Inducéo de embrides somaticos a partir de embrides zigoticos de
Heliconia bihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two!
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RESUMO

As flores tropicais tém contribuido para o aumento do mercado floristico no Brasil; dentre elas destacam-se as
do génerdHeliconia A propagacéo de helicbnias que atinge maior nimero de mudas ocorre por via vegetativa, por
meio da diviséo de rizomas, aumentando a probabilidade de disseminacéo de doengas, podendo, num futuro préximo,
comprometer a producao de flores. O cultivaitro surge como importante alternativa para proporcionar a producéo
de mudas de helicbnia com elevado padrao de qualidade. Entretanto, a micropropagacéo de helicOnias via apices
caulinares depara-se com problemas de contaminag&o endofitica, dificultando a multiplicagcdo do explante. Diante
disso, fez-se necessario avaliar alternativas que promovam a produgdo denmiidasgpor meio da utilizagdo de
outros explantes. Para tanto, realizou-se um experimento, utilizando embrides zigéticos, provenientes de frutos imatu-
ros e maduros d¢. bihai(L.) L. cv. Lobster Clavilwo, em combinactes ééA (0; 5,70 e 1,41 um %) e 2,4-D (0; 22,62;

45,24; 67,86 e 90,48 um?), para induzir a formacao de embries somaticos durante 90 dias. Por meio de analise
histolégica, observou-se a formacao de embriGes somaticos apenas nos embrides zigéticos, provenientes de frutos
maduros, cultivados na auséncia de reguladores de crescimento.
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ABSTRACT

Somatic embryogenesis fom zygotic embros ofHeloconiabihai (L.) L. cv. Lobster Claw Two

Tropical flowers have contributed to the growth of the cut flower market in Brazil, especially plants of the genus
Heliconia Heliconias are usually propagated vegetativaijnough this method can spread diseases and in the near
future may severely comprise commercial flower productiowitro cultivation represents an important potential
alternative for guaranteeing the production of high-quality heliconia planting stocks. Hptliewaicropropagation
of these plants using stalk apices faces severe problems of endophytic contamination, making it difficult the supply of
enough explants. Therefore, alternative techniques fointli@ro production of planting stock were investigated
using other explant tissues to induce somatic embryogenesis. Zygotic embryos from immature and matuké fruits of
bihai (L.) L. cv. Lobster Clawfwo were cultured in combinations of IA®; 5.70, e 1.41 pm L) and 2,4-D (0; 22.62;

45.24; 67.86 e 90.48 um*.to induce somatic embryos during 90 days of culture. Histological analyses showed that
somatic embryos were formed only with zygotic embryos derived from mature fruits cultivated in the absence of growth
regulators.

Key words: In vitro culture,callogenesis, growth regulajtiistological.
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INTRODUCAO Pernambuco (07°56'28, 34°52'23'0 e 13 m de altitude).

- . T Os embrides foram extraidos de frutos classificados por

As espécies de plantas ornamentais tropicais tém atra- .
. . rau de maturacéo: imaturo (branco) e maduro (azul escu-
ido o mercado de flores, por sua beleza, exotismo e duras . . .
rq) (Figura 1A), sendo retirados das bracteas das

bilidade pds-colheita das inflorescéncias. O Brasil possul o .
. .. ) . _Inflorescéncias e submetidos a uma lavagem com deter-
grande contingente de espécies nativas ou introduzidas . . .
%ehte comercial e enxague em 4gua corrente.

gue se enquadram nesses padrfes de referéncia; de tr%m camara de fluxo laminass embrideforam imersos

elas destacam-se as heliconias (Abalo, 1999). . . . . ~
A : . __emélcool 70%, por um minuto, seguindo de duas imersdes
As helicbnias possuem um rizoma subterrdneq = . . L L
comumente usado para bropagacio. a partir do ualest‘]ésolugao de hipoclorito de célcio, a primeira a 3%, con-
P propagacao, a p qual&8do trés gotas de tween 20, durante 20 minutos, e, a

desenvolvem os novos perfilhos e as gemas florais (Cas- . .
. ~ . Segunda, a 1,5%, contendo, também, trés gotas de tween
tro, 1995). Esse sistema de propagac¢édo vegetativa a

A . S . por 15 minutos. Finalmente, foram feitas trés lavagens
senta sérios riscos de disseminac¢éo de pragas e doené;as. . . L. . . N
om agua destilada estéril. Logo ap0s a desinfestacdo

Assim, o cultivan vitro surge como importante alternati- . . o .
. ~ dos frutos, retirou-se seu pericarpo com auxilio de pinca e
va para proporcionar a producao, em larga escala, de mu-, . . .
o ~ . Isturi, e, em seguida, pressionando-se a semente na re-
das de helicbnia com elevado padrao de qualidade. Entres . : e .
tanto. a micropronagacio de heliconias via Apic éao daradicula, com um alicate, o embrido foi extraido e
' bropagag b inoculado em tubo de ensaio (2,5 x 15 cm), contendo 10

caulinares depara-se com problemas de contamina 2P de meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962)

endofitica bacteriana, dlflcultando a multlpllcagao d%crescido de 30 glde sacarose e 2 ¢-de phytagel. O
explante, conforme registrado por diversos autore . - o
do meio nutritivo foi ajustado para 5,8, antes de se

(Nathanet al, 1992;Atehortuaet al, 1999; Dias & . .
, . esterilizar em autoclave, a 1Z1, durante 20 minuto®s
Rodrigues, 2001). Diante desse problema, faz-se necessa- .. .
. o . . embrides foram mantidos em temperatura de 25@G, 2
ria a utilizacao de outros tipos de explantes, associados a . . L .
urante 90 dias e na auséncia de luminosidade, para evitar

diferentes tecnicas de micropropagacgo. Existem h'pOtaGbxidagéo e induzir a formac&o de embrides soméaticos.

ses, relatadas por varios autores, de que, em explantes ) .
. - o ~"Os tratamentos foram estabelecidos conforme o esta-
jovens, 0s vasos condutores ndo conseguem atingir teci

- : T iﬁo de maturacao dos frutos (imaturos e maduros). Frutos
dos indiferenciados e em constante multiplicacéo, dificul- . . "
. . Imaturos e maduros foram cultivados em meio nutritivos,
tando, dessa forma, o contato de micro-organismos com L N i
) com combinacdes de trés niveig\di (0; 5,70 e 1,41 um
esses tecidos (Pasqgedlal, 2010).

N e . Ia'l) e cinco niveis de 2,4-D (0; 22,62; 45,24; 67,86 e 90,48
A embriogénese somatica é uma das técnicas de

. N m L1), perfazendo um esquema fatorial 3 x 5, inteiramente
micropropagacao que se destaca por apresentar vanta-

. N cgsualizado, com 10 repeti¢cBes por trataméstavalia-
gens que aumentam suas perspectivas, no dmbito da . . . .
. . ... coes foram realizadas aos 30, 60 e 90 dias ap0s a inoculagéo,
biotecnologia vegetal, como, por exemplo, a pOSS|b|I|d§-

~ L . . com base em observacgdes visuais com o auxilio de
de de obtencdo de inimeros propagulos a partir de u

. , . . . e@tereomicroscé io.
reduzido nimero de explantesi¥l & Vasil, 1986 vasil Aos 90 dias e?n meio de inducao, foram selecionados
1988; Jiménez, 2001; Mackdtal, 2003). ¢4,

0s calos que apresentaram superficie nodular; uma parte

A adequacdo de um protocolo para MICTOPropagacassses calos foi preparada para analise histolégica e a

a partir da embriogénese somatica, envolve a definigdo de . . . ~
tra parte foi transferida para meio de expressao, para

doses e combinacg8es de reguladores de crescimento, a?éjm ~ n ‘o ~ .
. conversao dos embrides somaticos em plantulas. O meio
do tipo de explante (Guere al, 1999). O sucesso da

roducoin vitro depende do aiuste de um rotocoléje expressdao foi 0 MS acrescido de 30t de.sacarose, 2
produgaoin vi P Ju ump L1de phytagel e 4,44 pmilde BAP Os calos foram

Z?jg:;:gapara cada especie ou variedade a ser ml(?ﬁ%_ntidos a temperatura de 25 %2 com fotoperiodo de

- 16 horas e luminosidade de ffhols nt.s?, durante 60
O presente trabalho objetivou estabelecer protocol Ss

para a obtencao de embriGes somaticos, a partir de embri-

~ o . : Na analise histolégica, foram avaliados os tecidos
Ges zigoticos provenientes de frutos imaturos e madurgc?nstituintes do embrido zigético (maduro e imaturo) e 0s
deH. bihai(L.) L. cv. Lobster Clavlwo.

calos que apresentaram estruturas nodulares na superfi-
. cie. Essas amostras (embrides e calos) foram fixadas em
MATERIAL E METODOS FAA 50, desidratadas progressivamente pelas misturas
Utilizaram-se, como explante, embrides zigéticos prate etanol-butanol e incluidas em parafina a 58 °C (Kraus
venientes de frutos extraidos de plantasidbeihaicv. & Arduin, 1997), no processador automafitssue-Ec.
Lobster ClawTwo, procedentes de uma area de producaBpsteriormente, os cortes obtidos em micrétomo automa-
localizada no municipio de Paulista, no Estado di€o rotativo, com espessura variando de 4 pm a 6 pm,
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foram desparafinizados e corados com hematoxilinasemilares também foram alcancados por 2akd. (2004),
eosina (Johansen, 1940) e, finalmente, montados em k@d-quais observaram que os embries zigéticos maduros
samo do Canada, conforme técnicas uséaidaminas de cultivares dfriticum monococcunt. e T. tauschii
foram analisadas e fotografadas em microscopio 6pti¢Goss.) Schmalh. foram eficientes na inducéo de embrides
(Carl Zeiss). somaticos e na conversao desses em plantas.

~ A existéncia de niveis endégenos de auxinas ou de
RESULTADOS E DISCUSSAO substancias receptoras de origem proteica no explante

A andlise da estrutura interna dos embrifes zigéticpede desencadear uma resposta da célula, quando asso-
provenientes de frutos imaturos revelaram a presencgadi@da as substancias do meio nutritivo, induzindo a for-
opérculos, apresentando coloragédo amarela, endospermagdo de calos (Kerbau$999). EmCitrus paradisi
e apices caulinares em estadio de desenvolvimento inididéacfad., foi detectada a presenca de maiores concentra-
(Figura 1B). Nos embrifes provenientes de frutos madgées de uma proteina especifica nos tecidos maduros (pro-
ros, ndo foi observada a presenca de opérculos, os ptedsa de maturagdo), quando comparadas com as ocorri-
caulinares apresentavam-se em estadio de desenvollas em tecidos similares de plantas juvenis, sugerindo
mento mais avangado, quando comparados com o dpg a presenca de determinadas proteinas, em alguns te-
embriBes provenientes dos frutos imaturos, fato este geidos maduros, torna-os mais responsivos ao cutivo
pode ser constatado pela presenca do procaAmbio (tecidtoo (Snowbalket al, 1991)Vikrant & Rashid (2002) ob-
meristemético das células do sistema vascular), darvaram um aumento na frequéncia de embrides
protoderme e do meristema fundamental, que se diferammaticos provenientes de embrido zig6tico maduro de
ciardo em epiderme e parénquima cortical, respectivamétaspalum scrobiculatur.
te (Figura 1C). Nos tratamentos com combinacdesAda e 2,4-D,

Os embrides zigdticos provenientes de frutos imatapesar do intumescimento do explante inoculado, nao
ros apresentaram-se mais intumescidos, ao final de 90 diasive formacado de calos durante os 90 dias de cultivo.
de cultivo (Figura 1D), do que os embrifes provindos debservou-se, além do tratamento controle, maior intensi-
frutos maduros (Figura 1E). Entretanto, sO forardade de intumescimento nos embrides zig6ticos, cultiva-
visualizados nédulos com caracteristicas embriogénicass nos meios nutritivos contendo apenas 5,70 e 11,41
em calos provenientes de embrides zigoticos extraidosigia L* deAlA, para embrido imaturo e maduro, respecti-
frutos maduros (Figura 1F), cultivados no tratamento sevamente, ou seja, em meio nutritivo desprovido de 2,4-D,
auxinas (Controle). demonstrando a auséncia de tendéncia combinatéria en-

Nos nodulos provenientes de embrides zigoticos dee o explante e as concentracdes de 2,4-D utilizadas.
frutos maduros, foram observados embrides somaticos De maneira geral, a embriogénese somatica é induzida
em corte histolégico, mostrando uma estrutura cilindriggor auxinas fortes, mas, neste trabalho, as auxinas nao
no apice (coledptilo), localizada na superficie do tecidafluenciaram diretamente nas respostas do explante por
de caracteristica globular e o meristema apical caulinaeio de mudancas na sua concentracao. O fato que pode-
posicionado lateralmente (Figura 1G). Segundo Beltrath ter influenciado na formacgédo de embriGes somaticos
(1994), o desenvolvimento embrionario em monocotiled&éo as alteracées na sensibilidade das células responsivas
neas e dicotiledéneas é similar até o estadio globularde, préprio explante. Dessa maneira, a resposta a um de-
posteriormente, nas monocotiledéneas, o cotilédomerminado horménio pode ser alterada por algumas mu-
(coledptilo) inicia-se cilindrico, j& que é uma caracteristicdancas, tais como: o nimero e afinidade de receptores e o
desse grupo apresentar apenas um cotilédone aivel de substancias endégenas (hormdnios, proteinas,
meristema apical caulinar é lateral, em relag&o ao coledptidc.) no explante. Esses aspectos, analisados em conjun-

Por causa do maior intumescimento dos embridés, explicam porque determinados explantes sdo compe-
zigéticos provenientes de frutos imaturos, alguns auttentes para a embriogénese somatica e outros nao.
res (\asilet al, 1983; Kamet al., 1985; Cruzt al,, 1990; Os embrides somaticos que foram transferidos para
Guerra & Handro, 198&ikrant & Rashid, 2002) admitiram o meio de expressado MS acrescido de 4,44 fidelBAP
gue a utilizacdo de tecidos indiferenciados é um fator as8o se converteram em plantAfyuns fatores podem
sencial para a obtencdo de resultados satisfatorios, ingrferir no processo de conversao do embrido somatico
inducéo de embriogénese somatica. Entretanto, a convem planta, tais como: o tipo e a concentracdo exégena
s&o dos calos em embrides somaticos pode ser induzitdefitorregulador; do nivel endégeno de fitorreguladores
in vitro, a partir de tecidos considerados maduros, conm@ explante, da capacidade do tecido em sintetizar os
embrides zigoticos provenientes de frutos maduros, corfitorreguladoresAlém desses fatores, a reativagdo do
foi observado no presente trabalho e, também, emeristema apical do embrido somatico, para que ocorra o
Lonicera japonicarhunb. (Kimet al, 2003). Resultados desenvolvimento em planta, € um processo complexo,
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Figura 1. Heliconia bihaicv. Lobster Clawfwo: 1A - Frutos madur@A) e fruto imaturoB); 1B - Secgao histolégica longitudinal de
embrido zig6tico imaturo, indicando o opérculo (OP), parede do opérculo (PO), endosperma (END) e o inicio da diferencia¢éo do
apice caulinar (AC) (Bar = 1 mm}C - Seccdo histolégica longitudinal de embrido zigético maduro, indicando apice caulinar
desenvolvido (AC), protoderme (PD), meristema fundamental (MF) e procambio (PC) (Bar = 1DmnmEmbrido imaturo
intumescido aos 90 dias de cultivo (Bar = 1 mhi):- Embrido maduro aos 90 dias de cultivo (Bar = 1 mif};Calos nodulares,
provenientes de embrido maduro aos 90 dias de cultivo (Bar = L@m$eccdo longitudinal de embriGes somaticos (setas) a partir

de embrido zig6tico de fruto maduro aos 90 dias de cultivo em meio MS sem regulador de crescimento (C = coledptilo; MAC =
meristema apical caulinar) (Barra = 0,25 mm).
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pois requer um balanco entre a proliferacdo e diferencigrbauy GB (1999) Competéncia e determinagéo celular em cul-

~ . tura de células e tecidos de plantas.TiorresAC, Caldas LS &
¢ao das células. Kong Xeung (1992) observaram fa Buso JA (Eds.) Cultura de tecidos e transformagdo genética de

Ihas na atividade mitotica nos polos apicais de embridesyantas. Brasilia, EMBRAR. p.519-531.

incapazes de se converterem em plantas. SltasoIIaK§h SW, Oh SC, In DS & Liu JR (2003) High frequency somatic
Yeung (2007) observaram que se faz necessaria uma Sémbryogenesis and plant regeneration in zygotic embryo cultures

rie de divisdes coordenadas das células dos meristeme japanese honeysuckle. Plant Cell, Tissue and Organ Culture,
o . .72:277-280.
apicais da raiz e do caule, para promover o desenvolvi-

i Kraus JE &Arduin M (1997) Manual basico de métodos em
ment mpriao.
ento do embrido morfologia vegetal. Rio de Janeiro, EDUR. 198p.

= Kong L & Yeung EC (1992) Development of white spruce somatic
CONCLUSOES embryos: Il. Continual shoot meristem development during
Os embrides zigoticos provenientes de frutos mL,:ldlll_germination. In vitro Cellular Development Biology Plant,
28:125-131.

ros deHeliconia bihaicv. Lobster ClawTwo promove- i ) ]

f 50 d bric At io MS Maciel ALR, Pasqual M, PereirAR, Rezende JC, SilvAB &
ram a lormacao e.em noes SomNa ICOS ém melo SerE_)utra LF (2003) Embriogénese somatica indireta em explantes
regulador de crescimento, mas ndo apresentaram capadbliares deCoffea arabical. cv. Oboatd. Revista Ciéncia e
dade de conversdo em plantas quando cultivados em meiégrotecnologia, 27:107-116.

MS acrescido de 4,44 umtide BARP MurashigeT & Skoog F (19624 revised medium for rapid growth
and biossays with tobacco tissue culture. Physiologia Plantarum,
15:473-497.
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