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RESUMO

A Byrsonima intermedia A. Juss., espécie do cerrado, ¢ comumente
conhecida por murici-pequeno, devido ao seu pequeno porte em comparacao a
outras espécies do género. E considerada uma espécie com grande potencial
medicinal j4 com alguns trabalhos cientificos comprobatorios, que apresenta
grande dificuldade de propagagdo natural por apresentar baixa germinacao,
crescimento lento e dorméncia tegumentar. Neste contexto, técnicas de cultura
de tecidos apresentam-se como alternativa a propagagdo sexuada, destacando-se
0 uso da embriogénese somatica. Assim, objetivou-se neste estudo determinar
um protocolo a e avaliar aspectos da expressdo génica associada ao processo de
inducdo de embriogénese somatica de murici-pequeno. Para a indugdo de calos a
partir de folhas de plantulas germinadas in vitro, foram testados diferentes
subcultivos (60 dias) e concentragdes de diferentes citocininas (BAP, TDZ, ZEA
e CIN) combinados com concentragcdes de ANA. Diferentes concentragdes de
ANA também foram avaliadas na indug¢do de calos pro-embriogénicos. Para a
indugdo de calos embriogénicos e embrides somaticos, os calos pro-
embriogénicos foram subcultivados em meio MS sem a adi¢do de reguladores de
crescimento. Os embrides somaticos originados foram inoculados em meio de
maturagdo contendo diferentes concentracdes de GA; e de ABA. A formacio de
embrides secundarios, o controle da hiper-hidricidade, o efeito de diferentes
concentracdes de sacarose ¢ meios de cultura, diferentes vedacdes e
concentracdes de agar também foram avaliadas. As analises moleculares Foram
realizadas em diferentes explantes (calos pro-embriogénicos ¢ embriogé€nicos e
embrides somaticos). Os resultados mostram que para a inducdo de embrides
somaticos, o uso de cinetina juntamente com ANA apresentou formacao de
embrides somaticos no segundo (4,76 uM de CIN + 0,54 uM de ANA) e terceiro
(5,17 uM de CIN + 10,54 uM de ANA) subcultivos. O uso de alta concentragdo
de ANA (537,06 uM) favoreceu a formagdo de embrides somaticos. O uso de
GA; na concentragdo de 28,87 pM favoreceu a formagdo de plantulas. O uso de
tampas sem PVC e tampa comercial Biosama® apresentaram melhores
resultados para tubos de ensaio e para frascos, respectivamente. O meio de
cultura WPM suplementado com 3% de sacarose e solidificado com 0,8% de
agar reduziu a hiper-hidricidade de embrides somaticos. Mesmo sendo
observado amplificagdo de fragmentos para os genes AGL1, LEC1, SERK e
BBM, ndo foi possivel realizar a RT-qPCR devido a dificuldade de realizar o
sequenciamento dos genes em virtude de tratar-se de planta nativa.

Palavras-chave: Byrsonima intermedia, Calogénese, Embrides somaticos,
Hiper-hidricidade, Primers degenerados.



ABSTRACT

Byrsonima intermedia A. Juss.,, a Brazilian vegetation species, is
commonly known as ‘murici-pequeno’, due to its small size compared to similar
species. Evidence from previous studies shows the plant has great medicinal
potential; though the plant has great difficulty in propagating naturally, due to its
low germination, slow growth and tegumental dormancy. In this context, tissue
culture techniques are presented as an alternative to sexual propagation, the use
of somatic embryogenesis being of particular interest. Therefore, this study
aimed to establish a protocol for, and analyze aspects of, the gene expression
associated with the process of inducting somatic embryogenesis in murici-
pequeno. For the induction of calluses from seedling leaves in vitro, different
subcultures were tested (60 days) and concentrations of different cytokinins
(BAP, TDZ, KIN and ZEA) combined with concentrations of NAA. Different
concentrations of NAA were also analyzed in the induction of pro-embryogenic
calluses. For the induction of embryogenic calli and somatic embryos, the pro-
embryogenic calli were subcultured on MS area without adding growth
regulators. The somatic embryos were inoculated in a maturation medium
containing different concentrations of GA; and ABA. The formation of
secondary embryos, the control of hyperhydricity, the effect of different sucrose
concentrations and culture media, different agar seals and concentrations were
also analyzed. Molecular analyses were performed on different explants (pro-
embryogenic and embryogenic calluses and somatic embryos). The results show
that for the induction of somatic embryos, the use of kinetin with NAA
presented the formation of somatic embryos in the second (4.76 uM CIN + 0.54
uM NAA) and third (5.17 uM CIN + 10.54 pM NAA) subcultures. The use of
high concentrations of NAA (537.06 uM) favored the formation of somatic
embryos. The use of GA; in the concentration of 28.87 uM favored the
formation of seedlings. The use of caps without PVC and Biosama® caps
presented better results for test tubes and vials, respectively. The WPM medium,
supplemented with 3% of sucrose and solidified with 0.8% of agar, reduced the
hyperhydricity of somatic embryos. Even by observing the amplified fragments
of genes AGL1, LEC1, SERK and BBM, it was not possible to perform the RT-
gPCR because of difficulties in carrying out gene sequencing; this due to murici-
pequeno being a native plant.

Keywords: Byrsonima intermedia, callus formation, somatic embryos,
Hyperhydricity, degenerate primers.
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CAPITULO 1

Embriogénense somatica e potencial uso de
marcadores moleculares embriogénicos de
Byrsonima intermedia A. Juss. (murici-pequeno).



1 INTRODUCAO

A espécie Byrsonima intermedia A. Juss., conhecida popularmente
como murici-pequeno, ¢ um arbusto do cerrado considerado medicinal por sua
propriedade adstringente nas diarreias e disenterias. Porém, a propagacgdo por
meio de sementes do género Byrsonima apresenta dificuldades como baixa taxa
de germinagdo e emergéncia lenta das plantulas.

As técnicas de cultura in vitro sdo um promissor instrumento para o
desenvolvimento de pesquisas que estabelecam formas alternativas para a
producdo de mudas, conservagdo e melhoramento do material genético.

Dentre as técnicas de micropropagacdo destaca-se a embriogé€nese
somatica, que pode ser dividida em dois tipos. A embriogénese direta, que
origina-se diretamente do tecido matriz, e a indireta, onde a embriogénese passa
por fase intermediaria.

A embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos usualmente
empregados para designar o processo pelo qual células hapldides ou somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estadios embriogénicos, dando origem a
uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas.

A iniciagdo da embriogénese somatica é ativada por diferentes sinais ¢
frequentemente comeca a partir de diferentes tecidos, e isso ndo ¢ totalmente
entendido. Recentemente, pesquisas na area de biologia molecular tém sido
utilizadas para investigar a embriogénese somatica para melhor compreensao
deste fendmeno.

As analises moleculares da embriogénese somatica garantem uma
oportunidade de entender como os eventos reprodutivos sdo interligados,
coordenados e regulados.

Devido a dificuldade de propagagdo do murici-pequeno ¢ em face de seu

potencial medicinal, este trabalho teve por finalidade estabelecer um protocolo



de embriogénese somadtica e realizar analises moleculares das fases da

embriogénese somatica de murici-pequeno.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricdo boténica e propriedades medicinais da espécie

A familia Malpighiaceae compreende mais de 60 géneros. E uma familia
com plantas herbaceas, arbustivas, arboreas ou, mais frequentemente, trepadeiras
com folhas inteiras, de disposi¢do alterna, sem estipulas. As flores sdo vistosas,
de coloragdo, em geral, amarela ou rosada, ciclicas, hermafroditas, diclamideas,
de simetria zigomorfa, reunidas em inflorescéncias paniculadas nas axilas
superiores ou terminais. As pétalas, em geral, sdo fimbriadas,
longipenduculadas. O androceu ¢ formado por dez estames, as vezes alguns
estaminodiais. Como exemplo brasileiro, podemos citar o género Byrsonima,
com larga ocorréncia no Cerrado (JOLY, 2002). Esse género é composto por
aproximadamente 150 espécies e estd amplamente distribuido na América
Central e do Sul (AGUIAR; DADIV; DAVID, 2005), apresentando casca rica
em taninos (CACERES et al., 1993; CORREA, 1984). O papel biologico dos
taninos nas plantas tem sido investigado e acredita-se que ele esteja envolvido na
defesa quimica contra o ataque de herbivoros e contra micro-organismos
patogénicos (SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2000).

Lorenzi (2002) menciona que a taxa de germinagio ¢ baixa e a
emergéncia ¢ lenta em algumas espécies de Byrsonima, como B. coccolobifolia,
B. lancifolia, B. sericea, B. spicata, B. stipulacea e B. verbacifolia. Além disso,
as sementes apresentam dorméncia tegumentar.

A espécie Byrsonima intermedia A. Juss. ¢ um arbusto, podendo
apresentar varios ramos que partem de uma base subterrdnea. Possui folhas
opostas lanceoladas, duas glabas, flores em cachos terminais, amarelas, tomando
tonalidade alaranjada quando velhas (FERRI, 1969). Conhecida popularmente

como “murici-pequeno”, devido ao seu pequeno porte em comparagdo a outras



espécies do género. Sua época de florescimento ¢ de outubro a dezembro e seu
habitat € o Cerrado Brasileiro (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

Os frutos do murici-pequeno sdao do tipo drupdide, indeiscentes e
apresentam como principal caracteristica o endocarpo lignificado, constituindo o
pirénio (endocarpo lenhoso que envolve completamente a semente) indeiscente.
Quando maduros apresentam dimensdes de 7,70-11,00 mm x 7,77-10,78 mm e
massa fresca de 0,29-0,71 g. Tém formato ligeiramente ovalado e coloragdo
amarela, de consisténcia carnosa, formado por um pirénio muito lenhoso e
trilocular, onde podem ser encontradas até trés sementes maduras que medem
2,2-43 mm x 2,1-3,5 x 1,3-2,4 mm e s@o bitegumentadas. Os tegumentos sao
bastante reduzidos, com células colapsadas. A testa € composta por residuos
celulares impregnados de compostos fendlicos e o endotégmen ¢ formado por
paredes lignificadas de uma camada celular uniseriada caracterizando uma
semente endotégma. O embrido ¢ axial e continuo apresentando um curto €ixo
hipocotilo-radicular (hr) continuando em dois cotilédones adjacentes e enrolados
em espiral entre si, caracterizando o tipo circinado. A protoderme dos
cotilédones ¢ recoberta por uma cuticula delgada que armazena goticulas
lipidicas e compostos fenolicos, bem como o meristema fundamental. Neste, as
células mais proximas da protoderme apresentam predominio de compostos
fendlicos enquanto que as células mais internas, proximas ao centro do
cotilédone, apresentam predominio de goticulas lipidicas. O tegumento externo
da semente apresenta estruturas como: testa composta por residuos celulares
impregnados de compostos fenolicos ¢ o endotégmen formado por paredes
lignificadas de uma camada celular unisseriada (SOUTO; OLIVEIRA, 2005).

O murici-pequeno é, como todo o género Byrsonima, uma planta rica em
taninos, cuja infusdo da casca ¢ utilizada como febrifugo e adstringente nas
diarreias e disenterias (RODRIGUES; CARVALHO, 2001), além de possuir

atividade antisséptica, antimicrobiana, anti-hemorragica, cicatrizante e anti-



inflamatoria (CARVALHO, 2010; MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO,
2005; PINTO; BERTOLUCCI, 2002). A principal utilizagdo medicinal se da por
meio do cha da casca do caule picada ¢ a coleta do material silvestre é realizada
de forma extrativista, o que coloca a espécie em grande risco de extingdo.

Pesquisas tém focado seus estudos na descoberta de metabolitos
secundarios, em extratos desta planta, que possuam atividade biologica. Estudos
conduzidos por Alves et al. (2000) revelaram que o extrato metandlico obtido a
partir das folhas de B. intermedia mostrou-se promissor ao combate da
esquistossomose por sua atividade molusquicida. A esquistossomose, causada
pelo parasita Schistosoma mansoni, é uma doenca endémica no Brasil e em
muitos outros paises tropicais (DAVIS, 1996).

Carvalho (2010) trabalhando com murici-pequeno observou que oS
extratos metandlicos da casca, folhas e flores apresentaram efeito anti-
inflamatorio em larva de zebrafish (Danio rerio) com lesdo na barbatana caudal.
A propriedade anti-inflamatoria foi confirmada em uma fra¢do purificada dos
extratos metanolicos. Os principais compostos bioativos encontrados nos
extratos da casca e folhas foram B-amirina e epicatequina. O 4cido galico foi

outro metabolito secundario presente nos extratos da casca.

2.2 Cultivo in vitro e cultura de calos

A cultura de tecidos vegetais, a ciéncia do crescimento das células
vegetais, tecidos ou oOrgdos isolados de planta-mde, em meio artificial, sdo
importantes instrumentos para a propagagdo clonal de plantas livres de
patogenos, produgdo de hapldides, modificagdo genética, resgate de embrides,
fertilizacdo in vitro, conservacdo de germoplasma e producdo de metabdlitos
secundarios (GEORGE, 2008; RAZDAN, 2003). Com a demanda crescente da

industria de farmacos e a necessidade de conservacdo de germoplasma, esta



técnica tem sido extensamente empregada para a propagacdo ¢ conservacdo de
espécies medicinais (ROUT; SAMANTARAY; DAS, 2000).

A regeneracdo de um novo individuo, em condigdes assépticas, pode
ocorrer a partir de uma Unica célula, uma vez que cada célula carrega a
informagdo genética necessaria para esta finalidade. Tal processo é conhecido
por totipoténcia celular e ¢ caracteristico de tecidos jovens e meristematicos.
Explantes comumente utilizados no crescimento in Vitro podem apresentar
células com crescimento organizado (meristema, caule, nddulo de raiz e culturas
isoladas de embrides) ou desorganizado (calos e células em suspensiao de
células) (GEORGE, 2008).

Entre os explantes com células de crescimento desorganizado, os calos
sd0 os mais comumente utilizados. O calo pode ainda apresentar certo grau de
diferenciacdo (GEORGE, 2008; TORRES et al., 2000). Essa massa celular
desenvolve-se em resposta a injurias fisicas ou quimicas (GEORGE, 1996).

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), para ocorrer a indugéo do calo,
qualquer tecido pode ser utilizado como explante. Entretanto, procura-se utilizar
explantes que contenham maior propor¢do de tecido meristematico ou que
apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia. Pierik (1990) comenta
que explantes oriundos de tecidos jovens, ndo lignificados, sdo mais apropriados
para a cultura de tecidos, por possuirem alta capacidade de regeneracdo. A
cultura de calos pode ser derivada de diferentes orgdos da planta (raiz,
segmentos caulinares, folhas) ou de células especificas (endosperma, polen).

De acordo com Vietez e San-José (1996), muitas vezes ¢ necessario o
suprimento exogeno de reguladores de crescimento para a indugdo de calos. O
balango hormonal obtido entre os niveis de citocininas e auxinas, exdgenas ¢
enddgenas a planta, pode estimular a proliferagdo celular. Porém, Ozias-Akins e
Vasil (1985) mencionam que citocininas exdgenas nem sempre sao necessarias e

que muitos tecidos desenvolvem-se in vitro apenas com suprimento de auxinas.



Dentre os reguladores de crescimento mais utilizados na indugdo de calos
destacam-se o acido diclorofenoxido acético (2,4-D), o acido naftalenoacético
(ANA) e, mais recentemente, o thidiazuron (TDZ).

A calogénese depende de fatores importantes, como a selecdo do
explante, meio de cultura adequado e condigdes ambientais. O meio nutritivo
deve conter sais, fonte de carbono, vitaminas e reguladores de crescimento em
concentracdes adequadas a calogénese. Quanto as condi¢cdes da cultura, a
temperatura pode ser entre 25°C e 30°C e pode ocorrer na luz, no escuro ou em
baixa irradiancia. A cultura é geralmente feita em meio so6lido e a textura do calo
pode variar de compacta a friavel. A cultura de calos pode ser utilizada para o
isolamento de protoplastos, estudo do tipo celular, selecdo celular, embriogénese
somatica, organogénese e producdo de metabolitos secundarios (PINTO;
LAMEIRA, 2001).

Mas durante o processo de cultivo in vitro existem problemas que
dificultam o seu estabelecimento. Isso ocorre devido as plantas serem expostas a
diferentes condicdes de estresse que, frequentemente, leva ao desenvolvimento
da desordem morfologica e fisioldgica, e essa desordem é denominada hiper-
hidricidade (DEBERGH et al., 1992; SAHER et al., 2004; ZIV, 1991, 1995).

Plantas hiper-hidricas sdo caracterizadas por apresentarem baixos niveis
de lignina e celulose (KEVERS et al., 1984); baixa resisténcia de parede celular
(KEVERS; GASPAR, 1986); hipertrofia celular (VIEITEZ et al., 1985); folhas
entumescidas e quebradicas (DEBERGH, 1983; LESEHEM; WERKER;
SHALEV, 1988; Z1IV; ACHWERTZ; FLEMINGER, 1987) e reduzida taxa de
sobrevivéncia em condi¢des autotroficas (SUTTER; LANGHANS, 1979).

A hiper-hidricidade ¢ uma das principais anomalias que tem recebido
atencdo especial nos ultimos anos, tendo sido observada a interagdo simultanea
de diversos fatores, interferindo nas principais vias metabdlicas como

fotossintese, respiragdo e transpiracao (ZIV, 1991). Uma relagdo entre a hiper-



hidricidade e a atividade de determinadas enzimas foi diagnosticada (DAGUIN;
LETOUZE, 1986).

O estado fisico e quimico do meio de cultura, em particular, o vapor
d’agua, CO; e etileno, estdo associados com a morfogénese anormal dos brotos
(Z1V, 1991). Os meios de cultivo sdo, em geral, liquidos ou semisso6lidos. O
aumento da concentracdo de agar ou de outro agente gelificante afeta a
disponibilidade de agua e de varios componentes do meio, em particular, as
citocininas, reduzindo a hiper-hidricidade (DEBERGH; HARBAOUI;
LEMEUR, 1981). No entanto, muitas vezes, este fato ¢ acompanhado por
decréscimo nas taxas de propagacdo (FRANCK et al., 1997; SAHER et al.,
2005; WILLIAMS; TAJIL, 1991; Z1V, 1991).

Um problema encontrado frequentemente com agar, o principal agente
gelificante, ¢ a variagcdo na qualidade e pureza entre as diversas marcas e entre
lotes de uma mesma marca. Devido a este problema tem aumentado o uso do
Gelrite, que ¢ um polissacarideo extracelular complexo produzido por
Pseudomonas elodea, que contém menos minerais livres que o Agar. Este agente
bacteriano, além de ser mais puro, tem sido utilizado devido a baixa quantidade
necessaria para obter um resultado semelhante ao do Agar, quanto a
solidificagdo do meio. Porém, a estrutura fisica do Gelrite parece permitir que os
brotos absorvam em maior intensidade substancias que podem induzir a hiper-
hidricidade, como as citocininas, ions de amoénia ¢ agua e, com isso, causar ou
aumentar este fendmeno nos brotos regenerantes (FRANCK et al., 1997).

Entre os fatores externos promotores da hiper-hidricidade estdo os
reguladores de crescimento, em particular, as citocininas, que constituem um
grupo de fitorreguladores indispensaveis para a quebra da dominancia apical e
indugdo de gemas axilares (PAEK; HAHN, 2000; ZIV, 1991).

Enquanto o uso de citocinina estimula maior producao de parte aérea, o

excesso ¢ toxico e compromete o desenvolvimento das culturas. A toxidez por
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citocinina no meio se caracteriza, principalmente, pelo excessivo entufamento e
falta de alongamento das culturas, redu¢do no tamanho das folhas, encurtamento
dos entrends, engrossamento excessivo dos caules e hiper-hidricidade
generalizada, com consequente dificuldade na etapa de enraizamento (LESHEM;
WERKER; SHALEV, 1988).

Além dos reguladores de crescimento, a luz também pode influenciar a
taxa de multiplicac¢do e o crescimento in vitro. Os componentes, comprimento de
onda e densidade de fluxo luminoso podem ter efeitos positivos e/ou negativos
no cultivo in vitro (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999; KOZAI et al., 1991;
SEABROOK, 1987).

Outro ponto importante para o aumento da hiper-hidricidade seria o uso
de carvao ativado. Segundo Kadota, Imizu e Hirano (2001), trabalhando com
pereira (Pyrus communis L.), observou que o uso de carvdo ativado aumentou o
numero de brotagdes hiper-hidrica.

Segundo Han et al. (1996), a hiper-hidricidade pode também ser
intensificada em fungdo do tipo de material utilizado no fechamento dos frascos
de cultura e que brotos hiper-hidricos liberam mais CO, e menos etileno em
relacdo aos ndo hiper-hidricos. Este fendomeno pode afetar a sobrevivéncia e
adaptagdo das plantas cultivadas in vitro apds sua transferéncia para o solo,
aumentando sua suscetibilidade a contaminagdo por fungos e a produtos

quimicos (GRIBBLE et al., 1996; REUTHER, 1990).

2.3 Embriogénese somatica

A embriogénese ¢ o ponto inicial do ciclo de vida tanto para plantas
como para animais. Em plantas, a embriogénese nao ¢ estritamente dependente
de fertilizagdo, pois muitas espécies produzem naturalmente embrides derivados

assexuadamente em sementes (apomixia) ou podem ser induzidos para a
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formagdo de embrido em cultura de tecidos. Em muitos casos, a adicdo de
reguladores de crescimento ou um tratamento de estresse, sdo necessarios para
induzir o embrido (IKEDA; UMEHARA; KAMADA, 2006).

A embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos usualmente
empregados para designar o processo pelo qual células haploides ou somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estddios embriogénicos, dando origem a
uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas. Dois padrdes de embriogénese
somatica ocorrem in vitro. O primeiro padrdo corresponde ao modelo direto, no
qual os embrides somaticos originam-se dos tecidos-matrizes, sem a formagao
de estadios intermediarios. O segundo corresponde ao modelo indireto, no qual
os embrides se formam a partir de um calo, que apresenta varios estadios de
diferenciacdo (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

A embriogénese somatica direta passou a ser considerada para aqueles
explantes que sofreram poucas divisdes celulares antes da inducdo
embriogenética. Embriogénese somatica indireta seria aquela na qual os
explantes passaram por um periodo longo de proliferagio desorganizada, na
forma de calos, antes da indugdo embriogenética propriamente dita. As células
desses calos podem adquirir novas competéncias mediadas por mensageiros
quimicos especificos. Um exemplo classico deste sistema ¢ a indugdo da
embriogénese somatica em tecidos do floema secundario de cenoura (Daucus
carota L.) (REINERT, 1958; STEWARD; MAPES; MEARS, 1958).

Sharp et al. (1980) sugeriram que a embriogénese somatica direta era
caracteristica de explantes nos quais as células eram pré-determinadas para a
rota embriogenética, como consequéncia da retencdo de algumas propriedades
das células meristematicas parentais, das quais as células do explante derivam.
Isto poderia explicar a tendéncia da embriogénese somadtica ocorrer
preferencialmente em explantes derivados de tecidos embrionarios ou juvenis.

Ja, a embriogénese somatica indireta € considerada como caracteristica de
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explantes derivados de tecidos mais diferenciados, ou maduros, nas quais as
células devem passar por varios ciclos antes de adquirir a condig¢do
embriogenética.

Uma vez que ndo se dispde ainda de marcadores confidveis para definir
“competéncia embriogenética” torna-se dificil conceituar pré-determinacao.
Além disso, as caracteristicas associadas a embriogénese direta ou indireta ndo
necessariamente indicam diferencas substanciais nas caracteristicas e atributos
nas células envolvidas nesta rota morfogenética (GUERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999).

Independentemente do padrdo direto ou indireto, as células-maes
embriogénicas apresentam um conjunto de caracteristicas comuns ao
comportamento de células embrionarias em divisdo ativa. Estas caracteristicas
incluem o tamanho pequeno (100-200 pm), conteudo citoplasmatico denso,
nucleos grandes com nucléolos proeminentes, vactiolos pequenos e presenga de
grdos de amido. As propriedades histoquimicas destas células sugerem intensa
atividade metabolica e de sintese de RNA (SHARP et al., 1980; TISSERAT;
ESAN; MURASHIGE, 1979; VASIL, 1982).

Apesar dos avangos verificados no estudo da embriogénese somatica,
ainda ¢ limitada a compreensdo dos estimulos e condi¢des necessarias para a
indug@o e controle desse processo. A possibilidade de manipulagdo deste sistema
experimental para fins tecnologicos depende do dominio preciso de principios de
fisiologia do desenvolvimento. Desta maneira, morfogénese pode ser
conceituada como a integragdo entre os processos decorrentes da divisdo e
diferenciagdo celular. Por determinagao celular define-se o processo pelo qual o
potencial de desenvolvimento de uma célula torna-se limitado a uma rota
especifica (CHRISTIANSON, 1985), e por competéncia celular a capacidade
das células reagirem a sinais (que podem ser reguladores de crescimento)

especificos de desenvolvimento (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).
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Um dos fatores principais das condigdes de inducdo de embriogénese
somatica ¢ o balango entre reguladores de crescimento. Embora as auxinas sejam
os principais indutores, citocininas ou acido abscisico (ABA) podem induzir a
resposta embriogénica (NISHIWAKI et al.,, 2000). Neste caso, uma célula
somatica adquire competéncia para originar uma linhagem de células-filhas que
irdo formar embrides somadticos. O termo célula embriogénica tem sido
empregado para designar aquelas células que ja ndo necessitam mais de
estimulos para produzir os embrides somaticos (JONG; SCHMIDT; VRIES,
1993). Células em transi¢ao entre célula somadtica e célula embriogénica sdo
chamadas de células competentes (TOONEN et al., 1994). A inducdo
embriogenética de uma célula somatica ndo é exclusivamente dependente do uso
de reguladores de crescimento. Choques térmicos, concentracdes osmaticas,
variagdes nos niveis de pH, de aminoacidos e sais (AMMIRATO, 1983;
ARMSTRONG; GREEN, 1985; TOONEN; SCHMIDT; VRIES, 1996), ou
mesmo a auséncia de reguladores de crescimento (CHOI; YANG; CHOI, 1998),
podem induzir competéncia embriogenética em células somaticas. A
regeneragdo de plantas via embriogénese somatica inclui cinco passos: 1° -
inicia¢do das culturas embriogénicas pelo cultivo do explante primario em meio
suplementado com reguladores de crescimento, principalmente auxinas, mas
muitas vezes também citocininas; 2° - proliferagdo das culturas embriogénicas
em meio solido ou liquido suplementado com reguladores de crescimento de
modo semelhante a iniciagdo; 3° - pré-maturagdo de embrides somaticos em
meio sem reguladores de crescimento para inibir a proliferacdo e estimular a
formagdo do embrido somatico; 4° - maturacdo dos embrides somaticos pelo
cultivo em meio suplementado com ABA e/ou com o potencial osmotico
reduzido; e 5° - regeneragdo de plantas em meio sem reguladores de crescimento

(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).
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A partir de uma lista de 65 espécies de dicotiledoneas revisadas por
Raemakers, Jacobsen e Visser (1995), a embriogénese somatica foi induzida em
17 espécies em meio de cultura livre de regulador de crescimento, em 29
espécies em meio contendo auxina e em 25 espécies em meio suplementado com
citocinina. Entre as auxinas, a mais frequentemente utilizada foi o 2,4-D (49%)
seguido do ANA (27%), acido indol-acético (AIA) (6%), acido indol butirico
(AIB) (6%), picloram (5%) e dicamba (5%). No caso das citocininas, o N6-
benzilaminopurina (BAP) foi utilizado em 57% das espécies com sucesso,

seguido pela cinetina (KIN) (37%), zeatina (Zea) (3%) e TDZ (3%).

2.5 Analises moleculares

As analises moleculares garantem uma oportunidade de entender como
os eventos reprodutivos sdo interligados, coordenados e regulados.

Tanto a iniciagdo da embriogé€nese zigdtica como a somatica sdo
ativadas por diferentes sinais e frequentemente comegam a partir de diferentes
tecidos, e isto ndo ¢ totalmente entendido. Recentemente, pesquisas na area de
biologia molecular tém sido utilizadas para investigar a embriogénese. Varios
genes, que sdo relacionados com a diferenciacdo celular, morfogéneses,
tolerancia a dessecagdo e transdugdo de sinal, sdo expressos durante este
processo. Atualmente, este ¢ o maior campo de pesquisa na area de biologia
molecular (IKEDA; UMEHARA; KAMADA, 2006).

Certo numero de genes tem sido identificado com a fungao especifica de
indugdo e manutencdo da embriogénese em plantas. Os mais recentes fatores
relacionados com a embriogénese sdo: LEA, SERK, BBM, AGLI1 e LEC.

As proteinas LEA (late-embryogenesis abundant) sdo estocadas em
sementes e seus genes sao expressos em fases tardias da embriogénese zigotica.

Estes genes foram expressos tanto em culturas embriogénicas como em
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sementes de cenoura, mas somente em tecidos embriogénicos ¢ ndo em tecidos
vegetativos. A expressdo do gene LEA pode ser induzida quando embrides
somaticos e zigdticos sdo tratados com acido abscisico (ABA) (IKEDA-IWALI,
SATOH; KAMADA, 2002).

O gene SERK (Somatic embryogenesis receptor kinase) foi isolado em
tecido embriogénico de cenoura (DCSERK) (SCHMIDT et al., 1997) e tem sido
expresso em embrides somaticos e zigdticos. Genes homologos ao DCSERK
foram isolados a partir de Arabidopsis (AtSERK1) e milho (ZmSERK1), além de
outras espécies (BAUDINO et al., 2001; SOMLEVA; SCHMIDT; VRIES,
2000). Identificou-se, a partir de cinco possiveis homologos de SERK em cana-
de-agucar (Saccharum sp), um clone especifico denominado SOSERK, que
mostrou 72% de similaridade com AtSERK em cana-de-agucar. Outros membros
da familia multigénica SOSERK pertencem a grupos relacionados a outros
homologos da proteina SERK ja descritas em mono e dicotiledoneas. O padrio
de expressao deste gene mostrou-se como um marcador de células
embriogénicas.

Varios homologos de DcSERK  foram identificados em
monocotiledoneas, por exemplo, o milho (BAUDINO et al., 2001) e Dactylis
glomerata (SOMLEVA; SCHMIDT; VRIES, 2000), e em dicotiledoneas, por
exemplo, Medicago truncatula (NOLAN; IRWANTO; ROSE, 2003),
Arabidopsis thaliana (HECHT et al., 2001) e Helianthus annuus (THOMAS et
al., 2004).

O gene SERK codifica um receptor transmembrana que contém um
dominio intracelular de proteina-Kinase e um dominio extracelular rico em
repeticoes de leucina, pertencente a uma grande e diversificada familia de
receptores Kinases em vegetais (BECRAFT, 1998). AtSERK1, homologo do
¢DNA SERK de cenoura, foi isolado de A. thaliana como um dos 5 membros de

uma familia génica, sendo detectado por hibridizagdo in situ em 6vulos em
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desenvolvimento. Em o6vulos maduros, a expressdo foi restrita ao saco
embrionario, mas em todas as células. Nos estagios mais tardios, AtSerkl foi
expresso no endosperma, no zigoto e nos embrides até a fase de corac@o, quando
entdo a expressdo cessou (HECHT et al., 2001).

Expressdo ecotopica de AtSERK1 sob controle de um promotor
constitutivo forte (35S: AtSERK1) mostrou que a frequéncia de iniciacdo de
embrides somaticos foi aumentada em aproximadamente quatro vezes nas
plantulas transgénicas, sugerindo que AtSerkl aumentou a competéncia
embriogénica (HECHT et al., 2001). A expressdo do gene AtSERK1 também foi
observada no meristema apical do caule e cotilédones de plantulas de A. thaliana
tratadas com auxina. Esses sdo os melhores locais nos quais calos embriogénicos
emergem em A. thaliana (MORDHORTS; TOONEN; VRIES, 1998), embora
também ocorram em folhas expressando ecotopicamente leafy cotyledon 1 -
LEF1 (LOTAN et al., 1998) ou LEC2 (STONE et al., 2001). Essas observagdes
indicam que a expressao de AtSERK1 ndo ¢ restrita a células embriogénicas, mas
¢ caracteristica daquelas capazes de responder a sinais hormonais para formar
embrides somaticos (HECHT et al., 2001).

O gene BABY BOOM (BBM), responsavel pela conversdo da fase
vegetativa para fase embriogénica, foi isolado em Brassica napus, codifica um
fator transcricional pertencente a familia AP2/ERF e estd relacionado com a
proliferagdo e morfogénese durante a embriogénese. A expressdo ectdpica do
BBM e do AtBBM (Arabidopsis BBM) em plantas transgénicas induziu a
formagdo de embrides somaticos a partir de cotilédones e folhas (BOUTILIER
et al., 2002).

Outros reguladores transcricionais, como o LEC (Leafy cotyledon) ¢ o
AGL1 (AGAMOUS-like 1), também tém sido relacionados com a competéncia
embriogénica em tecidos vegetais (HECK et al., 1995; LOTAN et al., 1998).
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O LEC regula o destino embriogénico ¢ a maturacdo da semente
enquanto o AGL1 ¢ membro da familia MADS que acumula nos tecidos
embriogénicos e estd relacionado com a regulamentacdo das fases do
desenvolvimento do embrido (HECK et al., 1995; LOTAN et al., 1998).

A descoberta da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) trouxe
enormes beneficios e desenvolvimentos cientificos como o sequenciamento de
genomas, a expressdo de genes em sistemas recombinantes ¢ o estudo de
genética molecular. Ultimamente, uma inovacao tecnologica resultante da PCR,
denominada de PCR em tempo real, vem ganhando espago nos laboratorios de
pesquisa por apresentar a capacidade de gerar resultados quantitativos. Esta
técnica permite o acompanhamento da reagdo e a apresentacao dos resultados de
forma mais precisa e rapida, em relacdo a PCR. Entre as vantagens da utilizacao
do PCR em tempo real (RT-PCR) em relagdo a PCR qualitativa para os estudos
de expressdo de genes estdo: a facilidade de quantificagdo, maior sensibilidade,
maior precisdo, reprodutibilidade e precisdo, melhor analises, maior controle de
qualidade de processo e¢ menor risco de contaminagdo (NOVAIS; PIRES-
ALVES, 2004).
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CAPITULO 2

Embriogénese somatica in vitro de murici-pequeno
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RESUMO

O género Byrsonima, especialmente a espécie B. intermedia, é um arbusto do
cerrado brasileiro que tem sido amplamente utilizado por suas caracteristicas
alimentares e terapéuticas. Mas sua propagacdo sexuada apresenta problemas e a
embriogénese somatica surge como uma opg¢ao para sua propagacao Assim,
objetivou-se neste estudo determinar um protocolo a e avaliar aspectos da
expressao génica associada ao processo de indug@o de embriogénese somatica de
murici-pequeno. Para a indugdo de calos a partir de folhas de plantulas
germinadas in vitro, foram testados diferentes subcultivos (60 dias) e
concentracdes de diferentes citocininas (BAP, TDZ, ZEA e CIN) combinados
com concentragdoes de ANA. Diferentes concentragcdes de ANA também foram
avaliadas na inducdo de calos pré-embriogénicos. Para a inducdo de calos
embriogénicos e embrides somaticos, os calos pré-embriogénicos foram
subcultivados em meio MS sem a adicdo de reguladores de crescimento. Os
embrides somaticos originados foram inoculados em meio de maturacdo
contendo diferentes concentra¢des de GAz ¢ de ABA. A formagdo de embrides
secundarios, o controle da hiper-hidricidade, o efeito de diferentes concentragdes
de sacarose e meios de cultura, diferentes vedagdes e concentragdes de agar
também foram avaliadas. Os resultados mostram que para a indu¢do de embrides
somaticos, o uso de cinetina juntamente com ANA apresentou formagdo de
embrides somaticos no segundo (4,76 uM de CIN + 0,54 uM de ANA) e terceiro
(5,17 uM de CIN + 10,54 uM de ANA) subcultivos. O uso de alta concentragao
de ANA (537,06 uM) favoreceu a formagao de embrides somaticos. O uso de
GA; na concentragdo de 28,87 pM favoreceu a formagdo de plantulas. O uso de
tampas sem PVC e tampa comercial Biosama® apresentaram melhores
resultados para tubos de ensaio e para frascos, respectivamente. O meio de
cultura WPM suplementado com 3% de sacarose e solidificado com 0,8% de
agar reduziu a hiper-hidricidade de embrides somaticos.

Palavras-chave: Byrsonima intermedia A Juss., embrides somaticos, calos
embriogénicos, hiper-hidricidade.
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ABSTRACT

Byrsonima, especially the species B.intermedia, is a Brazilian plant that
has been widely used as food and for its therapeutic characteristics. However,
the plant has problems with sexual propagation and somatic embryogenesis has
emerged as a viable alternative option for propagation. Therefore, this study
aimed to establish a protocol and analyze aspects of the gene expression
associated with the process of inducting the somatic embryogenesis in murici-
pequeno. For the induction of callus from seedlings in vitro’s leaves different
subcultures were tested (60 days) and concentrations of different cytokinins
(BAP, TDZ, KIN and ZEA) combined with concentrations of NAA. Different
concentrations of NAA were also analyzed in the induction of pro-embryogenic
calli. For the induction of embryogenic calli and somatic embryos, the pro-
embryogenic calli were subcultured on MS area without adding growth
regulators. The somatic embryos originated were inoculated in maturation
medium containing different concentrations of GA; and ABA. The formation of
secondary embryos, the control of hyperhydricity, the effect of different sucrose
concentrations and culture media, different agar seals and concentrations were
also analyzed. Molecular analyses were performed in different explants (pro-
embryogenic and embryogenic calluses and somatic embryos). The results show
that for the induction of somatic embryos, the use of kinetin with NAA
presented the formation of somatic embryos in the second (4.76 uM CIN + 0.54
uM NAA) and third (5.17 uM CIN + 10.54 pM NAA) subcultures. The use of
high concentrations of NAA (537.06 uM) favored the formation of somatic
embryos. The use of GA; in the concentration of 28.87 uM favored the
formation of seedlings. The use of caps without PVC and Biosama® cap
presented better results for test tubes and vials, respectively. The WPM medium
supplemented with 3% of sucrose and solidified with 0.8% of agar reduced the
hyperhydricity of somatic embryos.

Keywords: Byrsonima intermedia A. Juss., somatic embryos, embryogenic
calluses, hyperhydricity.
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1 INTRODUCAO

O Murici-pequeno (Byrsonima intermedia A Juss.) é uma planta
medicinal e mnativa do cerrado (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).
Recentemente, investigacdes quimicas com algumas espécies do género
Byrsonima obtiveram resultados no isolamento de diversos compostos de
interesse farmacologico (SANNOMIYA et al., 2007). Além disso, esta espécie
apresenta dificuldades de propagagdo por meios convencionas devido a baixa
taxa de germinagdo e emergéncia lenta de plantulas (LORENZI, 2002).

Nesse contexto, as técnicas de cultivo in vitro constituem um promissor
instrumento para o desenvolvimento de pesquisas que estabelecam formas
alternativas para a producdo de mudas, conservagdo e melhoramento do material
genético. A cultura de tecidos de plantas ¢ considerada bastante eficaz na
propagacdo de varias espécies, permitindo o crescimento de células, tecidos e
orgaos isolados da planta-mae, em condigdes assépticas e controladas. Com a
demanda crescente da industria de farmacos ¢ a necessidade de conservagao de
germoplasma, esta técnica tem sido extensamente empregada para a propagacdo
e conservagdo de espécies medicinais (ROUT; SAMANTARAY; DAS, 2000).
A regeneragdo in vitro pode ser realizada por duas vias distintas: a organogénese
e a embriogénese somatica. No primeiro caso, brotos ¢ raizes formam-se
sequencialmente, enquanto que na embriogénese somatica, células somaticas
originam estruturas semelhantes a embrides zigdticos (GEORGE, 1996).

A embriogénese somatica, adventicia ou assexual sdo termos usualmente
empregados para designar o processo pelo qual células haploides ou somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estddios embriogénicos, dando origem a
uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas. Dois padrdes de embriogénese
somatica ocorrem in vitro. O primeiro padrdo corresponde ao modelo direto, no

qual os embrides somaticos originam-se dos tecidos-matrizes, sem a passagem
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por estadios intermedidrios de calo. O segundo corresponde ao modelo indireto,
no qual os embrides se formam a partir de um calo, que apresenta diferentes
estadios de diferenciagdo (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1998).

No entanto, plantas in vitro, desenvolvidas em pequenos frascos sdo
expostas a sais, carboidratos e reguladores de crescimento em altas
concentragoes, além de alta umidade relativa e baixa irradiancia, o que interfere
nos potenciais hidrico e osmético do meio, bem como nas trocas de CO, ¢ O,
entre o interior dos frascos e o ambiente externo (FONTES et al., 1999; PARK et
al., 2004; ZIV, 1995). Isto frequentemente ocasiona o surgimento de desordens
morfofisiologicas que dificultam seu desenvolvimento. Essas desordens sao
denominadas de hiper-hidricidade (ou hiper-hidricidade) (SAHER et al., 2004;
ZIV, 1991).

Devido a essas caracteristicas, o desenvolvimento de um protocolo de
regeneragcdo de plantas via embriogénese somatica, levando em consideragdo a
hiper-hidricidade dos embrides somaticos, ¢ importante para fornecer mudas aos
programas de conservacdo do cerrado e também fornecer material biologico para
pesquisas de interesse farmacoldgico e da biotecnologia.

Com isso, o presente trabalho apresenta como objetivo a elaboragdo de
um protocolo para a obtengdo de mudas de murici-pequeno por meio da técnica
de embriogénese somatica in vitro, levando em consideragdo a obtengdo de

plantulas normais (ndo hiper-hidricas).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

2.1.1 Germinacdo in vitro

Frutos maduros de murici-pequeno foram coletados de populagdes
naturais localizadas no municipio de Ijaci, regido sul do Estado de Minas Gerais,
localizado a 918,0 m de altitude, 21°14’S de latitude e longitude 44,9°00°W
GRW.

Apbs a coleta, os frutos passaram por processo de beneficiamento, com
retirada da polpa, imersdo em hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 M por 5 minutos e
lavagem em agua corrente com auxilio de peneira por 10 minutos.

A abertura dos endocarpos foi realizada manualmente com o auxilio de
morsa. Apos a retirada das sementes, essas foram imersas em alcool 70% (v/v)
por 30 segundos e, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI)
0,5% de cloro ativo por 5 minutos. Em camara de fluxo laminar, as sementes
foram lavadas em agua destilada autoclavada, de acordo com o protocolo
estabelecido por Nogueira et al. (2004). Em seguida, foram inoculadas em tubos
de ensaio contendo o meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980)
metade de suas concentragdes salinas, sem adi¢do de sacarose. O meio foi
solidificado com agar 0,7% e o pH foi aferido para 5,8 antes da autoclavagem a
121°C, durante 20 minutos. Ap6s a inoculagdo, os explantes foram mantidos em
sala de crescimento sob irradidncia de 43 pmol m™ s, fotoperiodo de 16 horas e

temperatura de 25 + 2°C por 30 dias.
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2.1.2 Obtencéo de calos

De acordo com o protocolo estabelecido por Nogueira et al. (2007),
segmentos foliares de tamanho de 0,25 cm?, obtidos de plantulas germinadas in
vitro, foram inoculados em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 4,53 uM de 2,4-D e 3% de
sacarose. O meio de cultura foi solidificado com 0,7% de 4gar e o pH foi
ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Antes da
inoculagdo, foram efetuados cortes na superficie adaxial do explante, a qual
ficou em contato com o meio nutritivo.

As culturas foram incubadas no escuro a temperatura de 25 + 2°C por 30
dias. Apo6s este periodo, os calos foram subcultivados trés vezes utilizando o

mesmo meio de cultura, sendo o periodo de 60 dias para cada subcultivo.

2.2 Indugdo de calos pro-embriogénicos

2.2.1 Fontes e concentragdes de citocininas e ANA

A cada subcultivo (60 dias) os calos foram repicados em meio MS
suplementado com diferentes fontes de citocininas [Benzilaminopurina (BAP),
Zeatina (Zea), Thidiazuron (TDZ) ¢ Cinetina (CIN)] (Tabela 1) ¢ a auxina ANA
(acido naftaleno acético) (0; 0,54; 5,37; 10,74 uM), em todas as combinagdes
possiveis. O meio foi acrescido de 3% de sacarose e 0,1% de carvao ativado,
solidificado com 0,7% de agar e o pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem

a 121°C por 20 minutos.
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Tabela 1 Diferentes concentragdes de citocininas (BAP, Zeatina, Thiadizuron e
Cinetina) utilizados na inducdo de calos pré-embriogénicos de murici-
pequeno em meio de cultura MS na presencga de luz.

Citocininas Concentragdes (LM)
BAP 0; 0,45; 2,23; 4,47; 13,41
TDz 0; 0,47; 2,27; 4,65; 13,62
ZEA 0; 2,28; 4,56; 9,12, 22,80; 45,61
CIN 0; 0,47; 4,65; 9,29

Apos a inoculagdo, os calos foram mantidos em sala de crescimento por
60 dias, a 25 + 2°C de temperatura, irradiancia de fotons de 43 pumol m?s™ e

fotoperiodo de 16 horas.

2.2.2 Efeito de altas concentracfes de ANA

Calos oriundos de cada subcultivo foram repicados em meio MS
suplementado com altas concentragdes de ANA (268,52 ¢ 537,06 uM) e sua
auséncia. Foi adicionado ao meio 3% de sacarose e 0,1% de carvao ativado. O
meio foi solidificado com 0,7% de agar e seu pH ajustado para 5,8. O meio foi
autoclavado a temperatura de 121°C por 20 minutos.

Apo6s a inoculacdo, os calos foram mantidos em sala de crescimento por
60 dias, & 25 + 2°C de temperatura, irradidncia de fotons de 43 pmol m™s” e

fotoperiodo de 16 horas.

2.3 Inducéo de calos embriogénicos e embrides somaticos

Os calos pro-embriogénicos, obtidos dos subcultivos nos itens 2.2.1 e

2.2.2, foram transferidos para tubos de ensaio contendo o meio MS
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suplementado com 3% de sacarose e 0,1% de carvdo ativado. O meio foi
solidificado com 0,7% de agar e o pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem
a 121°C por 20 minutos. A origem da induc@o de calos pro-embriogénicos foi
marcada para futuras identificagdes. Apods a inoculagdo, os calos pro-
embriogénicos foram mantidos em sala de crescimento a 27 + 2°C de
temperatura, irradiancia de fotons de 43 umol m™s™ e fotoperiodo de 16 horas.
Foram avaliadas apds 60 dias, a formacao de calos embriogénicos e de

embrides somaticos.

2.4 Maturagdo de embrides somaticos

2.4.1 Efeito do acido gibereélico (GA,)

Os embrides nas fases cordiforme e torpedos obtidos no item 2.3 foram
inoculados em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS e solidificados com
0,7% de agar, suplementado com 3% de sacarose, 0,1% de carvdo ativado e
diferentes concentragdes de acido giberélico (GAj) (0; 2,89; 5,77; 14,43 ¢ 28,87
uM). O meio teve seu pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por
20 minutos.

Apo6s a inoculagdo, os embrides foram mantidos por 15 dias em sala de
crescimento a 25 £ 2°C de temperatura, na auséncia de luz para elongamento
inicial dos embrides e evitar a foto-inibi¢do. Apds esse periodo, os embrides
foram levados para a presenga de luz com irradidncia de 43 pmol m™ s e
fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram por 60 dias. Apds este periodo,
foram avaliados o nimero de plantulas formadas, nimero de plantulas normais e
hiper-hidricas, formagdo de raiz, calos embriogénicos ¢ embrides somaticos

secundarios.
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2.4.2 Efeito do acido abscisico (ABA)

Os embrides nas fases cordiforme e torpedo obtidos no item 2.3 foram
inoculados em frascos contendo 30 mL meio de cultura WPM solidificado com
0,8% de agar e suplementado com 3% de sacarose, 0,1% de carvao ativado e
diferentes concentracdes de acido abscisico (ABA) (0; 0,38; 1,89; 3,78; 7,56 ¢
11,34 uM). O meio teve seu pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a
121°C por 20 minutos.

Apo6s a inoculagdo, os embrides foram mantidos por 15 dias em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, na auséncia de luz para elongamento
inicial dos embrides e evitar a foto-inibicdo. Apds este periodo, os embrides
foram levados para a presenga de luz com irradidncia de 43 pmol m™ s e
fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram por mais 30 dias. Apos este
periodo, foram avaliados o niimero de plantulas formadas, nimero de plantulas
normais ¢ hiper-hidricas, formacdo de raiz, formagdo de calos embriogénicos

secundarios e embrides somaticos.

2.5 Inducdo de embribes somaticos secundarios

Os embrides na fase cordiforme e torpedos obtidos no item 2.3 foram
inoculados em frascos contendo 30 mL de diferentes meios de cultura,
solidificados com 0,7% de agar e suplementado com 3% de sacarose, 0,1% de
carvao ativado e diferentes concentragdes de acido giberélico (GAj) (0; 2,88 e
8,66 uM). Foram utilizados trés tipos de vedacdo (tampa convencional, tampa
com membrana e tampa Biosama”).

O meio teve seu pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por

20 minutos.
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Apds a inoculagdo, os embrides foram mantidos por 30 dias em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, na presenca de luz com irradiancia de 43
umol m™?s™ e fotoperiodo de 16 horas.

Apoés este periodo, avaliou-se a massa de matéria fresca de embrides

secundarios por frasco e o nimero de embrides secundarios por frasco.

2.6 Controle da hiper-hidricidade na embriogénese somatica de murici-

pequeno

2.6.1 Uso de diferentes concentracgdes de sacarose e meios de cultura

Os embrides cordiformes e torpedos obtidos no item 2.3 foram
inoculados em frascos contendo 30 mL de diferentes meios de cultura (MS e
WPM), solidificado com 0,8% agar e suplementado com diferentes
concentra¢des de sacarose (3; 4; 5 ¢ 6%). O pH do meio de cultura foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos.

Apos a inoculagdo, os embrides foram mantidos por 30 dias em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, na presenga de luz com irradiancia de 43
umol m™s™ e fotoperiodo de 16 horas.

Ap6s este periodo, foi avaliado o nimero de plantulas formadas, nimero
de plantulas normais e hiper-hidricas, formacdo de raiz, formagdo de calos

embriogénicos e de embrides secundarios.

2.6.2 Tipos de vedacdo para tubo de ensaio e concentracdes de agar na

maturacdo in vitro de embrides somaticos

Os embrides cordiformes e torpedos obtidos no item 2.3 foram

inoculados em tubo de ensaio contendo 10 mL em meio de cultura WPM,
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solidificado com diferentes concentragdes de agar (0,6; 0,7 ¢ 0,8%) e
suplementado com 3% de sacarose e 0,1% de carvdo ativado. Seu pH foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Foram
utilizados diferentes tipos de tampas para vedagdo (tampa sem PVC, tampa com

PVC, somente PVC e tufos de algodao) (Tabela 2).

Tabela 2 Diferentes combinagdes das concentragdes de agar e tipo de vedagdo em tubos
de ensaio para na maturagdo in vitro de embrides somaticos de murici-

pequeno em WPM.
Tratamento Geleificante (agar) Vedacao

T1 0,6% Tampa sem PVC
T2 0,7% Tampa sem PVC
T3 0,8% Tampa sem PVC
T4 0,6% Tampa com PVC
TS5 0,7% Tampa com PVC
T6 0,8% Tampa com PVC
T7 0,6% Somente PVC
T8 0,7% Somente PVC
T9 0,8% Somente PVC
T10 0,6% Tufos de algodao
T11 0,7% Tufos de algodao
T12 0,8% Tufos de algodao

Apbs a inoculagdo, os embrides foram mantidos por 30 dias em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, na presenga de luz com irradiancia de 43
pumol m™ s e fotoperiodo de 16 horas. Apos este periodo, foram avaliados o
numero de plantulas formadas, niimero de plantulas normais e hiper-hidricas,

formacdo de raiz, de calos embriogénicos e indu¢do de embrides secundarios.
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2.6.3 Tipos de tampas para frascos e concentragdes de 4gar ha maturagao in

vitro de embrides somaticos

Os embrides cordiformes e torpedos obtidos no item 2.3 foram
inoculados em frascos contendo 30 mL em meio de cultura WPM, solidificado
com diferentes concentragdes de agar (0,6; 0,7 e 0,8%) e suplementado com 3%
de sacarose, 0,1% de carvao ativado e 28,87 uM de GA;. O meio teve o pH
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Foram
utilizados dois tipos de tampas para vedagao (convencional, convencional com

membranas ¢ Biosama™) (Tabela 3).

Tabela 3 Diferentes combinagdes das concentragdes de agar e formas de vedacdo em
frascos na maturagdo in vitro de embrides somaticos de murici-pequeno em

meio WPM.
Tratamento Geleificante (agar) Vedacéo
T1 0,6% Tampa sem PVC
T2 0,7% Tampa sem PVC
T3 0,8% Tampa sem PVC
T4 0,6% Tampa com PVC
TS 0,7% Tampa com PVC
T6 0,8% Tampa com PVC
T7 0,6% Tampa Biosama®
T8 0,7% Tampa Biosama®
T9 0,8% Tampa Biosama®

Apbs a inoculagdo, os embrides foram mantidos por 30 dias em sala de
crescimento a 25 + 2°C de temperatura, na presenga de luz com irradiancia de 43

pumol m™s™ e fotoperiodo de 16 horas. Apos este periodo, foi avaliado o niimero
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de plantulas formadas, nimero de plantulas normais e hiper-hidricas, formagao

de raiz e formag@o de calos embriogénicos ¢ embrides somaticos secundarios.

2.7 Analise estatistica

O delineamento utilizado em todos os experimentos foi o inteiramente
casualizado (DIC), com parcela experimental de 10 tubos de ensaio por
tratamento para os itens 2.2.1, 2.2.2, 2.3, 2.4.1, 2.6.2; e 5 frascos por tratamento
com 3 explantes por frasco para o item 2.3, 2.4.2, 2.5, 2.6.1 e 2.6.3. Os dados
das variaveis foram analisados por meio de regressdo polinomial para os itens
2.3, 24.1 e 2.4.2; e para os itens 2.5, 2.6.1, 2.6.2 e 2.6.3, os dados foram
submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. A andlise de variancia foi realizada utilizando-se o pacote

estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2000).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducdo de calos pré-embriogénicos

3.1.1 Fontes e concentragdes de citocininas e ANA e altas concentragdes de
ANA

Durante a indugdo dos calos proé-embriogénicos ndo foi observada
formacdo de calos embriogénicos e embrides somaticos independente do
subcultivo e combinacao dos reguladores utilizados.

Os calos pré-embriogénicos apresentaram estruturas fridveis, aspectos

de oxidagdo e coloragdo amarronzada com algumas partes amareladas (Figura

1.

Figura 1 Calo pro-embriogénico de murici-pequeno apds 30 dias em diferentes
concentragoes de diferentes citocininas ¢ ANA em meio MS ap6s 60 dias de
cultivo.
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Carvalho et al. (2004) observaram a formagao de calos pro-
embriogénicos em caquizeiro utilizando citocinina (cinetina) e auxina (2,4-D)

corroborando os resultados encontrados no murici-pequeno.

3.2 Inducéo de calos embriogénicos e embrides somaticos

3.2.1 Influéncia de fontes e concentraces de citocininas e ANA

Nao se verificou a formagdo de calos embriogénicos e embrides
somaticos no primeiro subcultivo para nenhuma citocinina utilizada juntamente
com a auxina ANA.

Para o segundo subcultivo, em que houve formagdo de calos
embriogénicos, a interacdo foi significativa somente para concentragdo de CIN
nas concentragdes de 0 e 0,54 uM de ANA (Figura 2). A maior formagdo de
calos embriogénicos foi encontrada na concentracdo de 0,54 uM de ANA. A
maior formag@o de calos embriogénicos foi observada no ponto maximo (4,76
uM de CIN). Comportamento semelhante para formagdo de calos embriogénicos
foi observado para a auséncia de CIN, em que apresentou 0 mesmo ponto
maximo (4,76 uM de CIN), mas alcangando valor inferior na formagdo de calos
embriogénicos. Os valores alcangados pelos pontos maximos, respectivamente,

foram 54,48 € 97,96%.
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Figura 2 Formagéo de calos embriogénicos in vitro de murici-pequeno formados a partir
de calos (2° subcultivo) em diferentes concentragdes de CIN e ANA apds 60
dias de incubag¢do em meio de cultura MS.

Para a formagao de embrides somaticos no segundo subcultivo, somente
foi significativo a interacdo entre concentragdes de CIN e as concentragdes de 0
e 0,54 uM de ANA, assim como para calos embriogénicos. Os resultados
encontrados para embrides somaticos apresentaram os mesmo valores que o
encontrado para calos embriogénicos, sendo seus pontos maximos e seus valores

alcangados iguais aos encontrados para calos embriogénicos (Figura 3).
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Figura 3 Formag@o de embrides somaticos in vitro de murici-pequeno formados a partir
de calos (2° subcultivo) em diferentes concentragdes de CIN (Cinetina) e
ANA apo6s 60 dias de incubagdo em meio de cultura MS.

Para o terceiro subcultivo observou-se a intera¢do entre concentracoes
de CIN e trés concentracdes de ANA (0; 0,54 ¢ 10,74 uM) para formacao de
calos embriogénicos (Figura 4). A formagao de calos embriogénicos nos demais
tratamentos ndo foi constatada. Para as concentracdes 0 e 0,54 uM de ANA, na
formacgdo de calos embriogénicos, a maior concentracdo de CIN apresentou a
maior formacdo de calos embriogénicos (77,78 e 54,55 %, respectivamente). Ja
para a interagdo entre as concentracdes de CIN e a concentracao de 10,74 uM de
ANA, a maior formacdo de calos embriogénicos foi constatada na concentragdo
de 5,17 uM de CIN, que alcangou o valor de 99,13% de formagdo de calos

embriogénicos.
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Figura 4 Formagao de calos embriogénicos in vitro de murici-pequeno formados a partir
de calos (3° subcultivo) em diferentes concentragdes de CIN e ANA apds 60
dias de incubac¢do em meio de cultura MS.

Para a formagao de embrides somaticos, somente as concentragdes de 0;
0,54 ¢ 10,74 uM de ANA interagindo com todas as concentra¢des de CIN foram
significantes ao nivel de 5% de probabilidade (Figura 5). As concentragdes de 0
e 0,54 uM de ANA apresentaram maior formacdo de embrides somaticos na
concentragdo de 9,29 uM de CIN (55,56 e 36,36 %, respectivamente). Para as
concentragcdes de CIN e 10,74 uM de ANA, estas apresentaram mesmos
resultados observados para formagdo de calos embriogénicos, alcancando

também os mesmos valores.
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Figura 5 Formagdo de embrides somaticos in vitro de murici-pequeno formados a partir
de calos (3° subcultivo) em diferentes concentragdes de CIN e ANA, apds 60
dias de incubac¢do em meio de cultura MS.

Os resultados encontrados demonstraram que a utilizagdo de Cinetina e
ANA durante o processo de indugdo de calos pro-embriogénicos favoreceu o
surgimento de calos embriogénicos e embrides somaticos.

Resultados semelhantes foram observados por Lenis-Manzano et al.
(2010) que conseguiram induzir embrides somaticos de Urochloa brizantha
utilizando combinagdo de Cinetina e ANA, mas ndo utilizando meio na auséncia
de regulador de crescimento para a indug@o dos embrides somaticos.

O uso das citocininas pode favorecer a producao de calo embriogénico
(CHEE; CANTLIFFE, 1988), mas, em algumas familias, demonstraram nao
serem necessarias (AMMIRATO, 1977). Schenck e Hildebrandt (1972),
entretanto, afirmaram que baixas concentragdes de citocininas sao necessarias
para a embriogénese somatica na maioria das culturas de células de
dicotiledoneas. Em suspensdo celular de soja, foi mostrado que a Cinetina teve
otimo efeito na formacao de embrides somaticos (PHILLIPS; COLLIN, 1981).

Em geral, na maioria dos modelos de embriogénese induzida in vitro, as
auxinas e entre elas a ANA, s@o consideradas as substancias responsaveis pelo

desencadeamento dos processos de desdiferenciagdo (modelos indiretos),
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alterando determinag@o e conferindo novas competéncias as células responsivas
presentes nos explantes (TORRES; CALDAS; BUSO, 1999).

O efeito das auxinas no desenvolvimento de embrides somaticos ¢
primariamente inibitdrio, ¢ se manifesta nos estadios subsequentes ao globular.
(HALPERIN; WETHERELL, 1964). Newcomb e¢ Wetherell (1970) verificaram
que, na presenca da auxina 2,4-D, os embrides somaticos se desenvolviam até o
estadio de pré-embrido. Desenvolvimento posterior para os estadios globular,
cordiforme, maturo e plantas adultas s6 ocorria em meio desprovido de auxina.

A transferéncia das culturas embriogénicas para um meio sem
reguladores de crescimento € normalmente necessaria para a producdo de
embrides somaticos (SHARP et al., 1980) e essa transferéncia foi essencial para
a formagao de embrides somaticos no presente trabalho.

Os calos embriogénicos apresentaram aspectos bastante fridveis, com
coloracdo branco amarelado, com pequenos pontos escuros podendo encontrar
algumas partes avermelhadas, apresentavam também pequenas nodulagdes
sendo possiveis isolamentos de embrides somaticos (Figura 6). Seu crescimento
¢ rapido, sendo necessario a repicagem a cada 30 dias em meio MS sem adicdo

de reguladores de crescimento.
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Figura 6 Calos embriogénicos de murici-pequeno obtidas em meio MS nas auséncias de
reguladores de crescimento apds 60 dias na presenga de luz.

Essas caracteristicas também foram encontradas em outras espécies
como aveia (Avena sativa) (LAMB; MILACH, 2001), Pfaffia tuberosa
(FLORES et al.,, 2007), milho (Zea mays) (BEZERRA; WILLADINO;
CAMARA, 2001) entre outros, com apenas pequenas diferencas na coloragéo,
podendo ser de albino (branco) a amarelo.

Michoux-Ferriere, Grout ¢ Carron (1992), trabalhando com Hevea
brasiliense, afirmaram que nodulagdes presentes nos calos mostraram, através
de posterior evolugdo, serem unidades embriogénicas, identificadas como pro-
embrides globulares de origem multicelular.

Segundo Gray (1992), os embrides somaticos que se formam a partir de
complexos pro-embriondrios tendem a se desenvolverem de forma assincronica,

sendo que, em determinado tempo, em varios estadios ontogenéticos.
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Foram encontradas diferentes fases de embriogénese somatica como
embrides globulares [Figura 7 (A)], cordiformes e torpedos [Figura 7(B)] e
cotiledonares [Figura 7(C)].

(A) Torpedo
Globular

Cordiforme

Cotiledonar

Figura 7 Embrides somaticos de murici-pequeno em diferentes etapas da embriogénese
somatica (A) Embrides somaticos globulares, (B) Embrides somaticos
codiformes e torpedos e (C) Embrides somaticos cotiledonares.

Nogueira et al. (2007), em analises ultraestrutural de calos
embriogénicos de Murici-pequeno, encontraram maior formagdo de estruturas
embriogénicas no terceiro subcultivo, corroborando os resultados encontrados
no atual trabalho em que a formagdo de calos embriogénicos ¢ embrides

somaticos foi observada em maior niumero no terceiro subcultivo.
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3.2.2 Efeito de altas concentracfes de ANA na inducdo de embribes

somaticos

Nao se verificou a formacdo de calos embriogénicos e embrides
somaticos tanto no primeiro quanto no segundo subcultivo para nenhuma
concentracao da auxina ANA utilizada, sendo observada a formagdo de calos
embriogénicos e de embrides somaticos somente no terceiro subcultivo.

Para a inducdo de calos embriogénicos ndo foi observada diferenga
significativa para as concentragdes de ANA utilizadas, obtendo média geral de
14% de formagdo de calos embriogénicos.

A altas concentracdes de ANA foram significativas para a formacao de
embrides somadticos, que apresentaram maior percentagem (30%) na
concentracao de 537,06 uM de ANA (Figura 8). Ja para a formagdo de calos
embriogénicos as altas concentragcdes de ANA ndo foram significativas ao nivel

de 5% de probabilidade.
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Figura 8 Formagdo de embrides somaticos de murici-pequeno obtidos in vitro (3°
subcultivo) a partir de altas concentracdes de ANA, apds 60 dias de incubagao
em meio de cultura MS. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo a
concentra¢do de ANA utilizada.

Desta forma, os resultados encontrados demonstram que a utilizagdo de
ANA favoreceu o surgimento de embrides somaticos (Figura 9), o que foi
observado por Zimmerman (1993), de que ANA é uma das auxinas mais efetivas

na indugdo de embriogénese somatica.
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Figura 9 Embrides somaticos de murici-pequeno cultivadas in vitro em altas
concentragdes de ANA, apds 60 dias de incubagdo em meio de cultura MS.

Flores et al. (2007) trabalhando com Pfaffia tuberosa verificaram o
efeito positivo de ANA na indugdo de calos nodulares embriogénicos a partir de
explantes radiculares.

As auxinas estdo envolvidas com a inducdo e a iniciacdo de embrides
somaticos. Tem sido sugerido que as auxinas sao necessarias para a formacao de
agregados embriogénicos a partir de células individuais expressando a
totipoténcia das células competentes (KOMAMINE et al., 1992). Em muitas
espécies, o processo de iniciagdo verifica-se ao se cultivar o explante em meio
com concentragdo relativamente elevada de Auxinas. O desenvolvimento
subsequente dos embrides somaticos ocorre apos transferéncia do calo ou

suspensdo celular para meio com baixa concentragdo de auxinas, ou desprovido
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dessas (CHEE; CANTLIFFE, 1988; HALPERIN; WETHERELL, 1964;
REINOLD; MURASHIGE, 1979). Isto ocorre porque apds a iniciagdo, as
auxinas, inibem o desenvolvimento subsequente dos embrides (CALIGARI;

SHOHET, 1993).
3.3 Maturacao de embrides somaticos
3.3.1 Efeito do &cido giberélico (GA3)
Para numero médio de plantulas, o efeito do GA; foi significativo

estatisticamente (Figura 10). O maior niimero médio de plantulas (0,70) foi

encontrado na maior concentragdo de GA; (28,87uM).

y =-0,0001x" + 0,0251x + 0,0896
R® = 09626
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Figura 10 Ntmero médio de plantulas de murici-pequeno obtidas in vitro a partir de
embrides somaticos em diferentes concentragdes de GAj, apos 60 dias de
incubagdo em meio de cultura MS.

Para o nimero médio de plantulas normais, o acréscimo da concentragdo
de GAj; demonstrou o aumento da formagdo de plantulas normais, sendo
encontrada a maior formagao (0,50 plantulas) na mais alta concentragdo de GA;

(28,87 uM) (Figura 11).
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Figura 11 Numero médio de plantulas normais de murici-pequeno obtidas in vitro a
partir de embrides somaticos em diferentes concentragdes de GA;, apos 60
dias de incubag¢do em meio de cultura MS.

Nao foi observada significancia ao nivel de 5% de probabilidade para o
numero médio de plantulas hiper-hidricas e para formacao de raizes.

Para a formacdo de calos embriogénicos, a regressdo foi significativa
estatisticamente. Observou-se a diminui¢do da formacdo de calos embriogénicos
com o aumento da concentragdo de GA; (Figura 12). A maior formacao de calos
embriogénicos foi observada na auséncia de GA; onde houve 63,17% de

formacéo de calos.
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Figura 12 Formagdo de calos embriogénicos de murici-pequeno obtidas in vitro a partir
de embrides somaticos em diferentes concentragdes de GAj, apos 60 dias de
incubacao em meio de cultura MS.

A formacdo de embrides somaticos secundarios apresentou uma
diminui¢do com o aumento da concentragdo de GA; (Figura 13). A maior
formagdo de embrides somaticos secundarios (75,37%) foi encontrada na

auséncia de GA;, semelhante a formagao de calos embriogénicos.
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Figura 13 Formagdo de embrides somaticos secundarios de murici-pequeno obtidos in
vitro a partir de embrides somaticos em diferentes concentragdes de GA;,
apos 60 dias de incubagdo em meio de cultura MS.

A figura 14 ilustra o aspecto de plantulas normais de murici-pequeno

oriundas de embrides somaticos na presenga de GA;.
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Figura 14 Aspectos de plantulas normais de murici-pequeno oriundas de embrides
somaticos cultivados in vitro apos 60 dias de cultivo.

O regulador de crescimento GAj; tem sido amplamente utilizado em
diversas espécies com a finalidade de regeneragdo ou maturacdo de embrides
somaticos in vitro, como ¢ o caso da cultura da mandioca (MATSUMOTO et al.,
1991; VAEZ, 2007), do mamoeiro (ALMEIDA; OLIVEIRA; DANTAS, 2000;
WINNAAR, 1988), do cafeeiro (PEREIRA et al., 2007), dentre outras.

Como citado acima, na auséncia de GA; a formacgdo de calos
embriogénicos e embrides secundarios foi favorecida e a adicdo deste regulador
provocou uma diminui¢do na formagdo destes. Estes dados concordam com os
resultados de Almeida, Oliveira e Dantas (2000), que trabalhando com embrides
somaticos de mamoeiro concluiram que o uso de GA; proporcionou maior
crescimento das plantulas e menor formagao de calos na base.

Ainda ndo esta clara a fun¢do de GA; no crescimento de embrides in
vitro, porém Quatrano (1987) afirma que o GA ¢ sintetizado no tecido suspensor
durante o seu estdgio inicial do desenvolvimento de embrides zigoticos. O

mesmo autor afirma que a concentracdo de GA fornecida pelo tecido suspensor
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ao embrido zigoético é critica para o desenvolvimento do estado inicial dos
embrides e que o tecido suspensor pode ser substituido pelo GA exdgeno para o
suporte do desenvolvimento dos embrides zigoticos isolados em cultivo.
Matsumoto et al. (1991) sugerem que o mesmo mecanismo de agdo do
GA no embrido zigdtico tenha acontecido nos embrides somaticos induzidos in

vitro, favorecendo o desenvolvimento dos embrides somaticos.

3.3.2 Efeito do &cido abscisico (ABA)

Com o aumento da concentracdo de ABA, o numero médio de plantulas
apresentou formacdo no ponto maximo em 2,79 pM de ABA (Figura 15).
Quando concentragdes maiores foram utilizadas, observou-se que o nimero

médio de plantulas reduziu.
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Figura 15 Numero médio de plantulas de murici-pequeno obtidas in vitro a partir de
embrides somaticos em diferentes concentragdes de ABA, apds 60 dias de
incubacao em meio de cultura MS.
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As diferentes concentragdes de ABA utilizadas no presente trabalho néo
diferiram estatisticamente para a varidvel nimero médio de plantulas normais e
hiper-hidricas.

Esses resultados demonstraram que apesar de ndo ter havido diferenca
estatistica entre plantulas normais e hiper-hidricas, o nimero médio de plantulas
formadas foi de 0,37 plantulas na concentragdo de 3,83 uM de ABA.

A formagdo de raiz apresentou um aumento até a concentracdo de
5,00uM de ABA, alcancando valor maximo de 57,51% de formagdo de raiz
(Figura 16). Valores acima desta concentra¢do apresentaram uma reducdo na
formacgdo de raiz até a concentracdo de 11,34 uM de ABA, em que ndo se

observou rizogénese.
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Figura 16 Formagao de raiz de plantulas de murici-pequeno obtidas in vitro a partir de
embrides somaticos em diferentes concentragdes de ABA, apés 60 dias de
incubagdo em meio de cultura MS.

Foi encontrada maior formagdo de calos (71,79%) no tratamento

controle (auséncia de ABA) (Figura 17). Com o aumento das concentragdes de
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ABA, observou-se uma reducdo na formagdo de calos até o ponto minimo de
7,99 uM.
Esses resultados demonstraram que o uso de ABA causou toxidez ou

inibi¢ao da calogénese de murici-pequeno in vitro.
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Figura 17 Formagdo de calos de murici-pequeno obtidos in vitro a partir de embrides
somaticos em diferentes concentragdes de ABA, apds 60 dias de incubagio
em meio de cultura MS.

Para formagdo de embrides somaticos secundarios, os resultados
apresentaram uma redugdo de seu valor, sendo a maior formag¢do de embrides
somaticos secundarios na auséncia de ABA (Figura 18).

A redugdo na indugdo de embrides somaticos secundarios demonstrou

uma ineficiéncia do ABA na indug¢éo destes.
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Figura 18 Formagdo de embrides somaticos secundarios de murici-pequeno obtidos in
vitro a partir de embrides somaticos em diferentes concentragdes de ABA,
apos 60 dias de incubacdo em meio de cultura MS.

Steiner (2009) demonstrou a necessidade do uso de ABA na maturacdo
de embrides somaticos de araucaria. O autor observou maior formacdo de
plantulas, oriundas de embrides somaticos, utilizando 150 puM de ABA. Os
resultados obtidos no presente trabalho também demonstraram a necessidade de
utilizagdo deste regulador para a maturagdo de embrides somaticos, porém em
concentragcdes muito menores (3,83 uM para formagdo de plantulas e 5,00 uM
para rizogénese).

Segundo Ammirato (1977), o uso de ABA pode favorecer o
crescimento, desenvolvimento e producdo de embrides somaticos normais,
evitando a germinag@o precoce dos mesmos.

A inclusio de ABA também aumenta a frequéncia de embrides
somaticos produzidos e sua conversdao em plantas (ZHENG et al., 1993).

O ABA exerce efeito notavel na fase de maturagdo, podendo impedir
processos de clivagem e gemacao que sdo a expressao morfogenética dos ciclos
repetitivos de divisdo e dos estagios iniciais da diferenciacdo e que sdo

conceituadas como embriogénese secundaria (GUERRA et al., 1993).



63

Fujimura ¢ Komamine (1975) observaram que o numero total de
embrides somadticos em desenvolvimento decrescia com o aumento da
concentracdo de acido abscisico no meio. Isso pode explicar a diminuigdo da
formacdo de embrides somaticos secundarios encontrados para o murici-

pequeno.

3.3.3 Inducéo de embrides somaticos secundarios

Nos estudos para a indu¢do de embrides somaticos secundarios, os
resultados encontrados demonstraram que para massa de embrides somaticos
secundarios utilizando tampas convencionais a melhor concentracdo de GA; foi
8,66 uM, com cerca de 2,27 g, ja para tampas Biosama® a concentragdo de 2,88
uM GA; apresentou melhor resultado com média de 2,97 g. O uso de
membranas ndo diferenciou entre si apresentando médias muito baixas em

comparagdo com os demais tipos de vedagdo (Figura 19).
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Figura 19 Médias da massa de embrides somaticos secundarios de murici-pequeno
obtidos in vitro a partir de embrides somaticos em diferentes concentragdes
de GA; e tipos de vedacdo. Médias seguidas de mesma letra maiuscula, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em
relacdo ao tipo de vedacdo. Médias seguidas de mesma letra mintscula, ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em
relagdo a concentragdo de GA; utilizada.

Para nimero de embrides somaticos secundarios foram encontrados

resultados semelhantes a massa dos embrides secundarios, que, para o uso de

tampas convencionais a concentragdo de 8,66 pM apresentou maior nimero de

embrides somaticos (909,1 embrides) e a concentragdo de 2,88 uM de GA; em

tampa Biosama® apresentou maior nimero de embrides secundarios(1188,1

embrides), ja para o uso das membranas o numero de embrides foi muito

baixo(média de 10,47 embrides), isso se deve principalmente pela rapida

evaporacao do meio de cultura, ndo permitindo assim o desenvolvimento dos

embrides secundarios (Figura 20).
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Figura 20 Numero médio de embrides somaticos secundarios de murici-pequeno
obtidos in vitro a partir de embrides somaticos em diferentes concentragdes
de GA; e tipos de vedacdo. Médias seguidas de mesma letra maiuscula, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em
relagdo ao tipo de vedagdo. Médias seguidas de mesma letra minuscula, ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em
relagdo a concentragdo de GA; utilizada.

Conhece-se muito pouco acerca da iniciagdo e desenvolvimento da
embriogénese somatica secundaria e trés diferentes hipoteses foram sugeridas
por Hakman e Arnold (1988) para explicar a origem deste processo: 1) embrides
somaticos podem se originar de células simples ou pequenos agregados celulares
por uma divisao inicial assimétrica que delimita a regido apical embrionaria da
regido do suspensor; 2) embrides somaticos podem se desenvolver a partir de
células meristematicas da regido do suspensor, sendo que as iniciais podem se
originar por divisdo assimétrica; 3) embrides somaticos podem se originar por
um mecanismo similar a embriogénese somatica secundaria por clivagem, com a
separagdo inicial, ocorrendo na regido do apice embrionario.

Existem poucos estudos sobre quais constituintes do meio de cultura
podem ser considerados essenciais para a indugdo ¢ manutengdo de embrides

somaticos secundarios.
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Matsumoto et al. (1991), trabalhando com embrides somaticos de
mandioca, verificou que o nimero dos embrides somaticos aumentou quando o
meio de cultivo foi suplementando com GA;, o que sugere que o acido
giberélico tem importante funcdo na indugdo de embrides somaticos.

O aspecto da indugdo de embrides somaticos secundarios utilizando os
diferentes tipos de vedacdo pode ser observado na Figura 21. Essa observagao
corrobora os resultados observados acima, em que o uso de membranas
apresentou resultados baixos, provavelmente devido a rapida evaporacdo do
meio de cultura. O uso de tampas biosama® apresentou os melhores resultados,

isso se deve a trocas gasosas e a perda de dgua para o meio externo que sua

valvula possibilita.

Figura 21 Embrides somaticos secundarios de murici-pequeno obtidos in vitro a partir
de embrides somaticos em meio MS, com diferentes concentracdes de GA;
em diferentes tipos de vedagdo. (A) tampa Biosama®, (B) tampa
convencional e (C) tampa convencional com membrana, ap6s 60 dias
cultivo.
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No cultivo in vitro de Herreria salsaparilha, o uso de vedagdo com
filtros facilitou a perda de agua do sistema e permitiu que, nos frascos, tivesse
mesma concentracdo de oxigénio que as do ambiente externo (GONCALVES,
2004).

Lai et al. (1998) demonstraram que, em brotos de mamoeiro, o uso de
tampas com membranas facilitadoras de trocas gasosas, resultou em melhores

rendimentos e qualidade.

3.4 Controle da hiper-hidricidade na embriogénese somética de murici-

pequeno

3.4.1 Uso de diferentes concentracdes de sacarose e meios de cultura

Para ntimero de plantulas formadas, somente os meios de cultura
apresentaram diferenca significativa.

Os resultados demonstraram que o uso do meio de cultura WPM
apresentou maior nimero médio de plantulas (Figura 22). O valor médio
encontrado no meio de cultura WPM foi 3,2 vezes maior (0,867 plantulas) que o

obtido no meio de cultura MS (0,267 plantulas).
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Figura 22 Numero médio de plantulas de murici-pequeno in vitro formadas a partir de
embrides somaticos em diferentes meios de cultura, apés 60 dias de
incubag@o. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em relagdo ao meio de cultura.

Apesar de ndo ter encontrado diferenca significativa nas diferentes
concentracdes de sacarose utilizadas no atual trabalho, para inducdo de
plantulas, alguns autores (BERTONI et al.,, 2006; ERIG; SCHUCH, 2005)
afirmam que o aumento da concentragdo de sacarose provoca um aumento da

hiper-hidricidade.

O numero de plantulas normais, assim como o numero para plantulas
formadas, apresentaram resultados significativos somente para os meios de
cultura utilizados.

Concordando com os resultados encontrados para numero de plantulas
formadas, o meio de cultura WPM apresentou maior formagdo de plantulas
normais. O meio WPM apresentou formagdo média de 0,26 plantulas normais

enquanto que em meio MS ndo houve formagdo de plantulas normais (Figura
23).



69

045 -
04 |
0,35 -
0,3
0,25 -
0,2 |
0,15 -
0,1 |
0,05 - b

Numero de plantulas normais

MS

Meios de Cultura

Figura 23 Numero médio de plantulas normais de murici-pequeno in vitro formadas a
partir de embrides somaticos em diferentes meios de cultura, apos 60 dias de
incubagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em relagdo ao tipo de meio de
cultura.

Segundo Augusto (2001), plantas in vitro de amoreira-preta cultivadas
nos meios de cultura MS e MS/2, manifestaram sinais de hiper-hidricidade. O
contrario foi observado para o meio WPM. Este fendmeno pode ser explicado
pela alta concentragdo de amoénio no meio de cultura MS, corroborando os
resultados encontrados no presente trabalho onde maior numero de plantulas
normais foi encontrado em meio WPM. Os aspectos das plantulas normais

obtidas em meio WPM podem ser observados na Figura 24.
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Figura 24 Plantulas normais de murici-pequeno in vitro formadas a partir de embrides
somaticos em meio de cultura WPM.

Fortes (1991) sugere que uma baixa relagdo C/N pode levar a um
aumento da hiper-hidricidade dos brotos.

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), a redug@o da concentracao da
fonte de nitrogénio na forma amoniacal tem sido utilizada para reduzir a hiper-
hidricidade.

Discordando com os resultados encontrados no presente trabalho e com
os demais autores, Gray ¢ Benton (1990) observaram que o efeito do meio WPM
sobre o desenvolvimento de meristemas apicais de Vitis rotundifolia foi
negativo. Esses autores observaram menor nimero de brotagdes, sintomas de
hiper-hidricidade e brotos com abscisdo foliar.

Para o niimero de plantulas hiper-hidricas, somente as concentragdes de
sacarose, isoladamente, apresentaram resultados significativos estatisticamente.

Esses resultados demonstraram que, na concentragdo de 3,0% de
sacarose houve uma alta formag¢do de niumero de plantulas hiper-hidricas (0,80
plantulas) em comparagdo com as outras concentracdes de sacarose (0,10

plantulas) (Figura 25).
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Figura 25 Numero médio de plantulas hiper-hidricas de murici-pequeno in vitro
formadas a partir de embrides somaticos em diferentes concentragdes de
sacarose, ap6s 60 dias de incubagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em
relacdo a concentragdo de sacarose utilizada.

Como para numero de plantulas hiper-hidricas e para a formagao de raiz,
somente a variavel concentracdo de sacarose foi significativa ao nivel de 5% de
probabilidade.

Observou-se maior formacao de raiz (70%) na menor concentracdo de

sacarose (3%) (Figura 26).
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Figura 26 Formacao de raiz de plantulas de murici-pequeno in vitro formadas a partir de
embrides somaticos em diferentes concentragdes de sacarose, apos 60 dias de
incubagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relacdo a concentragdo de
sacarose utilizada.

3.4.2 Tipos de vedacdo para tubos de ensaio e concentragdes de &gar na
maturacdo in vitro de embrides somaticos

Nao foi observada significancia na interag@o entre concentragdo de agar
e tipos de vedacdo para numero de plantulas. Foi observada significancia
somente nas variaveis separadamente.

Os resultados encontrados para formagdo de plantulas demonstraram
que para tipos de vedacdo o maior resultado foi encontrado na utilizagdo de
tampa comum sem PVC, que apresentou a formagdo média de 1 (uma) plantula e
sendo o menor resultado encontrado utilizando como vedagao tufos de algodao,

onde ndo se observou a formacao de plantulas (Figura 27).
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Figura 27 Numero médio de plantulas de murici-pequeno obtidas in vitro a partir de
embrides somaticos em diferentes tipos de vedacdes, apos 60 dias de
incubagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo aos tipos de vedagdo
utilizada.

O uso de tampa comum sem PVC apresentou melhor resultados por
permitir uma maior troca gasosa com o meio externo, diminuindo assim a
umidade interna do tubo e, consequentemente, diminuindo a hiper-hidricidade.

A ndo formagdo de plantulas com o uso de tufos de algoddo deve-se a
rapida evaporacao do meio de cultura no tubo de ensaio.

Nas concentragdes de agar, o melhor resultado, para ntmero de
plantulas, foi encontrado na concentracdo de 0,8% de agar, que apresentou

formacdo média de 0,625 plantulas (Figura 28).
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Figura 28 Namero médio de plantulas de murici-pequeno obtidas in vitro a partir de
embrides somaticos em diferentes concentracdes de agar, apds 60 dias de
incubagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo as concentragdes de
agar utilizada.

Para numero de plantulas normais, verificou-se a interacdo entre a
concentracao de agar e tipos de vedacdo, demonstrando que ao se utilizar tampa
com PVC e tufos de algoddo ndo se observou plantulas normais, independente
da concentragdes de agar utilizada. Para tampas sem PVC o uso da concentragao
de 0,8% de agar apresentou o melhor resultado. Para uso somente de PVC o uso
da concentracdo de 0,8% obteve maior formacdo de nimero de plantulas
normais, mas inferior ao uso de tampa sem PVC na mesma concentragdo de agar

(Figura 29).
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Figura 29 Numero médio de plantulas normais de murici-pequeno obtidas in vitro a
partir de embrides somaticos em diferentes concentracdes de agar com
diferentes vedagdes. Médias seguidas de mesma letra minascula, ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em
relagdo ao tipo de vedacdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em relagdo a
concentragdo de agar utilizada.

O uso de algoddo como forma de vedagdo, como apresentado para
numero de plantulas, pode ter causado uma rapida evaporagdo do meio,
impedindo assim, o desenvolvimento das plantulas e para o uso de tampa com
PVC nio houve formacdo de plantulas normais devido a dificuldade de trocas
gasosas, o que elevou a umidade no interior do tubo, aumentando assim a hiper-
hidricidade.

Para Bornman e Vogelmann (1984), a hiper-hidricidade esta
inversamente correlacionada com a concentragdo do agar, sugerindo que o
estado fisiologico do meio de cultura pode afetar a difusdo de nutrientes e dos
reguladores de crescimento nos tecidos em cultivo.

Ja os resultados para nimero de plantulas hiper-hidricas demonstraram
que para tampa com PVC, o maior numero de plantulas hiper-hidricas foi

encontrado com o uso de 0,8% de agar. Para a vedagdo somente com a tampa
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ndo foi observada diferenca estatistica entre as concentragdes de agar. Para o uso
de PVC o maior nimero de plantulas hiper-hidricas foi encontrado na
concentracdo de 0,8% de agar. E para algoddao ndo apresentou formagdo de

plantulas hiper-hidricas (Figura 30).
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Figura 30 Numero médio de plantulas hiper-hidricas de murici-pequeno obtidas in vitro
a partir de embrides somaticos em diferentes concentragdes de agar com
diferentes vedacdes. Médias seguidas de mesma letra mintscula, ndo diferem
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo ao
tipo de vedagdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em relagdo a concentragdo de
agar utilizada.

Os resultados demonstram que o uso de alta concentracdo de agar
(0,8%) e tampa sem PVC apresentaram maior nimero de plantulas, plantulas
normais para formacdo de plantulas a partir de embrides somaticos de murici-
pequeno.

Mills, Yanqing e Benzioni (2004), trabalhando com propagacdo de
jojoba, compararam propagulos crescidos em condi¢des com ventilagcdo restrita e

com propagulos ventilados. Os autores observaram que, em condigdes
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ventiladas, os propagulos tornaram-se menos propensos a hiper-hidricidade,
apresentando maior resisténcia a perda de agua.

No presente trabalho, o uso de baixa concentragdo de agar apresentou
maior formag¢do de plantulas hiper-hidricas, ¢ segundo Han, Paek ¢ Choi (1991)
a concentragdo de agar esta relacionada a hiper-hidricidade.

A Figura 31 mostra o aspecto de plantulas hiper-hidricas de murici-

pequeno.

Figura 31 Plantula hiper-hidrica de murici-pequeno oriunda de embrido somatico.

Para a formagdo de raiz a interacdo entre o tipo de vedacdo e as
concentracdes de agar foi significativa estatisticamente. Para o uso de tampa
com PVC e sem PVC ndo foi observada difereng¢a entre as concentragdes de
agar, ja para o uso somente de PVC a concentragdo de 0,8% de agar apresentou

a maior formacao de raiz, cerca de 80% de rizogénese. Para vedacdo com tufos
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de algoddo ndo foi formada raizes e, como nas demais variaveis, isso se deve a

rapida evaporagdo do meio de cultura (Figura 32).
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Figura 32 Formagdo de raizes em plantulas de murici-pequeno in vitro obtidas a partir
de embrides somaticos em diferentes tipos de vedagdo e concentragdes de
agar Médias seguidas de mesma letra minuscula, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo ao tipo de
vedagdo. Médias seguidas de mesma letra maiuscula, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, em relacdo a
concentragdo de agar utilizada.

Santos (2007), trabalhando com cultivo in vitro de videira, observou que
plantulas apresentaram maior sistema radicular utilizando vedag¢do que permite
trocas gasosas. Esses resultados concordam com os resultados encontrados no
presente trabalho onde ocorreu maior formagdo do sistema radicular em
vedagdes que permitem trocas gasosas. A Figura 33 mostra o aspecto da

formagao de raizes em plantulas de murici-pequeno.
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Figura 33 Sistema radicular de plantulas in vitro de murici-pequeno, oriundas de
embrides somaticos, cultivadas em tubos com tampas sem PVC.

Para a formagdo de calos, somente a utilizagdo de algoddo como forma
de vedacdo diferiu dos demais resultados. Para uso de algodao ndo foi observada

a presenca de calos (Figura 34). Os demais resultados ndo diferiram entre si.
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Figura 34 Presenca de calos de murici-pequeno in vitro obtidos a partir de embrides
somaticos em diferentes concentragdes de agar e tipos de vedacdo. Médias
seguidas de mesma letra mindscula, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo ao tipo de vedagdo. Médias
seguidas de mesma letra maiuscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5% de probabilidade, em relagdo a concentragdo de agar
utilizada.

Para a formagdo de embrides secundarios, a interagdo entre tipo de

vedacdo e concentracdo de agar nao foi significante. Somente a vedagdo,

separadamente, foi estatisticamente significativa. O uso de algoddo apresentou

resultado inferior aos demais tratamentos, sendo ausente a presenca de embrides

secundarios (Figura 35).
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Figura 35 Formagdo de embrides somaticos secundarios de murici-pequeno in vitro
obtidos a partir de embrides somaticos com diferentes tipos de vedagdo, apos
60 dias de incubagdo em meio WPM. Médias seguidas de mesma letra
minuscula, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
de Tukey, em relacao aos tipos de vedagdo utilizada.

3.4.3 Tipos de tampas para frascos e concentragdes de 4gar na maturagao in

vitro de embrides somaticos em frascos

Para nimero de plantulas formadas, a interacdo, a concentracdo de agar
e a tipos de tampas para frascos ndo foi significativa. Somente apresentaram
diferenca estatistica, a concentragdo de agar e forma de vedagao, separadamente.
O uso de tampas Biosama® apresentou maior niimero de plantulas, cerca
de 0,64 plantulas (Figura 36). O uso de tampas convencionais e de tampas
convencionais com PVC ndo diferiu estatisticamente entre si, apresentando

menores valores.
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Figura 36 Numero médio de plantulas de murici-pequeno in Vitro a partir de embrides
somaticos em diferentes vedacdes, apds 60 dias de incubagdo em meio
WPM. Médias seguidas de mesma letra mintscula, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relacdo aos tipos de
tampas para frascos utilizados.

A utilizagdo de 0,8% de agar favoreceu o maior numero de plantulas
(0,60 plantulas), e o uso das concentragdes de 0,6 e 0,7% de agar ndo diferiram

entre si, apresentando menores valores (Figura 37).
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Figura 37 Numero médio de plantulas de murici-pequeno in vitro a partir de embrides
somaticos em diferentes concentracdes de agar, apos 60 dias de incubagdo em
meio WPM. Médias seguidas de mesma letra minascula, ndo diferem entre si
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo a
concentragdo de agar utilizada.

Para niimero de plantulas normais, a interagdo entre concentracdo de
agar e tipos de tampas para frascos ndo foi significativa estatisticamente.
Somente o tipo de tampas foi significativo estatisticamente, separadamente.

Os resultados encontrados demonstraram uma superioridade da tampa
Biosama®, com maior numero médio de plantulas normais (0,20 plantulas)
(Figura 38). Os demais tipos de tampas utilizados ndo diferiram entre si,

demonstrando o mesmo valor médio de plantulas normais (0,033 plantulas).
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Figura 38 Numero médio de plantulas normais de murici-pequeno in vitro a partir de
embrides somaticos em diferentes vedagdes, apds 60 dias de incubacdo em
meio WPM. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel
de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relag@o aos tipos de tampas
para frascos utilizados.

Para nimero médio de plantulas hiper-hidricas, a interagdo tipos de
tampas e agar, ndo foi estatisticamente diferente ao nivel de 5%. Somente os
tipos de tampa, separadamente, foram significativos.

O uso da tampa comercial Biosama® apresentou maior ntiimero médio de
plantulas hiper-hidricas (0,43 plantulas), mas ndo diferindo de tampa

convencional (0,2 plantulas) (Figura 39).
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Figura 39 Numero médio de plantulas hiper-hidricas de murici-pequeno in vitro a partir
de embrides somaticos em diferentes vedacdes, apos 60 dias de incubacdo
em meio WPM. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo aos tipos de
tampas para frascos utilizados.

Para formacao de raiz, somente tipos de vedacdo e concentracdo de agar,
separadamente, apresentaram significancia em nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados encontrados demonstraram que o uso de tampas biosama®
teve maior formacdo de raizes (56,67%) que as demais formas de vedacao

(Figura 40).
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Figura 40 Formacao de raiz de murici-pequeno in Vitro a partir de embrides somaticos
em diferentes formas de vedacdo, apds 60 dias de incubagdao em meio WPM.
Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo aos tipos de tampas para
frascos utilizados.

A concentragdo de 0,8% de agar proporcionou maior formagao de raizes
(50%), sendo que sua formagdo foi duas vezes maior que as outras
concentracdes utilizadas (Figura 41).
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Figura 41 Formagdo de raiz de murici-pequeno in Vitro a partir de embrides somaticos
em diferentes concentragdes de agar, apos 60 dias de incubagdo em meio
WPM. Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo aos tipos de tampa para
frascos utilizada.

Para formacdo de calos, a interagdo tipos de tampas X concentragdo de
agar, ndao apresentou significancia estatistica, ¢ somente tipos de tampas
individualmente, foram significativos.

Os resultados encontrados nas diferentes tipos de tampas demonstraram
que, tanto para tampas convencionais com PVC, como para tampas biosama®, os
valores nao diferiram estatisticamente, apresentando maior presenca de calos nos
frascos, mas para tampas biosama® ndo diferiram dos valores encontrados para
tampa convencionais (Figura 42). Os valores encontrados para biosama®, tampas
convencionais com PVC e tampas convencionais sem PVC foram de 70%,

73,33% e 43,33% de calos, respectivamente.
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Figura 42 Formacéo de calos de murici-pequeno in Vvitro a partir de embrides somaticos
em diferentes formas de vedagdo, apds 60 dias de incubagdo em meio WPM.
Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey, em relagdo aos tipos de tampas para
frascos utilizados.

Para formacdo de embrides somaticos secundarios, novamente nao foi
observada interag@o entre os tipos de tampas e agar, e somente foi significativa
os tipos de tampas separadamente.

Os resultados demonstraram que, como para presenca de calos, as
tampas biosama” e Convencional com PVC apresentaram maior formagio de
embrides somaticos secundarios (83,33% e 76,67%, respectivamente), nao
diferindo estatisticamente entre si. Ja a utilizagdo de tampas convencionais sem
o PVC apresentou menos formag@o de embrides somaticos secundarios, mas ndo

diferindo estatisticamente das tampas comerciais biosama® (Figura 43).
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Figura 43 Formagdo de embrides somaticos secundarios de murici-pequeno in vitro
obtidos a partir de embrides somaticos em diferentes tipos de vedacdo, apos
60 dias de incubagdo em meio WPM. Médias seguidas de mesma letra, ndo
diferem entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey, em
relagdo aos tipos de tampas para frascos utilizados.

Corroborando os resultados encontrados em murici-pequeno, Ribeiro et
al. (2009) trabalhando embriogénese somética em berinjela, encontraram maior
taxa de crescimento e desenvolvimento dos embrides utilizando tampas que
permitiram trocas gasosas.

Resultados semelhantes foram observados por Santos (2007)
trabalhando com cultivo in vitro de videira. O autor observou que plantulas
obtidas in vitro apresentaram maiores numeros de folhas, area foliar,
comprimento da parte aérea e sistema radicular, quando cultivadas em frascos
com tampas que permitiam trocas gasosas.

Yadav, Gaur e Garg (2003) conseguiram reduzir a hiper-hidricidade na
micropropagagdo de cravos (Dianthus caryophyllus), utilizando concentragdes
de 0,7% a 0,8% de agar. Em algumas concentragdes, a hiper-hidricidade foi

eliminada e a multiplicagdo dos brotos foi aumentada.
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Muthappa ¢ Narayanaswamy (1998), trabalhando com efeitos de
diferentes concentragdes de agar na incidéncia de hiper-hidricidade em cravos
(Dianthus caryophyllus), concluiram que a concentra¢do de 0,8% de agar
produziu um numero mais elevado de plantas in vitro normais. Estes resultados

sao semelhantes aos encontrados no presente trabalho.
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4 CONCLUSAO

O uso da citocinina, cinetina juntamente com a auxina, ANA induzem
formagdo de embrides somaticos no segundo (4,76 uM de CIN e 0,54 uM de
ANA) e terceiro (5,17 uM de CIN e 10,54 uM de ANA) subcultivos.

O uso de alta concentragdo de ANA (537,06 uM) favorece a formagao
de embrides somaticos.

O uso de GA; na concentragdo de 28,87uM favorece a formacdo de
plantulas a partir de embrides somaticos.

Recomenda-se para reducdo da hiper-hidricidade o uso de tampas sem
PVC para tubos de ensaio e tampa comercial Biosama®™ para frascos.

O meio de cultura WPM suplementado com 3% de sacarose e
solidificado com 0,8% de &gar reduz a hiper-hidricidade de embrides somaticos

in vitro.
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CAPITULO 3

Analises moleculares da embriogénese somatica de
murici-pequeno
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RESUMO

A Byrsonima intermedia A. Juss., espécie do cerrado, ¢ conhecida vulgarmente
por murici-pequeno. E uma espécie com grande potencial medicinal e com
grande quantidade de taninos. Mas apresenta dificuldade de germinacao,
desenvolvimento lento e dorméncia tegumentar. Com objetivo de conseguir
maior propagacdo desta espécie, surge uma ferramenta, a cultura de tecidos.
Dentre as técnicas de cultura de tecidos destaca-se a embriogénese somatica. E
para maior compreensdo deste fendmeno, objetivou-se no presente trabalho,
realizar analises moleculares da embriogénese somatica de murici-pequeno. As
analises moleculares iniciaram-se com a identificagdo dos genes e o desenho dos
primers. Foi realizada a extra¢do dos RNAs dos diferentes explantes (calos pro-
embriogénicos ¢ embriogénicos ¢ embrides somaticos), obteve-se o cDNA ¢ a
amplificacdo dos fragmentos. Foi realizada entdo a clonagem a transformacgao
bacteriana, a PCR da col6nia, a extragdo do plasmideo e o sequenciamento.
Finalizando com as analises do sequenciamento. Mesmo sendo observado
amplificacdo de fragmentos para os genes AGL1, LEC1, SERK e BBM, néo foi
possivel realizar a RT-qPCR devido a dificuldade de realizar o sequenciamento
dos genes em virtude de tratar-se de planta nativa.

Palavras-chave: Primers degenerados, sequenciamento, PCR, LEC 1, LEA,
BBM, SERK, AGL 1.
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ABSTRACT

Byrsonima intermedia A. Juss., is a Brazilian species usually known as
‘murici-pequeno’. It is a species with great medicinal potential and
contains a large quantity of tannins. But the plant has difficulty
germinating, and has slow development and tegumental dormancy. In this
context, tissue culture techniques are presented as an alternative to sexual
propagation, the use of somatic embryogenesis being of particular
interest. This work aimed to perform a molecular analysis of somatic
embryogenesis of murici-pequeno. The molecular analysis began with
gene identification and then by drawing the primers. The RNAs of the
different explants (pro-embryogenic and embryogenic calluses and
somatic embryos) were extracted, then the cDNA was obtained and the
fragments amplified. Subsequently, cloning of the bacterial
transformation, PCR of the colony, plasmid extraction and sequencing
were performed, concluding with an analysis of the sequencing. Even by
observing the amplified fragments for genes AGL1, LEC1, SERK and
BBM, it was not possible to perform the RT-qPCR because of difficulties
in carrying out gene sequencing; this due to murici-pequeno being a
native plant.

Keywords: degenerate primers, sequencing, PCR, LEC 1, LEA, BBM,
SERK, AGL 1.
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1 INTRODUCAO

A exploragdo dos recursos genéticos das plantas medicinais no Brasil
esta relacionada, em grande parte, a coleta extensiva e extrativista do material
silvestre. Este fato se torna mais marcante quando se consideram as espécies
nativas, cujas pesquisas bdasicas ainda sdo incipientes. Pouquissimas espécies
chegam ao nivel de serem cultivadas, mesmo em pequena escala.

A espécie Byrsonima intermedia A. Juss., conhecida popularmente
como murici-pequeno, ¢ um arbusto do Cerrado considerado medicinal por sua
propriedade adstringente nas diarreias e disenterias. Porém, a propagagdo por
meio de sementes do género Byrsonima esbarra em problemas como baixa taxa
de germinagdo e emergéncia lenta das plantulas.

Devido a dificuldade de propagacdo do murici-pequeno e em face ao seu
potencial medicinal, a técnica de cultura in vitro é um promissor instrumento
para o desenvolvimento de pesquisas que estabelegcam formas alternativas para a
produgdo de mudas, conservacdo e melhoramento do material genético desta
espécie.

Dentre as técnicas de cultura de tecidos destaca-se, a embriogénese
somatica, direta, formando embrides diretamente a partir do explante, ¢ indireta,
passando pela fase de calos.

A embriogénese somadtica, formacdo do embrido a partir de células
somaticas, sem fusdo de gametas, ¢ um mecanismo de reprodugédo assexuada que
ocorre naturalmente em algumas espécies, mas que pode ser induzido in vitro de
modo generalizado. Embora embrides somaticos induzidos in vitro e zigdticos se
desenvolvam por vias diferentes, eles sdo morfologicamente semelhantes, o que
torna os somaticos um sistema modelo para estudos embriolégicos. A indugéo in

vitro de embrides somaticos permite também aplicagdes tecnoldgicas, como a
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propagacdo vegetativa em larga escala, a formacdo de bancos de germoplasma
criopreservados ou como alvo para eventos de transformagdo genética.

Este desenvolvimento é quase empirico. O conhecimento sobre os
primeiros eventos da transi¢do de células somaticas para embriogénicas ¢
escasso (SCHMIDT et al., 1997) e as andlises que permitem acompanhar esses
eventos, e consequentemente, a obtencao, ou nao, de um cultivo embriogénico,
sdo analises histologicas das caracteristicas diferenciadoras entre células
somaticas e embriogénicas.

Em funcdo de maior sensibilidade e capacidade de amostragem, analises
que utilizem marcadores moleculares ligados aos eventos de transi¢do podem ser
de extrema utilidade para os trabalhos de desenvolvimento de protocolos de
embriogénese somatica. BBM, LEC1, AGL 1, LEA e SERK sdo genes
relacionados a embriogénese somatica (BOUTILIER et al., 2002; HECK et al.,
1995; LOTAN et al., 1998; RIDER et al., 2003; STONE et al., 2001; ZUO et al.,
2002).

Desse modo, o objetivo deste trabalho ¢ verificar se os genes BBM,
LEC1, AGL1, LEA e SERK podem ser usados como marcadores moleculares do

potencial embriogénico de murici-pequeno.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Identificacd@o dos genes

Para a busca dos genes alvos, foi feita uma analise in silico no banco de
dados GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology Information) ,
onde foi feita um busca das sequéncias por palavras chaves dos genes SERK,
BBM, LEA, LEC1 e AGL1. Em seguida foi selecionada uma sequéncia de
aminoacido de cada gene, apds essa selecdo, cada sequéncia de aminoacido foi
submetida ao tBLASTn (ALTSCHUL et al., 1997) com o objetivo de encontrar
sequéncias similares podendo assim obter uma maior abrangéncia. Dessas foram
selecionadas até no maximo 10 sequéncias de nucleotideos por gene {SERK:
[21|224589644|gb|FJ708762.1| (Arabidopsis thaliana) , gi|225447734:1-1833
PREDICTED: (Vitis vinifera), gi|115475022:285-2159 (Oryza sativa),
2i|124303892:168-2036 (Hordeum vulgares), gi|90891655|gb|AY791293.2]
(Cocos nucifera), gi|148923084|gb|EF623824.1] (Solanum  peruvianum),
2i|242065529:142-2022  (Sorghum  bicolor), gi|126466785|gb|EF175215.1|
(Solanum tuberosum), gi|219886134:224-2104 (Zea mays), gi|24935323:231-
2114  (Medicago truncatula)]; BBM: [gi|151936653|gb|EF687843.1|
(Arabidopsis thaliana), gi|21069056:2017-2248, 2579-2993, 3221-3303, 3420-
3428, 3522-3610, 3771-3844, 3970-4020, 4152-4228, 4311-5035 (Arabidopsis
thaliana), gi|186523638|ref]NM_121749.2| (Arabidopsis thaliana),
£i|21069056:2017-2248, 2579-2993, 3221-3303, 3420-3428, 3522-3610, 3771-
3844, 3970-4020, 4152-4228, 4311-5035  (Arabidopsis  thaliana),
gi|46451392|gb|AY585684.1] (Arabidopsis thaliana),
gi|58761186|gb|AY899909.1] (Medicago truncatula),
2i|224098763|ref XM _002311223.1] (Populus trichocarpa), gi|226500349:207-
2246 (Zea mays)]; AGL1: [gi|145332890:322-1047 (Arabidopsis thaliana),
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2i|30694874:322-1068 (Arabidopsis thaliana), gi|7630060:39005-39231, 40530-
40611, 40765-40826, 40956-41055, 41155-41196, 41280-41321, 41430-41621
(Arabidopsis  thaliana), gi|21404906:322-1068 (Arabidopsis thaliana),
gi|95981856:76-735 (Triticum aestivum), gi|60100355|gb|AY770404.1| (Lotus
corniculatus), 2i|189099168:79-831 (Capsella bursa-pastoris),
gi|52548103:2960-3186, 4512-4593, 4761-4822, 5343-5442, 5542-5583, 5678-
5719, 5824-5973 (Arabidopsis lyrata), gi|52548101:1916-2142, 3440-3521,
3675-3736, 3866-3965, 4065-4106, 4190-4231, 4340-4531 (Arabidopsis
thaliana)] LECI1: [gi|158525286|gb[EU088291.1]  (Glycine latifdlia),
gi|170280632:1-52, 1227-1870) (Brassica napus),
gi|158525284|gb|EU088290.1| (Glycine latifélia), gi|l58525282|gb/EU088289.1]
(Glycine Max), gi|46250698:47-670 (Daucus carota), gi|l145335990:47-763
(Arabidopsis thaliana), gi|225897959|dbj|AB493474.1| (Arabidopsis thaliana) ¢
LEA: [gi|145360687:61-1407, gi|145360687:61-1407 (Arabidopsis thaliana),
2i|170009:58-1449 (Glycine Max), gi|213053668:59-1255 (Brassica napus) e
2i|224124227|reflXM_002330101.1| (Populus trichocarpa)] que foram alinhadas
no programa BioEdit com a ferramenta clustalW (THOMPSON; HIGGINS;
GIBSON, 1994), as seqiiéncias foram editadas deletando os GAPs. Apos isso,
primers degenerados foram desenhados no GeneFisher (UNIVERSITY
BIELEFELD, 2010) (Tabela 4).
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Tabela 4 Sequéncias dos primers degenerados dos genes candidatos, letras que
representam a degeneracdo dos nucleotideos sdo: M corresponde a A ou C;
R corresponde a A ou G; W corresponde a A ou T; S corresponde a C ou G;
Y corresponde a C ou T; K corresponde a G ou T e N corresponde a G,A, T

ou C.

Gene Primers

SERK F: 5’- TTGATGTACCWGCYGARGAGGATC -3’
R: 5’-GATGTCGGCTCTTCCTATCATTG-3’

BBM F:5- TAGTTGYARAAGAGAAGGSCAGAC -3
R: 5’- CTGYTCATGTCRAAGTTRGTCAC -3'

AGL1 F: 5°- TCTCTGTCTTGTGTGATGCCGAAG -3’
R: 5’- TCCGATTATAATGCTGCGACTG -3’

LEC1 F: 5°- ARNTWCATGCCAATCGCMAACG -3’
R: 5’- GTYRTCGAANYCCAAGCTTGC -3’

LEA F: 5°- GATAGRCNCMGGKGTGATAGG -3’

R: 5’- CCTTAGCNCTCTTTRGCYTTATCC -3’

2.2 Material Vegetal

Os materiais vegetais utilizados foram calos pré-embriogénicos, calos

embriogénicos ¢ embrides somaticos de murici-pequeno nas fases cordiforme e

torpedos obtidos de acordo com protocolo descrito no Capitulo II. Foram

avaliadas as expressdes dos genes candidatos em dois tratamentos de diferentes
subcultivos [segundo subcultivo (4,76 uM de CIN e 0,54 uM de ANA) e
terceiro subcultivo (5,17 uM de CIN e 10,54 uM de ANA)].



108

2.3 Extracdo de RNA

Para os ensaios, foi extraido RNA total em 3 repeticdes bioldgicas
usando o Kit NucleoSpin® (Macherey-Nagel) de acordo com o protocolo do
fabricante. A integridade do RNA extraido foi avaliada em gel de agarose a
1,0% e as amostras foram quantificadas por espectrofotometria (NanoDrop
1000). O grau de pureza das amostras foi determinado pela razdo entre
A260/A280 ¢ A260/A230, considerada ideal dentro do intervalo entre 1,6 € 2,1.
As solugoes de RNA das repeti¢des foram reunidas em um pool de RNA na

concentracdo final de 1 pg.

2.4 Obtencédo da sequéncia cDNA

Apos a extragdo de RNA, foram sintetizados cDNAs em reagdes de
transcricdo reversa usando o Kit High-Capacity® (Applied Biosystems) de
acordo com protocolo do fabricante. Essas reagdes foram realizadas com 10 pL
do mix de reacdo do kit + 10 uL. do pool de RNA [1 pg] durante 10 min a 25°C,
120 min a 37°C e 5 min a 85°C.

2.5 Amplificacao dos fragmentos

Os primers obtidos (Tabela 4) foram testados em diferentes gradientes
de temperatura (Tabela 5) para calos embriogénicos e embrides somaticos.

Para a reacdo foram misturados 1 pL de cDNA [aproximadamente 100
ng], 5,1 uL de agua esterilizada, 1,0 uL. de tampao de PCR [10X], 0,5 uL de
dNTPs Mix (10 mmol.L" ), 2 uL de PCR primer 1 (10 pmol.L™") e 0,4 pL de
Tag-polimerase [5U/uL].
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As amostras foram levadas ao Termociclador Eppendorf Mastercycler
gradient em gradientes de temperaturas, 5 minutos a 94°C, ciclo: 30 segundos a
94°C para desnaturagdo, 30 segundos variando de 46,3°C a 58,6°C, 30 segundos
para anelamento a 72°C para extensdo ¢ 72°C por 10 minutos para extensdo

final.

Tabela 5 Diferentes temperaturas de amplificag¢do dos diferentes gradientes.

Gradiente Temperatura (°C)
I° 46,3
2° 48,4
3° 50,6
4° 52,8
5° 54,8
6° 56,5
7° 57,8
8° 58,6

A amplifica¢do foi avaliada em gel de agarose a 1,0% e apds a foto
documentagdo os fragmentos do gel foram isolados com o Kit MiniElute® Gel
Extraction (QUIAGEN) de acordo com o protocolo do fabricante, para ser

efetuada a clonagem.

2.6 Clonagem e transformagcéo bacteriana

Os fragmentos dos produtos da PCR foram submetidos & clonagem no
vetor pPGEMTeasy (Promega), seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante. O

produto da reacao da ligacdo foi utilizado para transformar células competentes



110

de bactérias E. coli DH5a, em que 2 uL do produto da ligagdo foram misturados
com 50 pL de células competentes DHSa e colocados em gelo por 20 minutos,
logo em seguida, 45 segundos a 42°C e, novamente, 2 minutos no gelo. Em
seguida, adicionou-se 0,9 mL de meio SOC e incubou-se por uma hora a 37°C.
Logo apo6s a incubagdo, o plaqueamento foi feito utilizando-se aliquotas de 250
uL de ligagdo por placa de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura Luria-
Bertani (LB) + Agar, 40 uL ampicilina [100 pg/mL], 25 pL de X-Gal (5- bromo-
4-cloro-3-indolil-B-D-galactosideo [40 mg/mL]) e 12 uL de IPTG (isopropil-f-
Ditiogalactopiranosideo), indutor do operon Lac de E. coli [100 mg/mL]).

Apds o plaqueamento, as culturas foram mantidas a 37°C durante 16
horas para permitir o crescimento das colonias bacterianas. Apos esse periodo,
as colonias brancas transformadas foram coletadas com auxilio de palitos
esterilizados, sendo transferidas individualmente para tubos Falcons de 15 mL
contendo 3 mL de meio Luria-Bertani (LB liquido) com ampicilina (100
pg/mL). Em seguida, os tubos foram mantidos a 37°C em agitador orbital
ajustado para 250 x g durante 18 horas, possibilitando o crescimento das células

de E. coli transformadas.

2.7 PCR de Colénia para confirmacdo da ligagao e transformacéao

Para confirmacdo da ligacdo, foram realizadas reagdes de PCR de
colonias transformadas, utilizando-se os primers dos genes estudados. Cada
reagdo contendo 10 pL de Mix de PCR (5,1 uL de agua estéril, 1 pL de tampao
de PCR [10X], 0,5 pL de DNTP [10 mmol.L™"], 1 pL primer, 0,4 pL de Taq
DNA Polimerase [5 U/mL]), foi colocada em contato com o residuo de um
palito de madeira estéril encostado na colonia transformada da placa de Petri.

A reagdo foi submetida a temperatura de 95°C por 5 minutos para lise

inicial das bactérias, seguido de 95°C por 30 segundos, 46,3°C a 58,6
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(dependendo da temperatura selecionada de cada gene na reacdo da PCR em
gradiente) por 30 segundos, 72°C por 1,5 min, por 40 ciclos, e extensdo final a
72°C por 5 min em termociclador Eppendorf Mastercycler gradient. Os produtos
foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1.5%/EtBr em tampao

TAE [1X].

2.8 Extracao dos plasmideos contendo insertos dos cDNA obtidos

Para a extra¢do do plasmidio foi feito a miniprep com o kit PureLink™
Quick Plasmid Miniprep Kit (invitrogen), de acordo com o protocolo do
fabricante.

Apds secagem completa, o pellet foi ressuspendido em agua estéril, os
DNAs plasmidiais foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,0%
em tampao TAE [1X].

As bandas selecionadas foram cortadas do gel com o uso de bisturi e
purificadas com o kit MiniElute® Gel Extraction (Quiagen) seguindo o protocolo
do fabricante. As amostras foram armazenadas a -20°C até serem submetidas a

sequenciamento.

2.9 Sequenciamento dos plasmideos

Antes de realizar o sequenciamento foi feita uma PCR para extragdo das
bandas. Essa etapa foi realizada para evitar que durante o sequenciamento
ocorresse a sobreposi¢ao dos nucleotideos.

Os plasmideos contendo os insertos de cDNA, extraidos dos clones
obtidos, foram sequenciados em aparelho sequenciador de DNA, Mega Bace

1000 (AMERSHAM BIOSCIENCES). Para isso, foi utilizado o método
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enzimatico baseado na sintese de DNA in vitro na presenca de nucleosideos
trifosfatados terminadores de cadeia (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977).

Os cDNAs purificados foram amplificados por PCR na presenca de
DNA polimerase, de um primer universal (M13).

O sequenciamento foi realizado com o kit “Big Dye Terminator”
(Applied Biosystems). Para a reacdo de sequenciamento, foram adicionados a
uma microplaca para PCR contendo 96 cavidades, 1 pL de cada plasmideo ¢ 4
uL de “Big Dye Terminator” (DNA polimerase/dNTPs/ddNTPs) diluido [4X] no
tampdo de sequenciamento (Tris-HC1 50 mmol L™ e cloreto de magnésio 1,25
mmol L), acrescido de 5 picomoles de primer forward M13. A reagdo foi
realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler gradient, utilizando-se o
seguinte programa: 30 ciclos de 95°C por 20 segundos, 50°C por 15 segundos e
60°C durante 1 minuto.

Os produtos amplificados da reacdo de sequenciamento foram
precipitados, adicionando-se 1 pL de acetato de amdnio 7,5 mol.L™" as amostras
em cada cavidade da microplaca de PCR. Em seguida, adicionaram-se duas
vezes o volume com etanol 95%. Posteriormente, as placas foram vedadas com
adesivo, agitadas manualmente por inversdo, permanecendo a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apds centrifugacdo por 45 min a 4.000 xg, 20°C, os
sobrenadantes foram descartados e os sedimentos foram lavados com 100 pL de
etanol 70%. As placas foram centrifugadas por 15 min a 4.000 xg, 20°C. Os
sobrenadantes foram descartados e as microplacas foram novamente
centrifugadas de forma invertida sobre papel absorvente (1.000 xg, 1 min) para
remover o excesso de etanol, sendo, em seguida, mantidas a 37°C por 10 min
para secagem.

Apos adicionar 10 puL de loading solution em cada pogo da microplaca,
essa foi injetada no Mega Bace 1000. Os parametros de eletroforese utilizados

foram: voltagem de injecdo: 2 Kv; tempo de injecao: 80 segundos; voltagem de
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corrida: 6 Kv; tempo de corrida: 240 minutos. As sequéncias foram

determinadas utilizando-se o programa Sequence Analyzer.

2.10 Analises das sequéncias de cDNA em Bancos de Dados

As sequéncias de cDNAs dos genes isolados dos tratamentos foram
comparadas com aquelas presentes em bancos de dados internacionais “National
Center for Biotechnology Information”, (NCBI) (BASIC LOCAL
ALIGNMENT SEARCH TOOL - BLAST, 2010).

A similaridade de cada gene foi detectada por comparacdo com
sequéncias homologas do NCBI, utilizando-se o programa BlastX (ALTSCHUL
et al., 1997). Apos cada sequéncia de cDNA isolada ter sido submetida a analise,
foi avaliada a relagdo de sequéncias mais similares de genes presentes no
GenBank, encontradas pelo programa. O valor de E (“expectation value”), o
qual representa a probabilidade de que a homologia encontrada seja devida ao
acaso, foi utilizado para indicar a significancia da similaridade de sequéncia

encontrada para cada gene.
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3 RESULTOS E DISCUSSAO

3.1 Extracdo de RNA

Para a identificacdo dos fragmentos correspondentes aos genes de

interesse, 0 RNA total dos calos embriogénicos e embrides somaticos de murici-

pequeno foram extraidos. Ja para calos pro-embriogénicos nao foi observada a

presenca de RNA total. Como observado na Figura 44, a presenca no gel de duas

bandas nitidas representando os RNAs ribossomicos 28S e 18S de célula vegetal

mostra que o método utilizado foi eficiente.

2° Sub 3° Sub 2° Sub 3° Sub 2° Sub 3° Sub
T10 pro T12 pré T10 calo i 21T — T10
embri embri embrido embrido

A n-._' , o

Figura 44 Eletroferograma em gel de agarose (1%) de RNA total na concentragdo média

de 1 pg/ul extraido de calos pro-embriogénicos e embriogénicos e embrides
somaticos de murici-pequeno.
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3.2 Amplificacéo dos primers

Para a amplificagdo dos fragmentos foram todos amplificados, menos o
fragmento correspondente ao gene LEA.

A ndo amplificagdo do gene LEA pode ser devida ao uso de calos
embriogénicos e embrides somaticos ainda imaturos, sendo que o gene LEA se
expressa tardiamente na embriogénese (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001;
WISE; TUNNACLIFFE, 2004).

Foram selecionados para prosseguir o trabalho a temperatura
considerada 6tima para cada primer. Para AGL1 foi escolhido a temperatura de
46,3°C, para BBM e a temperatura de 54,8°C e para SERK e LEC1 a temperatura
56,5°C para a amplificagdo (Figura 45).
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Figura 45 Eletroferograma em gel de agarose (1,0 %) da amplificagdo dos genes por
PCR em gradiente utilizando diferentes primers em diferentes temperaturas
de amplificagio.

3.3 PCR de Col6nia para confirmagéo da ligagdo e transformacéo

Foi observada a presenga de col6nias apenas para o AGL1 e LECL.

Para a PCR de colonia foi observada a presenca de bandas em todas as
repetigoes realizadas sendo escolhidas apenas 3 repeticdes por gene. As
repeticdes escolhidas foram AGL1-1, AGL1-3 e AGL1-5, e LEC1-1, LEC1-3 e
LEC1-4 (Figura 46).
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Figura 46 Eletroferograma em gel de agarose (1,0 %) de cDNAs obtidos da
amplificagdo por PCR de colonia.

Esses resultados demonstram que a insercdo dos genes € o crescimento
das colonias foram satisfatorios para prosseguir os trabalhos com os genes AGL1
e LECL.

3.4 Extracdo dos plasmideos contendo insertos dos cDNA obtidos

Nesse PCR foi observada a presenca de plasmideos em todas as

repeti¢des utilizadas de ambos os genes (Figura 47).
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Figura 47 Eletroferograma em gel de agarose (1,0 %) de cDNAs obtidos da
amplificagdo por PCR do plasmideo com genes referentes a AGL1 e LECI.

Foi observada também a auséncia de residuos no fim da eletroforese,
demonstrando, assim, que o resultado da Miniprep isolou DNA plasmidial sem

impurezas que podem interferir nos resultados posteriores.

3.5 Sequénciamento dos plasmideos

No PCR do DNA plasmidial foram selecionados dois fragmentos para
AGL1 e um fragmento para LEC1. Essas foram excisadas do gel e purificadas
para serem submetidas ao sequenciamento. Utilizando o primer M13 (primer
utilizado na reacdo do sequenciamento) ndo foi observada amplificacdo (Figura

48).
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Figura 48 Eletroferograma em gel de agarose (1,0 %) de cDNAs obtidos da
amplificagdo por PCR para os cortes de sequenciamento utilizando AGL1,
LEC1 e M13.

3. 6 Analises das sequéncias de cDNA em Bancos de Dados
O sequenciamento para AGL1 ndo foi satisfatorio em ambas os

fragmentos, mas para LEC1 foi encontrada duas sequéncias. Uma Sense e outra

anti-sense (Tabela 6 e 7).
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Tabela 6 Genes homologos encontrados para fita sense do gene LEC1, gi: gene index ,
ha homologia dessa sequéncia com o banco de dados NCBI (NATIONAL
CENTER FOR BIOTECHNOLOGY INFORMATION - NCBI, 2010).

Gi Homologia (NCBI) E-value

gb|EFO57915.1] Proteina responsavel por 7e-13
transporte de sodio (E. coli)

ZP 06355850.1 3e-10
Proteina hipotética
(Citrobacter youngae)

YP 001572777.1 Transporte (Salmonella  7e-10
entérica)

ZP 03700596.1 Flavobacteria bacterium 1.8

Tabela 7 Genes homologos encontrados para fita anti-sense do gene LEC1, gi: gene
index, 4a homologia dessa sequéncia com o banco de dados NCBI (NCBI,

2010).

Gi Homologia (NCBI) E-value

ZP 05989919.1 Subunidade da beta desidrogenase 4e-04
(Mannheimia haemolytica)

YP 001454645 0.001
hypothetical protein (Citrobacter
koseri)

ZP 07246263.1 Subunidade da beta desidrogenase 0.003
(Escherichia coli)

ZP 04627118.1 Subunidade da beta desidrogenase 0.002

(Yersinia bercovieri)
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Apesar de termos encontrado sequéncias utilizando o primer LEC1, eles
ndo apresentaram homologia com o gene procurado.
Isso se deve a dele¢do dos GAPs durante o alinhamento e ao uso de

primers degenerados que, devido a essa degeneragdo, pode se ligar a vérias

outras partes do gene.
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4 CONCLUSAO

Todos os fragmentos foram amplificados com sucesso, menos o
fragmento correspondente ao gene LEA.

O sequenciamento para os génese nao foi satisfatorio, somente para
LEC1 que foi encontrada duas sequéncias. Uma sense e outra anti-sense. Mas

eles ndo apresentaram homologia com o gene procurado.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Devido a falta de resultados satisfatorio na fase de sequenciamento dos
genes ndo foi possivel realizar a RT-qPCR, mesmo sendo observada a
amplificagdo de fragmentos para os genes AGL1, LEC1, SERK E BBM.

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que os métodos
utilizados foram de grande valia para otimizacdo dos protocolos. Entretanto,

sugere-se a substitui¢do dos primers.
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