILLIAMS;
MAHESWARAN, 1986). Os estadios iniciais da embriogénese séo considerados como
processo critico, pois sao estabel ecidos a polaridade, a camada de células protodérmicas
e os demais meristemas (BOZHKOQV et d., 2002).

Os marcadores qualitativos do desenvolvimento in vitro permitem uma
comparagao entre as embriogéneses zigética e somética (GUERRA et al., 1999). Apesar
de esses embrides se desenvolverem através de estadios similares aos do embrido
zigético, ndo entram em dorméncia, ndo possuem endosperma e tecido suspensor e nem
formam tegumento, ficando livres de correlacBes fisicas, fisiolégicas e genéticas que
ocorrem durante o desenvolvimento do embrido zigético (ZIMMERMANN, 1993).
Também apresentam sistema vascular fechado, sem conex&o vascular com os tecidos do
explanteinicial (DODEMAN et dl., 1997).

Existem dois padrfes basicos de expressdo da embriogénese somaticain vitro, o
direto e o indireto (SHARP et a., 1980). Na embriogénese direta, os embrides

somaticos originam-se dos explantes sem a formacao de estadios intermediérios de calo.
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Na embriogénese indireta, os embrifes somaticos se formam a partir de um calo, que
apresenta células em diferentes estadios de diferenciacdo e, conseglientemente, com
diferentes graus de determinacdo, as quais podem adquirir novas competéncias
mediadas por mensageiros quimicos especificos (SHARP et al., 1980).

Em plantas de soja, houve tanto a ocorréncia de embriogénese direta quanto, em
menor freqiéncia, aindireta (BARWALE et a., 1986). Provavelmente, a ocorréncia via
indireta se estabelece em culturas embriogénicas de células em suspensdo, a partir de
calos induzidos em meio sélido (BEVERSDORF; BINGHAM, 1977; GAMBORG et
al., 1983; CHRISTIANSON et a., 1983; LI et a., 1985; KERNS et al., 1986).

Independentemente de ser embriogénese direta ou indireta, para a formacdo de
embrides somaticos sdo necessarias altas concentraces de reguladores de crescimento.
Assim, o balanco hormonal € um fator de grande importancia no controle do
desenvolvimento do embrido (TISSERAT et a., 1979; SHARP et a., 1980; VASIL,
1982).

Na embriogénese somética, a compreensdo dos estimulos e condigdes
necessarias para aindugdo e controle desses processos € ainda limitada. Segundo Guerra
et a. (1998), a possibilidade de manipulacdo desse sistema para fins tecnoldgicos
depende do dominio preciso dafisiologia do desenvolvimento e aspectos relacionados a
morfogénese (integracdo entre os processos decorrentes de divisdo e diferenciacdo
celular), incluindo processos de determinagdo celular (processo pelo qual o potencial de
desenvolvimento de uma célula se torna limitado a uma rota especifica); competéncia
celular (capacidade das células reagirem a sinais especificos de desenvolvimento
reguladores de crescimento) e epigénese (ativagdo seletiva e diferencia de genes,
envolvendo células receptivas ou tecidos responsivos).

Dados da literatura indicam gque a competéncia embriogénica esta associada a
sinalizacbes de receptores que sd0 segregados assimetricamente durante a divisdo
celular. A sinalizacdo entre células com diferentes fungbes também é requerida para a
iniciagdo da embriogénese somética; ndo se conhece a necessidade de um requerimento
similar para obtencao de embrides zigéticos (HARADA, 1999).

Em gera, as auxinas, entre elas 0 2-4-D, sd0 consideradas as substancias
responsaveis por desencadearem os processos de desdiferenciacdo (modelos indiretos) e
rediferenciacdo (modelos diretos), aterando a determinagdo e conferindo novas
competéncias as células responsivas presentes nos explantes. Os horménios exercem

sua funcdo por meio do reconhecimento de receptores especificos, presentes nessas
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células, traduzindo sinais hormonais em eventos bioquimicos e fisiol6gicos (HARADA,
1999).

A resposta a determinado hormdnio pode ser aterada por mudancas no nimero e
afinidade dos receptores e no nivel de outras substancias enddgenas (FIRN, 1986). Esse
conjunto de aspectos anaisados explica por que determinados explantes séo
competentes para a embriogénese somética e outros ndo e também por que explantes de
mesma origem coletados em diferentes periodos apresentam respostas distintas a
inducdo embriogénica (GUERRA et al., 1998). Assm, o “estado fisiologico do
embrido” seria a condicdo na qual as células responsivas do explante conteriam grande
nimero de receptores para aqueles reguladores de crescimento presentes no meio da
cultura. Entdo, a embriogénese somética é o resultado da ativacéo de células responsivas
contendo receptores para determinado regulador de crescimento. Essas células seriam
rediferenciadas para novas rotas morfogénicas, gerando célulassmaes embrionérias
competentes, que podem originar populacdes clonais de células embriogenéticas
(GUERRA et al., 1999).

De maneira geral, a embriogénese somética € induzida por auxinas, e, assim,
uma célula somética adquire competéncia para originar uma linhagem de células-filhas
que irdo formar embrides somaéticos. Entre os fatores que podem afetar esse processo
estdo: explante, pH, composicdo do meio nutritivo, reguladores de crescimento,
concentracdo osmaticae luz (TOONEN et al., 1996).

A embriogénese somética foi demonstrada em grande nimero de angiospermas,
inclusive em vérias espécies lenhosas (TULECKE, 1987). Porém, na familia Myrtaceae,
esse tipo de morfogénese foi obtido em algumas espécies, como Eucalyptus citriodora
(MURALIDHARAM et al., 1989), Eucalyptus grandis (WATT et a., 1991), Eugenia
jambos (LITZ, 1984a), Eugenia malaccensis (LITZ, 1984a), Myrciaria cauliflora
(LITZ, 1984b) e Myrtus communis (PARRA; AMO-MARCO, 1998). Em Feijoa
sellowiana (CANHOTO; CRUZ, 1996), os embrides sométicos surgem, principa mente,
em cotilédones de embrifes zigéticos em meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
contendo 1,0 mg L-1 de 2,4-D (4-5 uM écido 2,4- diclorofenoxiacético) e 0,3 M de
sacarose, obtendo formagdo de embriBes sométicos no explante embriogénico.

A cultura embriogénica é iniciada a partir do explante cultivado em meio
contendo um regulador de crescimento. Na embriogénese direta, a primeira expressao
morfogénica é o surgimento de estruturas globulares brancas e trandlcidas que

correspondem a embrifes sométicos globulares.
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Para a manutencdo, multiplicacdo e cultura massal, a estratégia consiste em
determinar as condicdes adequadas para o estabelecimento de ciclos repetitivos de
divisdo celular e o controle restrito dos processos de diferenciacdo, de maneira que as
culturas sejam congtituidas por células pré-embrionarias ou embrides somaticos em
estagios globularesiniciais (GUERRA et a., 1998).

A estimulacdo da progressdo das fases iniciais para as fases tardias € uma
estratégia que consiste em interromper os ciclos repetitivos de divisdo celular e fornecer
os estimulos fisioldgicos, bioguimicos e ambientais para a diferenciagdo celular, para
gue os ciclos de desenvolvimento e de maturacdo originem grande nimero de embrides
somaticos maduros, de alta qualidade e aptos para a conversao em plantas (GUERRA et
al., 1998).

2.2. Fatores que afetam a embriogénese somatica

A inducdo da embriogénese somética esta relacionada com alteracGes no padréo
de expressdo génica nos explantes e reprogramacao das células que estardo envolvidas
no processo embriogénico (MERKLE et al., 1995). De acordo com as caracteristicas
morfoldgicas, anatbmicas e funcionais das estruturas embriogénicas que se formam,
podera ou ndo ocorrer diferenciacdo em embrides sométicos.

Varios fatores estdo relacionados a inducdo do estdgio embriogénico, como
caracteristica dos explantes, tipo e doses de aplicacdo de reguladores vegetais, gendtipo,
espécie, componentes do meio como calcio, fonte de nitrogénio, aglcar e condicbes
ambientais (MERKLE et al., 1995).

Na cultura de tecidos é importante 0 meio de cultivo utilizado, de acordo com a
fase da morfogénese e da exigéncia da espécie. O meio MS, no caso da soja (Glycine
max), € mais usado para inducéo e conversdo de embrifes sométicos, enquanto 0 meio
FN (FINER e NAGASAWA, 1988) é tilizado para proliferacdo da cultura
embriogénica (SAMOYLOQV et d., 1998). Em Feijoa sellowiana Berg, a inducdo da
embriogénese somatica foi também obtida com meio MS (GUERRA et al., 2001), que
foi inicialmente testado para o crescimento de calos em Nicotiniana spp.
(MURASHIGE; SKOOG, 1962). A embriogénese somética a partir de flores de Vitis x
labruscana foi obtida com meio NN (NITSCH; NITSCH, 1969) suplementado com 17
UM &cido indol-asco (IASP) e 9 uM 2,4-&cido diclorofenoxi-acético (MOTOIKE et al.,

2001). O meio MS é muito utilizado em cultivo “in vitro” de plantas, pela elevada



concentracdo de nitrogénio na forma de amodnio e maiores concentracdes de fosforo e
potéssio, diferenciando-se dos demais meios de cultura.

O nitrogénio suplementado no meio durante o processo embriogénico € de
grande importancia, por ser um nutriente indispensavel para formacdo de proteinas,
acidos nucléicos e sintese de substancias de reserva (MERKLE et a., 1995). Em
sementes, 0 embrido imaturo ndo possui a enzima nitrato redutase, que reduz nitrato
(NOz) a nitrito e, em seguida, a amdnio (NH,4"). Portanto, a utilizagdo de nitrogénio
reduzido no cultivo do embrido somatico torna-se algo indispensdvel (MONNIER,
1995).

A gquantidade de nitrogénio total e arelacio NOs: NH," podem variar conforme
as condigdes de cultivo e a espécie estudada. O nitrogénio na forma de nitrato, em
condicdes de cultivo in vitro, pode ser suficiente no desenvolvimento dos embrides, os
quais podem adquirir nitrogénio reduzido, freqlentemente liberado por células em
cultivo, tornando o ambnio indispensavel na iniciacdo da embriogénese somatica
(NOMURA; KOMAMINE, 1995).

As auxinas tém efeitos dependentes da quantidade de nitrogénio adicionado,
havendo interacéo entre esses dois componentes do meio de cultura (MOHAN RAM et
al., 1982). O modo de acdo das auxinas ndo € totalmente conhecido no processo
embriogénico, mas é um dos produtos mais utilizados na inducdo de embriogénese
somética em diversas espécies (MERKLE et a., 1995). A auxina 2,4-D € a mais
utilizada para promover aformacéo de células embriogénicas em diversas espécies.

O embrido somatico pode apresentar desenvolvimento anormal. Alguns
embrides somdticos produzem meristemas sem fungdo, impedindo o seu
desenvolvimento futuro. Em muitos embrides somaéticos, 0os meristemas apicais se
encontram parcialmente organizados ou ndo existem. Também podem apresentar
algumas anomalias no seu padrédo vascular (DODEMAN et al., 1997). Alteracdes na
formacdo de seus meristemas podem levar a perda da capacidade de germinacéo
(DODEMAN et al., 1997).

A exposicdo do explante a auxina é essencial na inducdo do estégio
embriogénico, entretanto € prejudicial a0 processo de histodiferenciacdo, podendo
interferir no desenvolvimento do embrido somatico. Halperin e Wetherell (1964)
observaram que a continuacdo do 2,4-D no meio de cultura em embriBes somaticos de
cenoura, no estagio globular, inibiu a histodiferenciacdo ou conduziu ao

desenvolvimento anorma do meristema apical. Em soja (Glycine max), o
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desenvolvimento de embrides sométicos foi inversamente proporcional ao tempo de
exposicdo a auxina (PARROTT et al., 1988). Stuart et al. (1988) observaram a
importancia da remocéo do regulador de crescimento no meio de inducéo, que inibe a
expressao de proteinas de reserva. O elevado nivel de auxina durante aindugdo levou ao
acumulo dessa substéncia, podendo ter ocorrido supressdo da expressdo de genes
relacionados a sintese de proteinas de reserva e, conseqiientemente, o seu acumulo. A
auxina exégena também pode levar ao desenvolvimento anormal ou a supressao do eixo
embrioné&rio (MERKLE et al., 1995).

A maturacdo adequada do embrido somético permite uma melhor germinacdo do
embrido, aumentando a eficiéncia da conversdo de plantulas. Apods a divisdo celular e
histodiferenciacdo, o periodo de desenvolvimento do embrido em que ocorre expansao
das células, desidratacdo e acimulo de substancias de reserva é considerado a fase de
maturacéo (BEWLEY; BLACK, 1985).

Slawinska e Obendorf (1991) desenvolveram protocolos que foram eficientes no
processo de maturacdo dos embriBes somaticos de soja, em que obtiveram um estagio
quiescente sem ocorrer germinacao precoce. Essa germinacdo precoce € caracterizada
pelo alongamento prematuro de células do hipocétilo e do apice caulinar, durante o
alongamento da radicula (MONNIER, 1995). Se a germinagdo precoce for inibida e o
processo de maturagdo prolongado, pode-se obter sincronismo no desenvolvimento do
embri&o somético, revertendo em maior porcentual de conversdo em plantulas normais.

Diversos autores tém utilizado acido abscisico (ABA), polietilenoglicol (PEG) e
sacarose ha dessecacado de embrides somaticos e na prevencdo da germinacdo precoce,
principalmente em espécies florestais (ROBERTS et al., 1990; MISRA et a., 1993;
CAPUANA; DEBERGH, 1997; L1 et al., 1998).

Em coniferas, o efeito do estresse hidrico provocado por PEG, quando associado
a0 ABA no meio de maturacdo, leva a producdo de embriBes somaticos semel hantes ao
embrido zigotico, em termos de contelido de agua (umidade), alto grau de quiescéncia e
habilidade de sobreviver a dessecacdo (ATTREE et a., 1991).

Li et al. (1998), estudando o efeito da maturacdo em embriGes somaticos de
Pinus taeda L., observaram um efeito superior de PEG em relacdo a maltose. O PEG,
com peso molecular acima de 3000, ndo provocou plasmolise nas células, apesar do
potencial osmético elevado (ATTREE; FOWKE, 1993).

Misra et a. (1993), através da combinacdo de PEG e ABA na maturacdo de

embribes somaticos de Picea glauca Moench Voss, avdiaram uma gama de
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polipeptideos semelhantes aos encontrados nos embrifes zigéticos maduros. No
entanto, na maturacdo do embrido somatico em meio contendo baixo potencial osmético
e ABA observou-se auséncia de algumas formagdes de cristaldides e matrizes
polipeptidicas. Capuana e Debergh (1997) obtiveram resultados semelhantes, indicando
gue o melhor meio de maturacdo foi alcancado através do meio enriquecido com ABA e
PEG.

De acordo com Xu et a. (1990), o estresse osmotico pode prevenir a germinagao
precoce no desenvolvimento do embrido somatico de alfafa (Medicago sativa L.). E o
elevado potencial osmaético é requerido para o desenvolvimento de embridides a partir
de pdlen de canola (DUNWELL; THURLING, 1985) e na maturacdo de embrido
somético de soja (BUCHHEIM et a., 1989; SLAWINSKA; OBENDOREF, 1991).

Depois da fase de desenvolvimento do embrido zigético, ocorrem o periodo de
dorméncia e, conjuntamente a essa fase, a desidratacéo. Durante o periodo de maturacéo
ha acimulo de reservas e endurecimento dos tegumentos, originando, assim, a semente
(MONNIER, 1995). Para a germinacdo e o desenvolvimento do embri&o em nivel
autotrofico, € necessério que ocorra o acimulo de reservas (MERKLE et al., 1995).

Segundo Monnier (1995), afase de proliferacéo e crescimento do embrido marca
o0 inicio da sintese e acumulo de proteina, conduzindo ao incremento do vigor e peso de
matéria seca do embrido. As andises de acimulo de reserva no desenvolvimento dos
embrides sométicos podem revelar semelhancas ou diferencas notaveis quando
comparadas com embrides zigoticos. Essas diferencas e 0s casos anormais de expressao
de proteinas de reservas em embrifes somaticos podem ser atribuidos as condigdes de
cultivo utilizadas durante a fase de maturagdo “in vitro”. Manipulando as condicdes de
cultivo para prolongar a maturagcéo do embrido e prevenir a germinacéo precoce, pode-
se favorecer a similaridade entre embrifes zigdticos e sométicos (MERKLE et d.,
1995).

2.3. Histologia e Morfologia

No processo de regeneracdo in vitro, as andlises histol égicas e morfoldgicas do
material vegetal, utilizando técnicas de microscopias fotdnica e eletronica, podem ser
fundamentais para a interpretacéo dos resultados.

As andlises histologicas podem ser utilizadas para caracterizar as alteracdes

celulares, identificar e caracterizar a formagéo de estruturas monopolares ou bipolares,
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analisando a qualidade e desenvolvimento dessas estruturas. Juntamente com analises
morfol6gicas do material vegetal, pode-se caracterizar a via de regeneracéo, permitindo
compreender melhor a morfogénese in vitro, visando a otimizacéo dos protocolos de
obtencédo de pléantulas em cultura de tecidos.

A regeneracdo in vitro consiste, basicamente, de trés fases. desdiferenciacdo, em
que o tecido adquire competéncia para responder ao processo morfogénico; inducéo,
quando as células se tornam determinadas a desenvolver estrutura monopolar (apice
radicular ou apice caulinar) ou bipolar (embri&o); e desenvolvimento, com crescimento
de 6rgéos ou embrido (De KLERK et al., 1997).

Na fase de inducdo, as andlises histol6gicas permitem caracterizar as alteracdes
celulares. As células embriogénicas caracterizam-se por serem pequenas, com
citoplasma denso, nucléolo grande, pouca vacuolizacdo e pequenos granulos de amido
(MICHAUX-FERRIERE; SCHWENDIMAN, 1992). O desenvolvimento dessas células
ndo é sincronizado, variando conforme as condicdes do meio de cultura, sendo capazes
de se dividirem ou se envolverem na formag&o de embrides. As células que ndo formam
pré-embrides comecam 0 processo de diferenciacdo, ou sga, a vacuolizacdo,
diminuicdo em volume do nucléolo e 0 acimulo ou o desaparecimento de granulos de
amido (MICHAUX-FERRIERE; SCHWENDIMAN, 1992).

A adeguacdo do meio de cultura torna-se essencial para a expressao do potencial
embriogénico dessas células. Os embriGes somaticos podem iniciar-se em diferentes
tempos durante o desenvolvimento dos calos, variando de poucas semanas a varios
meses de cultura (MICHAUX-FERRIERE; SCHWENDIMAN, 1992). Michaux-
Ferriere e Carron (1989), através de andlises histolégicas, estudaram o efeito da
permanéncia do calo no meio de cultura e 0 seu tempo de subcultivo em Hevea
brasilienses. Observaram que cerca de 20 a 60% dos calos convergiram-se em
embrides, ressaltando-se que, desses, poucos eram totalmente formados. Os embrides
apresentavam auséncia de individualizacdo do meristema caulinar, devido ao
desenvolvimento desigual dos cotilédones e a ocorréncia de embrides fusionados.

Através de andlises histologicas, Goh et a. (1999) observaram que células
vasculares de raizes de Calamus manan, cultivadas em meio com 7,5 mgL ™ de picloram
(acido-4-amino-3,5,6-tricloropicolinico), originaram calos embriogénicos, com
caracteristicas de células morfogénicas, com nulcleo volumoso, intensa divisdo celular e

ataraz&o nucleo/citoplasma.

12



Em diversas culturas, verifica-se que grande nimero de células embriogénicas é
iniciado durante o processo de embriogénese somética, mas nem todas tém habilidade
de se converterem em pré-embrifes. Conseqlentemente, 0 nimero de embrifes
bipolares formados é relativamente menor quando comparado com o nimero de pré-
embrifes globulares ou de células embriogénicas. Essa baixa capacidade de conversdo
do embrido somético em plantula ndo se restringe apenas as condi¢bes inadequadas do
meio de cultura, mas se refere a ontogénese anormal ou imatura do embrido somético,
quando comparado com embri&o zigético (MICHAUX-FERRIERE; SCHWENDIMAN,
1992). Assim, as andlises histol 6gicas e morfol 6gicas também podem contribuir para os
estudos da ontogénese dos embrifes somaticos, identificando as possiveis falhas no seu
desenvolvimento, além da comparacéo com embrides zigoticos.

Diversas anormalidades de embrides somaticos, como falha estrutura ou
funcional do meristema caulinar (NICKLE; YEUNG, 1993), conversdo prematura
(germinacdo) do embrido (AMMIRATO, 1985), cotilédones aberrantes (FUJJI et al.,
1990) e desintegracdo do meristema caulinar (YEUNG et al., 1996) foram encontrados
em protocol os de embriogénese somatica.

Alemanno et al. (1997) observaram anormalidades nos embriGes somaticos de
Theobroma cacao. Nas andlises histologicas, também verificaram embrifes somaticos
pobres em amido e proteinas de reserva, aém de apresentarem alto contelido de agua
em comparacdo com os embrides zigoticos.

Andlises histologicas e morfoldgicas no embrido somético de |pomoea batatas
identificaram cinco tipos de variantes, sendo a formag&o do meristema caulinar menos
freqliente do que a formacdo do meristema radicular, conduzindo-o a baixa conversdo
em plantula (PADMANABHAN et al., 1998). Nesse caso, as anormalidades observadas
foram associadas, principamente, com a falta de organizacdo do meristema apical
caulinar.

As andlises histol 6gicas e morfol 6gicas de embriogénese somética em cultivares
de Musa spp. revelaram aguns aspectos dos embribes somaticos, como melhor
formacdo do apice radicular, porém formacdo deficiente do é&pice caulinar
(CRONAUER; KRIKORIAN, 1983; BANERJJEE et a., 1987; LEE et a., 1997), e
embrifes somaticos normais com desenvolvimento bipolar (dpice caulinar e radicular)
(MARROQUIN et al., 1993; ESCALANT et al., 1994; COTE et al., 1996), e vérios
estégios de desenvolvimento dos embrifes sométicos (ESCALANT et al., 1994; LEE et
al., 1997; NAVARRO et a., 1997).
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Essas andlises de microscopia foténica e eletrdnica do material vegetal in vitro
de Myrciaria sp. tornaram-se necessarias, pois permitem detectar possivels
anormalidades no processo de obtencdo da embriogénese somdtica, bem como
confirmar avia de regeneragéo.

A embriogénese somética € um método importante na propagacéo de plantas-
elite in vitro. Também é uma estratégia que permite que estadios iniciais embrionarios
sejam mani pul ados experimentalmente, de forma a realizar estudos bésicos rel acionados
com a fisiologia do desenvolvimento do embrido (YEUNG, 1995). Atualmente, vem
sendo utilizada com sucesso para producdo de plantas transgénicas (PRAKASH;
VARADARAJAN, 1992; GAMA, 1993) e sementes sintéticas (SCHUTHEIS et al.,
1990). E uma técnica extremamente vantajosa para obtencdo de plantas geneticamente
transformadas, devido a grande quantidade de materia que pode ser produzido de um
anico explante.

Testes preliminares e protocolo de indugdo da embriogénese somdtica de
Myrciaria sp. utilizado neste trabalho foram definidos por Santana et al. (2004) no
Laboratério de Cultura de Céulas e Tecidos Vegetais no Setor de Fruticultura do
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federa de Vigosa. Porém, Santana et al.
(2004) ndo definiram os caminhos para a progresséo das diversas fases da embriogénese
somética nessa espécie, tornando-se imprescindivel a definicdo desses protocolos para a
utilizacdo desse material em pesquisas, tal como na criopreservagao.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Cultura de Células e Tecidos
Vegetais do Setor de Fruticultura do Departamento de Fitotecnia e no Laboratério de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federa de
Vigosa (UFV). O trabalho consistiu de um estudo morfolégico, anatbmico e
histoquimico de embrides somaticos e zigoticos de jabuticaba-branca.

Os embrides zigdticos utilizados neste estudo foram obtidos de sementes de
jabuticaba-branca, as quais foram colhidas de plantas da colecdo de jabuticabeiras do
Departamento de Fitotecniada UFV.

3.1. Coleta do material vegetal

Foram coletados frutos maduros, sendo as sementes retiradas manualmente dos
frutos. As sementes foram lavadas em agua corrente e esfregadas com cal para retirada
da mucilagem. A seguir, parte das sementes foi utilizada para a extragdo dos embrides
Zigoticos e parte para obtencdo de embrides sométi cos.

3.2. Obtencado de embrides somaticos

Os embrides sométicos foram obtidos in vitro, a partir de cotilédones de

embrides zigoticos, conforme descrito por Saraiva et al. (2004).
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Logo ap6s a retirada da mucilagem, as sementes foram submetidas a
desinfestacdo, que consiste naimersdo por 15 minutos em Captan 2,5 g L™, seguida de
imersdo por 1 minuto em etanol 70% e 30 minutos em solucdo de hipoclorito de sodio
(2 a2,5% de cloro ativo) e 0,01% Tween 20.

Apdbs esse processo, os cotilédones foram lavados em agua deionizada estéril por
trés vezes, abertos e inoculados em placas de Petri (90 x 15 mm), contendo 30 mL de
meio de cultura. Esse meio foi constituido dos sais de NN (NITSCH; NITSCH, 1969),
30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mioinositol, 800 mg L™ de polivinilpirrolidone,
vitamina Staba (STABA, 1969) e 20 uM de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). O pH do
meio foi gjustado a5,7+1 e geleificado com 7,5 g L™ de &gar (Bacto).

Os explantes foram mantidos nesse meio por 50 dias, em auséncia de luz e na
temperatura controlada a 25 °C + 1 °C. Ap0s esse periodo, foram transferidos para um
segundo meio de cultura, constituido pelos mesmos sais e componentes organicos,
porém com 30 uM de 2,4-D e 17 uM de &cido indol-3-aspértico (IASP). Ap6s 17 dias
de incubagdo nesse meio, em condi¢Oes descritas anteriormente obtiveram embrides
somaéticos, os quais foram induzidos a maturacdo em meio NN (NITSCH; NITSCH,
1972), sem adicdo de fitorreguladores e com acréscimo de 50 g L™ de polietilenoglicol
(PEG 4000), mantidos em sala de cultura com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas

sem luz, com 75 deirradiancia

3.3. Preparo das amostr as par a andlises micr oscopicas
3.3.1. Microscopia fotonica

Para os estudos anatdmicos e histoquimicos, o0 material vegetal foi coletado aos
20 dias de cultivo, obtido do primeiro meio de cultivo, citado anteriormente, e aos 60
dias de cultivo, obtido do segundo meio de cultivo. Coletaram-se 10 explantes de
embrifes somaticos em cada cinco placas de Petri para cada meio de cultivo, sendo
fixados em solucado de FA Asoy, € estocados em etanol 70% (JOHANSEN, 1940).

Para elaboracdo de laminério permanente, o material foi incluido em glicol-
metacrilato (Historesin-Leica), de acordo com as recomendacdes do fabricante e de
Carmello-Guerreiro  (1995), e seccionados transversal e longitudinalmente, em

micrétomo rotativo, com 6 um de espessura.
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As laminas com os cortes foram submetidas a diferentes corantes/reagentes e
montadas em resina sintética (Permount). As |aminas foram coradas com azul-de-
toluidina para metacromasia, PAS (&cido periddico/reagente de Schiff) para
carboidratos neutros, XP (xylidine Ponceau) para proteinas totais e Lugol para deteccéo
de amido.

O laminério foi analisado em microscopio de luz, com o registro fotogréfico e as
imagens digitalizadas, correspondentes as secdes transversais e longitudinais de
diferentes porces do explante e dos embrides somaticos, obtidos por meio de um
fotomicroscopio (Olympus AX70) com sistema U-photo, cAmera e microcomputador

com o software Spot-Basic.

3.3.2. Microscopia eletrénica de varredura

As amostras foram obtidas de 10 explantes de embrides somaticos em cada
cinco placas de Petri, e para cada meio de cultivo foram fixadas em glutaraldeido 3%
em tampédo cacodilato de sbdio 0,1 M a 4 °C, por 48 horas, com 2 horas sob vacuo.
Logo apds, as amostras foram lavadas trés vezes em tampéo cacodilato de sodio (0,1 M)
por 10 minutos cada troca e desidratadas em série etandlica, seguidas de secagem em
ponto critico de CO, liquido (RODRIGUEZ; WETZSTEIN, 1998). As amostras secas
foram preparadas nos suportes, cobertas com ouro, observadas e fotografadas em

microscopio e etrénico de varredura (LEO 1430 VP, Inglaterra).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Estudo Morfolégico

Na fase de maturacdo dos embrides somaticos de jabuticaba-branca, a massa
pro-embriogénica vai se desenvolvendo, dando origem a véarios embrides em diferentes
estédios de maturacdo (Figura 1A), como massa pré-embriogénica com formagdo de
cao, embrido globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar. Esses embribes sdo
facilmente destacados do calo. Em Eucalyptus nidens (BANDYOPADHYAY;
HAMILL, 2000) e Eucalyptus citriodora (MURALIDHARAN; MASCARENHAS,
1987), esses autores observaram também que os embrides sométicos se destacam
facilmente dos calos; séo importantes para um procedimento efetivo automatizado e na
encapsulacdo dos embrifes sométicos (GARRETT, 1993). Porém, antes da aplicacéo
dessa tecnologia, € necessario entender o processo de origem dos embrifes sométicos.

Os embrides somaticos cotiledonares sdo pequenos, constituidos, basicamente,
por um par de cotilédones, enquanto os embrifes zigbticos possuem também um par de
cotilédones, porém seu tamanho € bem superior (Figura 1B). Contudo, essa diferenca de
tamanho dos cotilédones de ambos os embrides € maior nos cotilédones dos embrides
Zigoticos, em comparacdo com os cotilédones dos embrides sométicos, inferindo que os
embrides zigoticos possuem muito mais material de reserva a ser usado no fornecimento
de energia para a conversao em plantas, enquanto os embrides somaéticos tém bem
menos material de reserva, e este ocorre esporadicamente, afetando, assim, sua

conversao em plantas. A existéncia de material de reserva, como grdos de amido nos
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embries somadticos, pode ser importante para producdo de sementes sintéticas,
fornecendo energia metabdlica para multiplicacéo das células embriogénicas.

Pode-se observar que os cotilédones dos embrides zigéticos possuem formato
eliptico a reniforme e sdo estruturas macroscépicas, porém o eixo hipocotilo-radicula é
bastante reduzido em relacéo ao tamanho dos cotilédones (Figura 1C). Essa observacdo
também serve para os embrifes somaticos com eixo reduzido em relacdo ao tamanho
dos cotilédones. A morfologia, juntamente com a andlise histoldgica, indica que os
embrides somaticos tém semelhancas fortes com embrifes zig6ticos obtidos de
sementes maduras.

Os embrides somaéticos, semelhantemente aos zigéticos, também desenvolvem
uma estrutura bipolar com épices caulinar e radicular (Figura 1E). A formac&o completa
dos embriGes sométicos de jabuticaba-branca ocorreu esporadicamente, impedindo o
estudo comparativo da frequiéncia de germinacdo e vigor das plantulas com os embrides
zigéticos. As taxas de conversdo de embrifes somaticos em plantulas pode ser variavel,
e a organizacdo celular das regides meristeméticas e o tamanho do vacuolo das células
embriogénicas sdo identificados como fator que pode afetar a capacidade de germinacdo
do embrido somatico (NICKLE; YEUNG, 1993; TAYLOR; VASIL, 1996).

Nos estadios iniciais, verificou-se que os embrides somaticos possuem coloracéo
esbranquicada (Figura 1A), enquanto os embribes sométicos cotiledonares tém
coloracdo esverdeada (Figura 1B).

Os embrides zigoticos de jabuticababranca, em sua maioria, S0
esbranquicados, tém na regido dorsal uma coloracdo vermelho-arroxeada por completo
e, haregido ventral, uma coloragdo vermelho-arroxeada menos intensa, limitando se as
bordas (Figura 1C). Embora os embrides somaticos cotiledonares possuam coloracdo
esverdeada, de forma semelhante ao embrido zigético, eles apresentam uma pequena
mancha com coloracdo vermelho-arroxeada nos cotilédones, mas com pouca
intensidade (Figura 1D). Caracteristica semelhante foi descrita por Bandyopadhyay e
Hamill (2000), em Eucaplytus nitens, também pertencente a familia Myrtaceae.

A pléantula somética possui cotilédones verdes e radicula escurecida, devido aos

compostos fendlicos formados (Figura 1F).
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Figura 1 — Comparacéo da morfologia dos embrides sométicos e zigéticos em fase de
maturacdo. A: embrides sométicos em diferentes estagios de maturacéo,
predominando embrides globulares sob os calos com coloragéo
esbranquicada, com 15 dias de cultivo; B: comparacdo do tamanho de um
embrido somético com 60 dias de cultivo com um zigdtico retirado do fruto
maduro; C: detalhe do embri&o zigético com coloragdo intensa de vermelho-
arroxeado e eixo embrionério (seta); D: embrifes sométicos com manchas
vermelho-arroxeadas; e E e F: plantula somética com apices radicular e
caulinar aos 60 dias de cultivo.
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A baixa taxa de conversao dos embrides somaticos em pléantulas pode ser devido
a fata de organizacéo da regido meristemética, afetando a capacidade de germinacéo
dos embriBes sométicos (NICKLE; YEUNG, 1993; TAYLOR; VASIL, 1996).

Em dicotiledbneas, o desenvolvimento do embrido somético apresenta
caracteristicas morfol 6gicas semelhantes as do embrido zigético. O desenvolvimento de
ambos os embrifes € caracterizado por diferenciacdo de uma estrutura bipolar, ou sgja,
desenvolvimento de &pices caulinar e radicular (SMITH, 1985). Os estagios de
desenvolvimento dos embrides somatico e zigético sdo semelhantes, e ambos passam
pelos estégios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (SMITH, 1985). Segundo
Dodeman et a. (1997), os embrifes sométicos ndo possuem endosperma nem tecido
suspensor, podendo apresentar desenvolvimento anormal e também conter sistema
vascular fechado, sem conex&o vascular com os tecidos do explante inicial.

A comparacdo dos embrides somético e zigotico busca estabel ecer marcadores
gualitativos do padrdo de desenvolvimento in vitro (GUERRA et al., 1999). Estudos
anatdmicos em Tilia cordada apontaram semelhancas no desenvolvimento do embri&o
somético em meio de cultura com o desenvolvimento in situ do embrido zigético
(KARKONEN, 2000).

De acordo com Fehér et al. (2003), diferencas morfologicas podem ser
influenciadas pela composicdo do meio de cultura e pela fonte de explante. Em
Araucaria angustifolia, os tipos morfol égicos foram determinados pelo meio de cultura
através da adicao de fonte de carbono nesse meio (STEINER et al., 2003).

A manipulacdo das condi¢cBes do meio de cultura também pode influenciar a
fregiiéncia da embriogénese somética de jabuticaba-branca, como é provavel que
mudancas no ambiente de cultura de tecidos pode influenciar a expressdo de um ou mais
genes, que desempenham importante papel na ativacdo da formagdo dos embrides
(DODEMAN et al., 1997). Outro fator € o oxigénio, utilizado como suprimento para o
crescimento em tecidos de cenoura, que tem influéncia na producéo de culturas com alto
potencial para embriogénese somatica (KESSELL ; CARR, 1972).

4.2. Estudo Anatdmico

Em cortes histol 6gicos de explantes de jabuticaba-branca, realizados aos 20 dias
apos a incubacdo em meio de cultura contendo 2,4-D e IASP e corados com azul-de-

toluidina e lugol, pode-se observar, no mesmo explante, formacdo de duas regides
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distintas de células em diferenciacdo, regibes embriogénicas com formacéo de pré-
embrides (Figura 3B) e regides meristematicas ndo-organizadas, com elevada atividade
mitética (Figura 3C), apresentando na mesma secdo células com coloracdo esverdeada
com vacuolos cheios de compostos fendlicos. Em Rosa hibrida, qualquer uma das
células com divisdes internas formam diretamente embrides somaticos ou continuam a
proliferar, resultando em calos embriogénicos (ROUT et al., 1998).

Os pré-embrides sdo formados por células peguenas com diminutos graos de
amido e paredes finas. As divisdes celulares que resultaram na formagdo dessa
organizacdo ocorrem em varios planos, sendo os pré-embrides provenientes de células
internas do tecido que forma o calo e apresentam regides compostas por células
bastantes fenolizadas (Figura 3B). A medida que se diferenciam, as células aumentam
Seu volume.

Os pro-embrides possuem células compactas, com nucleo e nucléolo
proeminentes e reduzida vacuolizagdo, apresentando, aparentemente, individualizacdo
em relacdo as células parenquimaticas vizinhas ricas em amido (Figura 3D). O amido de
reserva € rapidamente utilizado durante aformacao das regides embriogénicas.

Algumas células maiores, vacuolizadas, sdo formadas na extremidade do calo e
se desprenderam deste (Figura 3B). Células menores, com citoplasma denso,
apresentam-se coradas, com tonalidades verdes, pelo azul-de-toluidina, indicando
acumulo de compostos fendlicos, possivelmente pela oxidagcdo do tecido. Sondahl et al.
(1979) relataram que as células do parénguima palicadico tornam-se mais basofilicas
com o passar do tempo de cultivo. 1sso se deve ao acimulo de compostos fendlicos
formados ap06s a oxidacdo de substancias produzidas no metabolismo secundério das
células, formando novos compostos, como as quinonas. As substancias produzidas sdo
responsaveis pelo escurecimento dos explantes cultivados em meios semi-solidos
(MICHAUX-FERRIERE et a., 1997).

Na inducdo de embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos de maméo
(Carica papaya), utilizando 2,4-D, observou-se que a formacdo de calos ocorreu apds
14 dias de cultivo, com origens distintas, através de células vacuolizadas alongadas e
grandes, conferindo aparéncia fridvel ao tecido sob a epiderme do explante, e também
ocorrendo internamente e apresentando células meristematicas pequenas, compactas e
organizadas, com citoplasma denso (FERNANDO et al., 2001).
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Figura 3 — Explante e regides embriogénicas de jabuticaba-branca em meio de cultivo
com 2,4-D e IASP. A: explante apresentando embriBes globulares apos 50
dias no primeiro meio de cultura e 17 no segundo; B: se¢&o longitudinal do
explante diferenciando em calos embriogénicos e embrides somaticos
corados com azul-de-toluidina; C-D: proliferacdo de uma faixa continua de
células embriogénicas no explante zigético; D: detalhe das celulas periféricas
com amido e o inicio de dissolu¢do da parede celular em explante com 20
dias de cultivo; CF: calo fenolizado; CE: células embriogénicas; FE: faixa
de células embriogénicas; GA: graos de amido; e EG: embrido globular.
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Em jabuticaba-branca, a embriogénese somética ocorre a partir da formagdo de
uma densa camada de células meristematicas originadas da face adaxial dos cotilédones
dos embrides zigdticos. A semelhanga do desenvolvimento dos embrifes sométicos de
Feijoa sellowiana, também da familia Myrtaceae, com os embribes somaticos
originados a partir de uma unica célula epidérmica e também a partir de um grupo de
células meristeméticas préximas a superficie adaxial (CANHOTO; CRUZ, 1996). Em
Acca sellowiana, embrides somédticos diferenciaram-se a partir da fragmentacéo de
células do cotilédone do embrido zig6tico, em centros meristeméticos, através da
segregacdo celular e através da formacdo de uma camada de células periféricas
circundando o centro meristematico, que demonstrava competéncia para embriogénese
somética. Essas células competentes eram pequenas, isodiamétricas, e os vacuolos
estavam preenchidos por compostos fendlicos (CANGAHUALA-INOCENTE et a.,
2004).

Para que o desenvolvimento dos embriBes somaéticos ocorra, ha necessidade de
se fazer o isolamento dos embrides globulares (YEUNG, 1995). Entre os fatores que
afetam a embriogénese somética, o tempo de exposicéo a auxina (PARROTT et al.,
1988) e o balanco e tipo de fontes nitrogenadas (NOMURA; KOMAMINE, 1995)
podem desempenhar papel importante na inducéo.

Considerando o porcentual de explantes responsivos e a qualidade dos
embrides sométicos, o periodo adequado de inducéo foi de trés semanas, quando ja se
tem uma quantidade adequada de estruturas embriogénicas formadas. A permanéncia
prolongada dos explantes em meo contendo auxina pode pregudicar a
histodiferenciagdo do embrido somatico, afetando a formagdo do meristema caulinar.
Parrott et al. (1988) demonstraram que o tempo de exposi¢do a auxina foi inversamente
proporciona ao desenvolvimento do embrido somético de soja (Glycine max).

Cortes histol 6gicos dos embrides sométicos (Figura 4) indicaram a presenca de
histodiferenciacdo da protoderme e do procambio (Figura 4 AB). Na fase torpedo,
indicam diferenciacdo da faixa procambia e inicio do alongamento dos cotilédones
(Figura 4E) e auséncia, na maioria dos embrides, de meristemas apicais (Figura 4F),
além da auséncia também de acumulo de substancia de reserva (Figura 4). A presenca
de material de reserva foi verificada em alguns embrides sométicos, esporadicamente.
Embrides sométicos apresentam células com vacuolo reduzido e citoplasma denso,
enquanto os embrides zigoticos exibem grande quantidade de gréos de amido em

amiloplastos.
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Figura4 — Seccbes longitudinais do embrido somético de jabuticaba-branca coradas
com azul-de-toluidina nos estadios de maturagdo. A: embrido globular com
formacéo completa da protoderme; B: embri&o cordiforme com protoderme e
inicio daformagéo do procambio; C: embrido torpedo com células calosas ha
base totalmente fenolizadas, D: embrido pré-cotiledonar; E: embrido
cotiledonar com as faixas procambiais evidentes, e F. embrido com
cotilédones abertos circundado por células cobertas por compostos fendlicos
e sem evidéncia do meristema apical. PT - protoderme; PC - procambio;
FE - fendis; CO - cotilédones; FP - faixa procambial; e AR - &pice radicular.
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Também se podem observar os diferentes estédios de desenvolvimento dos
embribes sométicos de jabuticaba-branca, através da eletromicrografia de varredura
(Figurab).

A conversdo desses embrides em plantas foi baixa neste experimento,
provavel mente pela auséncia de desenvolvimento do meristema caulinar. Caracteristicas
semelhantes foram verificadas em Musa spp. (LEE et a., 1997) e em Daucus carota
(NICKLE; YEUNG, 1993).

Fischer e Neuhaus (1996) verificaram um bloqueio do meristema caulinar em
embrides somédticos de Triticum aestirum induzidos com 2,4,5-T, devido a intensa
vascularizagdo dos meristemas. O estabelecimento da polaridade representa o inicio de
desenvolvimento das principais estruturas embriogénicas em monocotilédones, como o
eixo embrionério e o escutelo.

No estagio inicial do desenvolvimento do embrido somatico, o transporte polar
da auxina € essencia para o estabelecimento da simetria bilateral (LIU et a., 1993);
caso ocorra homogeneizacdo da distribuicdo de auxina no proprio embrido, pode
comprometer a simetria bilateral, devido a0 aumento desse hormdnio em nivel
enddgeno, pela presenca de auxina exégena (FISCHER; NEUHAUS, 1996). A
concentracdo e o tempo de utilizagdo da auxina na fase de indugdo, associada ao estégio
de maturacdo do embrido, que permite o estabelecimento e desenvolvimento do
meristema caulinar, sd0 essenciais para a qualidade do embrido somético, visando a
conversao em plantul as.

Na embriogénese, 0 que marca o inicio da histodiferenciacdo do embrido é a
formacao da protoderme (YEUNG, 1995), que € o tecido de revestimento do embrigo.
Em jabuticaba-branca, verificam-se formacdo completa da protoderme e inicio de
formacdo do procambio (Figura 5). Segundo Yeung (1995), a protoderme é essencial
para o desenvolvimento do embrido somatico, e ha paralisacdo no desenvolvimento de
embrifes sométicos de cenoura ocasionada pela formacédo anormal da protoderme.

E necessério que hga estudos mais detalhados, visando & formago de
embrides de melhor qualidade, os quais poderdo apresentar maior facilidade de
conversdo em plantas. A qualidade do embrido somaético, associada as fontes de
nitrogénios nitrico e amoniacal e tempo de inducdo, bem como estadio de maturacéo,
sd0 requisitos fundamentais para a eficiéncia da embriogénese somética visando a
conversdo em plantas.
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Figura5 — Eletromicrografia de varredura de um calo embriogénico de jabuticaba
branca com 60 dias de cultivo em meio NN contendo 50 g L™ de PEG 4000.
A: vista gera dos embrides sométicos em diversos estadios de
desenvolvimento; B: detalhe de embrides sométicos em estadio globular
(EG); C: detalhe de um embrido pré-torpedo (PT); D: detalhe de um embrido
torpedo (ET); E: embrido pré-cotiledonar (PC); e F: embrido cotiledonar
(EC). Barras: A,E =200 um; B,C,F =300 um; e D = 100 pm.
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No presente trabalho, observou-se dta freqiéncia de embrides
morfologicamente anormais (Figuras 6 e 7). Entre as anomalias, podem-se verificar
embrides com cotilédones fusionados formando estruturas cilindricas (Figura 6C),
embrides fundidos na porcéo basal ou por toda a extensdo dos cotilédones, ou sgja, com
formacdo de embrides monocotiledonares (Figura 6AB) e embrides somaticos com
auséncia de meristema apical (Figura 6B). Foram observados também embrides com
vérios cotilédones e surgimento de outros embrides sobre estes com desenvolvimento de
dpice radicular (Figura 6D). EmbriGes com formatos variados também podem ser
encontrados (Figura 7).

Variagdes como essas foram descritas por Koehler (2004) e Fernando et al.
(2001) em embrides somaticos de Carica papaya, em que essas observacdes foram
correlacionadas com a baixa conversdo em plantulas. Possivelmente a falta de contato
da regido do domo apical com o meio de cultivo sgja desfavoravel ao desenvolvimento
normal dos embrides sométicos, contribuindo, também, para a assincronia no processo
de maturagéo.

Para que haja resposta das culturas embriogénicas aos tratamentos de
maturacdo, € preciso certo grau de organizacdo morfolégica (JALONEN; von
ARNOLD, 1991; BOZHKOV et a., 2002; STASOLLA; YEUNG, 2003). Mo €t al.
(1996) descreveram a morfologia de embrides de Picea abies em células que continham
um &pice embrionario definido e formavam embriGes sométicos normais, com apice
embrionario pequeno e desorganizado, resultando na formacéo de embriBes somaticos
anormais.

Estudos anatdmicos podem explicar as baixas taxas de conversdo pelas
anormalidades observadas durante a formagdo dos meristemas (DODEMAN et al.,
1997). Podem ocorrer auséncia ou delecdo do meristema apical ou basal e mudancas na
forma dos embrifes, como a presenca de varios cotilédones e cotilédones fusionados.

Culturas embriogénicas de Carya illincensis induzidas com ANA
desenvolveram células homogéneas, isodiamétricas e meristeméaticas nas regides
embriogénicas, apresentando embrifes sométicos normais (AMMIRATO, 1983).
Enquanto Rodriguez e Wetzstein (1998), estudando Carya illinoensis, constataram
desenvolvimento anormal dos embrides somaticos induzidos em meio de cultura com
2,4-D, com dlta incidéncia de anormalidade, apresentando embrides fusionados e
tubulares.
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Figura 6 — Seccles transversais (A e C) e longitudinais (B e D) dos embrifes somaticos
anormais de jabuticaba-branca corados com azul-de-toluidina e PAS nos
estadios de maturagdo. A: embrido anorma em forma de trompete com
cavidade corado com PAS; B: embrido cotiledonar com vérios cotilédones
formados; C: embri&o cotiledonar fusionado com cotilédones malformados; e
D: embrido cotiledonar com varios cotilédones com surgimento de outros
embrides sobrepostos e apice radicular (AR).
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Figura7 — Eletromicrografia de embrides morfologicamente anormais de jabuticaba-
branca. A: embrido em forma de um jarro com trés cotilédones; B: embrido
com cotilédones fusionados em forma de trompete; C: embrido com véarios
embrides monocotiledonares sobre ele; D: embrido fusionado com trés
cotilédones; E: varios embrides sobrepostos; e F: embrido com cotilédones
malformados e outro embrido cotiledonar formando sobre ele. Barras. F =
300 pm; C,D,E =200 um; e A,B =400 pm.
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Vé&rias das anormalidades observadas em embrifes sométicos sdo atribuidas a
suplementacdo do meio de cultivo com 2,4-D (GUERRA et a., 1999), também
observado por Cangahuaa-Inocente et a. (2004), em Acca sellowiana. Canhoto e Cruz
(1996) verificaram em Acca sellowiana a ocorréncia de embrides sométicos anormais e
atribuiram esse fato a origem multicelular dos embrides. Paiva-Neto et a. (2003),
estudando a regeneracdo de urucum (Bixa orelana), obtiveram plantas com consideravel
desenvolvimento de raizes, mas sem desenvolvimento de parte aérea.

As secles transversais e longitudinais dos embrides sométicos apresentaram
desenvolvimento semelhante das estruturas encontradas no embrido zigético (Figura 8).
Os embrifes somaticos exibiram morfologia e organizagdo celulares internas com
protoderme evidente, meristema fundamental e regido procambial semelhantes ao que
apresentou 0 embrido zigotico obtido de sementes maduras (Figura 8 A-C). Porém, o
procambio dos embriBes somaticos € menos evidente, em comparacdo com o procambio
nos embrides zigobticos.

Nos cotilédones dos embrides sométicos e zigéticos foi observada uma
protoderme, porém esta, nos embrides zigoticos, ja estd bem mais diferenciada (Figura 8
A-D). No presente estudo, fortes semelhancas foram verificadas na padronizacéo celular
dos meristemas apicais em ambos (embrides somaéticos e zigbticos), bem como uma
extensdo de células completamente vacuolizadas em ambos os tipos de embrides. 1sso
pode evidenciar que a sequéncia de desenvolvimento de eventos que levaram a
formacdo dos embrides sométicos foi semelhante a que levou a formagdo dos embrifes
zigéticos durante o processo de desenvolvimento de sementes em jabuticaba-branca.
Desse modo, tais observacdes sdo encorgjadoras para as investigacbes continuas do
desenvolvimento das culturas de jabuticaba-branca, que sdo capazes de produzir
embrides sométi cos compl etamente desenvolvidos.

Os embrifes somaticos tém um par de cotilédones menor e com didmetro
reduzido, enquanto os embrifes zigoticos tém um par de cotilédones maior e com muito
mais material de reserva do que os embrides sométicos (Figura 8AD). Isso se deve ao
fato do maior grau de diferenciagdo dos tecidos cotiledonares do embri&o zigético, que
j& apresenta um parénquima de reserva rico em amiloplastos e corddes procambiais com
certo grau de diferenciagdo. O amido é um polissacarideo de reserva que se acumula nos
tecidos vegetais, sendo um dos principais substratos metabdlicos (MARENCO; LOPES,
2005). Embrides sométicos e zigoticos tém semelhancas na natureza do material de

reserva, embora os embrides sométicos tenham niveis bem baixos de material de reserva
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nas células cotiledonares, em comparacdo com embrifes zigolticos, os embrides
somaticos possuem atos niveis de compostos fendlicos. Do ponto de vista prético, a
formacdo das estruturas dos embrides sométicos semelhantes aos embrides zigoéticos
obtidos de sementes maduras e que contém material de reserva, ou sgja, célulasricas em
gréos de amido, pode ser importante para os programas de biotecnologia comerciais na
propagacdo massal de clones-elite de jabuticaba-branca. Von Arnold et a. (2002)
observaram que somente embrides maduros com morfologia norma conseguiram
acumular quantidade suficiente de substancias de reserva e, com isso, adquirir tolerancia
a dessecacdo e, no final da maturagcdo, conversdo em plantas normais. Também se pode
observar que, em ambos, 0s cotilédones apresentam cavidades secretoras ja com certo
grau de diferenciacdo, proximas a protoderme, que € uma caracteristica da familia
Myrtaceae (Figura 8 EF).

A anatomia comparativa realizada em Tilia cordata confirmou que o
desenvolvimento in vitro de embrifes sométicos foi semelhante ao desenvolvimento in
situ de embrides zigoticos (KARKONEN, 2000). Entretanto, em algumas espécies
observaram-se diferencas quanto ao desenvolvimento inicial do embrido somatico, em
comparagdo com o embrido zigético.

Segundo Mathew e Philip (2003), a célula inicial competente, que daré origem
a0 embrido somatico de Ensete superbum, sofre divisdo simétrica, originando duas
células semelhantes, enquanto a primeira divisdo celular que ocorre no zigoto é
altamente polarizada, dando origem a duas células distintas. Também foi verificado que
nos estadios iniciais os embriBes somaticos apresentaram menor acimulo de granulos
de amido, em comparacdo com a quantidade de amido dos embrides zigdticos.

Segundo Egertsdotter e Von Arnold (1998), a morfologia celular pode ser
associada com a competéncia embriogénica. A fonte de explante e a composi¢do do
meio de cultura podem influenciar as diferencas encontradas na morfologia celular
(FEHER et al., 2003). Os tipos morfoldgicos observados em Araucaria angustifolia
foram determinados pela fonte de carbono presente no meio de cultura (STEINER et al.,
2003).

E necessario que haja organizacio morfol dgica das culturas embriogénicas, para
gue se tenham respostas aos tratamentos de maturacdo (JALONEN; Von ARNOLD,
1991; BOZHKOQV et al., 2002; STASOLLA et a., 2003).
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Os fitorreguladores adicionados no meio de cultivo para se obter a inducéo da
embriogénese somadtica pode causar ateracOes na polaridade celular e promover
subsequientes divisdes assmétricas (AMMIRATO, 1983).

A presenca de pequeno grupo de embrides globulares sem uma polaridade
visivel foi denominada pro-embrifes, enquanto agqueles que possuem polaridade
preestabelecida foram associados aos estédios subseqlientes da embriogénese
(CANGAHUALA-INOCENTE et a., 2004a). Caracteristicas semelhantes foram
observadas em Panicum maximum (KARLSSON; VASSIL, 1986) e Quercus suber L.
(PUIGDERRAJOLS et d., 2001).

Segundo Branca et a. (1994), na morfologia in vitro o material de reserva
desempenha papel importante, com niveis altos de polissacarideos no inicio do processo
de desenvolvimento in vitro. O consumo do material de reserva pode ser correlacionado
com o impulso para a embriogénese somatica (MANGAT et al., 1990; MARTIN et al.,
2000). Os granulos de amido consumidos dos centros meristematicos estéo rel acionados
com o fornecimento de energia para a formacdo de embrides somaticos (MARTIN et
al., 2000; CANGAHUALA-INOCENTE et al., 20044).

O acumulo de amido na camada de células subepidérmicas do explante foi
correlacionado com a formacéo de células embriogénicas em Carya ellinoinensis, onde
0 consumo dos granulos de amido era rapido para a formacdo da regido embriogénica
(RODRIGUEZ; WETZSTEIN, 1998). O amido é a fonte primaria de energia para o
crescimento celular e a proliferacdo das células, em que pode ser rapidamente
metabolizado em tecidos embriogénicos, fornecendo energia para a atividade mitética e
etapas do metabolismo celular (STAMP, 1987).

Em Eucalyptus urophylla foram observados sitios de sintese de proteinas em
grupos de células embriogénicas (ARRUDA et al., 2000). Em Acca sellowiana, nos
centros meristematicos que originavam os embrides sométicos foram verificados
compostos fendlicos (CANGAHUALA-INOCENTE et a., 2004a). Tais compostos
parecem inibir a hiperidricidade, atuando como precursor da sintese de lignina, como
visto em Eucalyptus nitens (BANDY OPADHYAY ; HAMILL, 2000).

Embrides sométicos globulares de Acca sellowiana foram caracterizados com
poucos granulos de amido e com a presenca de corpos protéicos mais abundantes,
enquanto nos estédios torpedo e pré-cotiledonar foi observado grande quantidade de
granulos de amido, associados como estratégia dos embrides sométicos para
fornecimento de energia para converséo em plantas (CANGAHUALA-INOCENTE et
al., 2004a).
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Figura8 —Embrides cotiledonares de jabuticaba-branca. A: embrido somatico
cotiledonar corado com azul-de-toluidina; B: detalhe do embrido somatico
corado com azul de toluidina e lugol, evidenciando os gréos de amido; C:
detalhe do embrido zigético corado com azul-de-toluidina; D: embrido
zigético corado com lugol, evidenciando os cotilédones com gréos de amido;
E: detalhe da cavidade secretora (seta) do cotilédone do embrido zigético; e
F: detalhe da cavidade secretora (seta) do cotilédone do embri&o somético.



5. CONCLUSOES

Os resultados permitiram a conclusdo de que existem semelhangas na
morfologia dos embrides sométicos e zigéticos, anbos com desenvolvimento de um par
de cotilédones. Andlises histol6gicas apontaram o desenvolvimento dos pré-embrides,
0s quais ddo origem a embrides somaéticos morfologicamente semelhantes a embrides
Zigoticos, porém os embrides zigoticos de jabuti caba-branca apresentam procambio bem
mais desenvolvido e muito mais material de reserva, sendo seu tamanho 10 vezes maior
que o dos embrides sométi cos.

Nas andlises histolégicas dos embrides sométicos, observaram-se diversas
anomalias, 0 que impede a conversdo desses embrides em plantulas. Além dessas
anomalias, a falta de meristema apical também colabora com a baixa conversdo em
plantul as.

A andlise dos embrides sométicos e zigbticos comprovaram que o material de
reserva de ambos é o amido, porém nos embrides somaticos a quantidade de amido
observada é bem menor e ocorre esporadicamente.

Através das andlises histoldgicas, observou-se que os embrides somaéticos
passam pelos diferentes estédios de desenvolvimento, ou sgja, globular, cordiforme,

torpedo e cotiledonar.
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