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RESUMO

VALE, Ellen de Moura; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
Abril de 2013; Andlise protebmica e determinacdo de carboidratos na
embriogénese somatica do mamoeiro (Carica papaya L.). Orientador: Vanildo
Silveira; Conselheiros: Messias Gonzaga Pereira e Gongalo Apolinario de Souza
Filho.

Este estudo teve como objetivo estabelecer um protocolo para a embriogénese
somatica em genoétipos de mamoeiro adaptadas as condicées brasileiras e
comparar a evolucao histomorfolégica, o conteludo de carboidratos e o perfil de
proteinas diferencialmente expressos relacionados com a maturagédo de embrides
somaticos. Para a inducao das culturas, embrides zigodticos, isolados a partir de
sementes de mamao em diferentes estadios de maturacao do fruto (100% verde,
50% amarelo e 100% amarelo) da variedade Golden e da geracao F2 do hibrido
(UENF / CALIMAN 01), foram inoculados em meio de cultura MS suplementado
com diferentes concentragdes de 2,4-D (2,4 - diclorofenoxiacético) (0 uM, 10 uM e
20 uM) e NAA (acido naftalenoacético) (0 uM, 10 uM e 20 uM). Para a maturagéao
dessas culturas, trés coldnias de 300 mg de massa fresca (FM) foram inoculadas
em meio de cultura MS, suplementadas com mio-inositol 0,005% e 3% de
sacarose, em diferentes concentragdes de PEG (polietileno-glicol) (0%, 3 % e
6%). Amostras de 300 mg de todos os tratamentos de maturagcéo foram coletadas
em intervalos de 7 dias para a quantificacdo de carboidratos. A andlise
histomorfoldgica foi realizada com amostras coletadas a cada 7 dias, utilizando-se

culturas do tratamento controle e T2. Ao final de 42 dias de cultivo, amostras de
Vii



300 mg foram coletadas para analise proted6mica das culturas provenientes,
apenas, do hibrido F2 (UENF / CALIMAN 01), elas foram submetidas a extragéo
e, subsequentemente, a eletroforese bidimensional (2-DE). Os géis foram corados
com Coomassie coloidal, digitalizados e analisados, utilizando-se o software
Image Master Platinum v.7, os spots selecionados foram identificados através de
espectrémetro de massa tipo MS / MS (MALDI-TOF/TOF). O meio de cultura com
a maior taxa de inducdo de calos com aspecto embriogénico, para as duas
culturas, foi o meio de cultura MS, suplementado com 20 pyM de 2,4-D; os
embrides obtidos a partir de frutos nos estadios 3 e 5 de maturagcao resultaram
em melhores taxas de inducdo. O PEG foi importante para o processo de
maturacdo, uma vez que o meio MS, suplementado com 6% de PEG (T2),
promoveu uma maior percentagem de maturagdo de embrides somaticos
normais, embora o tratamento controle também tenha promovido a maturacao,
esse promoveu maior desenvolvimento de embrides anormais para ambos os
gendtipos. Na analise histomorfolégica, em ambos os tratamentos, as colbnias
nao apresentavam caracteristicas completamente homogéneas e eram formadas
por um conjunto de células com caracteristicas embriogénicas, regides
meristematicas com células pequenas, isodiamétricas, com citoplasma denso e
nucleo evidente e as células com caracteristicas nao embriogénicas, com células
mais alongadas e dispersas, com grandes vacuolos, sendo esse tipo de célula
mais evidente nas colénias do tratamento controle. Na analise de carboidratos, foi
demonstrado que a glicose e a frutose foram encontradas em concentragcdes mais
elevadas no decorrer do cultivo (28 dias), seguindo 0 mesmo padrao de variacao
em todos os tratamentos e genétipos. Na analise protedmica, foi possivel associar
um padrdo de expressao diferencial de proteinas, com a capacidade de
maturagdo de embrides somaticos em mam&o. Nas amostras de proteinas
soluveis totais, 0 nimero de spots expressos, exclusivamente, em T2 (70) foi um
pouco mais do que o dobro do valor de controle (31), enquanto que 79 spots
estavam presentes em ambos os tratamentos. Foram identificadas 180 proteinas
e agrupadas de acordo com sua funcdo biolégica. As proteinas identificadas
foram principalmente relacionadas a processos celulares e metabdlicas, sendo

mais abundante nas culturas sob estresse hidrico.
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ABSTRACT

VALE, Ellen de Moura, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
April 2013; Proteomic analysis and determination of carbohydrates on somatic
embryogenesis of papaya (Carica papaya L.). Advisor: Vanildo Silveira; Directors:
Messias Gonzaga Pereira and Gongalo Apolinario de Souza Filho.

This study aimed to establish a protocol for somatic embryogenesis in papaya
genotypes adapted to Brazilian conditions and to compare the histomorphologic
evolution, the carbohydrates contents and the protein profile differentially
expressed related to the maturation of somatic embryos. For the induction of
embryogenic cultures, isolated embryos from seeds of the Golden papaya variety
and the F, generation of the hybrid (UENF / CALIMAN 01) were inoculated into
MS medium culture supplemented with different concentrations of 2,4-D (2,4-
dichlorophenoxyacetic acid) (0 puM, 10 pM and 20 pM) and NAA
(naphthaleneacetic acid) (0 uM, 10 uM and 20 uM) at different stages of fruit
ripening (100% green, 50% green and 100% yellow). For the maturation of these
cultures three colonies of 300 mg fresh matter (FM) were collected and inoculated
into MS medium culture supplemented with myo-inositol 0.005% and 3% sucrose,
in varying concentrations of PEG (polyethylene glycol) (0%, 3% and 6%). 300 mg
samples of all treatments were collected at 7-day intervals for the quantification of
carbohydrates. The histomorphologic analysis was performed with samples
collected every 7 days using T2 Control treatment cultures. At the end of 42 days
of harvesting, 300 mg samples were collected for proteomic analysis of cultures

iX



derived only from the F, Hybrid (UENF / CALIMAN 01), were subjected to
extraction and subsequently to two-dimensional electrophoresis (2-DE). The gels
were stained with Colloidal Coomassie, digitized and analyzed using the software
Image Master Platinum v.7, the selected spots were identified by a mass
spectrometry-type MS / MS (MALDI-TOF/TOF). The culture medium with a better
rate of callus induction with an embryogenic aspect, for the two cultures, was the
MS medium supplemented with 20uM of 2,4-D, the embryos derived from fruits
between 3 and 5 stages, resulted in improved rates of induction. The PEG was
important in the process of maturation, since the MS medium was supplemented
with 6% of PEG (T2), which promoted a greater maturation of normal somatic
embryos, although the control treatment has also promoted maturation of a
number of abnormal embryos for both genotypes. In the histomorphological
analysis, in both treatments colonies did not have completely homogeneous
features and were formed by a set of cells with embryogenic characteristics,
meristematic regions with small cells, they were isodiametric, with dense
cytoplasm and evident nucleus and cells with non-embryogenic characteristics,
with more elongated and dispersed cells, with large vacuoles. This lattter type of
cell was most evident in the colonies from the control treatment. In the
carbohydrate analysis, it was demonstrated that glucose and fructose were found
in a higher concentration throughout the harvest (28 days) following the same
variation pattern in all the treatments and genotypes. In proteomic analysis it was
possible to match a pattern on differential expression of proteins with the ability to
mature somatic embryos in papaya. In the soluble protein samples, the number of
expressed spots exclusively in T2 (70) was a little more than twice the amount for
the control (31), whereas 79 spots were present in both treatments. One-hundred
and eighty proteins were identified and grouped according to their biological
function. The proteins identified were mainly related to cellular and metabolic

processes, being more abundant in cultures under water stress.



1. INTRODUCAO

A espécie Carica papaya L., pertencente a familia Caricaceae, é uma
fruteira de grande importancia econémica cultivada, principalmente, nos paises
tropicais e com grande aceitacdo no mercado mundial. O Brasil é, atualmente, o
segundo maior produtor do fruto, tendo produzido, no ano de 2011, um volume de
1,8 milhdes de toneladas de frutos (FAO, 2013).

Um dos fatores de entrave da produtividade do mamoeiro é a producao
de mudas de boa qualidade, pois esta ligada, diretamente, ao potencial de
producéo e a qualidade dos frutos, j& que sua propagacao, embora possa ser feita
assexuadamente através da enxertia, estaquia ou cultura de tecidos, ainda ocorre
via seminifera (Francisco et al., 2010).

Nesse contexto, a micropropagacao eficiente de mamé&o tornou-se
importatante para a multiplicacdo de tipos sexuais especificos de mamao e na
aplicacdo de tecnologias de transformacédo genética (Lai et al., 2000). Um
progresso significativo foi alcangado, usando-se organogénese e embriogénese
somatica (Litz e Conover, 1982; Reuveni et al, 1990; Yu et al, 20083;
Bhattacharya e Khuspe, 2003; Cabral et al., 2008; Tsai et al., 2009; Anandan et
al.; 2012). Entretanto, atualmente, ainda ndo foi estabelecido um protocolo
eficiente de micropropagacao que justifigue o seu emprego em nivel comercial.

Comparativamente as demais técnicas de micropropagacao, a
embriogénese somatica apresenta vantagens: permite a obtencdo de uma grande
guantidade de propagulos (embrides somaticos); o sistema permite um alto grau



de automatizacao, permitindo baixar os custos por unidade produzida, através da
utilizacado de biorreatores; os embrides somaticos podem ser produzidos de forma
sincronizada, com alto grau de uniformizacdo e pureza genética; pode ser
utilizada como uma ferramenta integrada a programas de melhoramento genético,
em especial quando associada as técnicas de criopreservacdo e engenharia
genética (Guerra et al., 1999; Steiner et al., 2008).

Os processos que ocorrem ao longo da embriogénese sao regulados por
inUmeros fatores, como regulacdo enddgena do conteddo de fitorménios,
proteinas, fatores de transcricdo e outras substancias relacionadas com a
embriogénese. Muitos estudos tém sido realizados usando diversas técnicas
experimentais com o objetivo de compreender os mecanismos que controlam
esse processo (lkeda et al., 2006).

Estudos em nivel de proteoma e metabolismo de carboidratos associados
ao desenvolvimento e controle da embriogénese somatica ainda sao esparsos,
embora possam fornecer informacdes importantes sobre a competéncia e grau de
evolugao da morfogénese in vitro. A determinagdo das dindmicas de alteragdes
dos conteudos de proteinas e carboidratos, no desenvolvimento embrionario,
podem culminar na otimizacdo de protocolos e, consequentemente, permitir o
emprego de ferramentas biotecnoldgicas.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi estudar o processo de
inducdo e controle da embriogénese somdtica nas cultivares Golden e
UENF/CALIMAN 01 (Hibrido), por meio da identificagdo de proteinas expressas
diferencialmente e da determinacdo do perfil de carboidratos em culturas
embriogénicas. Tendo como objetivos especificos: 1) determinar os efeitos de
dois reguladores de crescimento, 2,4-D e ANA, na indugdo de -culturas
embriogénicas; 2) determinar os efeitos do PEG na maturagdo de culturas
embriogénicas; 3) determinar as variagdes nos conteudos de proteinas soluveis e
insolUveis, em calos embriogénicos provenientes de diferentes tratamentos de
maturacao; 4) estudar o padrdo de expressao de proteinas, através da interface
2-DE x MS/MS, em calos embriogénicos provenientes de diferentes tratamentos
de maturagdo; 5) caracterizar os diferentes estadios de desenvolvimento dos
embrides somaticos de mamoeiro por meio de analises histomorfoldgicas; 6)
determinar, quantitativa e qualitativamente, os carboidratos sintetizados nas

culturas embriogénicas.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. Mamoeiro

O mamoeiro (Carica papaya L.), membro da familia Caricaceae, € uma
das fruteiras mais cultivadas, e seus frutos um dos mais consumidos nas regiées
tropicais e subtropicais do mundo (Incaper, 2012), onde ela é cultivada em até 32°
de latitude Norte ou Sul, encontrando-se o6timas condicbes para 0 seu
desenvolvimento e produtividade (Schmildt et al., 2005).

Sua producao, no ano de 2011, foi de cerca de 11,8 milhées de toneladas
numa area de 421,51 mil hectares, representando um rendimento de 28,1 t.ha™.
Os cinco paises maiores produtores dessa fruta, no ano de 2011, foram india,
Brasil, Indonésia, Nigéria e México (FAO, 2013) (Tabela 1).

O Brasil, como terceiro maior produtor de frutas do mundo e segundo
maior produtor mundial de mamao, apresentou uma producao de 1,85 milhdes de
toneladas em 2011 (FAO, 2013). O cultivo do mamoeiro € realizado em quase
todo o territério brasileiro, concentrado na Bahia (49,7%) e no Espirito Santo
(30,7%) (IBGE, 2013). As maiores produtividades sdo observadas no Espirito
Santo (79 t.ha™"), Bahia (60 t.ha™") e Cear4 (43 t.ha) (Tabela 2).



Tabela 1. Produgdo mundial de mamao em 2011.

Pais Producao (t) Area Colhida (ha) Participacio (%)

india 4.180.080 104.307 35,3

Brasil 1.854.340 35.531 15,6

Indonésia 958.251 11.055 8,1

Nigéria 705.000 94.000 5,95
México 634.369 14.223 5,35
Outros 3.506.611 162.398 29,7

Total 11.838.651 421.514 100,0

Fonte: FAO, 2013.

Tabela 2. Producéao brasileira de mamao em 2011.

Estados Area Colhida (ha) Producdo (t) Rendimento (Kg/ha)

Bahia 15.264 928.035 60,7
Espirito Santo 7.069 560.576 79,3
Ceara 2.612 112.579 43,1

Rio Grande do Norte 1.991 69.410 34,8
Minas Gerais 1.364 44.948 32,9
Outros 7.231 138.795 19,2

Fonte: IBGE - Produgéo Agricola Municipal.

A cultura do mamoeiro possui grande importancia econdmica,
especialmente devido ao potencial aumento de demanda no mercado
internacional. Segundo Hinojosa e Montgomer (1988), o mamao contém
acucares, vitaminas A, B1, C e niacina, além de ser fonte de calcio (Oliveira et
al., 1994). Dele podem ser extraidos diversos produtos como a papaina e a
carpaina, um alcal6ide utilizado como ativador cardiaco (Oliveira et al., 1994).

O desenvolvimento da cultura tem sido limitado por fatores relacionados a
sexagem, a suscetibilidade a doencas e a falta de métodos comerciais de

multiplicacdo vegetativa (Rajeevan e Pandey, 1986; Almeida et al., 2000).



Embora o mamoeiro possa ser propagado assexuadamente através da
enxertia, estaquia ou cultura de tecidos, sua producdo, ainda, € exclusivamente
seminifera (Francisco et al., 2010). Em funcado dos altos precos praticados no
mercado, muitos produtores optam por produzir suas préprias sementes,
contribuindo, com isso, para que sejam multiplicados e disseminados materiais
genéticos de baixo padrao de qualidade (Alves et al., 2003).

As variedades do mamoeiro podem ser agrupadas em dois grupos
principais: Solo e Formosa (Dias et al, 2011). No grupo Solo, algumas variedades
destacam-se como mais plantadas: Sunrise Solo, Improved Sunrise Solo,
Baixinho de Santa Amalia, Sunrise Golden e Taiwan. No grupo Formosa, as
seguintes cultivares sao cultivadas no Brasil: Tainung n.1 e UENF/CALIMAN 01
(Costa e Pavoca, 2003).

O mamao Golden é uma cultivar brasileira que se originou através de
mutacao natural que foi selecionada por Caliman S/A em Linhares, Espirito Santo
(Pommer e Barbosa, 2009), apresentando caracteristicas agradaveis, como a
docura e vermelhidao da polpa, maciez, menor ocorréncia de machas fisiolégicas
na casca, sabor ndo tdo adocicado e indicativos de vida po6s-colheita superior
(Fabi et al., 2007).

O mamoeiro UENF/CALIMAN 01 é um hibrido nacional, desenvolvido a
partir de progenitores do grupo ‘Formosa’ e ‘Solo’. Esse hibrido permitira ao Brasil
economizar, potencialmente, cerca de US$ 2 milhdes por ano em material
genético importado. Além dessa economia, 0s riscos de introducdo de novas
pragas na cultura, associados a sementes importadas, serdo, substancialmente,

minimizados (Pommer e Barbosa, 2009).

1.2. Biotecnologia aplicada ao Melhoramento de Plantas

O melhoramento de plantas tem uma longa histéria de integracdo com a
biologia e a genética. Desde a pré-historia, ele vem sendo utilizado para a selecéao
de fendtipos viaveis, podendo ser considerado o primeiro exemplo de
biotecnologia em plantas (Moose e Mumm, 2008).

A partir dos anos 70, com o desenvolvimento de técnicas para o cultivo de
células e cultura de tecidos e sua aplicacdo a uma vasta gama de espécies



(Drew, 1997), foi possivel, logo nos anos 80, um grande avango biotecnolégico
com os primeiros relatérios de producao de plantas transgénicas, utilizando-se
agrobacteium. Esse desenvolvimento, em conjunto com os avancos em gendmica
e o0 desenvolvimento dos marcadores moleculares, estabeleceu novas
ferramentas para a criacdo, andlise e manipulacdo do material genético como
também para o desenvolvimento de cultivares melhoradas (Moose e Mumm,
2008).

O emprego de técnicas biotecnolégicas ao melhoramento do mamoeiro
inclui técnicas como a micropropagacao, embriogénese somatica, resgate de
embrides, transformacdo genética, marcadores moleculares (Ashomore e
Drew, 2006; Sun et al., 2011), cultura de anteras, isolamento e cultivo de
protoplastos, selecao in vitro e producao de sementes artificiais (Oliveira et al.,
1996).

Particularmente, a embriogénese somatica apresenta grande potencial
como sistema modelo para estudos de eventos morfoldgicos, fisiolégicos,
moleculares e bioquimicos em plantas superiores, apresentando aplicacdes
biotecnoldgicas, tais como producdo de sementes sintéticas, micropropagacao e
transformacao genética (Castro et al., 2010).

Um exemplo de avango importante oriundo da embriogénese somatica foi
a produgao das primeiras plantas tripldides derivadas da cultura de endosperma
de mamoeiro. Esse protocolo vislumbra a producao de frutos sem semente, em
face da grande preferéncia desse tipo de fruto pelos consumidores (Sun et al.,
2011).

Em mamoeiro, um exemplo da utilizacdo de técnicas biotecnolégicas, em
particular de técnicas de cultivo in vitro, foi um extenso programa de pesquisa
financiado pelo Centro Australiano para a Pesquisa Agricola Internacional
(ACIAR), onde foram desenvolvidas técnicas de hibridagédo interespecifica e
resgate de embrides de mamao e parentes silvestres (Drew et al., 1995). Neste
projeto, foram produzidos hibridos entre C. papaya e C. cauliflora, C. quercifolia,
C. pubescens, C. parviflora e C. goudotiana. Dentre as caracteristicas mais
importantes de espécies silvestres de mamao, incluem-se resisténcia ao virus da
mancha anelar, resisténcia a Phytophthora, alto teor de agucar e as

caracteristicas ornamentais (Drew, 1997).



Em mamoeiro, também ¢é possivel observar projetos com énfase em
transformacao genética, sendo que as principais caracteristicas estudadas sao a
resisténcia ao papaya ringspot virus (PRSV) (Carmo e Souza Junior, 2003),
causador da mancha anelar do mamoeiro, que é a principal doenga que limita o
cultivo da fruta em todo o mundo (Martins, 2003), e a maturacéo tardia dos frutos
(OGTR, 2003)

Em trabalhos de transformacao genética de mamao, utilizando-se tanto a
biobalistica quanto Agrobacterium, verificou-se que a eficiéncia do sistema
utilizado depende do tipo de explante utilizado, sendo os principais tipos de
explantes empregados embrides somaticos ou calos embriogénicos derivados de
embrides zigbticos imaturos e segmentos de hipocétilo de plantas germinadas in
vitro (Carmo e Souza Junior, 2003).

Outro aspecto importante da biotecnologia vegetal foi o desenvolvimento
das técnicas de marcadores de DNA, que trouxeram novos avangos para o
melhoramento genético vegetal de varias culturas. Dentre suas diversas
aplicacoes, estdao os estudos de divergéncia genética em populacbes, a
confeccao de mapas genéticos de ligacao (Ferreira e Grattapaglia, 1988; Pereira
et al., 1994) e o mapeamento de QTLs (Pereira e Lee, 1995), além de ser
ferramenta importante em trabalhos de selegdo assistida por marcadores
(Cattaneo, 2003).

A utilizacdo da Biotecnologia vegetal pode representar uma importante
estratégia para o melhoramento vegetal, podendo contribuir e acelerar o

desenvolvimento de cultivares melhoradas.

2.3. Embriogénese Somatica

Embriogénese zig6tica € um processo complexo e essencial que inicia o
ciclo de vida das plantas superiores. Ela pode ser dividida em duas etapas
principais: a primeira caracterizada pela divisdo celular e diferenciagdo do
embrido e a segunda pela maturacdo do embrido, onde ocorre o acumulo dos
principais compostos de reserva e a preparacao do embrido para a tolerancia a
desidratacdo, dorméncia e germinacao (Sallandrouze et al., 2002 ).



Na natureza, a maioria das espécies reproduz-se via seminifera, cuja
formacao do embrido se inicia na divisdo assimétrica do zigoto, dando origem a
uma célula apical e a outra basal, que dara origem ao embrido globular. O
embrido globular progride morfologicamente até atingir o estadio cotiledonar, onde
ocorre a iniciacdo do primérdio radicular, seguido pelo caule, no caso de nao
monocotiledénea (Almeida, 2007).

A embriogénese somatica € uma técnica de cultivo in vitro, em que células
isoladas ou um pequeno grupo de células somaticas dao origem a embrides
(Tautorus et al., 1991). Esse sistema é utilizado para a propagacdo massal de
plantas elites, apresentando grande potencial, pois possibilita elevadas taxas de
multiplicacdo (Gupta et al., 1993; Santa Catarina et al., 2001).

O primeiro caso de embriogénese somatica in vitrofoi relatado por
Steward et al. (1958), em tecidos de cenoura (Daucus carota L.) (Donato et al.,
2000). A partir dai, essa técnica tem sido utilizada em varias espécies de plantas,
partindo-se de uma grande variedade de explantes, como microsporos,
protoplastos, embrides imaturos, explantes de tecidos e células cultivados in vitro
(Schmidt et al., 1997).

Este processo pode ser dividido em quatro fases: 1) a inducado em meios
de culturas contendo auxinas (mais frequentes) e citocininas (menos frequentes);
2) multiplicagdo em meios contendo auxinas em baixas concentracdes; 3)
maturacdo em presenca de ABA e/ou agentes osmdéticos e 4) germinacdo em
meios de cultura isentos de fitorreguladores (Guerra et al., 1999).

Em mamoeiro, essa técnica foi iniciada por Bruijne et al. (1974),
utilizando-se peciolos como explante. Entretanto, as primeiras plantulas
somaticas s6 foram regeneradas em 1977, utilizando-se entrendés como explantes
(Yie e Liaw, 1977). Esses primeiros trabalhos j& demonstravam que a auxina era
fundamental para o inicio e subsequente crescimento de calos. A partir dai,
diversos trabalhos vém sendo realizados no intuito de desenvolver um protocolo
eficiente e que permita sua utilizacéo a nivel comercial.

Com esse propésito, diversas fontes de explante ja foram testadas em
mamoeiro, como: peciolo (Bruijne et al., 1974); entrend (Yie Liaw, 1977); raizes
(Arora e Singh, 1978; Chen et al., 1987; Lin e Yang, 2001); évulos (Litz e
Conover, 1980, 1981, 1982 e 1983); hipocotilo (Fitch, 1993); epicétilo (Consoli et
al., 1995); mas o embrido zig6tico tem sido o explante mais utilizado (Fitch et al.



1990; Magdalita et al. 2002; Bhattacharya e Khuspe, 2003; Farzana et al., 2008;
Anandan et al., 2012; Azad et al., 2012).

Diversos fatores podem afetar o sistema de cultura in vitro de mamoeiro,
tais como o sexo, clone, idade da planta, época de coleta dos explantes, tipo de
explante, infecgbes sistémicas, além de fatores relacionados a composicao do
meio de cultivo e as condi¢cdes de cultura (Oliveira et al., 1996; Almeida et al.,
2000).

Na embriogénese somatica, o estadio de desenvolvimento dos embrides
zigébticos utilizados como fonte de explante € fundamental para a expressao de
seu potencial morfogenético (Chalupa, 1999; Santa Catarina et al.,, 2001). A
germinagéao in vitro de embrides zigoticos imaturos e maduros pode ser utilizada
para o resgate de embribes em programas de conservacdo e melhoramento
genético, na recuperacao de hibridos de cruzamentos incompativeis e, também,
como fonte de explante para a cultura de tecidos (Zhang e Lespinasse, 1991;
Mortiz et al., 2009).

Os reguladores de crescimento sdo considerados os principais fatores
responsaveis pelo desencadeamento da resposta morfogenética induzida in vitro,
inclusive da embriogénese somatica (Gaj et al., 2006)

A auxina é considerada o fitorregulador mais importante na regulacao da
embriogénese somatica in vitro (Cooke et al.,1993). Sua presenca continua induz
a sintese de proteinas necessarias para iniciar a formagdo do embriao somatico
até o estagio globular e inibir a sua diferenciacdo para os demais estagios de
desenvolvimento embrionario (Zimmerman, 1993).

Em geral, a fase de maturagéo ocorre com a retirada da auxina do meio e
a adicdo de promotores de maturacao. Como produtos desse segundo ciclo, sdo
obtidos embrides somaticos maduros passiveis de germinacao in vitro e ex vitro
ou que podem, ainda, ser utilizados para producdo de sementes sintéticas
(Steiner et al., 2008).

As principais substancias promotoras de maturagdo sao o acido abscisico
(ABA); agentes osméticos, como polietilenoglicol (PEG), carboidratos e hexitois e
carvao ativado (Thorpe, 1995; Lakshmanan, 2006).

A adicdo de ABA ao meio de cultura, durante a maturagdo, provoca
mudancas na morfologia, no padrao de expressao génica e no metabolismo de
substancias de reserva (Salajova et al., 1999), contribuindo, assim, para a
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promoc¢ao do desenvolvimento normal dos embrides somaticos e sua conversao
em plantula em varias espécies (Stasolla e Yeung, 2003).

O PEG é um agente osmoético nao plasmolizante, que ndo penetra nas
células vegetais (Svobodova et al., 1999); a adicdo desse agente osmotico ao
meio de cultura reduz a disponibilidade de agua, simulando as condi¢cdes do
desenvolvimento zigético , promovendo a histodiferenciacdo do embrido (Stasolla
e Yeung, 2003).

Estudos com diferentes espécies demonstram um aumento na quantidade
e na qualidade dos embrides somaticos quando o meio de cultura utilizado na
maturacdo continha ABA e PEG (Klimaszewska e Smith, 1997; Guerra et al.,
2000).

Os carboidratos, como sacarose e maltose, atuam como fonte de carbono
e, também, como agentes osméticos plasmolisantes (Shoji et al., 2006). Sua
quebra disponibiliza a glicose que é, rapidamente, assimilavel pelas células
vegetais (Salajova et al., 1999).

O carvao ativado, também, vem sendo utilizado com frequéncia para
otimizar ou regular o crescimento de plantas in vitro (Lameira et al., 1997). O seu
efeito benéfico é atribuido a adsorcao de compostos fendlicos (Perera et al.,
2008) e ao excesso de fitormdnios, vitaminas, etileno (Van Winkle et al., 2003) e
demais substancias que podem comprometer o crescimento vegetal.

Estudos em nivel de proteoma e metabolismo de carboidratos associados
ao desenvolvimento e controle da embriogénese somatica podem fornecer
informagdes importantes sobre a competéncia e grau de evolucao da
morfogénese in vitro e suas dinamicas de alteragdes no desenvolvimento

embrionario.

2.4. Analise protedmica na embriogénese

Atualmente, a seguranca alimentar e os problemas relacionados a ela tém
sido um dos temas mais discutidos em todo o mundo. Nos ultimos anos, a
associacdo do melhoramento de plantas a biotecnologia agricola vem
proporcionando grandes avancos nessa area, principalmente relacionados ao

aumento de produtividade, resisténcia a doencas e ganho nutricional. Entretanto,
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novas abordagens devem somar-se a elas no intuito de buscar a resolugéo
desses problemas (Agrawal et al., 2013).

Nesse contexto, a protedbmica tem um grande potencial para gerar novos
avancos, ja que atende a abordagens como: estudo de plantas nao-modelo,
biocombustiveis, estresses bidticos e abibticos, tecnologia pds-colheita, analise
de alimentos, culturas geneticamente modificadas e alérgenos (Agrawal et al.,
2013).

O termo proteoma foi cunhado para descrever todas as proteinas
expressas em uma determinada célula, tecido ou organismo (Wasinger et al.,
1995). Essa tecnologia permite a analise global dos produtos dos genes em varios
tecidos e estados fisiol6gicos de células (Park, 2004).

Os estudos em protedbmica apresentam quatro importantes justificativas:
1) a funcao génica é levada a “agao” pelas proteinas; 2) a maior parte dos genes
identificados ndo tem nenhuma funcao conhecida; 3) a informacéo obtida usando
transcriptoma é incompleta, reflexo das modificagbes pds-traducionais e das
interagGes proteina-proteina e 4) a correlagdo entre mRNA e niveis de proteinas é
baixa (Jorrin et al., 2006; Dias et al., 2009).

A pesquisa em protedmica vegetal, ainda, € pouco desenvolvida, quando
comparada a area das humanas, tendo como principais espécies de estudo
Arabidopsis, arroz e trigo (Foster et al., 2006; Godoy et al, 2006). Embora a
eletroforese bidimensional seja um processo relativamente trabalhoso e
demorado, a principal estratégia de analise protedmica em plantas consiste na
separacdo das proteinas através de eletroforese bidimensional em gel de
poliacrilamida (2-DE), selecdo das proteias no gel, digestdo e posterior
identificacdo das proteinas por espectrometria de massas e cruzamento com 0s
bancos de dados disponiveis (Canovas et al., 2004; Dias et al., 2007; Takac et al.,
2011) (Figura 1).
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Figura 1. Etapas da analise protedmica em plantas, utilizando-se a plataforma 2-DE.

Diversos estudos sobre o desenvolvimento das plantas vém sendo
realizados, sendo a embriogénese, maturacdo de sementes e germinacao os
processos de desenvolvimento mais estudados, com trabalhos ja publicados em
Oryza sativa, Arabidopsis thaliana, M. truncatula, Zea mays, Brassica napus e
Fagus sylvatica (revisao de Jorrin-Novo et al., 2009). Esses estudos tém fornecido
informagdes importantes acerca das proteinas envolvidas nesses processos
(Figura 2).

Em culturas de tecidos vegetais, o nivel endégenos de hormonios é
artificialmente modificado para dirigir, especificamente, o destino celular. O uso de
protebmica em sistemas de cultura de tecidos pode ajudar a detectar proteinas
que sao reguladas por hormoénios (Takac et al., 2011).



13

Desenvolvimento da Planta

Divisdo Celular

APX, DHAR, PR-10, HSPs, MnS0OD
tubulin, myosin, ADF2, annexin

cysleine prolease,
putative cysteine protease inhibitor

Alongamento Celular

HSPA0, HSPTO-interacting protein
tubulin, actin, profilin, annexin, TFC-A

Ras-related protein, SMFT,
GDP dissociation inhibitor

Embriogénese zigitica 1
HSPTO . !

actin

starch synthase Il ADH, MDH

Emb riogenasse somabcs \

APX, DHAR, MnS0D, GST, GPX

tubulin, Annexin Kl
< -

profiferating cell nuclear antigan 2 t
putalive DRET 102

Figura 2. Proteinas mais representativas para diversos processos do
desenvolvimento da planta identificadas em experimentos de prote6mica. APX =
ascorbato peroxidase, Dhar = dehydroascorbatereductase, PR-10 = relacionadas
a patogénese proteina 10, MnSOD = manganés superdxido dismutase, HSP =
proteina de choque térmico, ADF2 = fator de despolimerizacao de actina 2, TFC-A
= A tubulina formando cofactor, proteina SNF7 = encontrados em sacarose nao
fermentadores, ADH mutante alcool desidrogenase, MDH = malato
desidrogenase, GST = glutationa transferase, GPX = glutationa peroxidase,
MDAR monodehyroascorbate = redutase, CPN-60 = chaperonina 60. (Adaptado
de Takac et al., 2011).

Com isso, a identificacdo de proteinas diferencialmente expressas
durante o desenvolvimento vegetal configura-se como um potente marcador
molecular do metabolismo em plantas, podendo fornecer informacdes sobre o
monitoramente e compreensao de diferentes respostas bioldgicas (Gifford, 1988;
Campalans et al., 2000; Garello et al., 2000).

Um dos maiores entraves ao avanco da protedmica em plantas é a falta
das sequéncias de DNA gendémico ou de Expressed sequence tag (ESTs),

existindo, apenas, informagdes para poucas espécies. A atualizacao e expansao
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dos bancos de dados com um maior numero de espécies facilitaria a identificagéo
das moléculas por espectrometria de massas (Silveira et al., 2011).

O mamoeiro, cujo genoma foi sequenciado em 2008, apresenta-se como
um excelente sistema para estudos de gendémica funcional e proteémica, por
possuir um genoma relativamente pequeno distribuido em nove cromossomos
(Ming et al., 2008).

Portanto, estudos dessa natureza podem fornecer informacdes para o
desenvolvimento de marcadores para a embriogénese somatica, relacionando,
assim, os estagios embriogénicos e suas alteracbes nos perfis protéicos com o
desenvolvimento embrionario (Campalans et al., 2000).

2.5. Determinacao de carboidratos durante a embriogénese

somatica

O desenvolvimento embrionario envolve distintos, porém integrados
processos, como mitose, estabelecimento de polaridade, diferenciacdo celular,
sintese de metabdlitos complexos e estoque de substancias de reserva (Pescador
et al., 2008).

Os niveis de agUcares solluveis, tais como glicose e sacarose, sao
conhecidos por regular os processos de desenvolvimento, abrangendo desde o
desenvolvimento do embrido até a senescéncia (Gibson, 2005). Eles podem atuar
como moléculas de sinalizacdo e/ou como reguladores da expressdao génica
(Eveland e Jackson, 2012).

Na embriogénese somatica, a variagdo dos carboidratos sollveis e do
amido podem fornecer informacdes importantes sobre a conversdo de embrides
somaticos em plantulas (Pescador et al., 2008).

O acumulo adequado de reservas, como carboidratos sollveis, amido e
proteinas, afeta a embriogénese somatica, sendo crucial para a retomada do
desenvolvimento apds a obtengdo de embrides cotiledonares (Chanprame et al.,
1998; Mengarda et al., 2009). O acumulo desses compostos, segundo Hoekstra e
Golovina (1999), pode ser responsavel pela protecdo das células embrionarias
durante a dessecacdo, substituindo a agua na manutencdo de estruturas
hidrofilicas, evitando a formacédo de cristais intra e intercelulares. Eles também
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sdo importantes na formacdo do embrido, atuando como sinalizadores do
processo morfogenético (Lou et al., 1996; Mengarda, 2009)

A presenca de carboidratos no meio de cultura é fundamental para o
desenvolvimento regular dos explantes na formacao e desenvolvimento de raizes
adventicias, pois essas ndao sado estabelecidas com facilidade para diversas
plantas, ja que a inducdo e crescimento das mesmas Sao processos que
requerem muita energia (Custodio et al., 2004).

A utilizagdo de calos de mamao fornece, entdo, um modelo experimental
apropriado para a caracterizacao qualitativa e quantitativa do metabolismo de
carboidratos em calos embriogénicos e ndo embriogénicos, e a identificacdo de
possiveis marcadores bioquimicos para a embriogénese, conforme estudado em

outras espécies (Martin et al., 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Inducao das Culturas

Para introducdo das culturas in vitro, foram utilizadas sementes de frutos
em diferentes estadios de maturacao, (0, 3 e 5), respectivamente, completamente
verdes, 50% amarelos e 100% amarelos, da cultivar Golden e hibrido
UENF/CALIMAN 01 (UCO01).

Para determinacdo da melhor condicdo de meio de cultura, foram
utilizados embrides zigdticos de mamao no estadio 0 de maturacéo do fruto para
as linhagens Golden e UC01. Os frutos foram desinfestados por 2 min em etanol
70% e 30 min em agua sanitaria comercial 50%, seguido de trés lavagens com
agua destilada e autoclavada. Em camara de fluxo laminar, as sementes foram
individualizadas e os embrides isolados para serem utilizados como explante. Os
embrides isolados foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo
10 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), acrescidos de
vitaminas, sacarose (20 g.L"), phytagel® (2,0 g.L") e suplementados com
diferentes concentragdes de 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) (0 uM, 10 uM e
20 uM) ou ANA (acido naftalenacético) (0 uM, 10 uM e 20 uM). O pH foi ajustado
para 5,8 e os meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 15 min. Apés a
inoculacdo dos explantes, os tubos de ensaio foram mantidos em estufas de

crescimento com temperatura de 25 = 1°C, no escuro, durante, aproximadamente,
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45 dias. Foram utilizadas trés repeticdes formadas por 10 tubos de ensaio para
cada tratamento.

A partir dos resultados desse primeiro experimento, foi realizado um novo
ensaio a fim de determinar o efeito do estadio de desenvolvimento embrionario na
inducdo das culturas. Foram utilizados trés estadios diferentes de maturagéo do
fruto (0; 3 e 5) para as linhagens Golden e hibrido, fixando a concentragdo de 20
UM de 2,4-D ou ANA, que apresentaram os melhores resultados no experimento
anterior. O pH foi ajustado para 5,8 e os meios de cultura foram autoclavados a
121°C por 15 min. Apds a inoculagdo dos explantes, os tubos de ensaio foram
mantidos em estufas de crescimento com temperatura de 25 + 1°C, no escuro.
Cada tratamento foi constituido por 5 repeticées formadas por 10 tubos de ensaio.
Ap6s 30 dias, foram avaliados a porcentagem de indugéao e o diametro dos calos
induzidos.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as meédias

comparadas pelo teste SNK a 5%, utilizando o programa SAEG v. 9.1.

3.2. Maturacao das culturas embriogénicas

As culturas induzidas para os genoétipos Golden e UCO01 foram
submetidas a quatro ciclos de repicagem com intervalos de 21 dias, para a
multiplicacdo, e, posteriormente, foram transferidas para os tratamentos de
maturacao. Foi utilizado o meio de cultura MS suplementado com mio-inositol
0,005% e sacarose 3%, variando na concentracaéo de PEG MW 3350
(polietilenoglicol) (0%, 3%, 6% e 9%) (Tabela 3). O pH foi ajustado para 5,8 e os
meios de cultura foram autoclavados a 121°C por 15 min.

Foram utilizadas quatro repeticbes por tratamento, sendo cada uma
composta pela inoculacdo de trés colbnias de 300 mg de MF e uma placa de
Petri, contendo 20 mL de meio de cultura do respectivo tratamento.
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Tabela 3. Tratamentos para a maturacdo dos calos de mamoeiro.

Tratamentos PEG (%)
Controle 0
T1 3
T2 6
T3 9

As placas de Petri foram, entédo, incubadas em camara de crescimento a
25°C, em um regime de 16h no claro e 8h no escuro por 42 dias, repicando o
material a cada 21 dias. Foram avaliados a porcentagem de maturacdo, o
incremento de matéria fresca € o nimero de embrides maduros ao final dos 42
dias e a contagem do numero de embrides somaticos por estadio de
desenvolvimento a cada sete dias até o 28° dia de cultivo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as meédias
comparadas pelo teste SNK a 5%, utilizando o programa SAEG v. 9.1.

Amostras de 300 mg de matéria fresca foram armazenadas a —20° C para

eletroforese de proteinas e determinacao de carboidratos.

3.3. Germinacao dos embridoes somaticos

Para germinacao dos embrides somaticos, foi preparado um meio MS
suplementado com 3% de sacarose, 5,5 g/L de mio-inisitol e 7g/L de Agar de
acordo com Clarindo et al. (2008). Foram utilizados fracos de 240 mL de
capacidade, contendo 30 mL de meio de cultura. Em cada frasco, foram
inoculados cinco embrides maturados em cada e estes foram mantidos em

camara de crescimento a 25°C, em um regime de 16h no claro até a germinagao.

3.4. Analise histomorfoldgica das culturas

As analises histomorfolégicas foram conduzidas para amostras de calos

embriogénicos dos gendtipos Golden e UCO01 para amostras coletadas em
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intervalos de 7 dias ao longo do experimento de maturagdo para os tratamentos
Controle e T2.

As amostras foram fixadas em solucdo aquosa, contendo gluteraldeido
(2,5 %) e formaldeido (4,0 %) diluidos em tampao cacodilato de sédio (0,1 M) pH
~7,2, sob temperatura ambiente, durante 24 h. Ap6és lavagem por 45 min em
tampao cacodilato de so6dio (0,1 M) pH ~ 7,2, as amostras foram submetidas a
séries etandlicas crescentes (30, 50, 70, 90 e 100 %), por trés vezes de 1 h em
cada etapa. Em seguida, as amostras foram infiltradas com historesina (Leica) e
etanol 100% (1:1; v/v) por 12 h, seguido de resina 100% por 24 h.

As amostras foram emblocadas em historesina, e cortes de 3 a 5 ym de
espessura foram obtidos em micrétomo (Leica) e corados com solugcao aquosa de
azul de toluidina (1,0%). As laminas foram observadas em microscopio éptico
Axioplan ZEISS (Carls Zeiss, Jena, Germany), adaptado com camera digital
AxioCam MRc5 para captura de imagens e software AxioVisionLE versao 4.8

(Carls Zeiss, Jena, Germany) para analise das imagens.

3.5. Determinacao de carboidratos

Amostras de calos embriogénicos dos genétipos Golden e UC01 foram
coletadas em intervalos de 7 dias ao longo do experimento de maturacédo para
determinacdo dos conteudos endoégenos de carboidratos, em todos os
tratamentos. A metodologia utilizada para a determinacdo de carboidratos foi
baseada na proposta por Filson et al (2009), com modificacdes.

Para a determinacédo dos carboidratos, foram utilizadas amostras de 300
mg de MF de calos de mamao que foram maceradas com a adi¢cdo de 1 mL de
solucdo de extracdo composta por etanol (ETOH) 80%, polivinilpolipirrolidona
(PVPP) a 3% (p/v) e acido ascérbico 1% (p/v) a 4 °C. Apds a maceracao, a
amostra foi agitada, brevemente, em vortex, e os microtubos foram levados ao
banho-maria a 70°C por 90 min.

Apbs a retirada dos microtubos do banho-maria, os mesmos foram
centrifugados a 12000g por 10 min, sendo procedida a coleta e o armazenamento
do sobrenadante e ressuspendido o pellet em 1 mL de solucdo de extracéo,
resubmetida a centrifugacdo nas mesmas condicdes anteriores. Os
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sobrenadantes resultantes foram adicionados aos provenientes da primeira
centrifugagcdo e armazenados a -20°C. Os carboidratos foram identificados e
quantificados por HPLC, usando-se um detector de espalhamento de luz (ELSD-
LT Il), com a seguinte configuracao do detector: temperatura de 40 °C; pressao de
N> em 350 mPa, com ganho 9 e filtro 4.

A coluna utilizada, que representa a fase estacionaria (FE), foi uma
coluna Prevail Carbohydrate ES 5 um (250 x 4,6 mm), com uma pré-coluna do
tipo Prevail Carbohydrate ES 5 um (7,5 x 4,6 mm), sendo a temperatura do forno
de colunas mantida a 25°C.

Como solventes, que representam a fase mével (FM), foram utilizados:
Agua Milli'Q, como solvente A, e acetonitrila 100%, como solvente B, sendo
ambas as solugdes submetidas a filtragao prévia, em filtros de 0,2um. A corrida foi
realizada em gradiente isocratico ajustado para 85% de solvente B durante 50
min. O fluxo de corrida foi determinado em vazéo de 1 mL.min™.

As éareas e tempos de retencdo dos carboidratos glicose, frutose e
sacarose foram avaliados por comparacdo com padrbes em diferentes

concentragoes.

3.6. Analise Proteomica

As andlises protedbmicas foram conduzidas para amostras de calos
embriogénicos da populacdo UCO01, coletadas ao final de 42 dias de cultivo do
experimento de maturagcdo dos tratamentos Controle e T2. A etapa de
espectrometria de massas foi realizada em parceria com a FIOCRUZ, mediante
colaboragdes previamente estabelecidas.

3.6.1. Preparo da amostra — Extracao proteica

Extratos proteicos foram preparados em triplicatas biol6gicas (300mg FM)
para cada tratamento de maturacao. As proteinas sollveis foram extraidas a partir
dessas culturas, de acordo com o método descrito por Santa-SC et al. (2006). As

proteinas foram extraidas com um tampéo de fosfato (pH 7,5), contendo 50 mM
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de fosfato de sodio dibasico, 10 mM de 2-mercaptoetanol e 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonilo (PMSF). Os sobrenadantes foram transferidos para microtubos
claros, e as proteinas foram precipitadas por duas vezes, em gelo, durante 30
minutos, em &cido tricloroacético (10%), e lavaram-se trés vezes, com acetona
fria. Finalmente, as proteinas foram re-suspensas e concentraram-se em 0,5 mL
de tampéao de ureia / tioureia, com adicao de 0,5% de gradiente imobilizados
(IPG) em solucao tampao de pH (pH 4-7) (GE Healthcare), em vez de Pharmalyte.
A concentragao de proteina foi estimada por 2-DQuantKit (GEHealthcare).

3.6.2. Eletroforese Bidimensional (2-DE)

Para a realizacdao da eletroforese bidimensional (2-DE), aliquotas de
proteina (500 pg) foram precipitadas com TCA (&cido tricloacético) 10%.

O pellet resultante foi ressuspendido em 375 pL de tampao de reidratagao
composto por ureia (7M), tioureia (2M), CHAPS (2%), IPG Buffer (0,5%), azul de
bromofenol (0,002%) e DTT (1%) (Balbuena, 2009).

A focalizacao isoelétrica (IEF) foi conduzida numa unidade IPGPhor 3
(GE HealthCare). Foram utilizadas tiras de gel IPG de 18 cm, com gradientes de
pH 4-7. A reidratacdo da tira de gel IPG (strip) e o carregamento da amostra
foram realizados, simultaneamente, com a aplicagdo direta das amostras
solubilizadas no tampao de reidratagao.

A reidratacao da tira de gel IPG foi conduzida por 12 h, a 20°C. A IEF foi
configurada de acordo com recomendacdes do fabricante.

Antes do inicio da segunda dimensao, as tiras de gel IPG foram reduzidas
(125 mM ditiotreitol) e alquiladas (125 mM iodoacetoamida).

A segunda dimensao foi conduzida num sistema Protean Il Xl cell (BIO-
RAD®), com a utilizagdo de uma fonte modelo Power Pac Universal (BIO-RAD®),
para geracao de corrente elétrica, onde cada tira de gel foi disposta,
horizontalmente, na extremidade superior do gel de poliacrilamida 12% e a
separagao eletroforética foi conduzida com corrente constante por gel de 12,5 mA
nos primeiros 30 min e 25 mA até atingir o final da corrida.

As proteinas foram visualizadas pela coloracdo com Coomassie coloidal
proposta por Neuhoff et al. (1985).
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3.6.3. Analise de imagens

Os géis corados foram digitalizados e analisados no programa Image
Master Platinium v.7.0 (GE Healthcare®). Foram utilizados géis em triplicata para
cada amostra biolégica. A autenticidade e o contorno de cada spot de proteina
foram validados por inspecéao visual e editados quando necessario. A identificagéo
e selecao de proteinas expressas diferencialmente foram obtidas através de
analises comparativas dos diferentes géis. Apds a digitalizacdo, os géis foram
desidratados através da incubagdo em solucédo 3% de glicerol e 30% metanol por
12h e posterior secagem e imobilizacdo em papel celofane hidrofilico para serem

utilizados, posteriormente, na identificagado de massas.

3.6.4. Identificacao de proteinas

Apo6s a andlise dos géis no software Image Master Platinium v.7 (GE
Healthcare®) e selecdo dos spots, os mesmos foram excisados dos géis e
cortados em pedagos menores de, aproximadamente, 1 mm? Os spots
selecionados foram digeridos com tripsina de acordo com a metodologia proposta
por Silveira et al. (2008). Apds a excisao, os spots foram submetidos a adicao de
350 uL de agua por 5 minutos, procedendo-se a remocgao da agua e adicdo de
190 pL de acetonitrila por 20 minutos. Decorrida essa etapa, retirou-se o excesso
de acetonitrila, e iniciou-se a secagem no Speed vac Plus - SC210A —Savant, por
15 minutos. Apds a secagem, adicionou-se 15 pL de uma solucao de tripsina
(Promega, Madison, WI) com uma concentracéo final de 33 ng/uL, a fim de que a
mesma cobrisse 0s pedacos de gel e permanecesse em contato com os pedagos
de gel por 60 minutos, sob banho de gelo. Ap6s esse periodo, removeu-se 0
excesso de tripsina e iniciou-se a incubacao em banho-maria a 58°C por 30
minutos.

Decorrida a digestao pela acao da tripsina, adicionaram-se 30 ul de uma
solugédo de acido férmico 5%/acetonitrila 50%, sendo a mesma vortexada por 20
seguntos, ultassonicada por 10 minutos e, novamente, vortexada por 20
segundos. Esse procedimento foi repetido a fim de que, ao final do mesmo, fosse
obtida uma solucdo de peptideos, que foi concentrada em Speed Vac até o
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volume aproximado de 10 pL. Os peptideos contidos na solucéo resultante foram
concentrados e dessalinizados com o uso de ponteiras do tipo Zip Tip C18
(Millipore®) anteriormente a espectrometria de massas.

Com a obtencdo da amostra concentrada e dessalinizada da solucao de
peptideos, procedeu-se a preparacao para analise por espectrometria de massas.
Para a identificacdo das sequéncias de peptideos por espectrometria de massas,
foram aplicados 0,3 pl de amostra e 0,3 pl de matriz (Acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico-Sigma®), sendo a leitura das amostras realizada no
Espectrometro de Massas do tipo MS/MS (MALDI-TOF/TOF) - AB SCIEX TOF-
TOF 5.800 (Applied Biosystems®).

As sequéncias de peptideos obtidas foram submetidas a analise in silico
no programa MASCOT (www.matrixscience.com), para a identificacdo de
proteinas. A lista de peptideos foi pesquisada, usando-se as bases de dados de
proteina NCBI (National Center for Biotechnology Information) e SwissProt (Swiss
Institute of Bioinformatics).

A classificacdo funcional e determinacdo da funcdo molecular das
proteinas, identificadas pelo programa MASCOT, foram obtidas com a utilizacao
do programa Blast2go (www.blast2go.com), utilizado com os pardmetros descritos

na tabela 4.



Tabela 4- Paradmetros utilizados do programa Blast2go.

Parametros Blast2go Configuracao utilizada

Blast configutarion

Blast Sever URL http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi
Blast DB swissprot
Number of Blast Hits 5
Blast ExpectValue 1.0E-10
Blast Program blastp
Blast Mode QBlast- NCBi
HSP Length Cutoff 33
Annotation Configuration
E-Value- Hit-Filter 1.0E-6
Annotation Cutoof 55
GOWeight

HSP-Hit-Coverage Cutoff

Graph drawing Configuration

SEQ.Filter ~ for  Molecular 5
Function

SEQ.Filter for for Biological 3
Process

Node Information Node score
Mode of graph-couloring byScore
Score alpha 0.6

Node Score Filter 0

24
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4. RESULTADOS

4.1. Inducao das culturas embriogénicas

Buscando uma melhor compreensao acerca das condigdes necessarias
para o desenvolvimento de culturas embriogénicas de mamoeiro, realizaram-se
dois experimentos de indugéo.

No primeiro experimento, foram testados os efeitos das auxinas 2,4-D e
ANA em diferentes concentracdes, na inducao de culturas embriogénicas dos
gendtipos Golden e UC01. Como resultado, observou-se que, ap6s a primeira
semana de inoculacao dos embriées zigoéticos, houve o inicio da desdiferenciacéo
e formacdo de calos, que apresentaram caracteristicas diferentes para os
reguladores de crescimento testados. Os calos provenientes de meio
suplementado com 2,4-D apresentaram coloragcdao amarelo claro e aspecto friavel
enquanto os calos do tratamento com ANA apresentaram coloracdo branca
translucida de aspecto esponjoso e néo friavel (Figura 3).

Para o gendtipo Golden, foram observadas diferencas significativas
(P<0,05) na inducdo dos calos entre as concentracfes de reguladores de
crescimento, sendo as concentragdes 20 uM de 2,4-D; 10 uM e 20 uM de ANA as
que apresentaram maiores taxas de inducao de calos, com 80,0; 83,3; e 73,3%,
respectivamente (Tabela 5). Nao foram observadas diferengas significativas para
as variaveis diametro e matéria fresca dos calos (Tabela 5).



26

Para o hibrido, houve diferencas significativas (P<0,05) para todas as
variaveis analisadas. A variavel taxa de indugédo apresentou entre 73,3% e 100%
de inducéo para todos os tratamentos, com excecao do tratamento controle, que
obteve, apenas, 13,3% de inducao (Tabela 5). Para a variavel didametro dos calos,
os melhores indices foram alcancados nas concentracées de 10 uM e 20 uM de
24-D e 20 pM de ANA; ja para a varidvel matéria fresca, as melhores
percentagens foram alcangadas nas concentracées 10 uM e 20 uM de 2,4-D
(Tabela 5).

Embora os tratamentos com a presenca de ANA tenham alcangado altas
taxas de inducgdo, entre 73 e 100% para os dois gendtipos testados, as culturas
provenientes desse tratamento apresentavam caracteristicas ndo embriogénicas,
caracterizadas por calos compactos, coloracdo branco translicido e com a

formacao de raizes (Figura 3).

Tabela 5. Taxa de inducao, Diametro e Matéria fresca de calos dos gendétipos
Golden e hibrido submetidos a diferentes concentracbes de 2,4-D (2,4
diclorofenoxiacético) e ANA (acido naftalenoacético).

Genétipo Tratamentos Inducao (%) Diametro (mm) Matéria fresca (mg)

Controle 16,7 c 3,3a 33,5a
10 uM - 2,4-D 36,7b 34a 38,6 a
Golden 20 uM -2,4-D 80,0 a 3,3a 46,3 a
10 uM — ANA 83,3 a 29a 33,5a
20 uM — ANA 73,3 a 26a 214 a
Média 58,0 3,1 34,6
C.V. (%) 16,2 17,1 35,4
Controle 13,3b 3,0c 39,0c
10 uM - 2,4-D 73,3 a 7,0a 148,8 b
uco1 20 uM -2,4-D 96,7 a 7,6 a 260,2 a
10 uM — ANA 90,0 a 3,6¢C 719c
20 uM — ANA 100,0 a 55b 24,8 c
Média 74,7 5,3 108,9
C.V. (%) 16,3 13,3 21,7

Médias seguidas pela mesma letra nao diferem, significativamente, entre si de
acordo com o teste de SNK (P<0,05) n=3.
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Figura 3. Aspecto morfolégico de calos induzidos em
mamoeiro cv. Golden. A) Calo proveniente de meio acrescido
de 2,4-D. barra 9 mm, B) Calo proveniente de meio acrescido
de ANA.

No segundo experimento de indugdo, manteve-se constante a
concentracao das auxinas (20 uM) no meio de cultura, e foram testados os efeitos
do estadio de desenvolvimento de embrides zigbticos provenientes de frutos em
diferentes estadios de maturagéo, na inducao de calos de mamoeiro.

Nesse experimento, verificou-se que os gendtipos testados responderam
de forma diferenciada aos tratamentos. Quando se avaliou a relacdo entre a
maturacdo dos frutos e os reguladores de crescimento na taxa de indugdo do
genotipo Golden verificou-se que os explantes provenientes dos frutos em estadio
3 e 5 obtiveram as melhores taxas de indugdo para ambos os reguladores
testados. Para as variaveis didametro e matéria fresca, os maiores indices foram
alcancados em meio suplementado com ANA (Tabela 6).

Para o gendtipo UC01, nao houve diferencas estatisticamente
significativas para a taxa de indugcdo dos calos, entretanto essas taxas foram
altas, entre 94 e 100%, sendo significativas, apenas, para diametro e matéria
fresca dos calos, onde os frutos em estadio 3 e 5 apresentaram as maiores
médias para ambos os reguladores testados (Tabela 6).
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Tabela 6. Taxa de indugdo, didametro e matéria fresca de calos das linhagens
Golden e UCO01 sob o efeito de diferentes reguladores de crescimento e estadios
de maturagao do fruto de mamoeiro.

Estadio de Maturacao do Fruto

Genotipo Tratamentos 0 3 5 Médias
Inducao (%)

2,4-D 78,0Ba 100,0Aa 100,0Aa 92,6
Golden

ANA 82,0Ba 92,0Aa 96,0Aa 90,0
UCO1 2,4-D 94,0Aa 96,0Aa 96,0Aa 95,3

ANA 94,0Aa 100,0Aa 100,0Aa 98,0

Diametro (mm)

2,4-D 4,0Ab 5,4Ab 4,5Ab 4,6
Golden

ANA 7,4Ba 10,5Aa 9,4Aa 9,1

2,4-D 2,8Cb 8,8Ab 8,6Ab 6,7
ucCo1

ANA 2,7Cb 18,8Aa 13,0Ba 14,4

Matéria fresca (g)

2,4-D 0,03Bb 0,1Ab 0,1Ab 0,1
Golden

ANA 0,9Aa 0,7Aa 0,8Aa 0,8

2,4-D 0,1Bb 0,4Ab 0,3Ab 0,3
uco1

ANA 0,2Ca 2,3Aa 1,3Ba 1,6

Médias seguidas na mesma letra mailscula na horizontal e mindscula na vertical
nao diferem, estatisticamente, entre si pelo teste de SNK (P<0,05). Golden:
CVindugio= 8,4%; CVpiametro= 18,8%; CVmatéria Fresca= 28%; Hibrido: CVingucao= 6,4%;
CVbiametro= 13,7%; CVMatéria Fresca= 39%; N=5.

4.2. Maturacao

No experimento de maturacéo, foi testado o efeito do PEG, em diferentes
concentragdes, na taxa de maturacdo, incremento de matéria fresca, numero
médio de embrides somaticos e 0 no niumero de embrides somaticos por estadio
de desenvolvimento.

Os resultados obtidos mostraram que todos os tratamentos promoveram a
formacao de embrides somaticos nos gendtipos testados (Tabela 7, Figura 4).

Também foi possivel observar a evolucado morfogenética de embrides somaticos
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nos diferentes estadios de desenvolvimento, conforme apresentado para o
gendtipo UCO1 (Figura 5).

Figura 4. Estadios de desenvolvimento do embrido somatico do genétipo UCO1.
A) embrido globular, B) embrido cordiforme, C) embrido torpedo e D) embrido
cotiledonar. Barra: 0,2 mm

Para o genoétipo Golden, em geral, foram observadas diferencas
significativas (P<0,05) entre as concentragées de PEG analisadas para namero
de embrides e incremento de matéria fresca (Tabela 7). O meio suplementado
com 6% de PEG (T2) resultou na maior taxa de maturacéo (100%) e numero de
embrides somaticos (em média 120,3 por placa de petri), seguido pela
concentracao de 3%, que apresentou 83,3% de maturacao e 84,5 embrides/placa
(Tabela 7). O tratamento controle, sem PEG, resultou no maior ganho de matéria
fresca dos calos (6,29) e apresentou a menor taxa de maturacdo (67%)
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juntamente com o tratamento T3 (75%). A menor média do nimero de embrides

foi produzida em meio suplementado com 9% de PEG, (49,0) (Tabela 7).

Tabela 7. Taxa de maturagdao, matéria fresca e nimero de embrides de calos
submetidos a diferentes concentragbes de PEG.

Genétipo Tratamentos Maturacao (%) Matéria fresca(g) N2 Embrides/placa

Controle 66,7b 6,2a 82,3b
T1 83,32 4,8ab 84,5b
Golden T2 100,0a 4,1b 120,32
T3 75,0b 4,0b 49,0c
Média 81,2 4,8 84,0
C.V. (%) 36,3 19,4 28,1
Controle 100,0a 3,3a 115,0b
T1 100,0a 2,5ab 114,5b
ucCo1 T2 100,0a 1,9b 150,0a
T3 91,78 1,5b 133,5ab
Média 97,9 2,3 128,2
C.V. (%) 8,5 22,6 9,7

Médias seguidas na mesma letra ndo diferem, estatisticamente, entre si pelo teste

de SNK (P<0,05).
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Figura 5. Culturas embriogénicas dos genoétipos Golden e UC01 submetidas a diferentes tratamentos de maturacao no periodo
inicial e ap6s 28 dias de cultivo. Barras: 0,5mm.
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Como citado anteriormente, os resultados indicam que o PEG nao foi
determinante para a maturacdo dos calos de mamoeiro nos dois gendtipos
testados, uma vez que, para ambos, foi observada a formacdo de embrides
somaticos no tratamento controle. Entretanto, afetou, significativamente, o nimero
de embriées formados, sendo que o tratamento 6% de PEG atingiu as maiores
médias, 150 e 120,3 embrides por placa, respectivamente.

Adicionalmente, a progressao dos estadios de desenvolvimento dos
embrides somaticos das culturas foi avaliada durante o experimento de maturacéao
para os dois gendtipos testados. Por meio dessa analise, foi possivel observar
embrides somaticos nos estadios de desenvolvimento globular, cordiforme,
torpedo e cotiledonar e, também, de embrides anormais. Na quantificacdo do
numero de embrides somaticos nos diferentes estéddios de desenvolvimento, foi
observado que o numero de embrides somaticos, no estadio globular, foi superior
em todos os tratamentos para os dois genétipos (Figuras 6 e 7).

Para o genétipo Golden, os tratamentos T1 e T2 promoveram as maiores
taxas de diferenciacdo em embrides globulares; no tratamento T1, houve um
aumento no numero de embrides globulares até o 21° dia com uma drastica
queda aos 28 dias (Figura 6A); no tratamento T2, o numero de embrides
globulares permaneceu alto até o 28° dia, quando alcangou a maior média de 52,4
embrides por colbnia.

O tratamento controle e T3 apresentaram menor numero de embrides
globulares em todos os tempos avaliados. Embriées, no estadio cordiforme, foram
identificados em baixas frequéncias quando comparados aos embrides
globulares, maior nimero foi identificado nos tratamentos T1 e T3 entre os 21 e
28 dias (Figura 6B).

Foi identificado maior numero de embrides no estadio torpedo por calo
nos tratamentos T1 e T2, que obtiveram maior incremento aos 14 dias, em média,
16,2 e 17,0 embrides por colbnia (Figura 6C). O maior nimero de embrides no
estadio cotiledonar foi alcancado em T1 aos 21 e 28 dias, 27,6 e 23,8,
respectivamente, e, em T2 aos 28 dias, em média 27 embrides por colbnia (Figura
6D).

Para o genétipo UCO01, foi observado um maior nimero de embrides no
estadio globular entre 7 e 14 dias, 63,4 e 62,4, respectivamente, no tratamento
T2, e, aos 7 dias, para o tratamento T1, 52,6 embrides por colénia (Figura 7A).
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Embrides no estadio cordiforme, também, foram encontrados em baixo numero
nessas culturas, ndo alcangcando, em média, mais que 12 por calo, e, em todos 0s
tratamentos, ndo houve um padrdo de desenvolvimento regular para embrides
nesse estadio (Figura 7B). Para o desenvolvimento de embrides no estadio
torpedo, o tratamento T1 apresentou maior nimero de embrides por calo em
todos os tempos, havendo, aos 28 dias, uma queda, equiparando-o ao tratamento
controle (Figura 7C). Maior conversdao em embrides cotiledonares foi observada
no tratamento T2, que teve um aumento crescente até o 28° dia, onde atingiu
maior numero, 35,4 embrides por colbnia (Figura 7D). Para os demais
tratamentos, nesse mesmo periodo, ndo houve numero superior a 21 embrides

cotiledonares por col6nia.
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Figura 6. Numero de embrides somdticos em diferentes estadios de
desenvolvimento por calo de mamoeiro genétipo Golden quando submetidos a
diferentes tratamentos de maturacdo. A: estadio globular, B: cordiforme, C:
torpedo e D: cotiledonar. Médias seguidas pela mesma letra mailscula, efeito dos
tratamentos e mindscula, efeito do tempo, nao diferem, estatisticamente, entre si
pelo teste de SNK (P<0,05).
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Figura 7. Numero de embrides somdticos em diferentes estadios de
desenvolvimento por calo de mamoeiro genétipo UC0O1 quando submetidos a
diferentes tratamentos de maturacdo. A: Estadio globular, B: cordiforme, C:
torpedo e D: cotiledonar. Médias na mesma letra mailscula, efeito dos
tratamentos e mindscula, efeito do tempo, nao diferem, estatisticamente, entre si
pelo teste de SNK (P<0,05).

Em aspecto geral, para o gen6tipo Golden, o tratamento T2 obteve maior
desenvolvimento de embrides no estadio globular, entretanto os tratamentos T1 e
T2 desenvolveram, em média, um numero praticamente igual de embrides por
colénia no estadio cotiledonar (15,5 e 14,6), respectivamente. Embora o
tratamento T2 tenha favorecido o desenvolvimento de embrides no estadio
globular, ao final dos 28 dias, houve uma menor progressao desses em embrides
cotiledonares quando comparado ao encontrado para o Hibrido (Figura 8).

Para o Hibrido, os embrides no estadio globular apresentaram maior taxa
de conversdao em embrides cotiledonares, quando submetidos ao tratamento T2,
mostrando a eficiéncia do mesmo na conversdao dos embrides globulares em
cotiledonares (Figura 8B). Em geral, a formacao de embrides somaticos anormais
foi observada em todos os tratamentos, sendo identificado, aos 28 dias de cultivo,
maior numero de embribes anormais no tratamento controle para os dois

gendtipos (Figura 9A e B). Anormalidades morfolégicas observadas nos embrides
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somaticos foram monocotilédones, multi-cotilédones, cotilédones fundidos (Figura
10).
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Figura 8. Numero médio de embrides somaticos por tratamento de maturagcéo de
acordo com estadio de desenvolvimento embrionario, aos 28 dias de cultivo. A)
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Figura 9. Numero de embrides somaticos anormais de acordo com o tratamento.
A) Gendétipo Golden, B) Gendtipo UCO01.

Apo6s a fase de maturacdo, os embrides somaticos foram transferidos
para meio de germinacao a fim de verificar a viabilidade de regeneragcdo de
plantulas. Foi possivel o desenvolvimento de plantulas normais ao final de 30 dias
de cultivo para os dois genétipos testados (Figura 11).
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Figura 10. Embrides sdématicos apresentando anomalia. A: Embrido
monocotiledonar, B: Embrido fundido, C: Embrido multicotiledonar, D:
Embrido vitrificado. Barra: 0,2mm.

Figura 11. Regeneragcdo dos embrides somaticos de
mamoeiro. A) Golden. B) UC01. Barra: 15 mm.

4.3. Analises histomorfolégicas durante a morfogénese in vitro

Com o objetivo de observar o efeito do PEG na evolugcao morfogenética e
histodiferenciacdo dos embrides somaticos, foi realizado o estudo
histomorfol6gico para os tratamentos Controle, sem PEG, e T2, com 6% de PEG,
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que resultou no melhor desempenho para o desenvolvimento dos embrides
somaticos, para os dois genétipos testados.

Em geral, para os genotipos estudados, verificou-se que as culturas
continham, ao mesmo tempo, células embriogénicas e ndo embriogénicas. As
primeiras sao caracterizadas por regidées meristematicas com células pequenas e
isodiamétricas, citoplasma denso e nulcleo evidente, enquanto as nao
embriogénicas sao mais alongadas e dispersas, com grandes vacuolos. Células
com caracteristicas nao embriogénicas eram mais evidentes em colbnias
provenientes do tratamento controle (Figura 12).

Varias células apresentaram dois nucleos num mesmo citoplasma,
evidenciando a citocinese ainda ndo concluida no processo de divisdo celular. Em
algumas regides, constatou-se o inicio da polarizagdo das células, o que sugere a
organizacao celular envolvida no processo de formacao de embrides (Figuras 12).

Segundo Canhoto (2005), formato isodiamétrico é caracteristico de células
meristematicas, o que caracteriza calos embriogénicos.

Figura 12. Aspectos histomorfol6gicos das culturas do genétipo UC01. Quadrado
indica dois nucleos no mesmo citoplasma; seta vermelha indica célula com
grande vacuolo; seta preta indica célula isodiamétrica. Barra: 25 ym.

Através das analises histologicas, péde-se observar diferencas entre as
estruturas das culturas quando submetidas ao tratamento controle, sem a adigéo
de PEG e o tratamento T2, com adicao de 6% de PEG. Essas culturas, de ambos



38

0s genotipos, mesmo antes de serem submetidas aos tratamentos, ja
apresentavam estrutura organizada (Figura 13 e 14).

No tratamento controle, as culturas apresentavam porgdes de células com
caracteristicas ndo embriogénicas, principalmente as provenientes do genétipo
Golden (Figura 13B e C), que demonstram menor velocidade na organizagéao e
conversdo das células em embribes somaticos. Ambos o0s gendtipos
apresentaram diferenciacdo das células em embrides somaticos submetidos ao
tratamento controle, sendo, principalmente, nesse tratamento que houve a maior
ocorréncia de formacdo de embrides anormais (Figura 16), demonstrando a
importancia do estresse hidrico gerado pela adicdo do PEG no desenvolvimento
de embrides normais.

Pode ser mostrada, também, a diferenga entre as estruturas observadas
nos calos, no tempo inicial e, depois, mantidos no tratamento que induziu maior
maturagdo (T2) para os dois genoétipos, verificando-se uma evolugéao
morfogenética a partir da inducao da maturacado. Nessas condi¢des, no gendtipo
UCO01, verificou-se uma organizacao mais rapida dos calos, que, ja aos sete dias,
demonstravam embrides em varios estadios com células justapostas, lembrando
células da protoderme, envolvendo os embrides (Figura 14B). No gendtipo
Golden, novamente, observou-se um desenvolvimento mais lento dos embriées
somaticos, juntamente com uma maior quantidade de células com caracteristicas
nao embriogénicas, que demonstravam tentar organizar-se (Figura 13 A, B, seta).

Durante esse periodo, os embrides somaticos de mamoeiro nos dois
gendtipos desenvolveram-se, dando origem a varios embrides em diferentes
estadios de maturacao: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Figura 15).
Esses embrides eram facilmente destacaveis do calo, caracteristica importante
para um procedimento automatizado efetivo na emcapsulacdo dos embrides

somaticos (Garrett, 1993).



Figura 13. Aspectos histomorfol6gicos das culturas do genétipo Golden. A) cultura inicial (inicio do cultivo). B) cultura submetida
ao tratamento controle aos 7 dias. C) cultura submetida ao tratamento controle aos 28 dias. D) tratamento T2 aos 7 dias. E)
tratamento T2 aos 28 dias. Asteriscos indicam desenvolvimento de embrides. Setas vermelhas indicam regides de tecidos

desorganizados. Setas pretas indicam organizacao celular. Barra: 25 pm.
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Figura 14. Aspectos histomorfologicos das cuturas do gendtipo Hibrido. A) cultura inicial (inicio do cultivo). B) cultura submetida
ao tratamento controle aos 7 dias. C) cultura submetida ao tratamento controle aos 28 dias. D) tratamento T2 aos 7 dias. E)
tratamento T2 aos 28 dias. Asteriscos indicam desenvolvimento de embrides. Setas vermelhas indicam regides de tecidos

desorganizados. Setas pretas indicam organizacao celular. Barra: 25 pm.
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No inicio da diferenciagcdo dos embrides somaticos do gendtipo UCO01, foi
observada a formacado de um pequeno grupo de células isoladas das demais,
constituindo o pré-embrido (Figura 15A), que apresentava células com nucleos
proeminentes, citoplasma densamente corado, varios planos de divisdo e com
suas células delimitadas por parede celular, antecedendo a formacao do embrido
globular. O Embrido globular foi caracterizado por intensa divisdo e a formacgao
das células justapostas ao redor do embridao formando o procambio, grande
suspensor e um grande aglomerado de células meristematicas na porcao axial
(Figura 15B). Os embrides no estadio cordiforme apresentavam, também, intenso
namero de células meristematicas no apice do embrido, ja caracterizando o inicio
do desenvolvimento dos cotilédones (Figura 15C). Os embrides em estadio
torpedo foram caracterizados pelo desenvolvimento completo dos cotilédones,
durante estadio torpedo tardio e, também, no cotiledonar, varios tecidos
meristematicos foram desenvolvidos: protoderme, procambio, meristema
fundamental, meristema apical do caule (Figura 15 D e E). Esse padrdao de
evolucao morfogenética, também, foi observado no genétipo Golden.

Observou-se, também, a formacdo de embrides anormais nas culturas
provenientes da cv. Golden e UCO01. Diversas anormalidades morfolégicas foram
detectadas, a presenca de embrides fundidos, fusdo de cotilédones, embrides
mono ou poli-cotilédonares e embrides com hiperhidricidade (Figura 16).



Figura 15. Evolucao histomorfolégica de ES de mamoeiro UC01. A) Corte transversal evidenciando um pro-embrido. B) Corte
transversal mostrando um embrido globular e um suspensor. C) Corte transversal de um embrido cordiforme. D) Corte
longitudinal de um embrido torpedo em fase tardio: pt = protoderme, PR= procambio. E) Corte longitudinal de um embrido
cotiledonar: seta indica desenvolvimento do meristema apical do caule. Barras = 20 ym.

ey
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Figura 16. Histomorfologia de embrides morfologicamente anormais. Genotipo
Golden: A) Embrido multicotiledonar; B) Embrido fusionado com cotilédone
anormal; UC01: C) Embrido monocotiledonar; D) Embriées fusionados. Barras =
20 ym.

4.4. Concentracao dos carboidratos durante a maturacao

A andlise do metabolismo dos carboidratos livres foi realizada em
intervalos de 7 dias até o periodo total de 28 dias de cultivo, acompanhando,
assim, toda a morfogénese dos calos nos quatro tratamentos de maturacéo para
os dois genotipos.

Para o genétipo Golden, os niveis de frutose e glicose mantiveram-se
semelhantes durante todo o cultivo. Para essas culturas, o tratamento controle
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ocasionou maiores niveis desses agucares aos 7 dias de cultivo, quando
alcancaram 41,5 mg.g' de frutose e 38,0 mg.g"' de glicose; nesse mesmo
tratamento, a sacarose foi encontrada em menor quantidade quando comparada
as hexoses, entretanto, também, teve um aumento aos 7 dias (16 mg.g™' ) (Figura
17 A-C).

A adicao de 3% de PEG (tratamento T1) ao meio de cultura ocasionou um
decréscimo nos niveis de sacarose, glicose e frutose em relagdo ao tratamento
controle. Nesse tratamento, frutose e glicose, também, obtiveram um perfil
semelhante de variacdo, e a sacarose esteve presente em baixas concentracoes,
durante todos os dias de anélise, ndo ultrapassando 8,4 mg.g™.

Nas culturas do tratamento T2, os niveis de frutose e glicose foram
semelhantes aos valores encontrados no tratamento T1. Esses acucares
apresentaram perfil semelhante nesse tratamento; entretanto, a glicose teve um
incremento, estatisticamente, significativo, entre 7 e 14 dias ( 23,6 e 20,6 mg.g™),
respectivamente, enquanto a frutose obteve um incremento, apenas, no tempo 7
(26,7 mg.g’'); ainda nesse tratamento, a sacarose apresentou um acréscimo aos
7 dias de cultivo (14,4 mg.g"'), permanecendo em concentracdes mais baixas,
durante os demais dias (Figura 17 A-C).

Para o tratamento T3, meio de cultura MS suplementado com 9% de
PEG, em culturas desse gendtipo, os niveis de frutose e glicose tiveram um
aumento até o 14° dia, com posterior reducdo aos 21 dias de cultivo, com um
novo acréscimo aos 28 dias, quando alcangcaram as maiores concentragdes. A
sacarose apresentou um perfil de acréscimo até o 7° dia com posterior declinio
até o 21° e, novamente, aumento no 28° dia (Figura 17 C). O perfil encontrado
nesse tratamento difere do encontrado para os demais tratamentos e pode estar
relacionado com a baixa competéncia dessas culturas quando submetidas a esse
tratamento (Figura 17 A-C).

Em resumo, para os niveis de sacarose, a adicio do PEG até a
concentracao de 6%, ndo demonstrou grandes modificacdes no perfil de variacao
desse carboidrato; no entanto, nas culturas tratadas sem adicdo de PEG
(Tratamento Controle), houve um incremento consideravel de glicose e frutose
aos sete dias de cultivo, quando comparado aos demais dias de cultivo.

Na analise do perfil de carboidratos das culturas da geracao UCO1, os
perfis de glicose e sacarose foram semelhantes durante todos os dias de
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avaliacao, em todos os tratamentos (Figura 18 A-C). Nessas culturas, diferente do
que ocorreu no gendtipo Golden, ndo houve aumentos consideraveis nas
concentragbes das hexoses, ao longo dos dias de cultivo, nos tratamentos
Controle, T1 e T2, que foram mais baixas, apenas, no tempo zero (19,3 mg.g™).
Nesses tratamentos, as concentragdes mantiveram-se semelhantes entre 7 e 28
dias de cultivo (Figura 18 A,B). Ao contrario, o tratamento T3 apresentou um perfil
diferente, com crescimento ao longo dos dias até o 14 dia, quando alcangou maior
concentracdo (50,4 mg.g'); a partir dai, ele cai no 212 dia, mas se mantém até o
28° dia.

O perfil de sacarose dessas culturas, da mesma forma que no gendtipo
Golden, teve um incremento aos 7 dias de cultivo, mas, nesse caso, apenas no

tratamento T2, que alcancou 21,7 mg.g”' (Figuras 18 C).
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Figura 17. Concentracao de frutose, glicose e sacarose nas culturas do genétipo
Golden. A) frutose, B) glicose, C) sacarose. As médias acompanhadas das
mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas de acordo com o teste
SNK (P<0,05). Letras minusculas denotam diferencas entre as culturas; letras
maiusculas denotam diferengas entre os dias de cultivo na mesma cultura.
Sacarose: CV = 39,3%, Glicose: CV = 21,1%, Frutose: CV = 18,4%, n=3.



47

A HControle HT1 ETZ2 WT3
70 4
60 - Aa
=50 -
=
T:\D 40
cb
=30
i)
z Ba Ba Ba Ca
"é‘ 20
=
10
0 .
0 7 14 21 28
Dias de cultivo
B
HControle ET1 ET? WT3
70 4
60
= Aa
=50
_'bn . Ba Ba
ob 40 A Aa
o
E aaha  G3 pAba Ab -
Ll
= 30 - Ab
8 Aa
g 70 | BaBaAaDs Ab
10
a
a 7 14 21 28
Dias de cultivo
c HControle WMT1 WT2 WT3
70 -
60 A
o
50 A
=
bogp
oh
=
o 30
g Aa
= 20 -
7
10 - Az
Ba Ba Ca Aa
0 -
0 7 14 21 28
Dias de cultivo

Figura 18. Concentracao de frutose, glicose e sacarose nas culturas do genétipo
UCO1. A) frutose, B) glicose, C) sacarose. As médias acompanhadas das
mesmas letras ndo apresentam diferengas significativas de acordo com o teste
SNK (P<0,05). Letras minusculas denotam diferencas entre as culturas; letras
maiusculas denotam diferengas entre os dias de cultivo na mesma cultura.
Sacarose: CV = 34,5%, Glicose: CV = 14,4%, Frutose: CV = 11,1%, n=3.
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4.5. Analise protedmica durante a maturacao

Para a analise do perfil protéico de culturas embriogénicas de mamoeiro,
utilizaram-se os tratamentos (controle, sem a adicdo de PEG e T2, com 6% de
PEG) aplicados ao genoétipo UC01. Com relacdao aos perfis 2-DE, foram
observadas diferencas significativas nos calos submetidos aos dois tratamentos
de maturacao (Figura 19). Essas diferencas sugerem que o estresse hidrico
gerado pela adicdo do PEG favoreceu a expressdo de proteinas relacionadas
com a maturacao de calos de Carica papaya. Esses dados sao importantes, ja
que, embora a ocorréncia de embrides somaticos ocorra de forma precoce,
também ha a ocorréncia de anomalias, o que diminui a eficiéncia da regeneracgao,

evidenciando a importancia de um protocolo de maturacao eficiente.
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Figura 19. Perfis proteicos (2-DE) das culturas. A) Tratamento T2, com 6% de
PEG; B) Tratamento Controle, sem a adicdo de PEG. Os retangulos destacam as
regides com maior variacdo na expressao.

A analise dos géis 2-DE permitiu a caracterizagdo da dinamica das
proteinas envolvidas na maturacdo dos calos de mamoeiro, evidenciando as
proteinas expressas nos dois tratamentos, Controle (31 polipeptidios) e T2 (70
polipeptidios), bem como as proteinas comuns aos dois tratamentos (79
polipeptidios), totalizando 180 polipeptideos. Esses resultados confirmam a
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importancia do PEG na maturacdo, visto o maior incremento de proteinas nas

culturas submetidas a esse tratamento. (Figura 20).

Controle -110 T2 - 149

31 70

Figura 20. Diagrama de Veen. Numero de proteinas especificas e comuns
observadas nos tratamentos controle, sem a adicdo de PEG e T2, com 6% de
PEG.

A partir dos géis oriundos dos tratamentos de maturacao, Controle e T2,
ao final de 42 dias de cultivo, as sequéncias dos peptideos resultantes da
tripsinizacdo e processamento dos spots foram definidas via espectometria de
massas e identificadas, de acordo com seu grau de similaridade com sequéncias
de banco de dados. Apds as identificadas, elas foram, entdo, agrupadas de
acordo com o tratamento no qual foram expressas, resultando em trés conjunto
de dados, o primeiro é referente as proteinas expressas, exclusivamente, no
tratamento Controle (Tabela 8), o segundo representa as proteinas expressas,
apenas, no tratamento T2 (Tabela 9) e o terceiro as proteinas comuns aos dois
tratamentos (tabela 10).

A analise das proteinas identificadas quanto a sua fungado bioldgica
(BLAST2GO) resultou na classificacdo em 15 categorias para o tratamento
Controle e 11 para o T2, com a adi¢cdo de 6% de PEG (Figura 21).

Das proteinas encontradas, em, apenas, um dos tratamentos, 31 foram
identificados, apenas, para o tratamento controle e 70 para o tratamento T2, sob
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estresse hidrico. As duas maiores classes de proteinas encontradas, tanto para o
tratamento controle e com estresse hidrico, estdo relacionadas aos processos
metabdlicos (18%) e aos processos celulares primarios (19%), para o tratamento
controle e quando submetidos a estresse hidrico, havendo um grande aumento
para as proteinas relacionadas a esses mesmos processos 26 e 28%,
respectivamente. O nivel de expressado das proteinas relacionadas a respostas a
estimulos, também, foi contrastante entre os tratamentos, tendo o tratamento T2
proporcionado maior expressao dessas proteinas, 11%, enquanto no tratamento
controle, apenas, 8% foram identificadas, proteinas relacionas a proliferagéo
celular, adesdo biolégica, processos multi-organismo e morte celular sé foram

encontradas no tratamento controle.
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Figura 21. Classificacdo funcional das proteinas identificadas durante a
maturacdo de embrides somaticos de C. papaya. A: Tratamento Controle, sem
estresse hidrico e B: Tratamento T2, sob estresse hidrico.
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Devido a classificacdo abrangente gerada pelo Blast2go, que forneceu
uma visdo muito geral da funcdo das proteinas, visto que se procura uma
correlacdo das mesmas com o processo de desenvolvimento da planta, buscou-
se, além dos bancos de dados, a literatura especializada que tratasse do
desenvolvimento vegetal, para fornecer uma classificacdo mais especifica,
demonstrada nas tabelas 6, 7 e 8 e que permitisse uma discussdao mais
aprofundada da importancia dessas proteinas no desenvolveimento de embrides
somaticos de C. papaya e como elas modularam o desenvolvimento desses
embrides nos dois tratamentos estudados.

Dentre as 180 proteinas analisadas, foi possivel identificar proteinas com
papéis relevantes na morfogénese vegetal, que serao discutidas de acordo com a
sua funcao biolégica. Foram identificadas 27 proteinas com funcdes relacionadas
ao metabolismo energético; dentre essas, 13 foram comuns aos dois tratamentos,
10 exclusivas ao tratamento T2 e, apenas, quatro exclusivas do tratamento
Controle; 36 proteinas relacionadas ao processamento de DNA/RNA, sendo,
dessas, 20 proteinas comuns aos dois tratamentos; oito exclusivas do tratamento
T2 e controle; 13 proteinas com fungdes relacionadas a respostas a estresses e a
doencas, dessas, cinco estavam presentes nos dois tratamentos, seis no
tratamento T2 e, apenas, duas no tratamento controle; 10 proteinas com fungéo
relacionada ao metabolismo de proteinas, duas estavam presentes nos dois
tratamentos, quatro ao tratamento T2 e quatro no tratamento Controle, oito
proteinas relacionadas ao metabolismo de lipidios, dessas, quatro foram comuns
aos dois tratamentos e oito foram expressas, apenas, no tratamento T2, ndo
foram identificadas proteinas relacionadas ao metabolismo de lipidios exclusivas
do tratamento controle; trés proteinas exclusivas ao tratamento T2 e quatro
comuns aos dois tratamentos. Foram identificadas, apenas, duas proteinas
relacionadas ao metabolismo de aminoacidos, ambas comuns aos dois
tratamentos, proteinas relacionadas a proliferacao celular foram identificadas nos
dois tratamentos, enquanto proteinas relacionadas ao desenvolvimento do
citoesqueleto, biogénese da parede celular e a via pentose-fosfato foram
identificadas, apenas, no tratamento T2.

Dos 180 spots analisados, 39 nao apresentaram fungcbdes conhecidas.



Tabela 8. Lista de proteinas identificadas na maturacao de embrides somaticos de mamoeiro, no tratamento controle, sem estresse

hidrico.
N°de pl MwkDa
N2 Spot Gi Score Coverage Proteina Espécie
pepetideos teorico/exp. Teorico/exp.
Metabolismo Energético
C318 0i|60280217 29 1 4.94/4,99 53,45/55,00 0,01 UDP-glucose:flavonoid 7-O-glucosyltransferase Malus x domestica
C344 0i|356569328 17 1 5.79/5,53 45,48/45,00 0,04 UDP-glycosyltransferase 76F1-like Glycine Max
D346 gi|297381400 18 1 9.62/4,82 13,16/94,00 0,81 ATP synthase beta subunit Cryptochila grandiflora
C336 0i|357129131 25 1 6.80/5,93 56,66/97,00 0,02  Cytochrome P450 71C2-like Brachypodium distachyon
Processamento DNA/RNA
C330 0i|12330474 28 1 10.46/6,37 21,6/18,00 0,05 Ribosomal protein 4 Entosthodon drummondii
C333 gi|153012177 20 2 9.74/5,13 13,54/20,00 0,19 Ribosomal protein L14 Medicago truncatula
C gi[159480652 25 1 9.56/5,66  76,74/50,00 0,02  Nucleolar GTP-binding protein GO DS
reinhardtii
D317 0i|186524259 22 1 5.08/5,40 29,54/44,00 0,06 Histone 2A domain-containing protein Arabidopsis thaliana
17 gil297830802 27 1 562/537  66,81/4500 0,02  RNA recognition motif-containing protein i‘; fft’g"ps’s lyrata subsp.
D317 gi|186524259 22 1 5.08/5,40 29,54/44,00 0,06 Histone 2A domain-containing protein Arabidopsis thaliana
gil302847371 43 1 5.24/7,02  68,68/1500 0,01  Hypothetical protein VOLCADRAFT_96051 Volvox carteri f.
D348 nagariensis
D340 0i|1673366 20 1 5.62/5,37 10,51/35,00 0,01 Cytosolic trna-Ala synthetase Arabidopsis thaliana
Resposta a estresse/ doencas
gil37806183 27 1 7.41/586  146,51/17,00 0,01  Putative disease resistance protein Oryza sativa Japonica
C329 Group
C327 0i|240254346 30 1 9.13/4,94 26,26/21,00 0,02 Protein TIFY 7 Arabidopsis thaliana
Transporte
D337 gi|67937767 19 1 9.34 11,61 0,17 Non-specific lipid transfer protein precursor Fragaria x ananassa
Metabolismo de proteinas
D325 gi|20559 65 1 5.07/4,60 70,73/28,00 0,03 Hsp70 (AA 6 - 651) Petunia x hybrida
C342 0i|357154068 30 1 9.05/5,22 82,09/40,00 0,01 Subtilisin-like protease-like Brachypodium distachyon
C315 0i|356504569 21 1 6.21/6,48 83,47/49,00 0,01 Protein kinase G11A-like Glycine Max
C331 0i|357157532 25 1 6.60/6,00 99,91/19,00 0,02 E3 ubiquitin-protein ligase BRE1-like 1-like Brachypodium distachyon
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Cont. Tabela 8

. N°de pl MwkDa i .
N¢ Spot Gi Score . . . Coverage Proteina Espécie
pepetideos teorico/exp.  Teorico/exp.

Regulacao hormonal/sinais
C339 0i|30686846 26 1 8.54/5,13 16,56/37,00 0,1 SAUR-like auxin-responsive protein Arabidopsis thaliana
SRR gil253750642 26 1 6.44/4,82 16,00/64,00 0  Phytochrome 3 GO e )

var. glabra

Diversos
D gil357113122 28 1 5.36/5,24 197,94/13,00 0,01 Erroetfeei':';‘ A-nhibited guanine nucleotide-exchange g 1 ium distachyon
D gil357113122 28 1 5.36/5,24 197,94/13,00 0,01 Erroetfeei':';‘ A-nhibited guanine nucleotide-exchange g o ium distachyon
C332 gil356527634 28 1 6.94/5,62 119,05/20,00 0  Kinesin-4-like Glycine Max
D349 gi[357113122 21 1 5.36/5,66 19,79/64,00 0,01 Err;f;':':‘ A-nhibited guanine nucleotide-exchange o . jiim distachyon

Desconhecido
C337 gil242092290 28 1 6.74/4,47 38,19/28,00 0,04  Hypothetical protein SORBIDRAFT 10g006300 Sorghum bicolor
2R gi356546270 28 1 6.01/6,51 90,33/17,00 0,01 Katanin p80 WD40 repeat-containing subunit B Glycine Max

homolog 1-like

D354 gil115468068 36 1 6.32/4,82 22,59/24,00 0,04 Os06g0474800 g: }; ZZ SR
D324 gil108712009 22 1 5.16/4,51 72,76/28,00 0,03  Hypothetical protein LOC_Os03g62388 g?; ZZ SR
D355 gil147857802 25 1 9.00/4,78 16,49/20,00 0,01  Hypothetical protein VITISV_019902 Vitis vinifera
C338 . . . Coccomyxa

gi|384248955 24 1 6.71/4,47 36,89/29,00 0,05 Hypothetical protein COCSUDRAFT 37061 TR G
C320 gi|[361067029 23 3 10.96/4,63 11,36/77,00 0,22  Anonymous locus 0_12329 02 genomic Pinus taeda

12°]



Tabela 9. Lista de proteinas identificadas na maturacdo de embrides somaticos de mamoeiro sob estresse hidrico.

. N°de . MwkDa i o
N2 Spot Gi Score . pl teorico/exp. . Coverage Proteina Espécie
pepetideos Teorico/exp.
Metabolismo energetic
F138 gil221255555 76 1 6.18/6,97 11,55/19,00 QiR EELEINRDC D Populus balsamifera
dehydrogenase
E139 gi|3738257 70 1 5.83/6,66 42,46/48,00 0,04 Cytosolic phosphoglycerate kinase 1 Populus nigra
. Mesembryanthemum
F244 gi[533474 66 1 5.62/5,40 48,3/56,00 0,04 2-phospho-D-glycerate hydrolase crystallinum
gi|356500825 64 1 6.62/6,88 38,37/37,00 0,07 ' ructose-bisphosphate aldolase, Glycine Max
E135 cytoplasmic isozyme-like
E255 0i|116582785 39 1 7.06/6,64 63,96/59,00 0,02 Cytosolic glucose-6-phosphate Mesostigma viride
E244 gi|73918015 26 1 5.22/5,39 49,71/54,00 0,03 Hexokinase 7 Oryza sativa Japonica Group
. Pyruvate dehydrogenase E1 component .. . .
Flg7 ~ 0i359483879 23 1 6.57/5,66 43,58/18,00 0,02  subunit beta-like Vitis vinifera
. Arabidopsis lyrata subsp.
Fa27 9i[98985844 24 1 6.37/5,46 55,07/50,00 0,03  Methylthioalkylmalate synthase b Petraea
; Ostreococcus lucimarinus
F197 gi[ 145353726 24 1 5.66/5,29 82,93/36,00 0,01 Pentatrichopeptide repeat (PPR) protein CCE9901
F211 0i|19885 23 1 9.04/6,85 57,68/43,00 0,02 Monosaccharid transporter Nicotiana tabacum
F168 0i|226499566 30 1 6.41/6,06 74,17/18,00 0,01 ATP binding protein precursor Zea Mays
Regulacao hormonal
F155 gi|7920700 25 1 6.05/4,62 17,44/29,00 0,15 Gibberellin 20-oxidase Sorghum bicolor
E166 gi|295885749 46 1 5.65/4,65 58,7/18,00 0,01 Cytokinin oxidase 2 Triticum aestivum
E166 0i|295885749 46 1 5.65/4,65 58,7/18,00 0,01 Cytokinin oxidase 2 Triticum aestivum
Metabolismo de lipidios
F194 gi|461461 63 1 8.78/5,51 40,45/34,00 0,07 NADH-dependent enoyl-ACP reductase Brassica napus
E194 0i|210110932 68 1 8.64/5,47 41,42/33,00 0,04 Enoyl-ACP reductase 1-1 Arachis hypogaea
. Non-specific lipid transfer protein .
= gi[67937767 g 1 9.37/5,57 11,61/57,00 0,17  precursor faodisiansnas
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Cont. Tabela 9

N2 Spot Gi Score pl teorico/exp. MwkDa Coverage Proteina Espécie
pepetideos Teorico/exp.
E167 gi|351721657 30 1 8.63/5,61 76,87/18,00 0,02 Alfa-carboxyltransferase precursor Glycine max
Metabolismo de proteinas
F188 gi|1673365 23 1 6.05/4,63 11,04/31,00 0,01 Mitochondrial trna-Ala synthetase Arabidopsis thaliana
. Serine/threonine-protein kinase .
F128 gi[356504139 g 1 8.57/6,87 64,04/85,00 0,01  At3g07070-like el
E142 gi|357140460 22 1 6.32/6,66 11,13/48,00 0,01 Acylamino-acid-releasing enzyme-like Brachypodium distachyon
F 140 gil15223656 19 1 8.44/6,50 88,35/39,00 0,01 Aminotransferase-like, plant mobile Arabidopsis thaliana
domain family protein
Resposta a estresse/ defesa
E146 gi|255570424 51 1 6.25/5,93 41,23/40,00 0,02 Alcohol dehydrogenase, putative Ricinus communis
F146 gi|296248074 40 1 5.91/5,93 41,29/41,00 0,02 Adh1 Oryza sativa indica group
F241 0i|226502290 36 1 9.19/6,15 34,05/56,00 0,05 Glycine-rich RNA-binding protein 7 Zea Mays
E182 0i|148888544 31 1 6.79/5,88 33,79/23,00 0,03 Catalase Litchi chinensis
. Hypothetical protein ,
FE 9242057383 5 1 7.66/6,63 15,37/21,00 0  SORBIDRAFT 03g014866 Sorghum bicolor
A69 0i|356514972 29 1 6.05/6,36 133,55/18,00 0 TMV resistance protein N-like Glycine Max
Processamento RNA/DNA
E248 0i|308814340 40 1 5.31/5,99 100,75/57,00 0,01 0J1458_B07.103 gene product (ISS) Ostreococcus tauri
F148 0i|45504723 39 1 9.27/5,28 41,41/55,00 0,02 Phantastica Nicotiana tabacum
gi[77555406 37 1 11.58/5,18 22,71/12,00 0,05 etrotransposon protein, putative, Ty3- o o ooiivs Janonica Group
E164 gypsy subclass
E215 gi[15227629 33 1 5.85/6,12 39,97/42,00 0,02 MO25-like protein Arabidopsis thaliana
F147 gi|218192151 29 1 7,86/5,48 110,19/45,00 0,01 Hypothetical protein osi_10148 Oryza sativa Indica Group
E279 gi|357453385 26 1 5.04/6,04 51,70/92,00 0,04 Transcription factor Medicago truncatula
F130 0359488367 26 1 9.33/6,67 43,98/41,00 0,04 ﬁzmég';fjisgg‘fgﬁgam'”9 Protein i vinifera
F158 0i|8216957 19 3 9.87/4,63 23,02/17,00 0,13 Putative transcription factor Cucumis sativus
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Cont. Tabela 9

N°de

MwkDa

N2 Spot Gi Score . pl teorico/exp. . Coverage Proteina Espécie
pepetideos Teorico/exp.
Foon gi[38564733 131 2 5.29/5,33 46,58/48,00 04 Initiation factor eit4a-15 Helianthus annuus
Citoesqueleto
F200 0i|295885 132 2 5.29/5,66 41,88/37,00 0,09 Actin Oryza sativa Indica Group
Via pentose-fosfato
E141 114009640 Opitezellp A e e T Spinacia oleracea
9 46 1 6.04/6,54 53,21/48,00 0,03 dehydrogenase P
E186 gi|160689998 31 1 8.37/4,27 27,75/32,00 0,04 Xanthine dehydrogenase Laurus nobilis
Biogénese da parede cellular
. Fucosyltransferase cazy family GT37-like . ..
E184 0i|302814778 30 1 7.92/6,60 58,08/25,00 0,01 e Selaginella moellendorffii
E259 gi|1549333 30 1 5.79/6,48 28,43/62,00 0,07 Class IV chitinase EP3-3/E7 Daucus carota
. Arabidopsis lyrata subsp.
E241 gi[297826475 1 8.56/6,13 69,67/54,00 002  Gauts/gts Lyrata
Transporte
F215 0i|147857929 27 1 9.22/6,14 19,31/44,00 0 Hypothetical protein VITISV_039771 Vitis vinifera
F203 0i|357466787 27 1 6.01/5,74 14,53/39,00 0,12 Hypothetical protein MTR_3g111040 Medicago truncatula
F142 gi|16905192 26 1 5.68/6,68 76,88/50,00 0,02 Putative ARE1 protein Oryza sativa Japonica Group
F19 0i|357501483 23 1 9.58 14,32 0,07 Vesicle transport protein GOT1B Medicago truncatula
F140 gil15223656 19 1 8.44/6,50 88,35/39,00 0,01 Aminotransferase-like, plant mobile Arabidopsis thaliana
domain family protein
Desconhecida
E197 0i|7228160 29 1 4.88/5,27 25,44/35,00 0,03 Putative Rho GDP dissociation inhibitor  Nicotiana tabacum
. Hypothetical protein L
F159 gils07105774 g 1 6.41/4,95 58,15/16,00 0,03 CHLNCDRAFT 25383 Chiorella variabilis
F152 0i|356553911 25 1 8.65/4,96 81,92/32,00 0,02 Uncharacterized protein LOC100813141 Glycine Max
. Hypothetical protein o
A33 gil307103076 4, 1 8.64/5,46 87,79/53,00 0,01  CHLNCDRAFT 141139 Chiorella variabilis
F135 gi|255072243 56 2 4.70/6,88 77,05/37,00 0,01 Rad21-like protein Micromonas sp. RCC299
. Cytosine-C5 specific DNA . .
E243 0i[159477134 43 1 8.39/5.55 14.04/54.00 0 sthyliansierase Chlamydomonas reinhardtii
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Cont. Tabela 9

N2 Spot Gi Score pl teorico/exp. MwkDa Coverage Proteina Espécie
pepetideos Teorico/exp.
F186 gi|125537177 25 1 11.59/4,30 16,42/30,00 0,14 Hypothetical protein osi_38890 Oryza sativa Indica Group
F165 gi|20279450 25 1 9.93/4,53 79,91/15,00 0,01 Hypothetical protein Oryza sativa Japonica Group
F141 0i|358347871 22 1 9.51/6,56 87,84/50,00 0,22 Hypothetical protein MTR_115s0013 Medicago truncatula
F156 gi|242094026 22 1 8.51/4,70 42,9/19,00 0,04 Hypothetical protein Sorghum bicolor
SORBIDRAFT_10g028256
B25 gi|108712009 22 1 5.16/4,34 72,76/13,00 0,03 Hypothetical protein LOC_Os03962388 Oryza sativa Japonica Group
E211 0i|222631968 21 1 5.46/6,83 92,16/42,00 0,01 Hypothetical protein osj_18931 Oryza sativa Japonica Group
F881 gi|218191889 21 1 8.77 12,73 0,16 Hypothetical protein osi_09589 Oryza sativa Indica Group
F205 gi|321172942 20 2 11.79/5,24 83,76/39,00 0,19 CLEO1 protein Glycine Max
F130 gi|20161629 20 1 10.03/6,49 66,47/58,00 0,03 B1065g12.31 Oryza sativa Japonica Group
. Bromodomain-containing RNA-binding L .
F162 0i|57282316 o3 1 7.03/4.49 66.85/83,00 0,02 protein Nicotiana benthamiana
F184 0i|255540597 23 1 8.99/6,64 15,38/25,00 0,01 Hypothetical protein RCOM_1509910 Ricinus communis
. Uncharacterized glycosyltransferase .
E254 gil396511269 1 9.08/5,61 53,13/66,00 0,02  AGOB1-like Glycine Max
F132 0i|30840956 22 1 6.38/6,67 38,2/61,00 0,03 Beta-cyanoalanine synthase Betula pendula
F131 gi|356501014 19 1 8.57/6,97 48,5/55,00 0,03 U-box domain-containing protein 20-like Glycine Max
E188 gi|15230186 18 1 5.50/4,57 42,64/32,00 0,05 F-box/kelch-repeat protein Arabidopsis thaliana
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Tabela 10. Proteinas identificadas nos dois tratamentos, Controle e T2.

. N°de pl MwkDa . .
N2 Spot Gi Score . . . Coverage Proteina Espécie
pepetideos teorico/exp. Teorico/exp.
Metabolismo energético
A21 0i|8919731 138 1 5.49/5,70 48,13/51,00 5% Enolase Spinacia oleracea
A17 0i|374255952 62 1 5.21/5,97 27,31/58,00 11% Putative phosphoglycerate mutase protein, partial Elaeis guineensis
B8 gil255564832 23 1 510/499  89,64/26,00 1% sjt;rt‘ii:hreon'”e UL (R, Ricinus communis
B8 gi[255564832 23 1 510/6,33  89,64/24,00 1% Sstlr;ii:hreon'”e protein kinase, plant-type, Ricinus communis
B8 gil255564832 25 1 510/6,28  89,64/25,00 1% Sstlr;ii:hreon'”e protein kinase, plant-type, Ricinus communis
A126 0i|255581663 29 1 6.21/6,39 103,33/84,00 1% Alpha-glucosidase, putative Ricinus communis
B33 0i|225450368 40 1 5.27/5,53 57,45/61,00 1% Beta-glucosidase 13 Vitis vinifera
B33 0i|225450368 43 1 5.27/5,43 57,45/59,00 1% Beta-glucosidase 13 Vitis vinifera
A32 gi|147860633 52 1 9.52/5,59 62,00/55,00 17% Hypothetical protein VITISV_034963 Vitis vinifera
B33 0i|225450368 52 1 5.27/5,33 57,45/37,00 0,01 Beta-glucosidase 13 Vitis vinifera
B126 0i|356528240 29 1 6.47/6,31 37,39/90,00 5% Inositol oxygenase 2-like Glycine Max
B126 0i|356528240 20 1 6.47/4,51 37,39/31,00 0,05 Inositol oxygenase 2-like Glycine Max
A7 0i|55956968 28 1 8.25/6,36 56,73/26,00 1% Beta-2-xylosyltransferase Saccharum officinarum
Processamento DNA/RNA
B55 0i|18401305 38 1 9.05/5,28 102,77/12,00 1% Argonaute 4 Arabidopsis thaliana
A2 0i|334182222 37 1 7.98/6,49 67,15/11,00 1% 5'-3' exonuclease-like protein Arabidopsis thaliana
A3 0i|357498189 40 1 5.22/6,97 86,00/14,00 2% DNA repair and recombination protein PIF1 Medicago truncatula
B9 0i|38347668 32 1 8.05/6,25 37,23/27,00 2% Osjnba0054d14.3 Oryza sativa Japonica Group
B49 gi|255078218 38 1 7.44/4,53 113,55/14,00 1% Set domain protein Micromonas sp. RCC299
B10 gi|147792799 29 1 9.34/6,26 202,89/36,00 0% Hypothetical protein VITISV_010992 Vitis vinifera
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Cont. Tabela 10

. N°de pl MwkDa . o
N¢ Spot Gi Score . . . Coverage Proteina Espécie
pepetideos teorico/exp. Teorico/exp.

B52 gi|147818457 29 1 8.85/6,10 47,42/62,00 4% Hypothetical protein VITISV_019884 Vitis vinifera

A56 0i|31432300 28 1 9.17/6,08 222,95/11,00 0% Transposon protein, putative, unclassified Oryza sativa Japonica Group
B12 gi|147858312 27 1 5.61/6,38 37,91/17,00 4% Hypothetical protein VITISV_019805 Vitis vinifera

B4 0i|357475219 27 1 4.75/6,49 35,35/17,00 3% DNA-directed RNA polymerase Il subunit RPB3-A Medicago truncatula
B9 0i|68300821 26 1 7.93/5,80 12,67/26,00 1% RNA polymerase |V largest subunit Chara hispida

B44 gi|312232989 26 1 5.17/5,03 31,98/18,00 4% Embryo defective 2765 Croton myricifolius

B51 0i|357453385 25 1 5.04/4,35 51,70/58,00 4% Transcription factor Medicago truncatula
A59 gi|194033318 24 1 10.10/6,13 33,39/16,00 0% Ribosomal protein S4 Oedogonium cardiacum
B18 0i|15221135 20 1 6.08/6,09 48,59/51,00 2% Translation initiation factor eif-5 Arabidopsis thaliana
B51 0i|357453385 21 1 5.04/5,33 51,7/17,00 4% Transcription factor Medicago truncatula
B51 0i|357453385 21 1 5.04/6,09 51,7/18,00 0,04 Transcription factor Medicago truncatula
B51 0i|357453385 21 1 5.04/5,25 51,7/38,00 0,04 Transcription factor Medicago truncatula
E237 0i|31432338 32 1 5.41/6,32 113,87/53,00 0,01 Transposon protein, putative, unclassified Oryza sativa Japonica Group
E279 0i|357453385 21 1 5.04/6,35 51,70/55,00 0,04 Transcription factor Medicago truncatula

A3 0i|357498189 40 1 5.22/6,97 86,00/14,00 2% DNA repair and recombination protein PIF1 Medicago truncatula

Metabolismo de Lipidios

A111 0i|257096376 77 1 5.85/6,46 37,96/37,00 6% GDSL esterase/lipase Carica papaya

A24 0i|18141281 29 1 5.49/5,86 48,38/19,00 2% Senescence-associated cysteine protease Brassica oleracea
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Cont. Tabela 10

. N°de pl MwkDa . o
N¢ Spot Gi Score . . . Coverage Proteina Espécie
pepetideos teorico/exp. Teorico/exp.

A4 0i|166235557 24 1 5.8/4,69 53,78/26,00 1% acetyl-CoA carboxylase beta subunit Silene samia

A42 gi|50253239 22 1 7.92/5,02 56,65/26,00 4% pri-like protein Oryza sativa Japonica Group
Resposta a estresse/ defesa

A95 gi|79321655 40 1 5.73/6,21 10,42/27,00 9% defensin-like protein 294 Arabidopsis thaliana

A115 0i|323370547 29 1 5.68/6,65 95,14/49,00 2% ADR1 Solanum tuberosum

A67 0i|125527990 27 1 5.56/5,42 103,21/18,00 2% hypothetical protein Osl_04030 Oryza sativa Indica Group
gil227438191 23 1 577/531  14,84/25,00 0%  Disease resistance protein Brassica rapa subsp.

A54 Pekinensis

B99 0i|9828630 55 1 6.97/5,15 39,99/32,00 1% F1N21.10 Arabidopsis thaliana
Metabolismo aminoacidos

A52 0i|288063 43 1 6.55/6,17 63,88/58,00 4% ketol-acid reductoisomerase Arabidopsis thaliana

B69 0i|356529074 27 1 8.47/6,27 48,43/19,00 1% Tryptophan synthase beta chain 2 Glycine Max
Regulacao Hormonal

A87 0i|359483269 49 1 6.36/4,69 88,11/23,00 1% beta-amyrin synthase Vitis vinifera

Ad5 gi|270313547 47 1 4.94/4,63 39,19/20,00 2% S-adenosylmethionine decarboxylase Olea europaea

B114 0i|225440165 23 1 9.20/6,49 43,49/52,00 3% auxin-induced protein 5NG4 isoform 1 Vitis vinifera

B15 gi|357506099 19 1 7.42/6,29 66,98/53,00 1% DELLA protein GAI Medicago truncatula
Metabolismo proteinas

A51 0i|233955399 43 1 4.48/4,34 48,21/53,00 5% calreticulin Carica papaya
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. N°de pl MwkDa . o
N¢ Spot Gi Score . . . Coverage Proteina Espécie
pepetideos teorico/exp. Teorico/exp.
B48 gi[15004415 17 1 9.79/4,92 53,86/16,00 3% Maturase Erycina echinata
Proliferacao celular
AB9 0i|308812448 39 2 6.72/6,36 86,94/18,00 1% Cell division protein (ISS) Ostreococcus tauri
Ad gi|121489775 29 1 9.05/6,86 25,57/24,00 8% Putative RING-H2 finger protein precursor Phillyrea latifélia
B60 0i|255550431 32 1 8.93/6,26 81,25/17,00 1% Xylem serine proteinase 1 precursor, putative Ricinus communis
Diversas
A99 gi|421855 26 1 5.94/5,18 10,89/28,00 1% Alanine-trna ligase (EC 6.1.1.7) Arabidopsis thaliana
A26 0i|242075130 24 1 5.63/5,72 10,76/12,00 1% Hypothetical protein SORBIDRAFT_069002040  Sorghum bicolor
A1 0i|86361432 45 1 5.62/6,45 49,34/38,00 0,02 UDP-glycosyliransferase-like protein Oryza sativa Japonica Group
A127 gi|147863011 29 1 5.03/4,66  141,62/137,00 0% Hypothetical protein VITISV_009585 Vitis vinifera
AB0 0i|99014551 27 1 5.22/6,34 27,9/17,00 8% Putative aminotransferase, class V family protein  Chenopodium rubrum
B54 0i|357150848 34 1 4.86/5,28 42,97/12,00 3% Sulfotransferase 17-like Brachypodium distachyon
: o N ] Micromonas pusilla
B62 0i|303283114 34 1 6.43/6,73 18,1/17,00 7% Ferredoxin thioredoxin reductase CCMP1545
A8 0i|226506874 33 1 5.29/6,27 58,62/27,00 1% Uncharacterized protein LOC100274454 Zea Mays
A{5 gi|242077090 32 1 6.87/6,37 118,54/49,00 1% Hypothetical protein SORBIDRAFT_069027770  Sorghum bicolor
AB1 0i|33521626 65 1 7.20/6,27 26,89/16,00 8% Mn-superoxide dismutase Lotus japonicus
A1 0i|86361432 31 1 5.62/6,46 49,34/33,00 2% UDP-glycosyliransferase-like protein Oryza sativa Indica Group
AB2 0i|147815860 31 1 7.22/6,82 53,83/17,00 2% Hypothetical protein VITISV_003873 Vitis vinifera
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. N°de pl MwkDa . o
N¢ Spot Gi Score . . . Coverage Proteina Espécie
pepetideos teorico/exp. Teorico/exp.
B26 gi|7141306 31 1 7.05/5,58 79,15/12,00 1% RSH2 Arabidopsis thaliana
B1 0i|222631968 30 1 5.46/6,79 92,16/26,00 1% Hypothetical protein osj_18931 Oryza sativa Japonica Group
Desconhecido

B56 0i|225461989 30 1 4.99/5,96 62,14/13,00 1% Coiled-coil domain-containing protein 22 Vitis vinifera
B111 gi|14029022 30 1 11.89/6,38 22,27/40,00 7% Unknown protein Oryza sativa Japonica Group
=3/ 0i|224090013 29 1 6.85/5,38 68,31/19,00 1% Predicted protein Populus trichocarpa
B127 0i|226505408 23 1 7.31/4,63 65,82/133,00 3% Loc100281166 Zea Mays

B24 i|357487265 23 1 9.11/5,74 42,89/20,00 3% Hypothetical protein MTR_5g042630 Medicago truncatula

A50 gi[212722714 22 1 6.76/4,43 54,66/42,00 1% Uncharacterized protein LOC100193076 Zea Mays

B36 0i 147788042 22 1 5.63/4,73 90,99/78,00 24% Hypothetical protein VITISV_036148 Vitis vinifera

B25 4i|108712009 21 1 5.16/5,86 72,76/18,00 3% Hypothetical protein LOC_0Os03g62388 Oryza sativa Japonica Group
B36 gil147788042 19 1 5.63/5,88 90,99/65,00 24% Hypothetical protein VITISV_036148 Vitis vinifera
D352 0i|255075951 30 1 4.82/4,71 41,00/66,00 0,05 Predicted protein Micromonas sp. RCC299
D352 0i|255075951 25 1 4.82/4,53 41,00/18,00 0,05 Predicted protein Micromonas sp. RCC299
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5. DISCUSSAO

5.1. Inducao das culturas embriogénicas

Fatores como o genoétipo, meio de cultura e tipo de explante, podem
influenciar, de forma significativa, no tipo e potencial de regeneracédo dos calos
(Luciani et al., 2006). Com base nisso, dois ensaios foram instalados no intuito de
identificar as melhores condigdes para a inducdao de calos embriogénicos de
mamoeiro, conforme descrito na metodologia.

A escolha do regulador de crescimento e a adequagéo da concentragao é
fundamental para otimizacdo dos resultados obtidos na inducdo das culturas,
sendo as auxinas os reguladores mais utilizados para esse fim (Duditis et al.,
1991). Em mamoeiro, as principais auxinas empregadas na indugédo de calos séo
0 2,4-D (Anandan et al., 2012; Correia, 2012; Farzana et al., 2008; Malabadi et al.,
2011) e ANA (Farzana et al., 2008), dependendo do genétipo empregado.

Conforme citado anteriormente, os calos de mamoeiro foram induzidos a
partir de embrides zigoéticos, inoculados em meio de cultura suplementada com
diferentes concentragées de auxina, na auséncia de luz. Resultando em altos
percentuais de inducao para os gendtipos testados, esses resultados demonstram
a importancia do uso de auxinas na inducao de culturas de mamoeiro, conforme
observado em outros estudos com a espécie (Fitch e Manshardt, 1990; Almeida et

al., 2000; Anandan et al.,, 2012), como também em outras espécies como o
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cupuaguzeiro (Ledo et al., 2002), o maracujazeiro (Pinto et al., 2011) e a cana-de-
acucar (Shiromani et al., 2011; Burrieza et al., 2012).

Os tratamentos de indugdo classicos, utlizados para muitas espécies,
aumentam a auxina enddégena em explantes responsivos (Pasternak et al., 2002),
sendo este um sinal crucial que determina o destino embriogénico das células
cultivadas (Thomas et al., 2002). No presente trabalho, a utilizacdo de 20 uM de
2,4-D promoveu altas taxas de inducdo de calos para os gendtipos Golden e
UCO01 (Tabela 3), resultados similares foram encontrados por Anandan et al.
(2012), que conseguiram uma taxa de inducdo de 75,12%, utilizando uma
concentragdo de 9,0 uM de 2,4-D, e Almeida et al. (2000), também utilizando 2,4-
D, alcangcaram 100% de indugéao, utilizando 45 puM em diferentes explantes,
hipocétilo; hipocotilo com folha cotiledonar e folha cotiledonar de mamoeiro cv.
Baixinho de Santa Amalia.

Nossos dados também corroboram com o trabalho de Suksa-Ard et al.
(1999), que testaram a exigéncia de 2,4-D em diferentes tipos de explante para a
inducdo de calos de mamoeiro, concluindo que esse regulador foi essencial no
desenvolvimento de calos de mamoeiro a partir de embrides zigdticos maturos,
afirmando, também, que essa necessidade esta, diretamente, relacionada ao tipo
de explante utilizado.

A utilizacdo de ANA na inducao de calos de mamoeiro dos dois genoétipos
estudados nao foi satisfatéria, visto que, embora tenha proporcionado altas taxas
de inducdo, apresentou caracteristicas nao embriogénicas durante seu
desenvolvimento e a formacdo de estruturas anormais. Farzana et al. (2008),
utilizando ANA na indugédo de calos de mamoeiro cv. Rathna, obtiveram baixa
taxa de inducao de calos de boa qualidade, ndo ultrapassando 20%, e Ledo et al.
(2002), testando concentragbes similares de ANA em cupuaguzeiro, obtiveram a
formacao de calos com aspecto ndao embriogénico, obtendo 100% de inducao de
calos embriogénicos em meio acrescido de 9,04 pM de 2,4-D.

A utilizacdo de auxinas na inducdo da desdiferenciacdo de tecidos
vegetais tem sido associada a mudancas no padrdo de metilacdo de DNA das
células (Smulders et al. 2011). Essas mudangcas podem ser consideradas
componentes do mecanismo epigenético, as quais regulam a expressao dos
genes que estdo associados com a aquisicdo da capacidade embriogénica
durante a cultura de tecidos (Wang e Wang, 2012).
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Variagcbes epigenéticas, baseadas tanto na metilagdo do DNA, quanto na
modificacdo de histonas, sdo capazes de regular a regeneracao através da
modulacao de fatores de transcricao Wuschel (WUS) e da sinalizacdo de auxinas
(Li et al., 2011). Esses autores fizeram um aprofundado estudo da influéncia
desses fatores epigenéticos na modulacdo e sinalizagdo de auxinas em
Arabidopsis, verificando que alguns genes envolvidos na sinalizacdo de auxinas e
desenvolvimento do meristema foram metilados nos calos, mas foram
demetilados ap6s o tratamento de inducdo, demonstrando sua atuacdo na
aquisicao da competéncia celular, que necessita de intenso processo de
desprogramacao e reprogramacao da informacao genética.

No presente trabalho, a indugdo de calos provenientes de gendétipos
diferentes resultou em respostas distintas, mesmo quando submetidos as
mesmas condi¢cdes de cultivo, demonstrando seu carater genétipo dependente. O
mesmo foi observado por Malabadi et al. (2011), que testaram a influéncia do 2,4-
D e TDZ na indugéo de calos, em 13 cultivares comercias de mamoeiro.

Segundo Guerra et al. (2001), o gendétipo da planta mae doadora dos
explantes juntamente com o tipo de auxina exercem papel fundamental na
competéncia embriogénica, sendo que a escolha do tipo de explante pode afetar,
significantemente, uma regeneracéao eficiente (GubiSova et al., 2012).

O uso de embrides imaturos como fonte de explante para embriogénese
somatica tem sido utilizado para inducao de calos embriogénicos em diversas
espécies. No entanto, a determinacdao do estadio de desenvolvimento dos
embrides imaturos é sazonal, por se tratar de uma caracteristica tempo-
dependente. Sendo assim, a relagdo do estadio de desenvolvimento com os
resultados obtidos é de grande importancia para a obtencéo de um protocolo nao
so eficiente, mas com boa reprodutibilidade (Zhang et al., 2011).

Nesse intuito, diversos trabalhos foram realizados, procurando otimizar a
utilizacdo desses explantes na cultura de espécies de interesse como trigo (Murin
et al., 2012), grama (Bai e Qu, 2001), magnolia (Park et al., 2012), maracuja (Silva
et al.,, 2009) amendoim, (Ali et al., 2011), entre outros. Da mesma forma que
esses autores, o presente trabalho viabilizou um protocolo com alta taxa de

indugéo, utilizando embrides maturos.
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5.2. Maturacao

A maturagao é uma fase critica no desenvolvimento do embrido somatico.
Essa etapa é marcada pela expansao, diferenciagcdo e acumulo de substancia de
reserva, sendo, portanto, determinante na germinacdo e regeneragdo bem
sucedida dos embrides somaticos (Mishra et al., 2012).

Desde os trabalhos de Fischer et al. (1987) e Finkelstien e Crouch (1986),
o estresse hidrico foi proposto como um fator importante na maturacdo de
embrides somaticos, ja que, desde entdo, esses processos vém sendo
associados ao baixo potencial osmoético do meio de cultura onde o embrido esta
inserido.

Como ja citado, o PEG €& um agente osmoético ndo plasmolizante que
provoca déficit hidrico; essa dessecacao induzida por ele no meio de cultura pode
estimular a producédo enddgena de acido abscisico (ABA), que é responsavel pela
sintese de substincias de reserva importantes para as demais fases do
desenvolvimento do embrido, como as proteinas LEA (Stasolla et al., 2003).
Ainda, segundo esses autores, o PEG também pode atuar no controle da
expressao de diversos genes responsaveis pelo controle da divisdo, diferenciacéo
e desenvolvimento do meristema apical do caule. Recentemente, Smulders et al.
(2011) propuseram que esse tipo de estresses também pode provocar
modificagées na metilacdo do DNA.

Pelos efeitos positivos na maturacao, o PEG tem sido utilizado como
agente de maturacao em diferentes espécies, incluindo seringueira (Linossier et
al., 1997), Glycine max (Walker e Parrott, 2001), Aesculus hippocastanum (Troch,
2009) e mamoeiro (Mishra et al., 2010). Suas moléculas de alto peso molecular
ndo sao capazes de passar através da parede celular, que conduz a uma
restricdo da absorcdo de agua, uma reduzida pressdo de turgescéncia e a
reducdo no potencial osmético intracelular (Misra et al., 1993), levando a
dessecacéo.

De acordo com Rance et al. (1994), os tratamentos de dessecacdo do
embrido, como o produzido pelo PEG, podem resultar em rapidas mudancas
bioquimicas, desencadeando a atividade de proteinas especificas. Essas
alteracoes podem ser identificadas nesse trabalho, através das mudancas no
desenvolvimento das culturas de mamoeiro dos gendtipos estudados
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(percentagem de maturagdo, numero de embrides produzidos, morfologia e
incremento de proteinas dos calos), sendo o ultimo estudado, apenas, no
genotipo hibrido.

No presente trabalho, embora o meio de cultura acrescido de PEG tenha
resultado em maior porcentagem e qualidade dos embrides somaticos formados,
o tratamento controle, sem a adicao de PEG, foi capaz de desenvolver embrides
somaticos maturos. Esses resultados indicam que o PEG nao possui agao
determinante para a formacao dos embrides somaticos de mamoeiro, mas sua
utilizacédo pontencializa a produgédo de embridées somaticos normais.

Mishra et al. (2010), trabalhando na maturagdo de embrides somaticos de
mamoeiro cv. Pusa Delicious, submetidos a transformacédo genética, obtiveram
maximo de conversado de embrides somaticos do estadio globular para o estadio
cotiledonar quando utilizaram 4,2% de PEG, aumentando, assim, as taxas de
regeneracao das plantas.

Em algumas espécies como grama verde (SivaKumar et al.,, 2010) e
Prosopis laevigata (Buendia-Gonzélez et al., 2012), a presenga de PEG foi
essencial para a conversdao dos embrides somaticos em plantulas, que sé teve
inicio com a inducao do estresse hidrico induzido pelo PEG. Em contra partida,
Marquez-Martin et al. (2011) ndo obtiveram bons resultados, utilizando PEG no
desenvolvimento de embrides somaticos de Persea americana; no entanto,
tiveram resposta positiva, utilizando outros agentes osmdticos.

Rai et al. (2009), trabalhando com diferentes concentragdes de PEG na
maturacao de calos de goiaba, obtiveram uma taxa de maturacéo inferior a 50%;
da mesma forma, Kérbes e Droste (2005), trabalhando com soja, obtiveram a
maior percentagem de maturagdo de, apenas, 20%, ambos trabalhando com
baixas concentracées de PEG.

O incremento de matéria fresca, durante a maturagdo das culturas,
também foi afetado pelo PEG, ja que, tanto para o genétipo Golden quanto para o
UCO1, esse incremento foi maior nas culturas sem acréscimo de PEG. Esse
incremento de matéria fresca, obtido no tratamento controle, sem a indugéo do
estresse hidrico, pode estar relacionado ao numero inferior de embrides
somaticos desenvolvidos nesse tratamento, ja que a reducdo do crescimento
celular pela inibicao da divisao celular é fundamental na maturagdo das culturas
de diversas espécies (Attree e Fowke, 1993).



69

Stasolla et al. (2003) constataram que os niveis de transcricao de varias
enzimas antioxidantes sdo mais elevados em algumas etapas do
desenvolvimento de embrides somaticos de abeto branco (Abies alba), quando
tratados com PEG e também verificaram que as aplicagdes do PEG no meio de
maturacdo de calos embriogénicos de coniferas induziram duas grandes
mudancgas na expressao génica, a primeira em embrides imaturos e a segunda
em embrides completamente desenvolvidos.

Observou-se 0 desenvolvimento de embribes anormais no
desenvolvimento das culturas dos gendtipos estudados.  Essas anomalias
também foram relatadas no desenvolvimento de embrides sdomaticos de
mamoeiro (Koehler, 2004) como em outras espécies, como Glycine max (Korbes
e Droste, 2005; Santos et al., 2006; Hiraga et al., 2007), Cassia angustifolia
(Agrawal e Sardar, 2007), Gossypium hirsutum (Hussain et al.,, 2009) e
Desmodium motorium (Devi e Narmathabai, 2011).

El Dawayati et al. (2012), realizando um trabalho com embrides anormais
de Phoenix dactylifera, observaram que o PEG influenciou, também, no
desenvolvimento de embrides somaticos secundarios normais a partir desses
embrides anormais, sugerindo a sua participacdo na ativacdo dos processos de
morfogénese dessas culturas

Com o objetivo de caracterizar o efeito do PEG no desenvolvimento dos
embrides somaticos de mamoeiro, foram realizados os estudos histomorfolégicos
durante a resposta morfogenética de culturas submetidas aos tratamentos
Controle, sem adicdo de PEG e Tratamento T2 (6% PEG), que obteve melhor

desempenho no desenvolvimento dos embrides.

5.3. Analises histomorfolégicas durante morfogénese in vitro

A observacdo histolégica é um procedimento importante para a
confirmacgédo da técnica morfogenética adotada, bem como para a determinacgéo
do tipo celular dos embrides somaticos originados (Matsumoto et al., 1996).

Diversos estudos sobre a histodiferenciacdo de embrides somaticos de
dicotiledéneas vém sendo desenvolvidos ao longo dos anos, em diversas

espécies, como em Passiflora edulis (Pinto et al., 2011), Feijoa sellowiana
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(Correia e Canhoto, 2010; Cangahuala-lnocente et al., 2004), Coffea arabica
(Feria et al., 2003) e; Panax ginseng (Langhansova et al., 2004), Vitis vinifera (Li
et al., 2008) e Tilia cordata (Karkénen, 2000).

Nas dicotiledbneas, o desenvolvimento do embrido zigbtico passa por
quatro estagios principais, globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(Zimmerman, 1993). Da mesma forma que o embrido zigo6tico, o embrido
somatico também passa por esses quatro estagios, diferindo deles no estagio
cotiledonar, onde o embrido, ao invés de desenvolver a inibicdo ao
desenvolvimento, inicia o crescimento das plantulas (Yang e Zhang, 2010).

O tipo e o tempo de exposicdo a auxina sdao fundamentais para o
desenvolvimento de embrides somaticos, ja que a auxina € um regulador chave
no controle da simetria bilateral e estabelecimento do embrido durante a
embriogénese (Cooke et al., 1993), como também para o estabelecimento do
meristema apical, pois seu metabolismo esta relacionado a atividade do gene
Wuschel (Wus), que tem papel crucial no desenvolvimento desse meristema,
atuando no transporte de auxina, que caracteriza um dos fatores mais relevantes
no desenvolvimento de embrides normais (Santa-Catarina et al., 2012). Esse
transporte desempenha um papel importante na formagdo dos cotilédones
durante o desenvolvimento do embrido, a interferéncia, nesse tipo de transporte,
faz com que uma falha na transicdo da simetria axial para bilateral e podem
resultar na formagéao de embrides com cotilédones fundidos (Hadfi et al., 1998).

No presente trabalho, o desenvolvimento do embrido somatico, que tem
inicio ainda em presenca da auxina, pode ter sido fundamental para o posterior
desenvolvimento do embrido, pois, de acordo com Liu et al. (1993), a organizacao
estrutural e funcional do meristema apical ja esta determinada no estadio globular.

Segundo Liu (1993), o desenvolvimento dos cotilédones ocorre a partir da
divisdo celular predominantemente nas partes cotiledonares e a diminuicao dela
nas células, na fenda dos cotilédones. No presente trabalho, isso foi visivel logo
no inicio do desenvolvimento de embrides, no estadio cordiforme.

A retirada da auxina e a introducdo de promotores de maturacdo tém
demonstrado grande importancia no desenvolvimento de embridées somaticos; da
mesma forma, o estresse hidrico tem sido relatado como importante no

desenvolvimento de embrides somaticos de varias espécies (Troch et al., 2009).
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No presente trabalho, identificou-se um maior e mais rapido
desenvolvimento de embribes somaticos nas culturas tratadas com PEG;
resultados semelhantes também foram encontrados por Langhansov et al. (2004),
trabalhando com Panax ginseng.

Além disso, a adicdo de PEG aos meios de cultura MS, durante o
tratamento de maturacdo, apesar de nao ter sido essencial no desenvolvimento
de embrides somaticos de mamoeiro, como citado anteriormente, demonstrou
relevancia no numero de embrides normais desenvolvidos, jaA que as culturas
tratadas com esse promotor resultaram em maior e melhor desenvolvimento de
regibes meristematicas em ambos os gendétipos testados. Foi possivel verificar
que a sua utilizacao provocou progressiva diminuicdo do numero de embrides
anormais, a medida que sua concentracdo aumentava até 6% (tratamento T2).
Esse incremento pode ser devido a acao morfo-ontogética do PEG descrita por El
Dawayati et al. (2012).

O desenvolvimento de embrides somaticos anormais também tem sido
relatado em mamoeiro por outros autores, Fernando et al. (2001), trabalhando
com 2mg/l de 2,4-D na inducado e sem a utilizacdo de promotores de maturacéao, e
Koehler (2004), trabalhando com a indugdo em meio acrescido de 2mg/L de 2,4-D
e maturacao das culturas em meio acrescido de 0,5 yM de ABA; entretanto, esses
autores nao quantificaram o numero de embrides anormais encontrados. No
presente estudo, a quantificacdo desses embrides foi importante, ja que
demonsntrou a eficiéncia do promotor de maturacao, utilizado, principalmente, na

concentracao 6%, no desenvolvimento normal desses embrides.

5.4. Concentracao dos carboidratos durante a maturacao

O perfil de carboidratos encontrado nas culturas foi diferenciado nos
genotipos estudados, esses resultados indicam uma resposta gendétipo
dependente quanto a acao dos carboidratos, na morfogénese das culturas. Esse
tipo de resposta tem sido relatada no desenvolvimento de calos de varias
espécies como em Triticum vulgare (Filippov et al., 2006), Zea mays (Binott et al.,
2008), Oryza sativa (Moghaieb et al., 2009) e Phragmites australis (Mathé et al.,
2012).



72

Os mecanismos envolvidos na transducdo de sinais e regulacdo dos
genes envolvidos no metabolismo dos carboidratos nas diferentes espécies de
plantas nao estdo completamente esclarecidos (Padilla-Chacén et al., 2010).

Entretanto, os carboidratos, como sacarose e glicose, tém sua funcao
reconhecida na expressdo de genes que desempenham as mais diversas
funcdes, percepcao da luz, controle do ciclo celular, resposta ao estresse,
armazenamento de reservas e na diferenciagdo e desenvolvimento celular (Sturm
e Tang, 1999). Ainda, segundo esses autores, a clivagem da sacarose € um
processo fundamental para o crescimento das plantas.

Embora, na literatura, niveis altos de sacarose e baixos de frutose e
glicose estejam associados a maturacdo e ao desenvolvimento normal dos
embrides somaticos, no presente estudo, as culturas submetidas a todos os
tratamentos testados, em especial o T2, meio de cultura MS suplementado com
6% de PEG, que obteve as maiores taxas de conversdo em embrides
cotiledonares, apresentaram um perfil diferente com concentracdes maiores de
glicose e menores de sacarose.

No presente trabalho, diferente do encontrado para outras espécies como
o abacate (Sanchez-Romero et al., 2002) e Acca sellowiana (Pescador et al.,
2008), os niveis de sacarose tiveram um aumento logo no inicio do
desenvolvimento embrionario, aos 7 dias de cultivo, com posterior declinio até o
28° dia para todos os tratamentos, com excecao do tratamentoT3, enquanto os
niveis de glicose e frutose mantiveram-se, relativamente, altos durante os 28 dias,
principalmente para as culturas do genétipo hibrido. Esses niveis, relativamente,
elevados de hexoses, encontrados durante a embriogénese somatica de Carica
papaya, poderiam estar associados a manutencdo da divisdo celular e
desenvolvimento dos embrides somaticos, como sugerido por Hill et al. (2003)
para sementes de Brassica napus.

Nossas analises demonstraram, também, que os conteudos de glicose e
frutose foram semelhantes, apontando a ligacdo estreita entre seus
metabolismos. No entanto, ndo foi possivel correlacionar os niveis das hexoses
aos niveis de sacarose nas culturas, ja que os niveis das hexoses, em geral, ndo
demonstraram queda quando ocorreu aumento de sacarose nas culturas e foram

mais altos durante todos os tempos avaliados. Nieves et al., 2003, associam o0s
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altos niveis de hexoses a uma maior atividade das enzimas invertase &cida e
neutra, que suportam a hidrélise de sacarose na mobilizacao de reservas.

Em Medicago arborea, Martin et al. (2000) também encontraram maiores
conteudos de frutose e glicose e menores conteludos de sacarose em culturas
embriogénicas. Os autores, porém, relacionaram a quantidade de sacarose a
utilizacado desta para a formacao de embrides somaticos in vitro.

Dangou et al. (2002), estudando o perfil de carboidratos no
desenvolvimento do endosperma de sementes de cacau, também identificou
concentracao de frutose e glicose superiores a sacarose em todos os estadios de
desenvolvimento.

Em geral, as hexoses favorecem a divisdo e expansao celular, ao passo
que a sacarose favorece a diferenciacdo e maturacdo (Weschke et al., 2003).
Nesse sentido, os niveis mais altos de sacarose, aos sete dias, podem estar
relacionados ao inicio da diferenciacdo dos embrides globulares nos demais
estadios, que teve inicio a partir do sétimo dia de incubacdo, assim como o0s
elevados niveis de hexose podem ser devido, segundo analise histomorfolégica
feita nesse estudo, a constante divisao celular que ocorre de forma acentuada até

0 282 dia de cultivo.

5.5. Proteomica

A compreensdao dos mecanismos bioquimicos € essencial para o
entendimento da embriogénese somatica; dentre esses mecanismos, o perfil
protéico pode fornecer informacdes importantes, ja que as proteinas tém papel
fundamental na histodiferenciacdo do embrido somético (Cangahuala-Inocente,
2009), além de ser a principal substancia de reserva acumulada durante o
desenvolvimento embrionario (Bewley e Black, 1994).

De acordo com os resultados obtidos, o PEG teve grande influéncia na
maturacdo das culturas, ja que essas, quando submetidas a esse tratamento,
obtiveram melhores taxas de maturacao e uma maior formacdo de embrides
somaticos. Esse aumento pode estar relacionado com a sintese de proteinas de
reserva, induzidas pelo estresse hidrico (dessecacao) provocado pelo PEG (Wise
e Tunnacliffe, 2004).
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No desenvolvimento do embrido zigoético, a dessecagdo e o acumulo de
substancias de reserva estao diretamente relacionados a expresséao diferencial de
genes e vias metabdlicas, processos fundamentais para o sucesso do
desenvolvimento e germinacdo da mesma (Mishra et al., 2012). Para a
embriogénese somatica, que imita o desenvolvimento zigético, esses processos,
também, sdo essenciais na morfogénese dos embrides somaticos, servindo,
inclusive, como eficiente modelo de estudo para a embriogénese zigética. Devido
a isso, diversos estudos tém sido elaborados com o intuito de compreender o
desenvolvimento embrionario de diversas espécies como Citrus sinensis (Pan,
2009), Picea sp (lragi e Tremblay, 2001; Rode, 2012), e Cyclamen sp
(Winkelmann et al. 2006), entre outros.

Através do estudo comparativo dos perfis dos géis bidimensionais
gerados, analisando as proteinas expressas, diferencialmente, durante a
maturacdo dos embrides somaticos, percebeu-se que, da mesma forma que o
perfil de proteinas totais, onde o tratamento T2 (com inducao do estresse hidrico)
obteve maior concentragcdo de proteinas, houve um acréscimo no numero de
spots para esse tratamento. Esse aumento de proteinas, nesse tratamento, pode
ser ocasionado pelo aumento de proteinas especificas do estadio de maturagéo e
desidratacdo do embrido (Sheoram et al., 2005). Resultados semelhantes foram
encontrados por Klimaszewska et al. (2004), trabalhando com sementes de Pinus
strobes e Winkelmann et al. (2006) em Cyclamen persicum, onde obtiveram maior
classe de proteinas no tratamento com 60 g.L" sacarose em detrimento do meio
de cultura MS com 30 g.L" sacarose.

Trinta e um spots foram identificados, apenas, no tratamento Controle,
podendo-se destacar proteinas com papel importante no desenvolvimento de
embrides somaticos (Tabela 6).

Nesse tratamento, identificaram-se os spots C318, C344, D346, C336
como envolvidos no metabolismo energético; essas proteinas, além da funcéo
energética, podem estar envolvidas na regulacao da expressao de varios genes
envolvidos no desenvolvimento embrionario (Businge et al., 2013). Entretanto,
maior numero de proteinas relacionadas a essa funcao foram identificadas no
tratamento T2. Essa diferenca pode estar relacionada a menor manifestacao de
competéncia morfogenética observada nos calos submetidos ao tratamento

controle.
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Dentre as proteinas classificadas nas demais funcdes, destaca-se a
proteina HSP70 (spot D325), que € uma chaperona que se liga em sequéncias
hidrofébicas expostas e mantém a cadeia peptidica desenovelada até que ela
possa assumir a conformacao tridimensional correta (Wang et al., 2004). Elas sao
citadas como responsaveis pela translocacdo e processamento de proteinas,
associadas a sintese e mobilizacao de reservas (Forward et al., 2002), estresse
abiético (Kosova et al., 2010) e defesa celular (Imin et al., 2005). Elas tém sido
associadas ao desenvolvimento de sementes, como observado em Dimocarpus
longana (Wang et al., 2010), e embrides somaticos de varias espécies, como Vitis
vinifera (Zhang et al., 2009), Picea abies (Businge et al., 2013), entre outros.

Também foram identificados spots relacionados a degradagdo de
proteinas como a subtilisin-like protease-like (spot C342), a expressao dessa
proteina pode ser inibida pela presenca de estresse hidrico (Dramé et al., 2007),
ainda, segundo esses autores, ela pode atuar na degradacao de substancias de
reserva.

Proteinas motoras, como kinesin-4-like (C332), relacionadas ao
movimento dos microtubulos tém papel Unico na morfogénese da planta e podem
influenciar tanto na morfologia da célula como de toda a planta. Essa influéncia é
atribuida ao seu envolvimento no estabelecimento de planos de divisdo celular,
em determinar os eixos de alongamento celular e na regulacdo a deposi¢cao de
microfibrilas de celulose na parede celular (Zhang et al., 2010; Li et al., 2012).

Apenas duas proteinas com funcdo de regulacdo hormonal foram
identificadas no tratamento Controle, SAUR-like auxin (spot C339) e phytocrome 3
(spot C346). As proteinas SAUR sao proteinas reguladoras de auxina, € o
phytocrome pode regular o metabolismo do é&cido abscisico (ABA) e acido
giberélico (GA), sendo importante no desenvolvimento e germinagédo de sementes
de Arabidopsis (Seo et al., 2006).

Os calos submetidos ao meio acrescido de 6% de PEG obtiveram maior
namero de proteinas relacionadas a diversos processos celulares quando
comparadas ao tratamento Controle (Tabela 7).

Maior atividade de proteinas relacionadas ao metabolismo energético foi
identificada nessas células, demonstrando que esse tratamento contribuiu para o
desenvolvimento da planta, ja que, além de fornecer energia, essas moléculas

podem atuar como cofatores de regeneracdo, construgcdo, interconversao e
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sintese de metabdlitos, agindo como sinalizadores para a regulacéo de diversos
processos (Xu et al., 2008). Entretanto, de acordo com Kermode (1995), a
reducdo no metabolismo dos carboidratos esta relacionada a maturacao da
semente, o mesmo foi verificado por Stasolla et al. (2003), estudando a influéncia
de PEG na maturacao de embrides somaticos de Picea glauca.

Proteinas com conhecida atividade de regulagdo hormonal foram
identificadas nesse tratamento, a proteina gibberellin 20-oxidase (spot F155), ja
bem caracterizada por promover o desenvolvimento e germinacdo das sementes.
Uma variedade de resultados, a partir de plantas de diferentes espécies, sugere
que GAS3 estimula genes que estdo envolvidos, principalmente, no alongamento
celular e na divisdo celular (Zimmerman et al., 2010). Sua importancia ja foi
descrita para o desenvolvimento de embrides somaticos de diversas espécies
como Daucus carota (Mitsuhashi, 2003), Zea Mays (Joshi et al., 2010) e
Cocos nucifera (Montero-Cortes et al.,, 2010), que tiveram um incremento no
desenvolvimento de embrides somaticos, quando se adicionou acido giberélico ao
meio de cultura MS. A cytokinin oxidase 2 (spot E155), também realizaram papel
importante na regulacéo dos niveis de citocininas nas plantas (Bilyeu et al., 2001).

Spots A31, F194, E194, E167, F188, F128 e E142 foram identificados
como relacionados a sintese e fosforilagdo de proteinas e, também, de lipidios;
uma delas, as proteinas de transferéncia de lipidios inespecificos, que sao
caracterizados pela sua capacidade de transferéncia de fosfolipidos entre as
membranas e por se ligarem acidos graxos in vitro, apresentam varias fungdes
atribuidas a elas in vivo, incluindo transporte de compostos cuticulares (Sterk et
al., 1991) e inibicdo do crescimento de agentes patogénicos bacterianos e
fungicos (Garcia-Olmedo et al., 1995). Esses resultados indicam que o estresse
hidrico pode ter sido favoravel a reserva de proteinas e lipideos. Durante a
embriogénese, a proteina enoyl acp reductase (spot E194), também detectada,
apenas, nesse tratamento, é sintetizada durante a biossintese e deposicdo dos
lipidios (Poghosyan et al., 2005).

Seis spots (E146, F146, F241, E182, F175, A69) tém funcéo relacionada
a respostas a estresse e defesa. A atividade de espécies reativas de oxigénio
(ROS) é, muitas vezes, a primeira resposta detectavel ao estresse bibtico ou
abiético em plantas. Proteinas, como a catalase (spot E182), tém papel chave na

modulagdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Zhang et al.,
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2009). Em estudos realizados com Nicotiana tabaco, a expresséo de catalase foi
correlacionada ao aumento na tolerancia para ROS (Barna et al., 2008).

Alteracdes no estado da cromatina do gene, através da transcricdo de
processamento do DNA, a traducdo do mRNA e modificacdes pds-traducionais,
sao responsaveis por regular o nivel de expressao protéica para varios genes
(Pierrat et al., 2007). Segundo esses autores, fatores de iniciagao (elF4A-15), spot
F222, atuam na fosforilacdo de proteinas envolvidas na traducdo, permitindo o
acoplamento de proteinas de tradugédo e de outras fungbes celulares essenciais
como a resposta ao estresse, crescimento e divisdo celular.

A actina, proteina relacionada ao desenvolvimento do citoesqueleto, foi
identificada no spot F200; de acordo com Ketelaar et al (2004), a organizacao, a
divisao celular e o crescimento requerem o funcionamento normal dessa proteina.

Também foram identificadas proteinas relacionadas a via de pentose
fosfato, que & conhecida por proporcionar nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato (NADPH), utilizado como doador de elétrons em reagdes biossintéticas
redutivas, sintese de lipidos, amino4cidos aromaticos e coenzimas (Witzel et al.,
2010). A sintese dessa proteina tem sido relacionada a estresse oxidativo e salino
em varias espécies como arroz (Hou et al., 2007) e cevada (Witzel et al., 2010).

A maior parte das proteinas encontradas comuns aos dois tratamentos
esta relacionada ao metabolismo de carboidratos e processos relacionados a
transcricdo e traducao (Tabela 8), denotando grande atividade metabdlica e
organizacional dessas culturas. Proteinas como Argonaute 4 (spot B55) podem
ter papel relevante na morfogénese das plantas ja que atuam no silenciamento de
genes. Da mesma forma, as enolases (spot A21), enzimas da via glicolitica,
estariam desempenhando um papel importante na embriogénese somatica de
Cyclamen persicum, atuando, nesse caso, como proteinas de reserva (Rode et
al., 2011).

Além desses processos, observaram-se proteinas relacionadas a funcoes
importantes na morfogénese da planta, na sintese de lipidios, proteinas,
aminoacidos e regulacdao hormonal; dentre essas, as proteinas DELLA (spot B15)
tém funcdo reconhecida na sinalizacdo de giberelina; a degradacdo dessa
proteina exerce papel importante na fase germinagédo e alongamento do embriao
(Zhang et al., 2008).
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Em suma, € possivel observar que, em ambos os tratamentos, foi
possivel identificar a presenca de proteinas importantes na morfogénese dos
embrides somaticos; entretanto, o tratamento T2 apresentou uma gama maior de
proteinas, que podem estar relacionadas a melhor resposta dessas células no

desenvolvimento do embriao.
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6. CONCLUSOES

Com os resultados obtidos em nosso trabalho, foi possivel analisar a
inducado e maturacao dos calos, quantificar carboidratos soluveis (frutose, glicose
e sacarose), caracterizar o denvolvimento anatémico de embrides somaticos de
mamoeiro dos gendtipos Golden e UCO01, sendo este ultimo utilizado na
identificacdo e classificacdo das proteinas expressas durante a maturagdo dos
calos, permitindo as seguintes conclusdes:

a. A adicao de 20 uM de 2,4-D e a utilizagdo de embrides zigéticos de frutos
nos estadios 3 e 5 de maturagdo como fontes de explante proporcionaram
uma melhor resposta no desenvolvimento de calos embriogénicos;

b. Todos os tratamentos testados promoveram a maturacdo dos calos;
entretanto, meio de cultura MS suplementado com 6% de PEG foi mais
eficiente na maturagdao de culturas embriogénicas de mamoeiro, ja que
promoveu maior numero de embrides/plantulas somaticas nos gendtipos
testados;

c. Através da analise histomorfolégica, identificou-se o desenvolvimento de
células com caracteristicas embriogénicas, regides meristematicas com
células pequenas, isodiamétricas, com citoplasma denso e nucleo evidente
em processo de diferenciacdo, desde o estadio pré-embriogénico até o
estadio cotiledonar; esse processo ocorreu em ambos o0s tratamentos,

porém de forma mais rapida no tratamento T2.
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d. Com a quantificacdo de carboidratos durante a maturacdo, um maior
conteudo das hexoses foi encontrado nas culturas em todos os
tratamentos, sendo as hexoses, frequentemente, relacionadas a divisao e a
diferenciacao celular. A sacarose, embora tenha sido encontrada em niveis
menores, apresentou um aumento consideravel aos sete dias de cultivo,
indicando que esse pode ser um ponto chave na diferenciacao de embrides
somaticos de mamoeiro, ja que, nesse ponto, houve grande aumento na
transicdo de embrides globulares para os demais estadios. A sacarose tem
sido relacionada ao alongamento celular e ao armazenamento de proteinas
de reserva.

e. Nas analises protebmicas, foi possivel associar um padrao na expressao
diferencial de proteinas com a capacidade de maturacdo de embrides
somaticos em maméao (UCO01). O tratamento T2 promoveu maior expressao
de proteinas quando comparado aquelas culturas mantidas no tratamento
controle, apresentando maior expressao de proteinas relacionadas as vias

metabdlicas, processamento do material genético e regulagdo hormonal.
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