ISABELLA SANTIAGO DE ABREU

MONITORAMENTO DA EMBRIOGENESE SOMATICA DE
Carica papaya L. POR TECNICAS CITOGENETICAS E DE
CITOMETRIA DE FLUXO

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Pdés-Graduacgao em Genética e
Melhoramento, para obtencgéo do titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2010



Ficha catalogréfica preparada pela Se¢éo de Catalogacéo e

Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

Al162m
2010

Abreu, Isabella Santiago de, 1985-
Monitoramento da embriogénese somatica de
Carica papaya L. por técnicas citogenéticas e de citometria
de fluxo / Isabella Santiago de Abreu. — Vicosa, MG, 2010.
xii, 43f. . il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Carlos Roberto de Carvalho.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 29-43.

1. Plantas - Propagacao. 2. Embriogénese somatica.
3. Tecidos vegetais - Cultura e meios de cultura. 4. Maméo -
Propagacao in vitro. 5.Carica papaya. 6. Citometria de
fluxo. 7. Citogenética. I. Universidade Federal de Vicosa.
I1.Titulo.

CDD 22.ed. 631.53




ISABELLA SANTIAGO DE ABREU

MONITORAMENTO DA EMBRIOGENESE SOMATICA DE
Carica papaya L. POR TECNICAS CITOGENETICAS E DE
CITOMETRIA DE FLUXO

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduacgao em Genética e
Melhoramento, para obtencao do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 24 de fevereiro de 2010.

Prof. Sérgio Yoshimitsu Motoike Prof. Wellington Ronildo Clarindo
(Co-orientador) (Co-orientador)

Prof. Edgard Augusto de Toledo Picoli  Pesq. Eveline Teixeira Caixeta

Prof. Carlos Roberto de Carvalho
(Orientador)



Aos meus pais, Messias e Cleonice, ao meu irmao Guilherme, e ao Daniel,

sempre presentes.

DEDICO



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigosa (UFV) e ao Programa de Pds-
Graduagao em Genética e Melhoramento, pela oportunidade de realizagao
do Curso e pelo crescimento académico e profissional nessa instituicdo de
ensino superior de alta qualidade.

A Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pelo apoio financeiro fundamental para o incentivo e o
desenvolvimento desse trabalho.

A Empresa Caliman Agricola S.A. do Espirito Santo, pelo suporte
financeiro de parte da pesquisa e fornecimento de material bioldgico.

Aqueles que sdo o alicerce dessa conquista: meus pais, que sempre
atribuiram a educagdo o meio para nos tornarmos bons cidaddos e
alcangarmos sucesso dignamente. Obrigada pelo amor incondicional e
dedicacao constantes!

Ao meu irméo, pelo carinho e amizade.

Ao Daniel, meu companheiro de todas as horas e melhor amigo, pelo
seu amor, paciéncia e incentivo em mais esta etapa da minha vida.

Ao Professor Carlos Roberto de Carvalho, pelos ensinamentos, pela
orientacdo indispensavel no Curso, pela amizade e, principalmente, pelo
exemplo de profissional ético, dedicado e apaixonado pelo que faz.

Ao co-orientador Prof. Sérgio Yoshimitsu Motoike, pela amizade e
atencao dispensadas a este trabalho.

Ao co-orientador Prof. Wellington Ronildo Clarindo, pela valiosa
contribuicdo pratica e tedrica no desenvolvimento dessa pesquisa, pelas
criticas e sugestdes, e pela amizade desde os tempos de meros estudantes.

Ao Prof. Edgard Augusto de Toledo Picoli e a Pesq. Eveline Teixeira
Caixeta, pela atencéo, criticas e sugestdes dadas a este trabalho.

Aos professores da UFV, pelos inumeros ensinamentos que
contribuiram para minha formacao.

Aos meus colegas do Laboratério de Citogenética e Citometria,
Christiane, Fernanda, Guilherme e Milene, pelo auxilio técnico, convivéncia

agradavel e momentos de descontragdo, dentro e fora do ambiente de



trabalho. Em especial a Thais, pela amizade conquistada no decorrer desse
periodo.

Ao funcionario do Laboratério José Francisco, pela amizade e auxilio;
representante de tantos outros funcionarios da UFV que, com
profissionalismo e atengado, facilitaram a realizacdo desse e de outros
trabalhos.

Aos colegas do curso de Ciéncias Biologicas e do curso de Genética
e Melhoramento, pelo convivio em todos os meus anos de vida académica.

A Deus, amor maior, por ter me proporcionado tudo isso.

A todos os demais amigos e familiares que, de alguma forma,

contribuiram para esta minha conquista.



BIOGRAFIA

ISABELLA SANTIAGO DE ABREU, filha de Messias Moreira de
Abreu Neto e Cleonice Carlos Santiago de Abreu, nasceu em Timoteo,
Minas Gerais, no dia 12 de maio de 1985.

Em 2004, iniciou o curso de Ciéncias Bioldgicas na Universidade
Federal de Vigosa (UFV), em Vigosa, MG, graduando-se em Bacharel em
dezembro de 2007.

Durante o periodo de graduacdo, foi bolsista do PIBIC/CNPq do
Departamento de Biologia Geral, onde desenvolveu atividades de pesquisa
em Citogenética e Citometria Vegetal.

Em margo de 2008, ingressou no Programa de Pdés-Graduagdo, em
nivel de Mestrado, em Genética e Melhoramento da UFV, bolsista da
CAPES, submetendo-se a defesa de dissertacao em fevereiro de 2010.
Durante este periodo de pos-graduacéo, foi contemplada com o Prémio Pos-
Graduacdo de melhor trabalho na area de Genética, Evolugdo e
Melhoramento de Plantas, apresentado no 54° Congresso Brasileira de
Genética, SBG.



SUMARIO

LISTADE ABREVIACOES .......oooiieieeeeeeee e, viii
[ 11V [ iX
= 1S 3 1 X 2 Xi
1 —INTRODUGAO ...ttt 1
1.1 — Aspectos Gerais de CariCa Papaya ........ccoeeeveieeeiiiiiiiieeiiieeeeieeeeeeeeeeeee 1
1.2 — Problemas Referentes a Cultura do Mamoeiro.........cccccccevvvvveeeerennnnne. 2
1.3 — Cultura de Tecidos em C. PAPAYA ......ccceeeeieviiiieeee e eeeeans 4
1.3.1 — Embriogénese SOmMAtICa ..........ccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee 5
1.3.2 — Regeneracgao in vitro e Aclimatizagdo ............ccceeeevvveiiiiieeeeeeeenns 7
1.3.3 — Variagdo Somaclonal vs. Citometria de Fluxo e Citogenética ..... 8

2 —0OBUJETIVOS... .o 12
2.1 —0Dbjetivo Geral..........oooiiiiii 12
2.2 — Objetivos ESPecifiCos .......coooeeeeeeeiiee 12

3 —MATERIAL E METODOS........coiiieeeeeeeeee e, 13
3.1 = Material Vegetal...........coooriiiiii e 13
3.2 — Desinfestagdo do Material Vegetal ..............cccooo 13
3.3 — Inducao de Calos Embriogénicos Friaveis...........ccccoeeeeeeeeiiiieieeeeeen. 13
3.4 — Estabelecimento da Suspensao de Agregado Celular...................... 15
3.5 — Indugado de Embrides SOMAtiCOS .........uueeiieeiiiiiiiiiceeeee e, 15
3.6 — Germinagao de Embrides SOmMAtiCos ..........cceeeviviiiiiiiiiiii e, 15
3.7 — ACHMALIZAGAOD. .. oo e eeeeeeeee e 16

3.8 — Determinacédo do Nivel de Ploidia de DNA pela Citometria de Fluxo16

3.9 — Preparacéao e Prospeccao Citogenética ............ooovvvvieeeeeeciieieiininnn. 17

Vi



4 — RESULTADOS E DISCUSSAO .......ouoiuiiceeeeeeeeeeeeeeeee e
4.1 — Embriogénese Somatica e Regeneragdo in Vitro..........ccccceeeveeeeeenn.

4.2 — Analises Citométrica e Citogenética ..........cccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn.
5= CONCLUSOES.......coo ettt

6 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coooieieeeeeeeeeeeeeeeee e

Vii



LISTA DE ABREVIACOES

2,4-D — acido 2,4-diclorofenoxiacético

ABA — acido abscisico

AlA — &cido indol-3-acético

AIB — acido indolbutirico

APM — amiprofos-metil

BAP — 6-benzilaminopurina

CF — citometria de fluxo

CV - coeficiente de variagao

DAPI — 4'6'-diamino-2-fenilindol

ES — embriogénese somatica

GA; — acido giberélico

M1 — meio de indugao de calos embriogénicos fridveis
M2 — meio liquido de estabelecimento de suspensao de agregados celulares
M3 — meio liquido de indugdo de embrides somaticos
M4 — meio de germinag&o de embrides somaticos

M5 — meio MS basal

MS — Murashige & Skoog (1962)

VS - variagao somaclonal

viii



RESUMO

ABREU, Isabella Santiago, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2010. Monitoramento da embriogénese somatica de Carica
papaya L. por técnicas citogenéticas e de citometria de fluxo,
Orientador: Carlos Roberto de Carvalho, Co-orientadores: Sérgio
Yoshimitsu Motoike e Wellington Ronildo Clarindo.

A embriogénese somatica €& wuma técnica alternativa de
micropropagacgao clonal em Carica papaya, tendo em vista os problemas
gerados pela propagacao convencional, via seminifera, e a auséncia de um
meétodo eficaz para determinacdo sexual precoce dessa espécie tridica.
Considerando o interesse pela producédo em larga escala de plantulas do
mamoeiro, o sistema liquido e o uso de embrides zigéticos imaturos como
fonte de explante tém se mostrado mais eficientes para a geracdo de
embrides somaticos de forma rapida e em quantidade relativamente elevada.
Entretanto, técnicas de cultura de tecidos estao, frequentemente, associadas
com a ocorréncia de variagdo somaclonal. Portanto, a deteccédo e a
eliminacao de somaclones tornam-se necessarias, e diferentes metodologias
tém sido empregadas para tal fim. Nesta perspectiva, este estudo adaptou
um protocolo para producdo em massa de embrides somaticos em meio
liguido e adotou estratégias citométricas e citogenéticas para o
monitoramento de variagdo somaclonal, em mamoeiro. Inicialmente,
embrides zigoticos imaturos, que apresentam alto potencial embriogénico,
foram cultivados em meio semi-sdlido, na presenca de 2,4-D, para inducéo
de calos embriogénicos friaveis. A transferéncia desses calos para um
sistema liquido, sob a acdo dos reguladores 2,4-D e BAP, possibilitou a
ampliagdo da proliferagdo de agregados celulares. Esta combinagcao de
auxina e citocinina foi ideal por possibilitar somente a proliferagéo celular e
nao a diferenciagao das suspensdes em embrides somaticos. A conversao e
a maturagao destes ocorreram apds a inoculagdo dos agregados em meio
liquido suplementado com ABA. Nesta condigcao, foram obtidas suspensdes
de embrides somaticos, nos estagios cordiforme, torpedo, pré-cotiledonar e
cotiledonar. Embriogénese somatica direta, sem a formacdo de calos,

também foi observada a partir dos embrides somaticos primarios. Embrides
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no estagio cotiledonar foram extraidos e germinados em meio semi-sélido
contendo GAs. Cerca de 80% de pléantulas foram regeneradas e submetidas
a aclimatizacao in vitro. A potencialidade da técnica de citometria de fluxo
pdde ser demonstrada pela verificagdo do nivel de ploidia dos regenerantes
e, consequentemente, pela avaliagao da ocorréncia de variagdo somaclonal.
Neste escaneamento, foram detectadas plantulas dipléides (88%),
tetrapldides (6%) e aneupldides (6%). Pela metodologia citogenética,
plantulas conhecidamente dipldides tiveram seus cariogramas montados,
nos quais nao foi observada nenhuma alteracdo numérica ou estrutural. A
associagao de metodologias citométricas de fluxo e citogenéticas se mostrou
eficaz para a caracterizacdo de variantes somaclonais e para a sele¢ao das
plantulas dipldides de interesse para a propagagao clonal. Principalmente, a
citometria de fluxo pode ser considerada uma técnica viavel para fins

comerciais.



ABSTRACT

ABREU, Isabella Santiago, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2010. Monitoring of somatic embryogenesis of Carica
papaya L. by cytogenetic techniques and flow cytometry, Adviser:
Carlos Roberto de Carvalho, Co-advisers: Sérgio Yoshimitsu Motoike
and Wellington Ronildo Clarindo.

Somatic embryogenesis is an alternative technique of clonal
micropropagation in Carica papaya, taking into account the problems
generated by the conventional seed propagation and the absence of an
effective method for early sex determination of this trioecious species.
Considering the interest in large-scale seedlings production of papaya, liquid
system and the use of immature zygotic embryos as explant source have
proved to be more efficient for the somatic embryos generation in quickly way
and in relatively high amount. However, tissue culture techniques are
frequently associated with somaclonal variation ocorrence. Therefore,
detection and selection of somaclones become necessary, and different
methodologies have been employed for this purpose. In this perspective, this
study adapted a protocol for mass production of somatic embryos in liquid
medium and adopted cytometry and cytogenetics strategies for monitoring
somaclonal variation in papaya. Firstly, immature zygotic embryos, which
show a high embryogenic potential, were cultured in semi-solid medium, in
the presence of 2,4-D, for friable embryogenic callus induction. The
transferring of these callus to a liquid system, under the 2,4-D and BAP
regulators action, allowed the increase of the cell aggregates proliferation.
This auxin and cytokinin ratio was ideal for allowing only cell proliferation
rather than differentiation of the suspensions in somatic embryos. These
were converted and matured after inoculation of aggregates in liquid medium
supplemented with ABA. In this condition, somatic embryos suspensions
were obtained, in the early heart, torpedo, pre-cotyledonary and cotyledonary
stages. Direct somatic embryogenesis, without callus formation, was also
observed from the primary somatic embryos. Cotyledonary embryos were
extracted and germinated on semi-solid medium containing GAs. About 80%

of plantlets were regenerated and subjected to in vitro acclimatization. The
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potential of the flow cytometry technique could be demonstrated by verifying
the ploidy level of regenerants and, thus, the evaluation of somaclonal
variation occurrence. In this screening, diploid (88%), tetraploid (6%) and
aneuploid (6%) seedlings were detected. For cytogenetic methodology,
known diploid seedlings had their karyograms assembled, in which it did not
observe any numerical or structural change. The association of flow
cytometry and cytogenetics methodologies has proven effective for
somaclonal variants characterization and the interest diploid seedlings
selection for clonal propagation. Mainly, flow cytometry can be considered a

viable technique for commercial purposes.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Aspectos Gerais de Carica papaya

A familia Caricaceae contém um total de 6 géneros e 35 espécies de
arvores e arbustos produtores de latex, das quais 32 sao didicas, 2 tridicas e
1 mondica (DREW 2003, MING et al. 2007, YU et al. 2008, FARIA et al.
2009). Dentre essas espécies, o mamoeiro, Carica papaya L., 2n = 18
cromossomos (KUMAR & ABRAHAM 1942), é a mais importante
economicamente (BADILLO 1993). Trata-se de uma planta herbacea e
frutifera, originaria da América Central, mas com ocorréncia principalmente
em regibes tropicais e subtropicais da América e Africa (MARIN & GOMES
1986, BHATTACHARYA & KHUSPE 2001, FERNANDO et al. 2001, MING et
al. 2007).

O mamoeiro € uma das frutiferas mais produzidas e consumidas no
mundo, sendo seu cultivo de grande importancia na Australia, Malasia,
Nigéria, Havai, México (FRUTISERIES 2000) e no Brasil, com destaque
(LIMA et al. 2005, FAO 2008). De acordo com os dados da Secretaria de
Estado da Agricultura, Abastecimento, Aquicultura e Pesca (SEAG 2007), o
Brasil € o maior produtor e o terceiro maior exportador de mamao, e
responde por, cerca de, 25% da producdo mundial, com 1,6 milhdes de
toneladas por ano. O maméo é a sétima fruta in natura mais exportada no
pais, sendo cultivado em aproximadamente 30 mil hectares, concentrados
nos estados do Espirito Santo e Bahia. Juntos, esses Estados séao
responsaveis por 70% da produg¢ao nacional.

O interesse na cultura de C. papaya reside em dois principais
produtos, o fruto e o latex (DREW 2003). O mamao papaia € suculento e
apresenta sabor agradavel, caracteristicas que atraem a preferéncia de
muitos consumidores. Além de ser ingerido in natura, o fruto também é
utiizado em saladas, sucos, doces e em uma variedade de bebidas.
Independente da forma, o consumo do maméao é recomendado por ser um
alimento rico nutricionalmente. Constitui-se numa das principais fontes de

vitaminas A, C e do complexo B (folato, tiamina, niacina, riboflavina), fésforo,
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potassio, ferro, calcio e fibra (MING et al. 2007, SEAG 2009). Além do
aspecto alimentar, o latex do mamoeiro contém a enzima proteolitica
papaina, utilizada nas industrias alimenticias, téxteis, farmacéuticas, de
laticinios e de perfumes (PARASNIS et al. 1999, BAJPAI & SINGH 2006); e
a carpaina, um alcaléide empregado como ativador do musculo cardiaco
(PEREIRA 1992, PARASNIS et al. 1999); ambos de grande importancia

comercial.

1.2 — Problemas Referentes a Cultura do Mamoeiro

O plantio em escala comercial do mamoeiro €& conduzido,
convencionalmente, por meio de sementes provenientes de polinizagdo livre.
Por ser uma espécie alégama, os plantios comerciais apresentam elevada
taxa de heterozigose (DREW 1987, 2003, BHATTACHARYA & KHUSPE
2001). Em decorréncia disto, ha uma mistura de gendtipos com consideravel
variacdo em relagcao ao rendimento, qualidade dos frutos e susceptibilidade
a varias doencas, incluindo o virus da mancha anelar do mamoeiro — Papaya
Ringspot Virus (PRSV), seu patogeno mais importante (RAJEEVAN &
PANDEY 1986, CHEN et al. 1987, FITCH 1993, YANG et al. 1996,
FERNANDO et al. 2001). A estaquia e a enxertia, que sdo empregados em
muitas culturas, ndo sdo métodos eficientes para a propagagdo em larga
escala do mamoeiro (SAKER et al. 1999), em razdo do baixo rendimento e
da dificuldade de enraizamento das estacas (VIANNA 1996).

A determinagdo do sexo € outro aspecto inerente a espécie C.
papaya, a unica do género que é poligama e que apresenta trés tipos
sexuais: plantas masculinas, femininas e hermafroditas (STOREY 1941,
1953, BAJPAI & SINGH 2006, RIMBERIA et al. 2006, GANGOPADHYAY et
al. 2007). Este € um sistema que tem atraido a atengdo de geneticistas e
melhoristas por causa da sua biologia reprodutiva e dos problemas
econdmicos causados tanto pela segregacao dos tipos sexuais (LIU et al.
2004, MING et al. 2007) quanto pela reversdo sexual sazonal. Este ultimo
fenbmeno ¢é observado em plantas masculinas e hermafroditas do

mamoeiro, cujas flores variam em expressao sexual sob diferentes



condigdes ambientais (STOREY 1941, 1953, YU et al. 2008). Conforme
relatado por STOREY (1941), o processo de reversdo sexual pode ser
interpretado como uma resposta fisiolégica das plantas masculinas e
hermafroditas a alteracbes ambientais, principalmente em decorréncia de
mudancas de estagdes do ano. Esse fenbmeno € particularmente importante
em regides tropicais, uma vez que o hermafrodita é o sexo de interesse dos
produtores.

Além da morfologia estrutural geral da planta, as trés formas sexuais
sdo distintas também quanto as taxas de segregagdo. As plantas
hermafroditas sao, principalmente, auto-polinizadas, sendo suas sementes
segregadas em hermafroditas e fémeas na razdo 2:1. O cruzamento entre
plantas fémea e hermafrodita resulta numa progénie destes dois sexos na
mesma propor¢cao. O cruzamento entre macho e fémea produz uma
descendéncia de machos e fémeas na razao 1:1; enquanto uma geragao de
macho, fémea e hermafrodita (1:1:1) € gerada quando o hermafrodita é
fecundado pelo polen do macho (URASAKI et al. 2002, MING et al. 2007).

Em regides subtropicais, o plantio de plantas femininas & preferido
para a producao de papaina, em razao das suas flores serem estaveis a
baixas temperaturas (sendo que as hermafroditas tendem a fundir as anteras
aos carpelos e produzir frutos deformados) (MING et al. 2007), e pelo
superior rendimento e atividade proteolitica desta enzima (DREW 2003). Ao
contrario, a produgao comercial do fruto nas regides tropicais é baseada em
variedades hermafroditas, cujos frutos piriformes s&o preferidos em
detrimento dos frutos esféricos das fémeas (URASAKI et al. 2002, YU et al.
2008). No Brasil, tal fruto tem se destinado aos mercados interno e externo.
Portanto, & desejavel que somente individuos hermafroditas sejam
cultivados no campo. Entretanto, ndo ha um meio pratico e de baixo custo
para a selegcao prévia deste tipo sexual, nem na fase embrionaria, plantula
ou estagio vegetativo de crescimento. A identificacdo dos tipos sexuais do
mamoeiro so é feita quando se atinge a maturidade reprodutiva, que se da
apos 5 a 8 meses do plantio. Assim, ao florescerem, as plantas indesejaveis
sao removidas da area de cultivo, fato que onera os custos de produgao por

acarretar desperdicios de recursos, demanda de espacgo, tempo e manejo de



plantio (PARASNIS et al. 1999, URASAKI et al. 2002, CHAVES-BEDOYA &
NUNEZ 2007).

1.3 — Cultura de Tecidos em C. papaya

Para atender as exigéncias dos mercados nacional e internacional, os
programas de melhoramento do mamoeiro procuram obter linhagens que
sejam, sobretudo, hermafroditas, resistentes a patdgenos, ricas em papaina
e latex, e que produzam frutos com maturagdo uniforme e resistentes a
conservagao e ao transporte (KOEHLER 2004). Tendo em vista os
problemas gerados pela propagacao seminifera e a auséncia de um método
pratico e barato para determinacdo sexual precoce, torna-se necessaria a
busca por alternativas na produ¢do em larga escala de plantas hermafroditas
de C. papaya (SCHMILDT et al. 2007).

Nas ultimas décadas, diversas técnicas biotecnoldgicas tém sido
desenvolvidas e empregadas com sucesso para gerar subsidios aos
programas de melhoramento do mamoeiro, a exemplo da cultura de tecidos.
A cultura de tecidos vegetais consiste no conjunto de técnicas que
possibilitam a manutengcdo ou o cultivo de plantulas, embrides, 6rgaos,
tecidos e células in vitro, em meio de cultura apropriado e asséptico, sob
condicdes controladas de temperatura, umidade, fotoperiodo e intensidade
luminosa. Essas técnicas tém sido empregadas no desenvolvimento e
propagacao de cultivares ecologica e/ou agronomicamente relevantes
(TORRES et al. 1998).

Para a cultura do mamoeiro, as técnicas de cultura de tecidos tém
possibilitado a produg¢do de um grande numero de mudas com
caracteristicas genéticas e fitossanitarias desejaveis, provenientes de um
unico explante de linhagens/cultivares de interesse agronémico (ALMEIDA et
al. 2000, 2001, BHATTACHARYA & KHUSPE 2001, DREW 2003,
SCHMILDT et al. 2007). Além da multiplicagdo massal, a manutengao in vitro
de plantas elite possibilita conservar recursos genéticos de C. papaya, pela
utilizacdo de sistemas lentos de crescimento. Tais recursos genéticos sao de

grande importancia para programas de melhoramento. Neste sentido, a



criopreservagao de meristemas e sementes de mamao, com subsequente
regeneragao in vitro, € outro método de sucesso na conservagao a longo
prazo de germoplasmas (DREW 2003). A cultura de tecidos, portanto, vem
fornecendo alternativas que podem minimizar e/ou resolver muitos dos
problemas oriundos do cultivo via sementes dessa espécie (MANSHARDT &
DREW 1998, ALMEIDA et al. 2000).

O resgate de embrides, a cultura de anteras (RIMBERIA et al. 2005,
2006), o isolamento e cultivo de protoplastos (CHEN & CHEN 1992, CHEN
1994), a embriogénese somatica (ES) (CHEN et al. 1987, FITCH &
MANSHARDT 1990, YANG & YE 1992, FITCH 1993, JORDAN & VELOZO
1996, VIANNA 1996, CASTILLO et al. 1998a,b, ALMEIDA et al. 2000, 2001,
FERNANDO et al. 2001, RENUKDAS et al. 2003, ASCENCIO-CABRAL et al.
2008, HOMHUAN et al. 2008), a produgdo de sementes sintéticas
(CASTILLO et al. 1998b), a micropropagacdo (DREW & MILLER 1989,
DREW et al. 1993, LAI et al. 2000, YU et al. 2000, 2003, RABELLO et al.
2007, SCHMILDT et al. 2007) e a transformagao genética (YANG et al. 1996,
CARMO & JUNIOR 2003) sdo algumas das ferramentas da cultura de

tecidos que vém sendo aplicadas em explantes de mamoeiro.

1.3.1 — Embriogénese Somatica

Considerando a importancia da cultura de tecidos no cultivo do
mamao, diferentes protocolos tém sido propostos (CLARINDO et al. 2008). E
entre as técnicas, a ES tem se constituido um sistema alternativo e
competitivo para a multiplicagdo e a manutengdo em larga escala de
plantulas de C. papaya com caracteristicas de grande interesse agronémico
(FITCH 1993), principalmente do sexo hermafrodita. Na ES, uma unica
célula ou um pequeno conjunto de células, reprodutivas ou somaticas, sao
submetidos ao processo de desdiferenciagao e rediferenciagcao celular para
produzir embrides somaticos similares aos embrides zigoticos (CHANDRA &
PENTAL 2003). Geralmente, o processo de ES é induzido por tratamentos

com auxinas, especialmente o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Esses



reguladores de crescimento sdo essenciais na aquisicdo de competéncia
embriogénica pelas células (von ARNOLD et al. 2002, KOEHLER 2004).

A partir da década de 1980, a ES no mamoeiro vem sendo melhor
estudada e explorada, principalmente, para a propagacgao clonal in vitro
(HOMHUAN et al. 2008). No entanto, pode-se também incluir aplicagdes
para a tecnologia de transferéncia génica e para a regeneragédo de células
transformadas (FITCH & MANSHARDT 1990, ALMEIDA et al. 2001).

O sistema ES tem sido estabelecido a partir de diferentes explantes
da planta de C. papaya, como: peciolo (DE BRUIJNE et al. 1974, YANG &
YE 1992), internodo caulinar (YIE & LIAW 1977), hipocdétilo (FITCH 1993,
CASTILLO et al. 1998a, ALMEIDA et al. 2000, 2001), apice caulinar (MEDHI
& HOGAN 1976), gema axilar (JORDAN & VELOZO 1996), folha ou
cotilédone (CABRERA-PONCE et al. 1996, HOMHUAN et al. 2008), raiz
(CHEN et al. 1987), antera (RIMBERIA et al. 2006), integumento de semente
imatura (MONMARSON et al. 1995), embrides zigoticos maduros
(FERNANDO et al. 2001) e imaturos (FITCH & MANSHARDT 1990,
CASTILLO et al. 1998b, BHATTACHARYA et al. 2002, RENUKDAS et al.
2003, ASCENCIO-CABRAL et al. 2008, CLARINDO et al. 2008).
Independente do explante explorado, o mamao papaia tem respondido bem
as técnicas de ES (MONMARSON et al. 1995), desde que esses explantes
sejam oriundos de plantas sadias, vigorosas, mantidas em crescimento ativo
e sem estresse ambiental (VIANNA 1996), e que as condigdes in vitro sejam
adequadas para o desenvolvimento da ES (DREW 2003). Observa-se,
portanto, que a maioria dos trabalhos em ES utiliza embrides zigoticos
imaturos, visto que este tipo de explante apresenta alto potencial
embriogénico e baixo indice de contaminagdao bacteriana e fungica, ao
contrario de tecidos adultos (MONMARSON et al. 1995).

Outro enfoque pode ser dado ao tipo de sistema de ES utilizado em
C. papaya. A inducao de ES tem sido obtida, principalmente, em meio de
cultura semi-sdlido (solidificado em fitagel) (FITCH & MANSHARDT 1990,
CASTILLO et al. 1998a, RENUKDAS et al. 2003, CLARINDO et al. 2008). No
entanto, numerosos embrides somaticos podem ser eficientemente
produzidos em sistema liquido (LITZ & CONOVER 1983, LITZ 1986,
BERTHOULY & MICHAUX-FERRIERE 1996, JORDAN & VELOZO 1996,
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van BOXTEL & BERTHOULY 1996, CASTILLO et al. 1998a,b, RIMBERIA et
al. 2005, YANG et al. 2010). CASTILLO et al. (1998a,b) desenvolveram um
protocolo de sistema liquido para a produgdo em larga escala de embrides
somaticos de C. papaya, usando calos embriogénicos oriundos de hipocatilo.
Concluiu-se que esse sistema é um método pratico e apropriado para a
rapida produgdo, manipulagdo e coleta de embrides somaticos vigorosos,
com alta frequéncia de conversado e regeneragdao em plantulas. Os autores
predizem, ainda, que o sistema liquido € um método adequado para uma
propagacao continua em biorreator.

Apesar dos sucessos reportados da aplicagéo das técnicas de cultura
de tecidos para o mamoeiro, como resultado de uma consideravel atengao
dada por pesquisadores, o estabelecimento in vitro apresenta alguns
desafios. Uma de suas principais limitagdes consiste na necessidade de um
exato ajuste no balangco entre nutrientes, reguladores de crescimento e
condicdes de cultura, que sao determinados em fung¢ao de cada cultivar e do
estado fisiologico das plantas (ALMEIDA et al. 2001). Outros desafios se
concentram no estabelecimento de eficientes protocolos de regeneragao, no
qual incluem os processos de enraizamento in vitro e de aclimatizagao in
vitro e ex vitro (YANG & YE 1992, YU et al. 2000, DREW 2003).

1.3.2 — Regeneracao in vitro e Aclimatizacao

Uma das etapas mais criticas da micropropagagédo do mamoeiro é a
transferéncia das plantulas para condigbes ex vitro. Para se obter sucesso
durante a aclimatizagdo, faz-se necessario aperfeicoar a fase de
enraizamento (YU et al. 2000, SCHMILDT et al. 2007).

A fase de enraizamento no processo micropropagativo foi conceituada
como estadio Il por MURASHIGE (1974), sucedendo aos estadios | e Il, que
se referem a iniciacdo e multiplicacéo in vitro, respectivamente. O processo
de enraizamento inclui fatores fisiolégicos, bioquimicos e bioldgicos que
interagem com fatores externos. Além disso, a complexidade é aumentada
pela variabilidade genética, dado a multiplicidade de espécies e cultivares
(RABELLO et al. 2007).



Um desafio, portanto, refere-se ao desenvolvimento de um método
pratico e reproduzivel para a produgdo de plantulas vigorosas e sadias a
partir de embrides somaticos de papaia. O principal problema consiste na
baixa taxa de germinacéo, decorrente da producdo de calo na base da
radicula do embrido e ocorréncia de hiperhidricidade (ASCENCIO-CABRAL
et al. 2008).

O principal fator responsavel pela produ¢do de altas porcentagens
(90%) de raizes com caracteristicas propicias para aclimatizagao é o tempo
de exposicdo ao hormébnio de iniciagao radicular, a auxina. O acido
indolbutirico (AIB) é a auxina mais utilizada para este proposito
(MANSHARDT & DREW 1998, DREW 2003). Um sistema radicular
morfologicamente bem formado se caracteriza por raizes principais finas e
muitas adventicias, sendo que essas ultimas sdo formadas quando a auxina
nao € mais requerida (DREW et al. 1993). Variagées na nutricdo mineral, no
tipo de agente gelificante e na qualidade da luz, incluindo fotoperiodo e
irradiancia, também tém sido reportados por afetar o processo de
aclimatizagado in vitro (DREW & MILLER 1989, RABELLO et al. 2007,
ASCENCIO-CABRAL et al. 2008).

O enraizamento ex vitro € um método alternativo para a
micropropagacao; entretanto, esta proposta € limitada pelas condi¢des
rigorosas de enraizamento, tempo, fatores sazonais e tipo de explante (YU
et al. 2000).

1.3.3 — Variacdo Somaclonal vs. Citometria de Fluxo e Citogenética

Técnicas de cultura de tecidos estao frequentemente associadas com
a ocorréncia de variagdo somaclonal (VS) (RENAU-MORATA et al. 2005,
CLARINDO et al. 2008, JIN et al. 2008), termo dado por LARKIN &
SCOWCROFT (1981). Entende-se por VS, a variagao encontrada entre
células, embrides, 6rgaos ou plantas derivadas de cultura in vitro, e que néao
€ previsivel na natureza. As condi¢gdes de estresse impostas pelo sistema in
vitro durante o isolamento de explantes e a reprogramacgao celular
favorecem tal evento (JAIN 2001). Além da composicao fisica e/ou quimica

do meio de cultivo, a idade da cultura (determinada pelo numero de
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subcultivos), o tipo de explante e o gendtipo da espécie também influenciam
a extensao dessa instabilidade genética (JAIN 2001, BENNICI et al. 2004,
ALAN et al. 2007).

A VS pode envolver tanto caracteristicas genéticas (herdaveis) quanto
epigenéticas  (ndo-herdaveis). As primeiras incluem alteracdes
cromossOmicas numéricas e estruturais, mutagdes génicas, ativagbes de
elementos transponiveis, permutas entre cromatides-irmas, insergbes e
delecbes no DNA, e alteragbes no DNA mitocondrial e cloroplastidial; e a
ultima caracteriza-se por mudangas no padrdao de metilagdo (BENNICI et al.
2004, SMYKAL et al. 2007). Dentre todas as possiveis variacbes genéticas
e/ou epigenéticas, as alteragbes de ploidia sdo as mais comuns em culturas
de tecidos (PHILLIPS et al. 1994). Em relagdo as técnicas de cultura de
tecidos, o processo de calogénese apresenta maior susceptibilidade a
ocorréncia de VS (KARP 1994, BERTIN & BOUHARMONT 1997, SKIRVIN
et al. 2000, ALAN et al. 2007, SMYKAL et al. 2007).

Em contrapartida a VS derivada das condi¢cbes de cultivo in vitro,
alguns autores chamam a atencdo para a variagdo genética pré-existente
nos tecidos vegetais parentais (HENRY et al. 1996, SKIRVIN et al. 2000).
Para SKIRVIN et al. (2000), entretanto, a distingdo entre regenerantes
oriundos de uma variacdo pré-existente ou de VS via cultura de tecidos
ainda permanece obscura.

A VS pode ser de grande interesse em programas de melhoramento e
de engenharia genética, visto que a variabilidade € um componente
essencial de qualquer programa de cultivar convencional. Considerando as
desvantagens inerentes do melhoramento convencional (onerosidade, longo
prazo, amplos terrenos), a adogao de técnicas de cultura de tecidos se
constitui numa alternativa para tal fim, gragas ao grande potencial em gerar
variabilidade e regenerar plantas em larga escala e em curto espago de
tempo. Este caso é considerado um exemplo em que a ocorréncia de VS é
desejavel, desde que o somaclone seja geneticamente estavel, o que pode
ser confirmado por testes em campo (AL-ZAHIM et al. 1999, DO et al. 1999,
JAIN 2001, POLANCO & RUIZ 2002, RAKOCZY-TROJANOWSKA 2002,
SMYKAL et al. 2007). MANSHARDT (1992) relata a utilidade da ocorréncia



de VS na cultura do mamoeiro, quando se almeja escanear e selecionar
variantes com resisténcia a doengas fungicas.

Por outro lado, quando a propagagdo clonal in vitro ou a
transformacao genética € o principal objetivo, a VS se torna um fenédmeno
indesejavel. Pesquisadores ressaltam, portanto, a importancia de se
determinar os mecanismos, os fatores e a frequéncia da VS, e a estabilidade
genética do material advindo da cultura in vitro, a fim de assegurar o
sucesso dos programas de melhoramento que empregam este tipo de
ferramenta. Diferentes métodos tém sido utilizados para detectar e/ou
selecionar variantes somaclonais, a saber: citolégicos, pelo tamanho dos
estbmatos e/ou numero de cloroplastos nas células-guarda (JACOBS &
YODER 1989, McCUISTION & ELMSTROM 1993, MISHRA 1997,
JOACHIMIAK & GRABOWSKA-JOACHIMIAK  2000); marcadores
moleculares (AL-ZAHIM et al. 1999, FOURRE 2000, GESTEIRA et al. 2002,
POLANCO & RUIZ 2002, ENCHEVA et al. 2003, RENAU-MORATA et al.
2005, CHEN et al. 2006, HOMHUAN et al. 2008); citogenéticos, pela
contagem e analise de alteragdes cromossOmicas (HENRY et al. 1996,
KOCHEVENKO et al. 1996, FOURRE et al. 1997, BRUTOVSKA et al. 1998,
AL-ZAHIM et al. 1999, DO et al. 1999, TREMBLAY et al. 1999, MENENDES-
YUFFA et al. 2000); e citométricos (BRUTOVSKA et al. 1998, THIEM &
SLIWINSKA 2003, LEAL et al. 2006, ALAN et al. 2007, LOUREIRO et al.
2005, 2007, PARC et al. 2007, CLARINDO et al. 2008).

Pelo fato do nivel de ploidia estar relacionado com o numero de
cloroplastos e/ou o tamanho dos estébmatos, a citologia se mostra uma
ferramenta facil e pratica para identificar polipléides, porém se limita a esta
finalidade. Sua baixa resolucdo nao possibilita discriminar os possiveis
casos de eupoliploidia e de aneuploidia. As técnicas citogenéticas, por sua
vez, sdo mais acuradas neste sentido, mas exigem a elaboragcdo de
protocolos que sao espécie-especificos, 0 que demanda tempo e trabalho,
ainda mais para uma grande quantidade de amostras. Além disso, ROUX et
al. (2003) relata que a analise cariolégica € melhor realizada no estagio
metafasico e, por isso, a escolha do material limita-se aos tecidos com alta
atividade mitética, como os meristemas radiculares. Em relacdo a biologia

molecular, trata-se de uma area laboriosa e onerosa. Adicionalmente, esta
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pode ser considerada uma técnica nao conclusiva, na medida em que a
auséncia de polimorfismos para determinados marcadores moleculares nao
assegura estabilidade genética. Como alteragbes cromossémicas podem
permanecer indetectaveis, torna-se util o emprego de métodos de analise
complementares (JIN et al. 2008).

A citometria de fluxo (CF), entretanto, tem se firmado como uma
ferramenta confiavel de analise e deteccdo rapida de somaclones eupldides
e aneupldides, pela verificagdo do nivel de ploidia das plantulas geradas na
cultura in vitro (BRUTOVSKA et al. 1998, THIEM & SLIWINSKA 2003, ALAN
et al. 2007, LOUREIRO et al. 2005, 2007, PARC et al. 2007, CLARINDO et
al. 2008, YANG et al. 2010), além de ser aplicavel para varios tecidos
vegetais (ROUX et al. 2003). Técnicas citométricas de fluxo se baseiam no
uso de fluorocromos DNA-especificos e na analise de suas respectivas
fluorescéncias relativas emitidas pelos nucleos corados (BELLETTI et al.
1998, LEE et al. 2002, LOUREIRO & SANTOS 2004, JIN et al. 2008). Em C.
papaya, CLARINDO et al. (2008) executaram um protocolo de ES a partir de
embrides zigodticos imaturos. Os regenerantes obtidos foram monitorados
pela CF, a qual detectou plantulas dipléides, mixoploides, tripldides,
tetrapldides e aneupldides, de forma confiavel e em um curto espago de
tempo. Além dos métodos citométricos, € ideal que investigagcbes
citogenéticas sejam realizadas para confirmagao do numero cromossémico
(BRUTOVSKA et al. 1998, JIN et al. 2008) e, principalmente, para
averiguacédo da estabilidade cromossémica, dado pelo correto pareamento
dos homologos, o que faz a associagdo dessas técnicas ser promissora na

pesquisa.
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2 - OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral adaptar protocolo para
producdo em larga escala de embrides somaticos de C. papaya e monitorar
a ocorréncia de VS e, consequentemente, detectar as plantulas de interesse

para produc¢ao clonal, pela associagao de ferramentas citogenética e de CF.

2.2 — Objetivos Especificos

- Adequar protocolo de sistema liquido de cultura de tecidos para a
indugado de ES em C. papaya, a partir de embrides zigbticos imaturos;

- Adaptar protocolo para maturagdo dos embrides somaticos em meio
liquido;

- Estabelecer protocolo de regeneragao e aclimatizagao das pléantulas
oriundas dos embrides somaticos;

- Determinar o nivel de ploidia, pela CF, das plantulas obtidas a partir
da ES;

- Verificar a estabilidade cromossdémica, por técnicas citogenéticas,

das plantulas selecionadas pela CF.

12



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Material Vegetal

Frutos de plantas hermafroditas de Carica papaya ‘Golden’ foram
fornecidos pela Caliman Agricola S.A. (Linhares, Espirito Santo, Brasil). Os
frutos foram colhidos aos 90 — 114 dias pos-antese, de acordo com FITCH &
MANSHARDT (1990). Apdés a coleta em campo, todo o restante do
procedimento foi executado no Laboratério de Citogenética e Citometria, do

Departamento de Biologia Geral, da Universidade Federal de Vigosa, MG.

3.2 — Desinfestacdo do Material Vegetal

Os frutos foram, primeiramente, lavados com bucha e sabdo em agua
corrente e em seguida transferidos para cadmara de fluxo laminar. Os
mesmos foram desinfestados superficialmente em solugdo de etanol 70%
(v/v) por 20 s e em solugédo de hipoclorito de sddio 20% (v/v) e Tween 20
0,03% (v/v) (Merck®), por 20 min (modificado de CASTILLO et al. 1998b).
Apods lavagem dos frutos em agua deionizada estéril, estes foram secados
ao ar, dentro da camara de fluxo laminar, por 10 min e, entdo, foram

dissecados e os embrides zigoéticos, excisados (CLARINDO et al. 2008).

3.3 —Inducéo de Calos Embriogénicos Friaveis

Ainda sob condicbes assépticas, em camara de fluxo laminar, 10 — 15
embrides zigoéticos foram transferidos para cada placa de Petri (60 x 15 mm,
J. Prolab®, Brasil), contendo meio de indugdo de calos embriogénicos
friaveis — M1 (Tabela 1). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,02 antes da
autoclavagem. As placas de Petri foram vedadas com papel-filme PVC
(Goodyear®, Brasil) e mantidas no escuro a 27°C.

Os explantes permaneceram neste meio até o aparecimento de calos

embriogénicos friaveis.
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Tabela 1 — Composicao dos meios de cultura utilizados para indugdo de embriogénese somatica e para regeneragao in vitro.

MEIOS DE CULTURA

COMPONENTES
M1 M2 M3 M4 M5
Sais MS (Sigma®) 2,15 g/L 2,15 g/L 2,15 g/L 4,3 g/L 4,3 g/L
Vitaminas MS* 10 mL/L 10 mL/L 10 mL/L 10 mL/L 10 mL/L
Sacarose (Sigma®) 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L 30 g/L
Mio-inositol (Sigma®) 0,1g/L 0,1g/L 0,14g/L 0,14g/L 0,1g/L
L-glutamina (Sigma®) 0,4 g/L 0,4 g/L 0,4 g/L - -
L-cisteina (Sigma®) 0,04 g/L 0,04 g/L 0,04 g/L - -
Extrato de malte (Acumedia®) - 0,1g/L 0,1 g/L - -
2,4-D (Sigma®) 1—10 uM 1—10 uM - - -
BAP (Sigma®) - 0,5-5puM - - -
ABA (Sigma®) - - 0,1—1uM - -
GA; (Sigma®) - - - 0,1—1uM -
Phytagel (Sigma®) 3,0 g/L - - - -
Agar (Sigma®) - - - 6,5 g/L 6,5 g/L

M1: meio de indugédo de calos embriogénicos friaveis; M2: meio liquido de estabelecimento de suspensdo de agregados celulares; M3: meio liquido de
inducdo de embrides somaticos; M4: meio de germinacdo de embrides somaticos; M5: meio MS basal; MS: Murashige & Skoog; BAP: 6-benzilaminopurina;

ABA: acido abscisico; * Solugao-estoque composta por glicina (0,20 g/L), acido nicotinico (0,05 g/L), piridoxina (0,05 g/L) e tiamina (0,01 g/L).
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3.4 — Estabelecimento da Suspenséo de Agregado Celular

Apos o aparecimento de calos embriogénicos friaveis, 0,5 g deste
material foi selecionado e transferido para frascos Erlenmeyer (125 mL)
contendo 25 mL de meio liquido de estabelecimento de suspensido de
agregados celulares — M2 (Tabela 1). Este meio também teve seu pH
ajustado para 5,7 £ 0,02 antes da autoclavagem.

As suspensdes obtidas foram alocadas em um shaker giratorio a 50
rom, e mantidas a 27°C, sob um sistema de 16/8 h de luz/escuro, com uma
irradiancia de 36 pmol.m?.s”. Estas foram submetidas a subcultivos
quinzenais. Usando uma pipeta fina, agregados com cerca de 1 mm de
diametro foram coletados e subcultivados nas mesmas condi¢cdes descritas

anteriormente.

3.5 -Inducédo de Embrides Somaticos

Apos 4 semanas, agregados celulares foram lavados em agua
deionizada e autoclavada, e 0,5 g de material foi transferido para frascos
Erlenmeyer (125 mL), contendo 25 mL de meio liquido de indugé&o de
embrides somaticos — M3 (Tabela 1). As culturas foram alocadas em um
shaker giratério a 50 rpm, e mantidas a 27°C, sob um sistema de 16/8 h de
luz/escuro, com uma irradiancia de 36 pmol.m'z.s'1, até o aparecimento de

embrides somaticos primarios e secundarios.

3.6 — Germinagéo de Embrides Somaticos

Os embrides somaticos no estagio cotiledonar foram lavados em agua
autoclavada e transferidos para placas de Petri (60 x 15 mm, J. Prolab®,
Brasil), contendo meio de germinagcdo de embrides somaticos — M4 (Tabela
1). O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 0,02 antes da autoclavagem. As
placas de Petri foram vedadas com papel-filme PVC (Goodyear®, Brasil). O

material foi inicialmente mantido no escuro a 27°C e, apos a germinagao, as
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placas de Petri foram transferidas para um ambiente com irradiancia de 36
umol.m?.s™.

Os embrides germinados foram inoculados em frascos contendo o
mesmo meio de germinacao, porém desprovido do hormdnio acido giberélico
(GA3) — M5 (Tabela 1).

3.7 — Aclimatizacao

As plantulas obtidas foram individualmente plantadas em potes de
polietileno (10 x 11 cm), contendo 100 mL do substrato composto estéril —
vermiculita:casca de cbco (2:1). Estes potes foram colocados em bandejas
plasticas (45 x 35 x 12 cm), recobertos com papel-flme PVC e mantidos a
27°C e 100% de umidade relativa. Apds 2 semanas, o papel-flme foi
removido gradualmente e as plantulas foram transferidas para casa de

vegetacao.

3.8 — Determinacéao do Nivel de Ploidia de DNA pela Citometria de Fluxo

Fragmentos foliares foram coletados de uma amostragem da
populacao das plantulas aclimatizadas de C. papaya e de plantulas oriundas
de sementes germinadas in vitro. Estas ultimas foram usadas como padréao
dipldide externo.

As folhas coletadas foram mantidas em agua destilada a 4°C e
cortadas em fragmentos de 2 cm? A suspensdo nuclear foi extraida pelo
procedimento de chopping (GALBRAITH et al. 1983), em 0,5 mL de solugéo
tampao Partec®, contendo o fluorocromo 4'6'-diamino-2-fenilindol (DAPI).
Logo em seguida, foram adicionados 1,5 mL da mesma solugdo. A
suspensao foi filtrada em filtro de nylon (Partec®) de 30 ym de diametro,
apos 2 min. Passados 15 min no escuro, as suspensdes nucleares foram
processadas em um citdmetro de fluxo Partec-PAS® (Partec® Gmbh,
Munster, Germany), equipado com uma lampada UV e um filtro TK 420. O
equipamento foi cuidadosamente calibrado e alinhado pelo uso de

microbeads, solugdes padrdo, de acordo com as recomendacbdes do
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fabricante, e da suspenséao nuclear obtida das plantas padrao de mamao. A
analise dos dados foi realizada pelo programa FlowMax® (Partec®). Mais de
10.000 nucleos foram analisados e trés repeticbes independentes foram
realizadas para a determinagao dos niveis de ploidia de DNA das plantulas

de mamao.

3.9 — Preparacao e Prospeccao Citogenética

Além do nivel de ploidia nuclear detectada pela CF, o numero
cromossOmico das plantulas dipléides selecionadas foi verificado por
prospecgao citogenética.

Meristemas radiculares das plantulas selecionadas foram submetidos
a tratamento com solugédo do agente inibidor de microtubulos amiprofos-metil
(APM) 3 pM, por um periodo de 3 — 4 h, a 30°C. Posteriormente, os
meristemas foram lavados em agua deionizada por 20 min e, entao, fixados
em solucao gelada de metanol:acido acético (3:1), com trés trocas de 10 min
cada. Em seguida, os materiais foram estocados a -20°C.

As laminas foram preparadas pelo método de dissociagao celular e
secagem ao ar (CARVALHO et al. 2007, ABREU et al. 2008), e colocadas
em placa aquecedora (50°C) por 20 min. As mesmas foram imediatamente
coradas com solucdo de Giemsa 5% (Merck®), em tampao fosfato (pH 6,8),
por 4 min, lavadas duas vezes em agua destilada e secadas ao ar. Imagens
de metafases foram capturadas por uma video-cadmera CCD monocromatica
Photometrics CoolSNAP Pro® (Roper Scientific®) de 12 bits, acoplada a um
microscopio OlympusTM BX-60. O campo de captura foi digitalizado usando
o kit Cool-SNAP Pro®, e a analise de imagem foi realizada usando o sistema

de analise de imagem Image Pro-Plus® 6.1 (Media Cybernetics).

17



4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Embriogénese Somatica e Regeneracgao in vitro

Culturas embriogénicas foram estabelecidas a partir do cultivo de
embrides zigodticos imaturos de C. papaya L. em meio M1, dispostos em
placas de Petri conforme Figura 1a. Apdés 10 dias de cultivo,
aproximadamente, ocorreu a abertura dos cotilédones e inicio da formacéao
calogénica na regiao do meristema apical do caule e base dos cotilédones
(Figura 1b). Resultados similares foram obtidos por KOEHLER (2004) e
CLARINDO et al. (2008). O uso desse explante e a suplementagdo do meio
com 9,05 pM de 2,4-D resultaram na proliferagdo de calos embriogénicos
compactos e friaveis, estes na sua maioria (cerca de 86%), a partir do 20°
dia de cultivo (Figura 1c).

Na maioria das espécies vegetais, incluindo o mamoeiro, o regulador
de crescimento auxinico, principalmente 2,4-D, é considerado o propulsor da
competéncia embriogénica (MONMARSON et al. 1995, JORDAN & VELOZO
1996, FEHER et al. 2003, KOEHLER 2004). Em resposta a presenca
exdgena de 2,4-D, as células vegetais sdo estimuladas a acumular
quantidades substanciais da auxina endogena acido indol-3-acético (AlA)
(MICHALCZUK et al. 1992). PASTERNAK et al. (2002) sugerem que o
aumento dos niveis enddgenos desse horménio natural pode ser
responsavel pela ativacdo do ciclo de divisdo, prevengdo da elongacgéo
celular e aceleragdo do processo de desdiferenciacdo. Entretanto, ao
comparar estudos prévios de ES indireta em diferentes espécies, ALMEIDA
et al. (2001) e HOMHUAN et al. (2008) concluiram que, provavelmente,
diferentes concentracbes e tipos de reguladores s&do requeridos por
diferentes fontes de explantes.

Nenhuma fonte de contaminagdo foi detectada durante a etapa de
indugado da calogénese, em meio semi-solido. Uma das causas da auséncia
de contaminacao se deve ao procedimento de desinfestagao dos frutos e de
manipulagcdo das sementes e dos embrides zigoticos sob condi¢des

assépticas. Mas, principalmente, este fato pode ser atribuido ao uso de

18



embrides zigoticos imaturos para iniciagdo de culturas embriogénicas, em
detrimento a tecidos adultos, os quais podem apresentar alto indice de
contaminagao por microrganismos. O processo de desinfestagdo superficial
nao alcanga a contaminagdo endodgena, o que dificulta a obtencdo de
culturas estéreis, como relatado por ALMEIDA et al. (2000). Outra vantagem
do explante embrido zigoético imaturo refere-se ao alto potencial
embriogénico e, consequentemente, a rapida resposta ao tratamento
(MONMARSON et al. 1995). Neste trabalho, massas pro-embriogénicas
foram observadas apds 3 semanas de indugdo. Comparativamente, em
seccbes de hipocdtilo, por exemplo, FITCH (1993) obteve esta resposta
entre 10 e 14 semanas, e CASTILLO et al. (1998a), em aproximadamente 6
semanas. Além disso, para explantes juvenis, como embrides zigoticos
imaturos, a regeneragao in vitro das plantulas produzidas tem sido obtida
com maior sucesso (JORDAN & VELOZO 1996).

Para a transferéncia de calos embriogénicos friaveis para um sistema
liquido, testes preliminares com diferentes combinagbes de reguladores
foram realizados (Tabela 1). O melhor resultado foi obtido pela
suplementacao de 2,4-D 9,05 uM e BAP 2,25 yM ao meio de cultura (M2)
(Figura 1d). Nessas condigdes, foi possivel o aumento da proliferacéo
celular: a cada subcultivo quinzenal, foi observado que 0,5 g de agregados
celulares gerou um aumento de biomassa de duas a quatro vezes. De
acordo com JORDAN & VELOZO (1996), uma combinagdo de auxina e
citocinina presente em meio liquido ndo favoreceu a diferenciagcdo das
suspensdes em embrides somaticos de C. pubescens, mas permitiu um
aumento na proliferagao celular e na formagao de agregados.

A manutengdo da condicdo de desdiferenciacdo das células
cultivadas requer a ativacdo da divisdo celular (FEHER et al. 2003, de los
SANTOS-BRIONES & HERNANDEZ-SOTOMAYOR 2006). Auxinas e
citocininas sdo os principais reguladores hormonais envolvidos na
reativacao, regulagcdo e manutencao da divisao celular (PASTERNAK et al.
2000, GAMBORG 2002, FEHER et al. 2003). Considerando que a cultura de
tecidos permite gerar e controlar um sistema de proliferagdo celular, a
adogao desta técnica se torna desejavel em pesquisas citogenéticas para

obter cromossomos mitéticos em grande quantidade.
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Figura 1 — Estagios do desenvolvimento da cultura embriogénica de C.
papaya. a) Estabelecimento da ES, a partir de embrides zigbticos imaturos
cultivados em meio semi-sdlido suplementado com 2,4-D (M1) — 1° dia de
cultivo. b) Abertura dos cotilédones e resposta calogénica inicial dos
explantes, apds 10 dias de cultivo. c) Proliferacdo de calos embriogénicos,
em 20 dias de cultivo. d) Suspensédo de calos embriogénicos friaveis, em
meio de proliferagdo suplementado com 2,4-D 9,05 uM e BAP 2,25 uM (M2).
e-h) Processo sequencial de conversao e maturacdo de embrides somaticos,
em meio contendo ABA 0,5 uM (M3), até a obtengdo de uma suspensao de
embrides em 4 fases de diferenciagdo (h). Em destaque, na extremidade
superior direita, detalhes dos estagios da cultura embriogénica. Barras = 1

cm.
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A conversao e a maturagdao dos embrides somaticos ocorreram apds
a transferéncia de agregados celulares para o meio liquido contendo 0,5 uM
de ABA (M3) (Figura 1e-h). No decorrer de 3 — 4 meses, foram obtidas
suspensdes desses embrides de coloracdo esbranquicada a amarelo-palha
e em diversas fases de diferenciacao (cordiforme, torpedo, pré-cotiledonar e
cotiledonar) (Figura 1h). Além disso, ES direta a partir dos embrides
somaticos ja formados foi observada a uma taxa de 92%. KOEHLER (2004)
também observou uma maturacédo assincronica dos embrides somaticos de
C. papaya em meio com 0,5 yM de ABA, porém utilizando sistema semi-
solido.

Em geral, o ABA tem sido o horménio vegetal mais indicado para o
processo de regulacdo da maturagdo in vitro (CHEN & CHEN 1992,
CASTILLO et al. 1998a). A importancia da adequacao espécie-especifica de
tratamentos de maturacao reside na influéncia direta sobre a qualidade dos
embrides formados e, consequentemente, sobre a germinagdo. Em algumas
espécies, este fitorregulador atua reduzindo o processo de embriogénese
secundaria (0 que nao ocorreu em nosso estudo, com mamoeiro),
prevenindo a germinacao precoce (von ARNOLD et al. 2002) e estimulando
a deposicao de produtos de reserva, especialmente lipidios e proteinas, mas
ndo afeta o acumulo de amido nem a diferenciacdo dos tecidos (von
ADERKAS et al. 2002, SHOLI et al. 2009). Entretanto, a exposi¢cao
prolongada ao ABA pode ser prejudicial para o crescimento da planta (von
ARNOLD et al. 2002). Segundo CHEN et al. (1991), embrides somaticos de
um hibrido de Carica proliferaram por meio da embriogénese direta, sem
qualquer evidéncia de formagao de calos ou germinagéo, quando inoculados
em meio contendo ABA. Na auséncia deste hormbnio, os embrides
germinaram precocemente e apresentaram tanto embriogénese secundaria
quanto calogénese na sua superficie.

Apés a fase de maturagdo, embrides morfologicamente bem
formados, no estagio cotiledonar, foram extraidos e inoculados em meio
suplementado com 0,5 pM de GA; (M4), para indugcdo da germinagao
(Figura 2a, b). Vale ressaltar que a selegdo e a coleta dos embrides
somaticos em meio liquido foi facilitada por estarem individualizados. Uma

alta porcentagem de plantulas foi obtida (cerca de 80%); estas foram
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propagadas em meio MS basal (M5) (Figura 2c) e, posteriormente,

submetidas a fase de aclimatizagao (Figura 2d).

Figura 2 — Germinagéo, regeneragao e aclimatizagao in vitro de embrides
somaticos de C. papaya. a) Embrides somaticos em meio de germinacgao
suplementado com GA; 0,5 yM (M4), no 1° dia de cultivo. b) Embrides
somaticos germinados. c) Plantulas regeneradas em meio MS basal, sem
regulador de crescimento (M5). d) Plantulas regeneradas e submetidas a
aclimatizagédo em substrato de vermiculita:casca de céco (2:1). Barras = 1

cm.

A formacgao de embrides com desenvolvimento anormal também foi
observada (21%). JORDAN & VELOZO (1996) relatam possiveis causas
desse fato: desbalanco gradual de reguladores de crescimento que

poderiam, eventualmente, ser produzidos pelos préprios embrides somaticos
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em estagios mais desenvolvidos; ou a falta de um fator regulatério no
desenvolvimento embriogénico.

Os resultados do presente trabalho corroboram com relatos na
literatura, na medida em que a adogao de um sistema liquido foi eficiente na
alta producdo de embrides somaticos (Figura 1h), o que o torna bastante
apropriado em escala industrial. Em mamoeiro, geralmente as culturas
embriogénicas sao iniciadas e mantidas em meio semi-solido. Entretanto, o
uso de culturas em suspensdo favorece a propagagdo em larga escala
(BERTHOULY & MICHAUX-FERRIERE 1996, JORDAN & VELOZO 1996,
CASTILLO et al. 1998a, von ARNOLD et al. 2002, YANG et al. 2010). Outra
vantagem sobre suspensdes celulares de calos embriogénicos, mencionada
por MONMARSON et al. (1995), € que protoplastos podem ser obtidos e,
subsequentemente, transformados.

CASTILLO et al. (1998a) compararam a quantidade e a capacidade
de germinagdo de embrides somaticos de mamoeiro produzidos em meio
solidificado em agar e em sistema liquido. Ao obter uma produtividade
superior por explante no segundo caso (455 embrides) em relagdo ao
primeiro (174 embrides), esses pesquisadores também concluiram que o
meio liquido consiste em uma estratégia mais efetiva para propagagdo em
massa. Adicionalmente, este sistema foi considerado adequado para a
automagao de uma producdo rapida de embrides somaticos e para a
propagacao continua em biorreatores. Um estudo semelhante foi executado
por MALIK (2008), em Narcissus. Este pesquisador comparou a produgao de
embrides somaticos pelo cultivo de explantes de ovario em meio semi-sdlido,
liquido e em uma combinagdo de ambos. O melhor resultado foi obtido ao
utilizar o sistema liquido em pelo menos uma etapa do processo.

Independentemente do explante utilizado, sistemas liquidos podem
ser empregados com sucesso. Recentemente, a indu¢cdo de ES em Brassica
oleracea foi realizada em raiz, cotilédone e hipocétilo. A frequéncia de
explantes com formagao embriogénica € o numero de embrides somaticos
gerados por explante foram superiores em cultura liquida em relagdo ao
meio semi-soélido (YANG et al. 2010).
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4.2 — Analises Citométrica e Citogenética

Uma amostragem das plantulas regeneradas de embrides somaticos
foi analisada pela CF, para verificar o nivel de ploidia das mesmas. O
escaneamento realizado apresentou 88% de pléantulas dipldides (2C = 2X),
com a mesma ploidia de DNA do padréo (Figura 3a), 6% de plantulas
tetraploides (2C = 4X) (Figura 3b), e 6% de aneupldides (dados nao
apresentados). Considerando que o mesmo nivel de ploidia do padr&o e dos
regenerantes diploides corresponderia a presenga do mesmo numero
cromossémico e quantidade de DNA, uma averiguagao citogenética quanto
a outras eventuais variagbes cromossOmicas pode ser feita, caso seja de
interesse. A analise citogenética nas plantulas selecionadas confirmou o
numero diploide (2X = 18) e possibilitou a verificagdo do correto pareamento
dos homdélogos e, consequentemente, da auséncia de alteragdes estruturais
visualmente detectaveis (Figura 4). Os tetraploides e aneupldides ndo foram
analisados citogeneticamente, visto que, na propagacgao clonal, tem-se o

interesse principal nos individuos dipléides.
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Figura 3 — Histogramas citométricos de fluxo de nucleos de C. papaya
corados com DAPI. a) Representativo dos regenerantes diploides (88%) e do
padrao, apresentando pico Go/G1 no canal 200 e coeficiente de variagao
(CV) 3,31. b) Representativo das plantulas tetraploides (6%), apresentando
pico Go/G1 no canal 400 e CV 4,68.
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Figura 4 — Cariograma de uma plantula dipléide de C. papaya, oriunda de
embrido somatico, com 2X = 18 cromossomos obtidos de meristemas
radiculares pré-tratados com APM 3 uM, por 4 h a 30°C, e corados com

Giemsa 5%. Barra = 5 ym.

Nas analises de CF, a obtengao de histogramas com CV’s entre 3,31
e 4,68 demonstra que as suspensdes nucleares apresentaram nucleos
intactos, isolados e estequiometricamente corados. Segundo DOLEZEL &
BARTOS (2005), CV’s abaixo de 5% sdo considerados aceitaveis em
estudos de CF vegetal.

No presente trabalho, constatou-se a ocorréncia de VS, pela CF, em
plantulas regeneradas de C. papaya por meio da ES indireta. O mesmo foi
relatado por CLARINDO et al. (2008), ao utilizar a mesma ferramenta de
detecgao. Foram encontrados 4,4% de triploides, 2% de tetrapléides, 5,6%
de mixoploides e 2% de aneupldides, além dos 86% de plantulas dipldides
de C. papaya. Diferentemente do protocolo empregado neste estudo, esses
autores utilizaram o sistema semi-sélido durante todo o procedimento de
inducdo de ES.

A ES indireta é caracterizada pela presenga de uma fase calogénica
friavel (GAHAN & GEORGE 2008). Geralmente, culturas de calos
embriogénicos friaveis tém sido consideradas mais susceptiveis a VS
(BERTIN & BOUHARMONT 1997, SKIRVIN et al. 2000, SMYKAL et al.
2007) e menos propicias a uniformidade genética e citologica (YANG et al.

2010). Uma vantagem do sistema ausente de calogénese é representado
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por YANG et al. (2010) que, ao estudarem os efeitos da ES direta em B.
oleracea, nado detectaram nenhuma poliploidia ou aneuploidia entre os
regenerantes. Outro fator que favorece o aumento de VS diz respeito ao
estabelecimento de culturas prolongadas (JAIN & de KLERK 1998, von
ARNOLD et al. 2002, ETIENNE & BERTRAND 2003). Culturas em
suspensdo também criam um ambiente favoravel para a recombinacao
somatica (JAIN 2001, PARC et al. 2007). Apesar dessas diferengas entre
meio liquido e semi-solido, em C. papaya a ocorréncia de VS parece
independer do tipo de sistema empregado, tendo em vista os resultados
obtidos neste presente estudo e por CLARINDO et al. (2008).

Dentre todas as possiveis variagbes genéticas e/ou epigenéticas, as
alteragdes de ploidia sdo as mais comuns em culturas de tecidos (PHILLIPS
et al. 1994), podendo gerar perda da capacidade de regeneragao in vitro
(ALAN et al. 2007). Por exemplo, pela ES em Hypericum perforatum, foram
observados regenerantes eupldides (3X, 4X e 5X), aneupldides (2X + 4) e
mixopldides (2X, 4X) (BRUTOVSKA et al. 1998). De acordo com THIEM &
SLIWINSKA (2003), cultura calogénica de Rubus chamaemorus apresentou
mixoploidia (2X, 4X, 8X).

Em virtude da possibilidade de ocorréncia de VS em material cultivado
in vitro, o nivel de ploidia e a estabilidade genética dos regenerantes devem
ser determinados, a fim de se evitar perdas comerciais quando o objetivo é a
micropropagag¢ao clonal, ou para proporcionar maior eficiéncia em
programas de melhoramento e em estudos de transformacgdo. Diversas
estratégias estdo disponiveis para a detec¢cdo desses variantes, incluindo
identificacdo fenotipica, andlises citoldgicas e técnicas de analise de DNA
(JIN et al. 2008).

A identificagdo fenotipica baseada na descricdo de caracteristicas
morfologicas e fisioldgicas requer observagdes extensivas das plantas até a
maturidade. Entretanto, algumas alteragbes induzidas pelo cultivo in vitro
ocorrem apenas a nivel molecular, sem modificar seu fenétipo (JIN et al.
2008). As variagbes morfologicamente visiveis acontecem a uma frequéncia
menor as mudancgas na estrutura genética (SMYKAL et al. 2007). Tais fatos

tornam este método impreciso e inapropriado para a selecado de VS.
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O uso da CF tem sido uma excelente alternativa para assessar
alteracées no conteudo de DNA e no nivel de ploidia (JIN et al. 2008). A
citometria € uma técnica relativamente simples e de rapida deteccao e,
principalmente, que pode ser conduzida em estagios precoces do
desenvolvimento. Uma desvantagem desta ferramenta estd na
impossibilidade de detectar pequenas mutacbées no DNA e até mesmo
rearranjos cromossémicos. Metodologias complementares, portanto, se
tornam necessarias para uma avaliacdo mais completa e conclusiva dos
materiais de interesse (ALAN et al. 2007).

A associagao de técnicas, como citogenética e molecular, foi adotada
por PONTAROLI & CAMADRO (2005) para escanear VS em Asparagus
officinalis. Resultados mostraram que essas metodologias sdo confiaveis e
complementares para analises nesta espécie. Diferentemente, BRUTOVSKA
et al. (1998) empregaram tanto a citogenética quanto a CF na avaliagédo da
estabilidade genética de plantulas de H. perforatum regeneradas in vitro. Os
resultados citométricos e cariolégicos, pela contagem de cromossomos,
foram comparaveis, dado a detecg¢ao inequivoca de plantas aneupldides e
mixoploides por ambos os métodos. Ambas as ferramentas, citométrica e
citogenética também sdo indicadas em estudos que envolvam
poliploidizagdo in vitro, com a fungédo de discriminar os diferentes niveis de
ploidia gerados por esta técnica (PINHEIRO et al. 2000, GU et al. 2005).
Nesse sentido, PRACA et al. (2009) aplicaram a CF para detectar
tetrapldides de Solanum lycopersicum efetivamente gerados pelo protocolo
de poliploidizagéo, e a citogenética com o objetivo de confirmar os dados
citométricos. Especificamente a CF tem sido amplamente usada em
associacao a cultura de tecidos, no que diz respeito a indugao de haploides
e duplo-hapldides (ROKKA et al. 1998, ASSANI et al. 2003, LOTFI et al.
2003, FROELICHER et al. 2007)
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5 — CONCLUSOES

Tendo em vista o potencial da aplicabilidade comercial da ferramenta
de ES para produgdo em larga escala de plantulas de C. papaya, os
protocolos de indugdo, maturagdo, regeneragdao e aclimatizagdo in vitro
estabelecidos neste trabalho foram  considerados  adequados.
Especificamente, o sistema liquido e o uso de embrides zigdticos imaturos
como fonte de explante foram eficazes na alta produgdo de embrides
somaticos. Ressalta-se ainda a facilidade e a praticidade em selecionar
embrides somaticos, que se encontram individualizados, quando em meio
liquido.

Por meio da analise de CF, a ocorréncia de variantes somaclonais
entre as pléntulas regeneradas foi verificada, incluindo tetrapldides e
aneuploides. Consequentemente, regenerantes dipldides, de interesse
comercial para a propagacgao clonal em larga escala, foram detectados e
selecionados. Estes resultados reforcam a idéia de susceptibilidade a VS
associada ao cultivo in vitro. Os histogramas de fluxo gerados apresentaram
CVs considerados apropriados para analises citométricas, demonstrando a
confiabilidade desta técnica para o objetivo proposto. Pela citogenética, os
procedimentos de bloqueio mitético, digestdo enzimatica, dissociagao celular
e secagem ao ar em meristemas radiculares de C. papaya resultaram na
obtencdo de cromossomos metafasicos morfologicamente adequados para
montagem do cariograma e, subsequente, andlise das caracteristicas
cromossbmicas estruturais. Por estes cariogramas, foi observado o correto
pareamento dos homdlogos, sem alteracbes cromossOmicas estruturais,
apresentados pelas plantulas diploides.

A alta qualidade das anadlises citométricas e das preparacdes
citogenéticas foram determinantes para uma avaliacdo confiavel e
conclusiva em relagado a estabilidade genética, principalmente em nivel de
ploidia, dos materiais advindos da ES. Em conclusdo, visto que a CF
caracteriza-se por ser uma técnica reproduzivel, eficiente e rapida, esta
apresenta grande potencial e viabiliade para seu emprego em escala

comercial.
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