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RESUMO

PINHEIRO, Marcos Vinicius Marques, D.Sc., Univeeld Federal de Vigosa,
fevereiro de 2014Propagacéao fotoautotréfica deEtinglera elatior 'Porcelana’ e
aspectos anatbmicos e caracterizacdo e expressdo dene SERK na
embriogénese somatica emAnthurium andraeanum ‘Eidibel’. Orientador:
Wagner Campos Otoni. Co-orientadores: Andrea Diashlker e Francisco André
Ossamu Tanaka

O uso da biotecnologia, especialmente com a utliaade técnicas da cultura de
tecidos, proporciona uma forma alternativa de pyapao das plantas, além de ser
importante ferramenta para o melhoramento e coag&ovdos recursos genéticos. As
espécies desse estudo, bastdo-do-imperadgttindera elatior cv. Porcelana
(Zingiberaceae)] e anturiApthurium andraeanurov. Eidibel (Araceae)] tém elevada
importancia econdmica na floricultura mundial, seridndamentais o dominio e o
aprimoramento de técnicas biotecnoldgicas aplicadaopagacam vitro. Nesse tipo

de propagacdo, de modo especial aplicada a ornaisieptima pela otimizacdo dos
sistemas de propagacao em larga escala. Na pr@udagagtro convencional, o sistema
de vedacao dos frascos restringe, entre outrospeas gasosas, além de dificultar a
absorcdo de agua e nutrientes, aumentando as pwdamterial vegetal durante a
aclimatizacdo. No presente trabalho, para bastédogerador, realizou-se a
propagacao fotoautotréfica associada ao enriquetoraga atmosfera dos frascos com
CO,, com o intuito de rustificar as vitroplantas aineia condi¢cdesn vitro, com
grandes beneficios a sobrevivéncia, com o aumentoléerancia aos estresses impostos
as plantas na fase de aclimatizacdo, aproximandtaqgelas produzidas em campo.
Para antdario, o desenvolvimento de técnicas efieserde propagacédn vitro
proporcionou perspectivas novas e promissoras paraelhoramento do antdrio,
capazes de ampliar a producdo comercial e o abast@o do mercado brasileiro e
mundial. Dentre essas técnicas destaca-se a embesg somatica, pois pode ser
aplicada com sucesso em sistema de producdo daplam larga escala, além de ser
um sistema ideal para estudos anatémicos, estisitaranoleculares envolvidos na
aquisicao de competéncia embriogénica e de grupgermkes especificamente expressos
durante a embriogénese somatica. O presente tealmlhtribuiu na geracdo de
conhecimentos a cerca da propagaitéeitro das espécies a partir das técnicas de
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propagacdo fotoautotrofica, em bastdo-do-imperadaracterizando as respostas
morfofisiolégicas das plantas submetidas a condigle crescimento heterotrofico,
fotomixotroéfico e fotoautotréfico; e da propagagéawitro do antdrio via embriogénse
somatica, abordando alteracdes estruturais e oudolta reservas envolvidas durante a
ontogénese dos calos embriogénicos, além de cazacte analisar a expressao do

geneSERKnessa espécie.



ABSTRACT

PINHEIRO, Marcos Vinicius Marques, D.Sc., Univeeld Federal de Vigosa,
February, 2014Photoautotrophic propagation of Etinglera elatior 'Porcelana’:
anatomical features, characterization and expressioof gene SERK in somatic
embryogenesis ofAnthurium andraeanum 'Eidibel'. Adviser: Wagner Campos
Otoni. Co-Adviser: Andrea Dias Koehler e Francigemré Ossamu Tanaka

The use of biotechnology, particularly with the ugk tissue culture techniques,
provides an alternative way of plant propagatianwell as being an important tool for
breeding and genetic resources conservation. Theiespof this study, torch ginger
[Etlingera elatior cv. Porcelana (Zingiberaceae)] and anthuriurAntfurium
andraeanumcyv. Eidibel (Araceae)] present a high economicartgnce in the global
floriculture, being fundamental the domain and ewement of biotechnological
techniques applied tim vitro propagation. This kind of propagation, especiajplied

to ornamentals, stands out for the optimization lafge-scale propagation. In
conventionalin vitro propagation, the flasks sealing system restriatspng other
things, gas exchange, and hinders the absorptiowatér and nutrients, increasing
losses in the plant material during acclimatizatiom the present study, with torch
ginger, the photoautotrophic propagation was peréat associated with G&nriched
atmosphere flasks, with the aim of hardening thenttéts everin vitro, with great
benefits to survival and increased tolerance tesses imposed on plants during the
acclimatization phase, approaching those producethé field. To anthurium, the
development of efficienin vitro propagation techniques provided new and promising
perspectives for the breeding of the specie, ablexpand commercial production and
supply of Brazilian and worldwide market. Among ghetechniques highlights the
somatic embryogenesis, which can be successfupliempin plant production system
for large-scale, besides being an ideal systenafi@tomical, structural and molecular
studies involved in the acquisition of embryogeommpetence and clusters of genes
specifically expressed during somatic embryogeneRmss work contributed to the
generation of knowledge abouin vitro propagation of the species from
photoautotrophic propagation techniques, in torclngey, characterizing the
morphophysiological responses of plants submittedeterotrophic, photomixotrophic

and photoautotrophic growth conditions; amdvitro propagation of anthurium via



somatic embryogenesis, addressing structural clsaange the accumulation of reserves
involved during ontogeny of embryogenic callus,ithes characterizing and analyze the
expression of SERK gene in this species.
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INTRODUGCAO GERAL

A industria de flores compreende o cultivo e a cmimmézacdo de flores de
corte, folhnagens, e plantas de vaso; neste Ultiaso,cas plantas podem ser vendidas
para fins de paisagismo e urbanismo (Van Huylerdb,02010; Chandler & Brugliera,
2011). Tradicionalmente, a Europa tem sido impoetaentro de produ¢cdo e consumo
de produtos ornamentais, caracterizando-se aindaup@a elevada diversidade de
produtos. Dentre os principais produtores estaaamtta, Italia, Alemanha, Espanha,
Reino Unido e Franca; com destaque para a Holangeincipal pais exportador de
flores do mundo, produzindo flores de corte, plamta vaso, bulbos, plantas anuais e
perenes, entre outras (Barros et al., 2008; Variddbyoeck, 2010).

Com a globalizacdo, o mercado mundial de floreggsadominado apenas por
paises europeus, abriu espacos para novos polusdiecdo, com destaque para india,
China, Quénia, Etiopia, Colbmbia, Equador e Costaa RVan Huylenbroeck, 2010;
Chandler & Brugliera, 2011). Na Colémbia e no Equad0% da producao interna sao
exportadas para outros paises, diferentemente doogarre no Brasil, em que a
producdo é mais voltada para o mercado internoddey consumaoper capita ser
relativamente elevado em determinadas regideddirasi(Barros et al., 2008).

Dentre os indicativos que contribuem para a exmadsafloricultura no Brasil
estdo as dimensdes continentais e as condicoestichs, favorecendo tanto o cultivo
de flores temperadas quanto tropicais. Com isgoaise possivel produzir flores e
folnagens durante o ano inteiro a custos reduzelasompetitivos, conferindo ao
produto brasileiro condi¢cdes para se firmar no asbwanundial (Franca & Maia, 2008).
A producéo brasileira esta distribuida principalteemos Estados de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro, Minas Gerais, Santa Catarina, Pernambirio &rande do Sul (Sologuren &
Juliatti, 2007).

Destaca-se as espécies tropicais pertencentemam$aAraceae, Bromeliaceae,
Heliconiaceae, Musaceae, Orchidaceae e Zingibexadeame & Honorio, 2004). Na
familia Araceae, o génenthuriumSchott, é considerado a segunda flor tropical mais
comercializada no mercado mundial, superada apeetss espécies da familia
Orchidaceae (Castro et al., 2004; Tombolato et 2004). Sdo plantas herbaceas
tropicais, epifitas ou hemiepifitas e nativas dgioes quentes da América Tropical,
destacando-se pela beleza de suas folhagens (€aatrp2004; Tombolato et al., 2004;
Nhut et al., 2006; Liendo & Mogollén, 2009; Mairaa., 2010). Mais de 600 espécies

1
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do génerdAnthuriumsao ornamentais e cerca de 130 espécies sao etz Brasil
(Castro et al., 2004; Tombolato et al., 2004). Derdstas destaca-seAmthurium
andraeanumpreferido pelo publico devido ao tamanho e cdimde suas flores e pela
grande durabilidade pdos-colheita, por isso tem sioha das espécies mais cultivadas
como flor de corte e plantas de vaso (Castro €2@04).

J& na familia Zingiberaceae, destaca-se comergis@ma espécidctlingera
elatior (Jack) R. M. Smith, planta tropical, nativa da & e Indonésia (Yunus et al.,
2012; Santos et al., 2013), conhecida popularmentao bastdo-do-imperador. E
ornamental e medicinal, herbacea, rizomatosa,,dtetdera e perene, podendo atingir
de 3 a 6 metros de altura, com folhas dispostassgmnal (Rescarolli & Zaffari, 2009;
Chan et al., 2011a). Possui inflorescéncias graaddsaentes, com bracteas vistosas, o
que proporciona grande aceitagcdo no mercado ineeaxterno no Brasil (Castro, 1998;
Bezerra & Loges, 2005). Essa espécie possui quatdtivares, ‘Porcelana’
(inflorescéncias com bracteas acetinadas de cdlorapsa-claro); ‘Red Torch’
(bracteas vermelhas); ‘Pink Torch’ (bracteas deregéo rosa-escura) e ‘Tulip Torch
Ginger’ (bracteas rubras, em formato de tulipa)béRo et al., 2012), sendo
consideradas plantas de elevado valor ornamenitad & Coelho, 2003; Chan et al.,
2011b; Yunus et al., 2012). No Brasil, vem senddtivada ha muitos anos,
principalmente na regido Nordeste, com destaqua parestados de Pernambuco e
Alagoas que exportam suas flores para outros esthdsileiros (Bezerra & Loges,
2005), como também para os Estados Unidos da Amyéenada, Holanda, Alemanha,
Dinamarca, Bélgica, Fran¢a e Japdo (Ribeiro e2@l2).

No Sul da Asia o bastdo-do-imperador é uma dastgdamedicinais mais
populares, pois possui muitos fitoquimicos de penjades antimicrobianas e
antissépticas (Abdelwahab et al., 2010), sendazadid contra funcdes citotoxicas,
inibicdo da tirosinase (enzima que catalisa a @&dade fendis) e atividades
hepatoprotetoras, anti-hipertensivas e antioxidafddelmageed et al., 2011; Chan et
al.,, 201l1a; Chan et al.,, 2011b; Karim & Munir, 2R1NVarios componentes
antioxidantes tém sido isolados a partirEleelatior (Chang et al., 2012), sendo que
essas propriedades sdo mais expressas has folhasdoq comparadas com as
inflorescéncias ou os rizomas (Chan et al., 2011b).

A muda representa um dos principais insumos, tpeko custo na implantacao
do plantio, quanto pela garantia de sucesso esperadnvestimento e na oferta de

produtos de boa qualidade, para os mercados comstes] nacional e internacional
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(Cabral, 2004). Dessa forma, a obtencédo de muddes tponar-se um fator limitante no
cultivo comercial das plantas tropicais.

O uso da biotecnologia, especialmente com a utdizale técnicas da cultura de
tecidos, proporciona uma forma alternativa de pyapao das plantas, além de ser
importante para o melhoramento e a conservacaoremssos genéticos. PaEa
elatior, ainda sao limitantes as informacdes a cerca liarauwle tecidos e propagacao
dessa espécie (Yunus et al., 2012).

A propagacadn vitro, quando utilizado o sistema de vedacdo convenigiona
previne a desidratagdo ddas culturas e do meio uleira, além de evitar a
contaminacgao (Pinheiro et al., 2013). No entantéssa tipo de vedacéo ocorre elevada
concentracdo de etileno e reduzida concentracaG@ge restringem-se o fluxo de
fotons fotossinteticamente ativos e as trocas g@asodiminuindo as taxas de
transpiracdo e de fotossintese das plantas; ddilbd a absor¢do de 4gua e nutrientes,
causando reducéo da taxa de crescimento e desenente dos explantes, resultando
em elevadas perdas durante a aclimatizacdo, davidortalidade das plantas (Nguyen
& Kozai, 2005; Zobayed, 2006; Xiao et al., 2011ntrEtanto, esses problemas podem
ser solucionados por meio do uso de um sistemaieumrcione o cultivo do material
vegetal em condi¢Bes fotoautotroficas.

Para isso, vem sendo utilizadas membranas porosase@veis a gases
(Saldanha et al., 2012), pois permitem maior et das trocas gasosas, diminuindo o
acumulo de etileno e, assim, facilitando a aclineefio das plantas produzidas (Xiao et
al., 2011). Essas mudancas no microambiente dsesoade cultivo, promovidas pelas
trocas gasosas, favorecem a manutencdo da com@ntde C@ estimulam a
fotossintese e reduzem a concentracéo de etilanoredade relativa dentro dos frascos
(Kozai & Kubota, 2001). A propagacao fotoautotrafessociada ao enriquecimento da
atmosfera dos frascos com g@m como principal objetivo rustificar as vitraptas
aindain vitro, com grandes beneficios a sobrevivéncia das meppiasaumento da
tolerancia aos estresses impostos as plantas ealéaaclimatizacdo, aproximando-as
aquelas produzidas em campo.

Para o antdrio, o desenvolvimento de técnicaseefies de propagacao vitro
tem proporcionado perspectivas novas e promisspaag 0 melhoramento dessa
espécie, capazes de ampliar a producdo e o almasigoi do mercado brasileiro.
Atualmente, grande parte dos anturios disponiveisiarcado € produzida por técnicas

de cultura de tecidos (Maira et al., 2010). Pacamstante aprimoramento da clonagem
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dos anturios, vem se utilizando, como forma de ggepaaoin vitro, a embriogénese
somaética.

Comparativamente as demais técnicas, a embriogé&msatica permite a
producdo em larga escala de plantas, possibilitaedozir significativamente o custo
por unidade de muda produzida. Em condicfes ajpabgsi os embribes somaticos
podem ser produzidos de forma sincronizada, comaéte grau de uniformizagéo
clonal e conformidade genética, o que torna a @gériese somatica uma importante
ferramenta para o melhoramento genético de plgktas Arnold et al., 2002; Chen et
al., 2010; Lu et al., 2011; Pinto et al., 2011;dB@san et al., 2011). Esta técnica possui
outras aplicagcbes, como: producdo de sementes tichsté conservacdo de
germoplasma, por criopreservacdo; manipulacdo igangtelo desenvolvimento de
plantas transgénicas (Quiroz-Figueroa et al., 2Ba&hshaie et al., 2010; Capelo et al.,
2010; Khan et al., 2010; Konieczny et al., 2010;n§dHua & Sen-Rong, 2010;
Parimalan et al., 2010), entre outras. Além diasembriogénese somética é um sistema
ideal para estudo das caracteristicas morfologicasl|dgicas, eventos moleculares e
bioquimicos que ocorrem durante o processo de eg#émese em plantas superiores
(Zakizadeh et al., 2010; You et al., 2011).

Durante este processo, algumas alteragcbes mortakdg bioquimicas ocorrem
em resposta as alteracfes nos padroes de expgsga (Santos et al.,, 2005). No
entanto, a base molecular dos mecanismos gendidasquimicos que regulam a
propriedade de competéncia a embriogénese em sél@igetais ainda nao estao
elucidadas (Santa-Catarina et al., 2004; Pérez-Néfial., 2009; Ma et al., 2012).

A partir da utilizacdo de marcadores molecularetadocalizacdo de células
competentes, foi possivel complementar os métodmicionais de identificacdo de
células envolvidas na formacdo de embrides sonsati@chmidt et al., 1997),
resultando na identificagdo de varios grupos degemnpressos durante a embriogénese
somatica (Ito et al., 2005; Pérez-Nufiez et al. 920Destacando-se os genes da familia
SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASEhmidt et al.,
1997), envolvidos em conferir competéncia as cglalabriogénicas em plantas (Ito et
al., 2005; Santos et al., 2005; Santos et al., 2009

A embriogénese somatica tem sido relatada por syandores para o género
Anthurium porém ainda nao foram descritos estudos sobespeactos histologicos e

moleculares envolvidos na caracterizacao do pakanibriogénico dé. andraeanum
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Considerando todos os aspectos apresentados antmie, pard&. elatiore A.
andraeanumnota-se que ha a necessidade de estudos mdisrajados a cerca dessas
espécies ornamentais. Com esse estudo vislumbraribcdn na geracdo de
conhecimentos acerca da propagaicéwitro de E. elatior cv. Porcelana a partir das
técnicas de propagacdo fotoautotréfica, caractetizaas respostas morfofisioldgicas
das plantas submetidas a condicbes de crescimettootrofico, fotomixotrofico e
fotoautotréfico. Como também, pretende-se comprerenos fatores que atuam
diretamente ou indiretamente no processo de enérase somatica de andraeanum
cv. Eidibel. Para isso, objetiva-se caracterizarigem e o padrdo de divisdo celular
durante a embriogénese somatica indireta, detenthinalteracbes estruturais e o
acumulo de reservas envolvidos durante a ontogé&uessealos embriogénicos, além de
caracterizar a expressao do g&#ieRK e analisar via hibridizacdo situ a funcéo das

células competentes.
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CAPITULO |
Propagacéo fotoautotréfica de bastdo-do-imperadorHtlingera elatior (Jack) R. M.

Smith] (Zingiberaceae)

Resumo -O bastdo-do-imperador € cultivado principalmente @aproducao de flores
de corte e plantas medicinais. Para isso, novasict&c de cultura de tecidos
proporcionam alternativas de propagacdo para espacie, além de otimizar a
qualidade das mudas produzidas. Dentre essas emsena propagacao fotoautotrofica
associada ao enriqguecimento com dioxido de carf{@@), técnica utilizada para
aproximar as condi¢Oes de cultivovitro daquelas produzidas em condi¢ées de campo.
O objetivo foi avaliar o enriquecimento de £@po de vedacdo e concentracdo de
sacarose enttlingera elatior cv. Porcelana. Como explantes, utilizaram-se pfant
estabelecidam vitro (~3 cm de altura), inoculadas em frascos conté@dmlL de MS +
0,54 uM de acido naftalenoacético (ANA), trés comedes de sacarose (0; 15 ou 30
g LY, e 6,5 g ! de 4gar Merck vedados com tampas sem orificios ou com
membranas. Apos 45 dias em caixas de ventilac§adarde ar (360 ou 1000 pumol
mol™* de CQ) em sala de crescimento (25 + 2°C, fotoperiod@&laoras e irradiancia
de 60 pmol fs?), avaliaram-se: altura da planta, porcentagenmxitiagéo, nimero de
brotos, massa fresca e seca da planta, pigmentossiftéticos (clorofilaa e b,
clorofilas totais e carotenoides), densidade esiomgorcentagem de sobrevivéncia a
aclimatizacgo, e caracteristicas anatdmicas dhadol adicdo de 30 g'lde sacarose
produziu plantas com maior altura. A massa frescanfior no sistema de 1000 pmol
mol* de CQ com tampas com membranas. A massa seca totaladéa gbi maior
quando adicionado 15 ou 30 ¢ He sacarose. Para pigmentos fotossintéticos, deiso
membranas e 15 g'ide sacarose foi superior em 1000, quando compar866 pmol
mol™* de CQ; ja para 30 g I de sacarose, foi superior em 360 pmolhu¢ CQ. O
uso tampas com membranas, da concentracdo de eC@a adicdo de sacarose
favoreceram a sobrevivéncia das plantas. Parapm@agao da espécie deve-se utilizar

0 sistema fotomixotroéfico.

Palavras-chave:Trocas gasosas, enriqguecimento de,G@escimento fotomixotréfico,

sacarose
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Photoautotrophic propagation of torch ginger Etlingera elatior cv. Porcelana
(Jack) R. M. Smith] (Zingiberaceae)

Abstract - The torch ginger are cultivated principally for gpeduction of cut flowers
and medicinal plants. For this, new techniquesissue culture propagation provide
alternatives for this species, in addition to omting quality of plantlets. Among them,
is the photoautotrophic propagation associated thighenrichment with carbon dioxide
(COy), technique used to approximate the environmenih a@ftro cultivation of those
produced under field conditions. The objective wasevaluate the effect of GO
enrichment, type of sealing and concentration afrase in Etlingera elatior cv.
Porcelana. Plants grown vitro (~ 3 cm of length) were used as explants, inoedlat
into flasks containing 60 mL of MS + 0.54 uM namidneacetic acid (NAA), three
concentrations of sucrose (0, 15 and 30% &nd 6.5 g [* agar Merck¥, sealed with
lids without holes or with membranes. After 45 daygplexiglass boxes with forced air
ventilation (360 or 1000 pumol m&f CO,) in growth room (25 + 2°C, 16h of
photoperiod and 60 pumol frs* of irradiance), plant height, percentage of oitgt
number of shoots, fresh and dry weight, photosyti@hgments (chlorophyla andb,
total chlorophylls and carotenoids), stomatal dgngiercentage of survival during the
acclimatization and anatomical characteristics loé leaves were evaluated. The
addition of 30 g [* of sucrose produced plants with higher height. ffash weight was
higher in 1000 pmol mdl of CO, system with lids with membranes. The total plants
dry weight was higher with addition of 15 or 30 g lof sucrose. When used
membranes and 15 g'lof sucrose, photosynthetic pigments level was drigtt 1000
umol mol* of CO,, compared to 360; while for 30 g*lof sucrose was higher at 360
umol mol* of COs. The use of lids with membranes, the C&@ncentration and the
addition of sucrose favored the survival of plamisr the propagation of the species,
photomixotrophic system should be used.

Key words: Gas exchange, G@nrichment, photomixotrophic growth, sucrose
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INTRODUCAO

O mercado de plantas ornamentais vem manifestanalodg interesse em
representantes da familia Zingiberaceae, tantogpraducao de flores de corte quanto
em projetos de paisagismo. Além de fornecer pradato area ornamental, espécies
dessa familia apresentam também produtos Uteisesad® alimentos, condimentos,
medicamentos, perfumes, corantes, Oleos essenmiadytos de estética (Jaafar et al.,
2007; Yunus et al., 2012), entre outros.

Dentre as espécies dessa familia, destaca-se ¢almenate aEtlingera elatior
(Jack) R. M. Smith, planta tropical, ornamentaledininal, herbacea, rizomatosa, ereta,
florifera e perene (Rescarolli & Zaffari, 2009; @het al., 2011a) nativa da Malasia e
Indonésia (Yunus et al.,, 2012; Santos et al., 20&8hhecida popularmente como
bastdo-do-imperador. Essa espécie possui quatieacas, ‘Porcelana’ (inflorescéncias
com brécteas acetinadas de coloragdo rosa-cl&imk Torch’ (bracteas de coloracao
rosa-escura); ‘Red Torch’ (bracteas vermelhas)Tdéip Torch Ginger’ (bracteas
rubras, em formato de tulipa) (Lins & Coelho, 20Q@8an et al., 2011b; Ribeiro et al.,
2012; Yunus et al., 2012).

Atualmente é uma das 30 plantas medicinais maisulp@s na industria
farmacéutica, com elevada demanda na Malasia @&tsguente cultivada em escala
comercial na Australia, Havai, Tailandia e CostaaRpara a producdo de flores de
corte (Chan et al., 2011a; Yunus et al., 2012).Bxasil vem sendo cultivada apenas
para suprir a demanda da floricultura nacional,@flores de corte ou para paisagismo.

O bastdo-do-imperador possui muitos fitoquimicos ¢eopriedades
antimicrobianas e antissépticos (Abdelwahab et 2010), sendo utilizado contra
atividades citotoxicas, inibicdo da tirosinase {@@zque catalisa a oxidacado de fendis),
atividades hepatoprotetoras, anti-hipertensivamnteoxadantes (Abdelmageed et al.,
2011; Chan et al., 2011a; Chan et al., 2011b; K&riktunir, 2011).

A cultura de tecidos € uma técnica alternativa rdpaacédo das plantas e uma
importante ferramenta para o melhoramento genélieobastdo-do-imperador, no
entanto, ainda sao limitadas as informacoes a tanta da cultura de tecidos quanto da
propagacédo dessa espécie (Yunus et al., 2012).

Na propagacadoin vitro, o sistema de vedacdo convencional previne a
desidratacdo das culturas e do meio de cultivoy die evitar a contaminacédo (Zobayed,

2006; Pinheiro et al., 2013; Saldanha et al., 20E83e método tradicional, em que as
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plantas sdo produzidas em frascos vedados comidedurocas gasosas, pode-se
resultar em plantas com certas caracteristicaslipexs) tais como parte aérea pouco
desenvolvida, menor quantidade de cera cuticudguieuticular nas folhas, reducdo nos
tecidos com resisténcia mecanica (colénquima eerésgjuima), maior conteudo de
agua, estbmatos nao funcionais e folhas delgadasgeenas, com baixa atividade
fotoautotréfica (Kozai & Kubota, 2001; Xiao et #2011). Nesse sistema convencional
ocorre ainda elevada concentracédo de etileno ailesogases volateis no interior dos
frascos; reduzida concentracdo de didxido de carfG@); elevadas concentracdes de
acuUcares; restrita absor¢do de agua e nutrientedyuzido fluxo de fotons
fotossinteticamente ativos e diminuigdo das trg=sosas. Com isso, restringe a taxa
de crescimento e desenvolvimento, acarretando assimelevadas perdas durante a
aclimatizacdo, devido a mortalidade das plantasuylig & Kozai, 2005; Zobayed,
2006; Kozai, 2010; Xiao et al., 2011). A pequenacemtracdo de Cno interior dos
frascos associada a baixa incidéncia luminosa tausducao nas taxas de transpiracéo
e fotossintese das plantas, forcando ao desenwmttimde um crescimento
heterotrofico ou fotomixotréfico, devido a absorcda principal fonte de carbono
disponivel para a planta, mediante a adicdo deaagsi@o meio de cultura (Nguyen &
Kozai, 2005).

A producéoin vitro de mudas sob baixa atividade fotossintética ocorre
principalmente devido a adicdo de concentracOesm@ds de acucares exogenos. A
reducdo de aclcares no meio de cultivo possuissiserantagens, dentre estas, pode-se
destacar a prevencao do rapido crescimento deriaascéede fungos no meio de cultivo,
reducdo de custos e aumento na sobrevida das glahiteante o estagio de
aclimatizacdo (Kozai & Kubota, 2001). A reducao tdor de sacarose ou mesmo a
eliminacdo por completo, a utilizacdo de luz ndfupaaumento da concentracdo de
CO,, bem como a reducdo nas concentracbes fdén Qitro sdo alternativas que
melhoram o crescimento e a competéncia fotosstatde varias espécies.

Dessa forma, o ideal para a propagag@ovitro seria manter as mesmas
condicbes ambientais de cultivo no campo, comaocoflde fétons fotossinteticamente
ativos, concentracdo de gOnanutencéo das trocas gasosas, entre outras ¢Xelq
2011). Para isso, vem sendo utilizadas membranmasgm permedveis a gases (Kozai,
2010; Saldanha et al., 2012), pois elas permitenaiar eficiéncia das trocas gasosas,
diminuindo o acumulo de etileno e, assim, facilimna aclimatizacdo das plantas

produzidas (Xiao et al., 2011). Essas mudancas mooambiente dos frascos de
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cultivo, promovidas pelas trocas gasosas, favorecenanutencdo da concentracdo de
CO,, estimulam a fotossintese e reduzem a concentdig@tleno e a umidade relativa
dentro dos frascos (Kozai & Kubota, 2001; Chanerasagndharam et al., 2004;
Alvarez et al., 2012). O uso de tampas com membrapneosas tem ainda influéncia
positiva sobre estabelecimento das culturas, akaudentar a qualidade e quantidade
de brotos e diminur a ocorréncia de clorose e sénes das folhas (Rodrigues et al.,
2012).

Assim, a aplicacdo destas técnicas alternativapracesso de propagacéo
vitro convencional, e as consequéncias desfavoraveitesenvolvimento das plantas
resultantes deste ambiente, poderiam ser minimszadaevitadas pela modificacdo
desse sistema convencional, e assim, aproximango-maximo das condi¢cbes de
campo.

O objetivo desse estudo foi analisar o potenciadiatotrofico de mudas de
elatior cv. Porcelana, propagadas vitro em sistema de enriquecimento comCO
caracterizando as respostas morfofisioldgicas dastgs submetidas a condigbes de

crescimento heterotréfico, fotomixotrofico e fottatdfico.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Como material vegetal, utilizaram-se brotacéesEdeelatior cv. Porcelana
previamente estabelecidda vitro, a partir de rizomas. Essas brotacdes foram
subcultivadas a cada 30 dias, em condi¢des hdicas, em meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) acrescido com 6,66 uM de 6-benzilade(BA), 0,54 UM de ANA, 3%
de sacarose, 100 mg'lde mio-inositol e solidificado com 6,5 g'lde agar Merck
(Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado para &r8eriormente a autoclavagem a
121 °C e 1,5 atm por 15 minutos. O material vegetal fantido em sala de
crescimento, com temperatura det2% C, com irradiancia luminosa de 36pumét st

a partir de dois tubos fluorescentes (Luz do Dige€Eml, 40 W, Osram, Brazil).

Alongamento e enraizamento de bastdo-do-imperanfocaxas de ventilacdo forcada
de ar

Os explantes utilizados foram brotacdes, com apradamente 3 cm de altura,
contendo de trés a quatro folhas, sem preseng@zsr Os explantes foram inoculados
em frascos de vidro de 300 mL vedados com tamppdas de polipropileno sem
orificio; e tampa rigida de polipropileno com doisficios cobertos por membranas
porosas a gases, segundo proposto na metodolodtaldanha et al. (2012). Foram
adicionados aos frascos, 60 mL de meio MS acresmao 0,54 UM de ANA, trés
doses de sacarose (0; 15 ou 30™ 100 mg [* de mio-inositol e solidificado com 6,5
g L™* de Agar MercR, e o pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclanagd21°C e
1,5 atm por 15 minutos. As culturas foram mantidias sala de crescimento, por 45
dias, em caixas de ventilacdo forcada de ar (36008 umol mot de CQ), seguindo
metodologia proposta por Saldanha et al. (201342@bm temperatura de 252°C, e
60 pmol n¥ s* de irradiancia luminosa a partir de dois tubosriscentes (Sylvania
HO T12, Luz do Dia, 110 W, Sao Paulo, Brazil).

Parametros de crescimento

Apos 45 dias de cultivo foram avaliadas as segslinggacteristicas: altura da
planta (cm), porcentagem de oxidacao, numero dedmmassa fresca e seca da planta
(g). As amostras de peso seco foram determinadss @gso constante, alcancado em
estufa a 76C, por 48 horas.
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Quantificagdo de pigmentos fotossintéticos

Para a determinacdo dos pigmentos fotossintétaosyfila a e b, clorofilas
totais e carotenoides, foi seguida a metodologmpgsta por Wellburn (1994). Dois
discos foliares (de uma folha, do segundo par tlea$ocompletamente expandidas),
com 6 mm de diametro cada, e incubadas em 2 mLidetitsulfoxido (DMSO)
saturado com CaC{Santos et al., 2008), permanecendo em tubos dasntio escuro
por 48 horas, a temperatura ambiente. Apds o pededncubacéo, foi determinada a
absorbancia das amostras em espectrofotometro ¥3erd€s UV/Visible (Thermo
Scientific, Madison, WI) utilizando cubeta de qaartde 10 mm de caminho 6tico. Os
comprimentos de ondas e as equacdes para o cdksilconcentracdes de clorofilas
b, clorofilas totais e carotenoides também foraneadss pela metodologia descrita por
Wellburn (1994).

Caracterizacdo anatémica, histoquimica e densidegtematica das folhas

Para os estudos anatdomicos e histoquimicos, wiiseoa porcdo meédia das
folhas completamente expandidas (da segunda fd¢thanesmo par em que foi utilizado
para as variaveis de pigmentos fotossintéticomesidade estomatica), sendo fixada em
solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + parafddeido 2,5% em tampéo
cacodilato 0,05M, pH 7,2) (Karnovsky, 1965). Pastenente, as amostras foram
desidratadas em série etilica e incluidas em niletac(Historesin, Leica Instruments,
Heidelberg, Alemanha). Para montagem das laminaigesc transversais da porgéao
média das folhas, com 5 um de espessura, forardogbém micrétomo rotativo de
avanco automatico (RM2155, Leica Microsystems Iigeerfield, EUA). Para a
caracterizacao estrutural, as amostras foram nsnpdr 10 minutos e coradas com
azul de toluidina pH 4,0 (O’brien & Mccully, 198 Bara a caracteriza¢ao histoquimica,
seccoes transversais da por¢cdo meédia das follers fwbmetidas ao sudan black, para
evidenciar a presenca de lipidios; ao acido perairbagente de Schiff (PAS), para
caracterizar a presenca de amido, mucilagens spolsideos; azul de toluidina e lugol,
para evidenciar amido; e xylidine Ponceau (XP),apdeteccdo de proteinas. As
amostras foram montadas em Permount e as imageptiradas utilizando
fotomicroscopio (AX70TRF, Olympus Optical, Toéquilapao) equipado com o sistema
U-Photo.
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Para a variavel densidade estomatica (nimero tGenas por mmde area
foliar), foi realizada a impresséo das epidermexiabe adaxial, segundo Segatto et al.
(2004). Para tal, utilizaram-se folhas (segundiaafotio mesmo par em que foi utilizado
para as variaveis de pigmentos fotossintéticostieles anatdbmicos e histoquimicos),
no qual foram coladas com cola instantanea sobmaé& de vidro, técnica conhecida
por impressao de epiderme. A densidade estomdticzafculada a partir de imagens

realizadas utilizando o mesmo fotomicroscopio atadteriormente.

Aclimatizagéo das plantas

Apés 45 dias de cultivan vitro, as plantas foram submetidas a etapa de
aclimatizacdo em condi¢cdesx vitrg transferindo-se para recipientes plasticos (de
capacidade de 300 mL) contendo aproximadamentec@80de substrato comercial
PlantmaX, permanecendo em bancada, sob condicbes de téutpesenbiente (cerca
de 28 # 2 °C), luminosidade artificial de pthol m“s* e luz natural indireta. Apés esse
periodo, realizou-se avaliagdo da variavel porgamea de sobrevivéncia a

aclimatizacao.

Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente cassbd (DIC), em esquema
fatorial 2 x 2 x 3, sendo duas concentracdes de(B&D e 1000 pmol md), dois tipos
de vedacdo (com tampas rigidas de polipropileno egfftio; e tampa rigida de
polipropileno com dois orificios cobertos por mearas porosas a gases) e trés
concentraces de sacarose (0; 15 e 30')g Rara as varidveis altura da planta (cm),
porcentagem de oxidacdo, numero de brotos, masseafre seca da planta (g), foi
realizado o DIC com 12 tratamentos, seis repetigdel®, e a unidade experimental
composta por um frasco contendo quatro plantasicépe (Tabela 1). Para pigmentos
fotossintéticos (clorofila, b, clorofilas totais e carotenoides) também foiizealo com
12 tratamentos, com trés repeticdes, e cada réapatmmposta por dois discos foliares.
Ja para a variavel densidade estomatica, tambéradizado DIC, com 12 tratamentos,
trés repeticdes, sendo cada repeticdo constitéd&rés areas em nimJa para a
variavel porcentagem de sobrevivéncia das plantdimatizacéo, realizou-se com 12
tratamentos, quatro repeticbes, e unidade expet@dinenomposta por uma
planta/repeticdo. Todas as variaveis avaliadasrmf@abmetidas ao teste de Shapiro-

Wilk, para verificar a normalidade dos dados.
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Tabela 1. Tratamentos utilizados na caracterizacdo das fdseslongamento e
enraizamento in vitro, em caixas de ventilacidoadecde ar, e de aclimatizacdo de

bastdo-do-imperadoEtlingera elatiorcv. Porcelana.

Caddigo Tratamento
T1 360 umol mof CO, + tampa sem membrana + MS com 0 gsacarose
T2 360 pumol mot CO,+ tampa sem membrana + MS com 15'gsacarose
T3 360 pmol mot CO, + tampa sem membrana + MS com 30'gshcarose
T4 360 umol mot CO, + tampa com membrana MS com + 0'dacarose
T5 360 umol mot CO,+ tampa com membrana MS com + 15fdacarose
T6 360 umol mot CO, + tampa com membrana + MS com 30 dacarose
T7 1000 umol mét CO, + tampa sem membrana + MS com 0 gsiacarose

T8 1000 pmol mot CO,+ tampa sem membrana + MS com 15'gsacarose
T9 1000 pmol maét CO;, + tampa sem membrana + MS com 30'gshcarose
T10 1000 umol mél CO, + tampa com membrana + MS com 0fdacarose
T11 1000 pmol mal CO, + tampa com membrana + MS com 15dacarose
T12 1000 pmol mé! CO, + tampa com membrana + MS com 30 hdacarose

Por ndo seguirem as pressuposicées da normalidadegriaveis porcentagens
de oxidacdo e de sobrevivéncia de plantas a adtiagdb foram transformadas para

VX ; e nimero de brotos paggx+ 05 Todas as variaveis foram submetidas a analise
de variancia, comparando-se as médias dos tratampsto teste de Tukep<0,05).
Com excecao da variavel porcentagem de sobrevv@as plantas a aclimatizacéo, na
qual utilizou-se o teste de Scott Knott, com 5%sdificancia. Os graficos foram
apresentados com médias nao transformadas. Todamalises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa GENES (Cruz, 2013)
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RESULTADOS

A atmosfera enriquecida com ¢@elhora o desenvolvimento plantas de E. elatior cv
Porcelana durante a fase de alongamento e enraiatonie vitro

Pela analise de variancia, as variaveis altura ldata e porcentagem de
oxidagéao, diferirampg<0,05) apenas para a interacao tipos de vedacéo e ¢oagEes
de sacarose, a 5% de probabilidade, pelo testeara. & variavel numero de brotos,
ocorreram diferencasgp€0,05 nas interacbes tipos de vedacdo e concentragdes d
sacarose; e concentracdes de, @Qipos de vedacdo. Ja para a variavel massafresc
total da planta, houve diferenca apenas para @g#e concentracdes de £©tipos de
vedacdo. Para a massa seca total da planta, hdevenda estatistica, pelo teste F,
apenas para concentracdes de sacarose.

Para a variavel porcentagem de oxidacdo observayusea utilizacdo de
membranas nas tampas dos frascos reduz a oxidaggdathtas, com excecédo da adigéo
de 30 g [* de sacarose ao meio de cultura, em que ndo hdfeventa estatistica entre
os sistemas de vedacéao, tampa rigida e tampa conbraweas. A auséncia de sacarose
no meio de cultura, e o uso de frascos com tampansgmbrana resultou em 70,8% de
plantas oxidadas. No entanto, 0 emprego de tangrmasnembranas ocasiounou menor
porcentagem de oxidacdo das plantas, ndo apredend#erencas significativas entre
os tratamentos (Figura 1A).

Com base nos resultados, constata-se que para eraiae brotos, houve
diferenca estatistica apenas para o tratamentade@o de sacarose, em que 0 uso de
tampa rigida inibiu a producéo de novos broto [ssde estar associado a elevada
porcentagem de oxidac&o constatada nas plantastdbama essas condi¢cdes. Para as
concentracdes de sacarose, no sistema de vedaghdasgpa sem membrana, 15 e
30 g L, o nimero de brotos foi superior estatisticamantetratamentos sem adic&o de
sacarose. Ja para o sistema de vedagdo tampa caombramas, houve diferenca
estatistica apenas para 15 de sacarose, em que foi superior estatisticantersiedo
comparado aos tratamentos sem adicdo de sacariggga(AB). Para a atmosfera
enriquecida com 360 pmol mbHe CQ ndo houve diferenca estatistica entre os dois
sistemas de vedac&o (tampa rigida e com membrg@as)a 1000 pmol molde CQ
o0 uso de tampa com membranas (1,521) foi superspatigticamente quando
comparado a tampa rigida (0,9167). Quando compsualduas concentracdes de,CO
ndo houve diferenca estatistica quando se utiliaypa rigida. Diferente de quando se
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utilizou tampa com membranas, em que 1000 pmol'nde CQ (1,521) foi
significativamente superior ao 360 pmol thde CQ. (0,494) (Figura 1C).

Para a variavel altura da planta, foi possivel olasegue no sistema de vedacéao
houve diferenca significativa apenas para o trataomnsem adicdo de sacarose, em que
0 uso de tampa com membranas (5,82 cm) foi supestatisticamente quando
comparado a tampa rigida (3,73 cm). Para as cangées de sacarose, 30 § (5,37
cm) foi superior estatisticamente apenas quandgawmdo ao tratamento sem adicao
de sacarose em frascos com tampa rigida (3,73 Qugndo utilizado tampa com
membranas, ndo houve diferenca significativa eageconcentragcbes de sacarose
(Figura 1D).

Para massa fresca total da planta, quando forampamagias as duas
concentracdes de G@60 e 1000 umol md), verificou-se que ndo houve diferenca
significativa quando se utilizou a tampa sem memdrda quando se utilizou tampa
com membranas, a atmosfera enriquecida com 1000 pold de CQ (2,66 g) foi
superior estatisticamente a de 360 pmol ¢ CQ (1,80 g). N&o houve diferenca
estatistica entre os dois sistemas de vedacéoataomp e sem membranas, quando foi
empregada atmosfera de 360 pmol g CQ. Ja para 1000 pmol nmbte CQ o uso
de tampa com membranas (2,66 g) foi superior s8taimente quando comparado a
tampa rigida (1,96 g) (Figura 1E). Para a massa s&al da planta, foi possivel
observar que as concentracdes de sacarose 15 e BO® @,145 e 0,162 g,
respectivamente) foram superiores estatisticamante tratamentos sem adicdo de
sacarose ao meio de cultura (0,067 g) (Figura 1F).
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Figura 1. Variaveis de crescimento de plantas Eléingera elatior cv. Porcelana,
alongadas e enraizadasvitro por 45 dias em diferentes concentracdes de €0e
sacarose no meio de cultura, e tipos de vedacafrakios. Porcentagem de oxidacdo
das plantas na interacdo tipos de vedacao x coacéet de sacaro§l); numero de
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brotos nas interac¢des tipos de vedacéo x concéesale sacarogB) e concentracdes
de CQ x tipos de vedaca(C); Altura das plantas na interagdo tipos de vedacéo
concentracdes de sacardby; massas fresca da planta, na interacdo conceesralg
CO; x tipos de vedaca(E) e seca total da plan{&). (A; B; D) Médias na interacao
tipos de vedacado x concentracdes de sacaroses meai@sculas em sacarose (0; 15 ou
30 g L") e mindsculas em tipos de vedacdo (sem ou com raeaijbnéo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilid¢@e E) Médias na interagdo concentracdes
de CQ x tipos de vedacdao: letras maiusculas em concgigsade CQ (360 ou 1000
pmol mol*) e mindsculas em tipos de vedacdo (sem ou com raeabnao diferem

entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade

Atmosfera enriqguecida com GQumenta os pigmentos fotossintéticos, sem causar
alteracdes na densidade estomética de plantas dlagEta elatior cv. Porcelana
durante a fase de alongamento e enraizamentorna vit

Os niveis de clorofilaa e b, clorofilas totais e carotenoides (pigmentos
fotossintéticos) foram afetados pelas condicOesrelecimento do presente trabalho, no
qual ocorreram diferencas significativap<(,05 na interacdo tripla da variavel
pigmentos fotossintéticos, entre concentracbes da&, Qipos de vedacdo e
concentragdes de sacarose.

Para a densidade estomatica, ndo houve diferego#ictiva tanto para a
porcdo abaxial quanto para adaxial das folhas, adB%robabilidade pelo teste F.
Mesmo nos tratamentos submetidos a atmosfera ewgittu com C@ ndo houve
reducdo da densidade estomaticaEdeelatior cv. Porcelana. Por se tratar de uma
espécie anfiestomatica, foram encontrados estonesmtoambas as faces da folha, no
entanto, foi constatado menor numero de estdbmatosporcdo adaxial, quando
comparado a por¢cao abaxial.

Para os pigmentos fotossintéticos, houve difereggtatistica apenas para o
tratamento tampa com membranas e 15'gié sacarose, no qual 1000 pmol Thdé
CO, (65,04; 25,64; 90,68; 9,86 UM, para clorofila, clorofilas totais e carotenoides,
respectivamente) foi significativamente superiorargio comparado ao mesmo
tratamento na concentragdo 360 pmol ‘mde CQ (44,14; 17,49; 61,63; 6,17,
respectivamente). O oposto foi observado no trattonm@ampa com membranas e 30 g
L de sacarose, no qual 360 umol thdé CQ (58,81; 22,80; 81,61, para clorofdab,

e clorofilas totais, respectivamente) foi significamente superior ao 1000 pmol ol
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678 de CQ (41,28; 15,68; 59,95, respectivamente). Ja paratar@mides nao houve
679 diferenca estatistica para o tratamento tampa cembranas e 30 g”'Lde sacarose

680 (Figura 2).
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682 Figura 2. Pigmentos fotossintéticos em folhas de plantasgtiegera elatior cv.

683 Porcelana alongadas e enraizamasitro aos 45 dias em diferentes concentracdes de
684 CO, e condicdes de crescimento (Tampas com e sem rapate concentr¢gdes de
685 sacarose)A) clorofilaa; (B) clorofilab; (C) clorofilas totais{D) carotenoides. Médias
686 seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pedte tde Tukey, a 5% de
687  probabilidade.

688

689
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690 Caracteristicas morfolégicas, anatbmicas e histogoas das folhas de plantas de
691  Etlingera elatior cv. Porcelana, diferem entre cstdmentos

692 O enriguecimento de COo tipo de vedacdo e a concentracdo de sacarose,
693  ocasionaram mudancas significativas nas caradtadstie crescimento das plantas de
694 E. elatior (Figura 4). Quando se utilizou membranas perms&agjases, juntamente
695 com o aumento da concentracdo interna de fi2Catmosfera interna dos frascos, houve
696 incremento do crescimento tanto em condicdes fovt@dficas quanto em
697  fotomixotroficas.

698 Foi possivel observar menor enraizamento nas glantiéivadas sob condi¢cbes
699 fotoautotréficas com enriquecimento de ®60 ou 1000 pmol mdlde CQ) e com
700 auséncia de sacarose (Figura 4C; 4D). Do contr@mocondices fotomixotroficas, sob
701  enriguecimento de CCe na presenca de sacarose, foi possivel obsdaaap com
702  maior enraizamento e com nervuras mais aparentesuas folhas (Figura 4E-4H).
703  Diferente do observado nas plantas cultivadas estdis vedados, isto €, com tampa
704 sem membranas, apesar da formacao de raizes s ri@o desenvolveram nervuras
705  proeminentes quando comparadas aquelas mantidasratices fotomixotréficas ou
706  fotoautotréficas (Figura 4A; 4B).

707

708
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Figura 4. Plantas deEtlingera elatior cv. Porcelana aos 45 dias de cultimovitro
durante alongamento e enraizamento em diferentesentracdes de GQ@360 e 1000
umol mol') e condicdes de crescimento (tipos de vedacdo neeotracbes de
sascarose)(A) Tampa sem membrana + 15 ¢ lde sacarose(B) Tampa sem
membrana + 30 gt de sacarose(C) T4 - 360 umol met CO, + tampa com
membrana + 0 gL sacarose{D) T10 - 1000 pmol mdi CO, + tampa com membrana
+ 0 g L* sacarose(E) T5 - 360 pmol mot CO, + tampa com membrana + 15 ¢ L
sacarose(F) T11 - 1000 pmol méi CO, + tampa com membrana + 15 g kacarose;
(G) T6 - 360 umol mat CO, + tampa com membrana + 30 ¢ kacarose(H) T12 -
1000 pmol mot CO, + tampa com membrana + 30 ¢ kacarose. Barras: A-H: 10

mm.

Constatou-se epidermes abaxial e adaxial, pamwguclorofilianos palicadico
e esponjoso, estbmatos, camaras subestomatidasyassvasculares (floema e xilema)
e idioblastos nas folhas das plantasedeslatior cv. Porcelana submetidas a todos os
tratamentos (Figura 6). Entretanto, foi possivelenbar diferencas entre os tratamentos,
demonstrando mudancgas anatdomicas na estrutura dals&aplantas. O enriquecimento
da atmosfera com CGCe a utilizacdo de tampas com membranas permeavgeses,
ocasionaram diferencas no sistema vascular daasfaleE. elatior. Quando foram
utilizadas tampas sem membranas e sem a adicdoaasose, houve reduzida
sobrevivéncia das plantas, devido a elevada pagent de oxidacdo observada nesses
tratamentos.

No sistema convencional de cultivo, com a adicadosaearose ao meio de
cultura em frascos com tampas sem membranas (FiGAr®), as células do
parénquima apresentaram maiores espacos intereslulaaior desorganizacdo dos
parénquimas clorofilianos (sem diferenciacdo aparentre os parénquimas pali¢cadico
e esponjoso), reduzida nervura central e vascalgiz quando comparado com as
mesmas ceélulas de plantas cultivadas em frascasraimmeio de cultura com sacarose
e vedados com tampas com membranas. Em frascoslogedam tampas com
membranas e na auséncia de sacarose ao meio dectdimbém foram detectados
desorganizacao dos parénquimas clorofilianos, espatercelulares aparentes, embora
com nervura central desenvolvida e elevada vaseat@#o (Figura 6E-H). O

enriquecimento de G360 ou 1000 pmol md) resultou na producéo de folhas com
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elevada vascularizacdo, nervura central desenwwkidem proeminente, elevado grau
de organizacédo e diferenciacdo dos parénquimasfitilmmos, e reduzidos espacos
intercelulares, em comparacdo com plantas cultvata sistema convencional de
propagacaan vitro (Figura 61-P). Com excecao de plantas cultivadasrecipientes
com meio de cultura acrescido de 30fde sacarose, com tampas com membranas e
1000 umol mot CO, em que foi observada nervura central mais reduyzém
comparacdo com as folhas de plantas cultivadas6é&mughol mof CO; (Figura 6P),
sendo semelhante aos tratamentos convencionaisulteos com tampa rigida e

presenca de sacarose (Figura 6A-D).

Figura 6. Seccdes transversais da por¢cao mediana de fothadadtas dd=tlingera
elatior cv. Porcelana durante a fase de alongamento e&zamento aos 45 dias de
cultivo in vitro, em diferentes concentracbes de,Q®60 e 1000 pmol md) e
condicOes de crescimento (tipos de vedacédo e ctvacéas de sacaros@-B) Tampa
sem membrana + 15 g'lde sacarosgC-D) Tampa sem membrana + 30 ¢ He
sacarose(E-F) T4 - 360 umol mét CO, + tampa com membrana + 0 § kacarose;
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(G-H) T10 - 1000 pmol mdl CO, + tampa com membrana + 0 § kacarosefl-J) T5
- 360 umol mof CO, + tampa com membrana + 15 § kacarose(K-L) T11 - 1000
numol mol* CO, + tampa com membrana + 15 ¢ kacaroseM-N) T6 - 360 pmol
mol* CO, + tampa com membrana + 30 § kacarose(O-P) T12 - 1000 pmol mél
CO, + tampa com membrana + 30 g kacaroseA, C, E, G, |, J detalhes das laminas
foliares;B, D, F, H, J, L detalhe da nervura mediana. Ab face abaxial dieepie; Ad
face adaxial da epiderme; Id idioblasto; Pp paréngupalicadico; St estdbmato; Sp

parénquima esponjoso; Vb sistema vascular. Ba#d#s:100 pum.

Testes histoquimicos indicaram a presenca de cdogpds reserva nas células
do mesofilo das folhas de. elatior. No teste de azul de toluidina e lugol (Figura 7.1
7.5;7.9; 7.13; 7.17; 7.21; 7.25; 7.29), foram ewnciados graos de amido no mesofilo,
principalmente ao redor dos feixes vasculares, sgrabsivel observar apenas nos
tratamentos T6, T11 e T12 (Figura 7.21; 7.25; 7r@§pectivamente).

Confirmou-se a presenca de corpos lipidicos arn@aiten no interior dos
idioblastos, a partir do teste de sudan Black, semtontrados nas folhas de todos os
tratamentos (Figura 7.2; 7.6; 7.10; 7.14; 7.182:77226; 7.30). Corpos protéicos foram
evidenciados pela reacdo positiva para o teste Rlend qual estas estruturas foram
coradas de vermelho e se encontravam distribuidamesofilo, principalmente nas
células ao redor dos feixes vasculares e no pair@aqalicadico (Figura 7.3; 7.7; 7.11;
7.15; 7.19; 7.23; 7.27; 7.31). Foi possivel obsereacdo negativa para carboidratos
totais nas folhas dg. elatior, a partir do teste de PAS (Figura 7.4; 7.8; 77126; 7.20;
7.24; 7.28; 7.32).
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Figura 7. Estudo histoquimico de secc¢fes de folhas de plaetBdingera elatiorcv.
Porcelana, aos 45 dias de cultivovitro, durante alongamento e enraizamento em
caixas de ventilacdo forcada de ar (360 e 1000 pmoot) em diferentes sistemas de
vedacdo e concentracfes de sacarose. SeccOeztsaisyla porcdo meédia de folhas
submetidas ao azul de toluidina e lu@ol5; 9; 13; 17; 21; 25; 29)21, 25 e 2%eac¢ao
positiva para amido, evidenciada pela coloragéa;remdan Black, reagéo positiva para
lipidios pela coloracdo enegrecida dos idioblag®ys6; 10; 14; 18; 22; 26; 3Q)
xylidine Ponceau, evidenciando reacdo positiva ammos protéicos corados de
vermelho(3; 7; 11; 15; 19; 23; 27; 3%)e PAS, com reacao negativa para carboidratos
totais(4; 8; 12; 16; 20; 24; 28; 32)Ab: face abaxial da epiderme; Ad face adaxial da
epiderme; Am amido; Id: idioblasto; Pp parénquimaigadico; St estdbmato; Sp

parénquima esponjoso; Vb sistema vascular. Batr88: 100 um.

Atmosfera enriquecida com G@Qumenta a sobrevivéncia de plantas de E. elatior ¢
Porcelana em condicdes ex vitro

Para a variavel porcentagem de sobrevivéncia ldedas a aclimatizacao, foi
possivel observar que plantas submetidas aos gatasT6 (360 pmol mdlde CQ +
tampa com membrana + 30 ¢ He sacarose); T11 (1000 pmol fhale CQ + tampa
com membrana + 15 g'Lde sacarose); e T12 (1000 pmol thde CQ + tampa com
membrana + 30 gt de sacarose) ndo diferiram entre si a 5% de &@nifia,
alcancando médias de 50; 75 e 75% de sobrevivérespectivamente (Figura 3;

Figura 4).
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Figura 3. Porcentagem de sobrevivéncia a aclimatizacdo tadap deEtlingera
elatior cv. Porcelana, aos 45 dias de culiiveitro em diferentes concentracdes de,CO
e condicdes de crescimento (tipos de vedacdo eentvacdo de sacarose). Médias

seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pske e Scott Knott, a 5% de

probabilidade.

Figura 4. Plantas dekEtlingera elatior cv. Porcelana provenientes de cultivovitro
durante 45 dias de alongamento e enraizamento fementies concentracbes de £O

(360 e 1000 pmol md) e condicbes de crescimento (tipos de vedacdmeentracoes
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821 de sacarose), apés 30 dias de aclimatizacdo endeasegetacddA) T6 - 360 pumol
822 mol* CO, + tampa com membrana + 30 g sacarose(B) T11 - 1000 pmol mél CO;

823  + tampa com membrana + 15 ¢ kacarose(C) T12 - 1000 pmol mdi CO;, + tampa
824 com membrana + 30 g'lLsacarose. Barras: 10 mm.

825
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DISCUSSAO

A atmosfera enriquecida com g@elhora o crescimento in vitro de plantas de E.
elatior cv. Porcelana, durante a fase de alongamenénraizamento in vitro

Esse trabalho descreve pela primeira vez o efeiendquecimento de GOsob
ventilagcéo for¢cada de ar, na propagaicéatro deE. elatiorcv. Porcelana. O emprego
de concentracdes de g@om ou sem sacarose no meio de cultura, e aépedacao
dos frascos (com ou sem membranas permeaveis 8)gessultou em plantas com
diferencas evidentes nos parametros de crescim@uando se utilizou membranas
permedveis a gases associada ao enriqueciment®@ggincipalmente 1000 pmol
mol* de CQ) constatou-se melhora no crescimento das planmascendicdes
fotoautotréficas e fotomixotroficas, principalmempeando foram propagadas em meio
MS suplementado com 15 ¢'lde sacarose (Figura 1 e 4).

O ideal para a propagacan vitro seria produzir plantas sob as mesmas
condicfes ambientaiex vitrg com a manutencado das trocas gasosas, niveis ideai
fluxo de fétons fotossinteticamente ativos e cotregdo adequada de €(Xiao et al.,
2011; Pinheiro et al., 2013). Para isso sdo utiasamembranas porosas a gases, pois
favorecem a manutencéo da concentracdo adequa@®xeiminuem o acumulo de
etileno e reduzem a umidade relativa no interia flascos. Essas mudancgas ocorrem
devido a maior eficiéncia das trocas gasosas, ostenidam a fotossintese,
influenciando positivamente tanto o desempenhgptiagas nas etapas vitro quanto
na aclimatizacao (Kozai & Kubota, 2001; Xiao et 2011).

O crescimento e desenvolvimento das plantas prddsin vitro sdo afetados
pela trocas gasosas entre o meio interno e extemfrascos (Zobayed, 2006; Saldanha
et al., 2012; Saldanha et al., 2013). O uso de mammab porosas a gases no culiivo
vitro, resulta em plantas maiores e mais vigorosas, maor altura e acumulo de
biomassa, taxas de crescimento e fotossintética elavadas, estdbmatos normais e
funcionais, folhas e raizes maiores e mais deseidasl, além de aumentar a absorcao
de nutrientes e estimular o metabolismo secundRilzeiro et al., 2009; Arigita et al.,
2010; Kozai, 2010; Badr et al., 2011; larema et 2012; Saldanha et al., 2013;
Saldanha et al., 2014).

Quando as plantas sao produzidas sob elevadas yasasas, pode-se induzir a
um aumento de duas vezes da massa seca, quandaradenp producéo de plantas em

sistema convencional de cultivo vitro (Nguyen et al., 1999). O mesmo foi observado
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no presente trabalho, em que a massa fresca tatalpthntas foi superior sob
concentracéo de 1000 umol Male CQ com o uso de membranas permeéaveis a gases.
J4 a massa seca total das plantas foi maior sdbnseiptacdo de 15 e 30 g'lde
sacarose ao meio de cultura, independente do #pwedacdo usado. Diferente do
observado por Saldanha et al. (2012), em que odasmembranas porosas a gases
aumentou o peso seco da parte aérd. dgomerata Para Mohamed e Alsadon (2010)

0 maior peso seco das plantas foi observado soepuenimento de COque pode ter
incrementado a maior atividade fotossintética dastas.

No presente trabalho, o uso de membranas porosgases favoreceu o
crescimento das plantas, tanto em condigbes fotndificas quanto em
fotoautotroéficas sob elevadas concentracfes de(l@@ma et al., 2012; Saldanha et al.,
2013). No entanto, o sistema fotomixotrofico, emdigdes de enriquecimento de £0
associado a adicdo de carboidrato (15 ou 30" glé sacarose), favoreceu o melhor
desenvolvimento morfo-fisiologico de plantas detdaslio-imperador.

Atmosfera enriqguecida com GQumenta os pigmentos fotossintéticos, sem causar
alteracbes na densidade estomatica de plantas deldfor cv. Porcelana durante a
fase de alongamento e enraizamento in vitro

A variavel pigmentos fotossintéticos € um bom iadmr do estado funcional do
aparato fotossintético das plantas (Alvarez eféll?2). No presente trabalho, atmosfera
enriquecida com 360 e 1000 pmol fhale CQ, uso de tampas com membranas
porosas e meio de cultura suplementado com 15 @ 136 de sacarose promoveram
elevados valores de pigmentos fotossintéticos dfilar a, b, clorofilas totais e
carotenoides). O mesmo foi observado f2eesea americanaa reducdo de sacarose
juntamente com o enriquecimento de Q@000 pmol mat), promoveram elevacéo
dos pigmentos fotossintéticos (clorofdab, totais e carotenoides), aumentando a taxa
fotossintética das plantas produzidas (De La Vifiale 1999). EmP. glomerata
também foi observado maior teor de pigmentos enosfera enriquecida com GO
indicando que essa condicdo estimula o crescimérttmautotrofico das plantas
(Saldanha et al., 2013; Saldanha et al., 2014a $alanum tuberosuno estimulo da
fotossintese em condi¢cdes fotomixotréficas propom@i aumento dos pigmentos
fotossintéticos, sendo dependente do enriquecintentdgmosfera com GQda reducéo

da concentragéo de sacarose no meio de cultum [(2Pe da utilizacdo de membranas
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permedveis a gases (Mohamed & Alsadon, 2010).(eaffiea arabustaambém foi
observado maior teor de clorofila em condi¢cdesnmtotroficas (Afreen et al., 2002).
Alguns autores relatam que em condi¢cdes fotoaditods) o uso da
concentracado ideal de G@ssociada a utilizacdo de membranas porosas s geselta
em aumento da taxa fotossintética e consequententintcrescimento das plantas
(Kozai, 2010; Cha-Um et al.,, 2011). O aumento dasas gasosas proporciona
aumento na biossintese de pigmentos das folhasipdadin vitro (lvanova & Staden,
2010; Mohamed & Alsadon, 2011; Saldanha et al.220Ror outro lado, em frascos
com trocas gasosas reduzidas ocorre decréscimgpigimentos fotossintéticos, sendo
observadas menores perdas de umidade e acumutitede;ecomprovado em situacao
de trocas gasosas, no qual se elevam os pigmentssihtéticos, ocorre aumento da
umidade e reduz ou inibe a concentracdo de etilefubayed et al., 1999;
Chanemougasoundharam et al., 2004; Saldanha 20&R). Com isso, o reduzido teor
de pigmentos fotossintéticos pode comprometer empsnho das plantas durante a

aclimatizacaex vitra

Caracteristicas morfologicas, anatbmicas e histofgoas das folhas de plantas de
Etlingera elatior cv. Porcelana, diferem entre cstdmentos

Para bastdo-do-imperador, foram observadas mudamgaanatomia foliar
durante todo o processo de alongamento e enraizanmenvitro em diferentes
concentracbes de GQOsacarose e tipos de vedacdo. Em condicdes fobtndiiicas,
com enriquecimento de GOpresenca de sacarose (15 ou 30y & frascos com
tampas contendo membranas permeaveis a gases, fo@inzidas plantas mais
vigorosas, com maior enraizamento e folhas maisrdedvidas e com nervuras mais
aparentes. Saldanha et al. (2013), relataram qumeentracdo de GQa presenca de
membranas porosas e a presenca de sacarose ndemaitiura, levaram importantes
alteracbes anatdmicas nas folhas’dglomerata Nas condi¢cdes de trocas gasosas, s&o
produzidas plantas vigorosas com estruturas anea@miiferenciadas, quando
comparadas aquelas obtidas no sistema convender@bpagacam vitro (Ribeiro et
al., 2009), em que sao produzidas plantas de nogitglanatomia e fisiologia anormais
(Mohamed & Alsadon, 2010).

A utilizacdo de membranas porosas associada astgasosas produz células e
tecidos mais diferenciados e organizados (Zobayedl.e 2001a) conduz maior

deposicdo de parede celular na superficie das sfollsésstema vascular mais
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desenvolvido (Mills et al., 2004), parénquimas gadico e esponjoso mais definidos
(Zobayed et al., 2001b), beneficiando a morfogénesétro das plantas, aumentando
assim, a taxa de sobrevivéncia durante o processactimatizacdoex vitra Do
contrario, na propagacdan vitro convencional, sdo produzidas plantas com epiderme
irregular; espacos intercelulares no mesofilo ecémara subestomatica, reduzida
diferenciacdo do mesofilo e dos tecidos vasculassociada a pequena deposicdo de
cuticula e parede celular, resultando em uma estrmais delgada, portanto mais facil
de sofrer danos (Ribeiro et al., 2009; AlvarezletZ2®12; Saldanha et al., 2013). Dessa
forma, folhas anatomicamente bem desenvolvidasndas de mudas cultivadas em
frascos com membranas e em meio MS acrescido deidadconcentracdo de sacarose
aumentardo a sobrevivéncia das plantas duranténaatizacdoex vitro (Mohamed &
Alsadon, 2010), devido também a maior deposicaceda epicuticular em ambas as
superficies da folha e melhor funcionamento do@estos (Yoon et al., 2009).

Isso por que, em sistemas fotoautotrofico ou foxotndfico, o enriqguecimento
de CQ potencializa a producédo em larga escala das plamtduzindo as perdas devido
a desidratacdo, aumentando assim, a porcentagesnbdevivéncia em condi¢cOex
vitro (Saldanha et al., 2013).

Assim como no presente trabalho, € comum, nas dalleaplantas da familia
Zingiberaceae, a presenca de idioblastos, com iaatgrofilico no seu interior,
dispostos no parénquima clorofiliano. Essas esasttambém foram observadas em
Alpinia zerumbetAlbuquerque & Neves, 2004; Victorio et al., 20ElgmHedychium
coronarium(Martins et al., 2010), cultivadas em condi¢cGesa@po.

O numero de estbmatos e o funcionamento estomaticnal sdo caracteristicas
importantes para a sobrevivéncia das plantas ncepso de aclimatizacao (Ribeiro et
al., 2009). No presente trabalho, ndo houve difereastatistica para a variavel
densidade estomatica entre os tratamentos. Notentgm muitos trabalhos, pode-se
observar diferencas quanto a densidade estom&galiterentes espécies estudadas.
Por exemplo, en5. melongena S. tuberosuma maior densidade estomaética foi
constatada em frascos completamente vedados (®Rieeial., 2009; Mohamed &
Alsadon, 2010). Ja erBrassica oleraceaobservaram-se densidade estomatica 1,3
maior nas folhas das plantas cultivadas em frasoos membranas porosas a gases
(Zobayed et al., 2001b). Paka glomerata ocorreu reducdo da densidade estomatica

em condicdes de enriquecimento de;@0Onembranas porosas a gases (Saldanha et al.,
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2013). Ja Saldanha et al. (2014) relatam que niotante a epiderme abaxial foi mais
responsiva aos tratamentos de,C&50 e 1000 pmol md).

A propagacadn vitro de plantas em sistema convencional, sob elevadiadm
relativa e baixa concentracdo de L @ode proporcionar a elevada producédo de
estdmatos, no entanto esses ndo sao funcionaigy@ohket al., 2000; Mohamed &
Alsadon, 2010). No entanto, sob condi¢cdes de eecimento de C®o crescimento
das plantas pode modificar a densidade estomgitm@endo aumentar, diminuir ou
permanecer inalterada, em comparacdo com plantagadas em concentracdes de
CO, ambiente (Saldanha et al., 2013).

Atmosfera enriquecida com GGwumenta a sobrevivéncia de plantas de Etlingera
elatior cv. Porcelana em condicfes ex vitro

Plantas de bastdo-do-imperador submetidas a cawlied vitrg foram
aclimatizadas apenas em recipientes plasticos mdmtesubstrato, sem qualquer
prevencdo da perda de umidade. Esse procedimenteaizado com o objetivo de
observar se as plantas que estavam submetidassqoeldicoes tiveram algum ganho
morfologico e fisioldgico, e assim, capazes de gap@o estresse quando passadas das
condicbesin vitro paraex vitra Nessas condi¢fes, apenas as plantas submetislas ao
tratamentos com enriquecimento de,G860 ou 1000 pmol md) e adicéo de sacarose
ao meio de cultura e uso de tampas com membragad {IL e T12) sobreviveram as
condi¢cbes de aclimatiza¢c@x vitra O uso de tampas com membranas porosas a gases
tem efeito positivo durante a aclimatizacado dastpkex vitrg aumentando a taxa de
sobrevivéncia (Shim et al., 2003; Zobayed, 2006jafdz et al.,, 2012), devido ao
estimulo da capacidade fotossintética das plarfazaf, 2010; Xiao et al., 2011;
Alvarez et al., 2012).

No presente trabalho, nesses mesmos tratamentpsI{I6e T12) os testes
histoquimicos evidenciaram grdos de amido distlifsiino mesofilo e ao redor dos
feixes vasculares, resultado da fotossintese agi@ipa durante as condi¢desyitro sob
enriguecimento de CQ os mesmos tratamentos que sobreviveram as ce@sdi®
aclimatizacacex vitra Outros autores relatam a presenca de amido apemaste a
aclimatizacacex vitro de plantas que passaram pelo enriquecimento de(\3idn et
al., 2009). Em muitas plantas o enriquecimento @g €sta associado ao aumento da
atividade fotossintética, comprovado a partir daomguantidade de clorofila, b e

totais (Suthar et al., 2009), com isso, ocorrermm&gao de graos de amido nas folhas
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das plantas (Yoon et al., 2009), aumentando odeatarboidratos. A suplementacao
exdgena de sacarose aumenta a producdo de rederaasido em plantas propagadas
in vitro, favorecendo a transferéncia para condigéesvitrq e assim, acelerando
adaptac0es fisioldgicas e 0 sucesso da aclimatizagion et al., 2009).

Em Azadirachta indica o0 uso de membranas porosas a gases possibilitou o
aumento da qualidade de brotos, pois diminuiu aréonoia de clorose e senescéncia
foliar, elevou o enraizamento das mudas, aumentass$an, a taxa de sobrevivéncia na
aclimatizacao para 80% (Rodrigues et al., 2012né&mo foi observado no presente
trabalho, em que foram observados porcentagemhievseéncia de plantas de bastao-
do-imperador de 50, 75 e 75% (T6, T11 e T12, rdsf@eunente).

No sistema convencional de propagagauitro, pode ocorrer elevadas taxas de
mortalidade das plantas durante a fase de acliatdiiz A elevada adicdo de sacarose
adicionada ao meio de cultura é uma das causag|paraso ocorra (Badr et al., 2011).
Por essa razdo, a utilizagdo de plantasEdeslatior cv. Porcelana cultivadas sob
enriquecimento de Q1000 umol mat), utilizacdo de membranas permeaveis a gases
e meio de cultura suplementado com 15 ¢ & ideal para fase de
alongamento/enraizamenio vitro das plantas, o que irA melhor o desempenho delas
durante a aclimatizac&x vitra

AplOs o estabelecimento de protocolo de fotomix@rafe E. elatior cv.
Porcelana espera-se melhorar 0 desempenho da dagmcifotossintética e o
crescimento das plantas produzidas, e a partprdaiover o aumento da sobrevivéncia
das plantas apds a transferéncia das condi¢cdesvideo paraex vitra

Este € o primeiro estudo sobre a producao de nuelgs elatior cv. Porcelana
sob atmosfera enriquecida com £6m diferentes concentracdes de sacarose e &pos d
vedacdo dos frascos de cultivo, sendo observaddangas primordiais na anatomia
das folhas das plantas produzidas em cada um degtaaentos, buscando identificar
quais caracteristicas as plantas devem apreseatar ¢ aproximarem das mudas
produzidas sob condi¢cdes naturais de campo.

Os resultados do presente estudo revelam que crosrgo fotomixotrofico de
bastdo-do-imperador ‘Porcelana’ pode ser feitoesuiuecimento de G1000 pmol
mol™), vedados com membranas porosas a gases e sulBnetidmeio MS acrescido
de 15 g [* de sacarose, sendo alcancadas as melhores respastaalongamento e

enraizamentan vitro das plantas.
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Com isso, o sistema de fotomixotrofia favorecephaalucdo em larga escala de
mudas deE. elatior cv. Porcelana, e aumentara a sobrevivéncia dasaplalurante

aclimatizacaex vitra
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CAPITULO I

Embriogénese somatica de anturioAnthurium andraeanum (Linden ex André) cv.

Eidibel] (Araceae): caracterizacdo histoquimica esrutural

Resumo -A caracterizacdo das alteracdes cito-histologicasrentes em explantes
cultivadosin vitro tem permitido o melhor entendimento e elucidaca@aglasicéo de
competéncia e inducdo de eventos morfogénioositro. Todavia, paraAnthurium
(anturio) essa informacao ainda é inexistente teeatura. Desta forma, objetivou-se a
caracterizacao estrutural e histoquimica da origgradrao de diviséo celular durante a
inducéo da embriogénese somética indireta em ant@omo explantes, utilizaram-se
segmentos nodais cultivados em meio Pierik, comM0de ANA, 100 mg [* de mio-
inositol, 2% de sacarose e solidificado com 6,5'gle agar Merck. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento a temperatura ¢e22€, por 90 dias no escuro. A
embriogénese somatica ocorreu a partir de céldaneatistema axilar. Aos 15 dias de
cultivo, observaram-se inicio da divisdo celulansA30 dias observaram-se divisbes
celulares no sentido periclinal da protoderme eclueais e anticlinais do meristema
axilar. A partir dos 40 dias também foi possivedervar divisbes celulares periclinais e
anticlinais no meristema axilar, e formacéo do @nalgio nos calos embriogénicos. Aos
55 dias foi visualizada a formacdo de embrides Hoosg com protoderme bem
delimitada e calos embriogénicos com presenca deapibio. Aos 90 dias, foram
evidenciados embrides somaticos com estrutura @ampente definida (protoderme e
procambio). Os testes histoquimicos indicaram piggsede grdos de amido
(amiloplastos) no meristema axilar apenas quanagaram as divisdes celulares no
meristema axilar. Nos calos embriogénicos obsenva® proteinas e grdos de amido.
Esses resultados revelaram a origem e as mudaneascqrrem durante as diferentes

etapas da inducdo de embriogénese somatica enmantur

Palavras-chave: Morfogénese, anatomia vegetal, histoquimica, (dtratura,

mobilizag&o de reservas
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Somatic embryogenesis of anthuriumAnthurium andraeanum (Linden ex André)

cv. Eidibel] (Araceae): histochemical and structurdcharacterization

Abstract — Characterization of cytohistological changes odogrin explants cultured
in vitro has been elucidated the acquisition of competenu# the induction of
morphogenic events vitro. However, for anthurium this information is staicking in
the literature. Therefore, it was aimed the stmattand histochemical characterization
of the origin and pattern of cell division duringduction of indirect somatic
embryogenesis in anthurium. Nodal segments werd aseexplants and cultured on
Pierik medium with 10 uM NAA, 100 mg 't myo-inositol, 2% of sucrose and

solidified with 6.5 g [* agar Merck™

. Cultures were maintained in growth room at 25
+ 2°C for 90 days in the dark. Somatic embryogenesimed from cells of the
axillary meristem. After 15 days of culture, wasetved the beginning of cell division.
At 30 days, were observed cell divisions in thaghieal direction in protoderm and in
periclinal and anticlinal direction in axillary mstem. From 40 days, was also observed
periclinal and anticlinal cell divisions in axillameristem, and procambium formation
in embryogenic callus. At 55 days, the formatiorsomatic embryos with well-defined
protoderm and embryogenic callus with the presefiggocambium were observed. At
90 days, somatic embryos with completely defineducstire (protoderm and
procambium) were detected. The histochemical teslisated the presence of starch
grains (amyloplasts) in the axillary meristem ownllgen cell divisions started in there.
In embryogenic callus there were proteins and Btgrains. These results show the
origin and the changes that occur during differstiaiges of somatic embryogenesis

induction in anthurium.

Keywords: Morphogenesis, plant anatomy, histochemistry, siituature, reserve

mobilization
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INTRODUCAO

O género Anthurium Schott. é formado por espécies monocotiledéneas e
pertencentes a familia Araceae. As plantas sdoabesls tropicais, epifitas ou
hemiepifitas e nativas de regidfes quentes da Améfopical, destacando-se pela
beleza de suas folhagens (Castro et al., 2004, dlatabet al., 2004; Nhut et al., 2006;
Liendo & Mogollén, 2009; Maira et al., 2010). A roda das 600 espécies do género
Anthuriumé ornamental e, dentre essas, cerca de 130 sdotetias no Brasil (Castro
et al., 2004; Tombolato et al., 2004; Pinheiro ket 2014). As principais espécies
cultivadas pelo elevado valor das hastes florais 8d8A. andraesanume o A.
scherzerianumMartin et al., 2003), sendo importante fonte dadee em diversos
paises.

O A. andraeanunsobrepuja as demais espécies do seu género p&daépa
do publico devido ao tamanho e colorido das infloéacias e pela durabilidade pés-
colheita (em média de 20 a 30 dias, podendo alcat@aias), tornando-se uma das
espécies desse género mais cultivadas como flopide e plantas de vaso (Castro et
al., 2004; Junqueira & Peetz, 2008; Assis et al112.

O A. andraeanunctyv. Eidibel destaca-se por ser uma planta vigordegorte
médio, crescimento rapido, com espata cordiformdadeanho médio, com textura
grossa e boa enervacao, de coloragdo vermelhodaogpadice branca (Tombolato et
al., 2004). Essas caracteristicas possibilitaraenagaultivar Eidibel se tornasse a mais
cultivada em todo o Brasil (Tombolato et al., 20D4nqueira & Peetz, 2008).

Grande parte das mudas de anturio disponiveis nmoaoh@ é produzida por
técnicas de cultura de tecidos (Maira et al., 20@)anturio tem sido propagado,
principalmente por organogénese indireta a padisegmentos foliares (Pierik et al.,
1974; Pierik, 1975; Tombolato & Quirino, 1996; Nfaital., 2006; Atak & Celik, 2009;
Liendo & Mogollon, 2009). A embriogénese somatiedddthuriumfoi descrita a partir
da década de 90, em explantes de folha (Kuehn#.,e1992; Weijie et al., 2006;
Duquenne et al., 2007; Bautista et al., 2008; Buizade et al., 2008; Pinheiro et al.,
2014), peciolo, raiz, segmento nodal e internoBdctlf et al., 2011; Pinheiro et al.,
2014). O segmento nodal € o explante indicado pafaducdo de embriogénese
somatica enA. andraeanunev. Eidibel (Pinheiro et al., 2014).

A embriogénese somatica € uma técnica por meiouda wma unica célula

vegetal ou grupo de células de tecidos da origeranalarido somatico, uma estrutura
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bipolar organizada, sem conexfes com o tecido m@tesendo morfologicamente
semelhante ao embrido zigotico (Gaj, 2004; Ma et24112; Alcantara et al., 2014).
Além de ser uma ferramenta bastante (til em sisted®a propagacam vitro, a
embriogénese somatica apresenta grandes vantageas op desenvolvimento de
diferentes pesquisas em plantas (Ninkaat al., 2010), como: produgcao de sementes
sintéticas; conservacdo de germoplasma por criem&sao; manipulacdo genética,
pelo desenvolvimento de plantas transgénicas, enttas (Quiroz-Figueroa et al.,
2006; Bakhshaie et al., 2010; Capelo et al., 26H@n et al., 2010; Ming-Hua & Sen-
Rong, 2010; Parimalan et al.,, 2010; Sen-Rong & Miug, 2012). A producao de
plantas pela técnica da embriogénese somaticadadglcom sucesso na regeneracao
de muitas espécies (Yang et al., 2010), devido fmteete sistema de producédo de
plantas em larga escala (Pinto et al., 2011; Raoshal., 2012). Aléem disso, a
embriogénese somatica é um sistema ideal paracegfigdcaracteristicas morfoldgicas,
fisiologicas, moleculares e bioquimicas envolvidhgante a diferenciacdo celular
(Zakizadeh et al., 2010; You et al., 2011; Rochal.e012).

A descricdo das alteracdes celulares que ocorrerantdu a embriogénese
somatica pode levar a conhecimentos relevantesnderimportante base para 0s
estudos citados anteriormente. Existe a necessidadeonfirmar a morfologia das
células a fim de distinguir as células competentaguelas que falharam durante a
resposta embriogénica (Jalil et al., 2008). Estumlwestomicos e ultraestruturais tém
contribuido para a compreensdo dos mecanismosobasiv/olvidos na aquisicdo de
competéncia embriogénica e no progresso das fasmscificas da embriogénese
somatica (Jalil et al., 2008; Maciel et al., 20Rpcha et al.,, 2012). Ja os testes
histoquimicos tém permitido observar a mobilizacdas reservas durante a
embriogénese somatica (Rocha et al., 2012).

Estudos histologicos tém sido utilizados para @sstra transicdo de células
somaticas em embriogénicas de muitas espécies, Camellia japonica(Barciela &
Vieitez, 1993),Carica papaya(Fernando et al., 2001§;lycine Max(Fernando et al.,
2002), Vitis vinifera (Jayasankar et al., 2003J,ocos nucifera(Saenz et al., 2006),
Phoenix dactylifera(Sané et al., 2006)Capsicum chinenséSantana-Buzzy et al.,
2009),Acrocomia aculeatéMoura et al., 2008; Moura et al., 2010Musaspp. (Jalil et
al., 2008; Xu et al., 2011Rassiflora cincinnatgdRocha et al., 2012), entre outras.

As caracteristicas estruturais da inducdo de egdmese somatica dA.

andraeanurme suas caracteristicas ainda sdo escassas, tapatéaas que se referem a
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aspectos anatdmicos, histoquimicos e ultraestigtUegses conhecimentos fornecerao
informacgdes relevantes do processo de diferencieghubar e formacdo dos embrides
somaticos dénthurium

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliorigem e o padrdo de
divisdo celular durante a indugdo da embriogéneseasca indireta a partir de
segmentos nodais dA. andraeanumcv. Eidibel, para determinar as alteracbes
estruturais e o acumulo de reservas envolvidos nteira ontogénese dos calos

embriogénicos.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Como material vegetal, utilizaram-se segmentos isodi@ plantas deA.
andraeanumcv. Eidibel previamente estabelecidasvitro a partir da organogénese
indireta de folhas tenras e jovens, seguindo adwoé&igia proposta por Tombolato et al.
(1998), sendo cedidas pelo IAC (Instituto Agronamyjem Campinas.

ApOs o estabelecimenio vitro da cultura, as plantas foram subcultivadas a cada
30 dias, em meio contendo macro, micronutrientegagninas Pierik (Pierik, 1976),
acrescido de 4,44 uM de 6-benziladenina (BA), Ml de acidoa-naftalenoacético
(ANA), 2% de sacarose, 100 mg de mio-inositol e solidificado com 6,5 ¢'lde agar
Merck® (Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado para Sa8feriormente a
autoclavagem a 12%C e 1,5 atm por 15 minutos. O material vegetalnfiaintido em

sala de crescimento, com temperatura de 25C e irradiancia de 36 pmolfrs -

Inducdo de embriogénese somatica

Seguindo a metodologia proposta por Pinheiro ef28l14) para a inducéao de
embriogénese somatica em. andraeanumcv. Eidibel, segmentos nodais com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento contendo gema (meristema axilar)
(Figura 1A), foram inoculados, sob condi¢cdes agsgEptem placas de Petri de 90 x 15
mm (J. Prolab, Curitiba, Brazil) contendo 25 mLndeio Pierik acrescido de 10 uM de
ANA, 2% de sacarose, 100 mg lde mio-inositol e solidificado com 6,5 ¢'lde agar
Merck® (Darmstadt, Alemanha) e o pH ajustado para 5aiteclavado a 12°C e 1,5
atm por 15 minutos. Em cada placa de Petri forasoulados nove segmentos nodais
dispostos horizontalmente na superficie do meiocldiras foram mantidas no escuro
em sala de crescimento, a temperatura de A5+@or 90 dias.

Os registros fotograficos de segmentos nodais @s cambriogénicos foram
obtidos em microscopio estereoscépio (modelo OhsriiiX) com sistema de captura

de imagens acoplado (modelo Olympus E-330).

Preparo das amostras para analises histolégicas
Para os estudos anatbmicos e ultraestruturais daag@nese somatica ef
andraeanumexplantes de segmentos nodais foram coletadaslaa @nco dias apos a

inoculacdo em meio de inducdo da embriogénese mamAts amostras foram fixadas
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em solucdo de Karnovsky modificado (glutaraldeid®®?e paraformaldeido 2,5% em
tampéao cacodilato 0,05 M, pH 7,2) (Karnovsky, 1965)

Microscopia de luz

Para os estudos anatbmicos e histoquimicos amdstaass aos 0, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 55 e 90 dias (trés aaw$tor data) foram desidratadas em
série etilica crescente e incluidas em metacril@tstoresin, Leica Instruments,
Heidelberg, Alemanha). Para montagem das laminasesc longitudinais de 5 um
foram obtidos em micrétomo rotativo de avanco adtico (RM2255, Leica
Microsystems Inc., Deerfield, EUA). Para a carazéedo estrutural, as amostras foram
mantidas por 10 minutos e coradas com azul dediolipH 4,4 (O’brien & Mccully,
1981). Para a caracterizacao histoquimica, ossctotaitudinais das amostras fixadas
foram submetidos ao sudan black B, para eviderciaresenca de lipidios; ao &cido
periddico/reagente de Schiff (PAS), para caraderdzpresenca de amido, mucilagens e
polissacarideos (Feder & O'brien, 1968); lugol, ap&videnciar amido; xylidine
Ponceau (XP), para deteccdo de proteinas totaial(Mi977); e vermelho de ruténio
para comprovar a presenca de substancias pécReadifis & Takahashi, 1952). A
captura de imagens foi realizada utilizando fot@oscépio (AX70TRF, Olympus

Optical, Téquio, Japao) equipado com o sistema atd?h

Microscopia eletronica de varredura

As amostras, fixadas aos 0, 15, 30,55 e 90 dias @mostras por data) apos
inducdo da embriogénese somatica, foram desidsatada série de concentracao
crescente de acetona. Os fragmentos foram secpsrdo critico, utilizando-se GO
(CPD 030, Bal-Tec, Balzers, Alemanha) e, postergom®, metalizadas com ouro (FDU
010 Bal-Tec, Balzers, Liechtenstein). As observagéea documentagdo fotografica
foram conduzidas utilizando o microscopio eletronae varredura (Leo 1430 VP,

Zeiss, Cambridge, Reino Unido), e todas as imafggam processadas digitalmente.

Microscopia eletronica de transmissao

Para analise ultraestrutural, trés amostras de ealdbriogénicos, fixadas aos 90
dias apos inducdo da embriogénese somatica, fabarfiyadas com tetréxido de 6smio
1% em tampéao fosfato 0,05 M, desidratadas em s&rieoncentracdo crescente de

acetona, infiltradas e polimerizadas em resina igf@purr, 1969). Secc¢des ultrafinas de
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1406 70 nm de espessura foram obtidas em ultramicrétofineica UC6, Leica
1407  Microsystemsinc., USA) e contrastadas com acetatardnila e citrato de chumbo
1408 (Reynolds, 1963). As observacbes e a documentatagréfica foram conduzidas em
1409  microscopio eletronico de transmissdo (EM900, Ze{Bsrmany) em 50 kV, e as
1410 amostras processadas digitalmente.

1411
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RESULTADOS

AlteracBes morfohistolégicas dos segmentos nodaente a inducado de embriogénese
somatica

A embriogénese somatica e andraeanumocorreu no meristema axilar,
permanecendo intacta a epiderme dos segmentossnéaaipossivel observar que a
inducdo da embriogénese somética & assincronida, gizservou-se o inicio de
diferenciacéo celular do meristema axilar nos difegs tempos de cultivo.

O segmento nodal possui uma bainha que revesteistenga axilar (Figura 1A;
1B). Em seccdo longitudinal, no tempo zero foi padsobservar que o segmento nodal
possui meristema axilar e sistema vascular (Figa Sendo o mesmo observado aos
5 dias de cultivo (dados ndo mostrados).

Aos 15 dias, em meio de inducdo de embriogénesata@ano meristema axilar
apresentou intumescimento (Figura 1D). Nesse estfaliobservado inicio da divisdo
celular (Figura 1E). O mesmo foi observado aos 20 dias (dados ndo mostrados).

Aos 30 dias, observaram-se divisdes celulares nuidse periclinal da
protoderme e periclinais e anticlinais do meristeargar, caracterizando o inicio da
formacdo das protuberancias ou massas embriog&Rigasa 1F). Essas caracteristicas
também foram observadas aos 25 e 35 dias (dadanogimados).

A partir dos 30 dias de cultivo, grupos de célaas citoplasma denso, nicleos
grandes e nucléolos proeminentes, caracteristieaxétllas embriogénicas foram
observadas, tanto em células em divisdo quantcaéos embriogénicos.

Aos 40-45 dias também foi possivel observar diwséelulares periclinais e
anticlinais no meristema axilar. No entanto, cofforanacao inicial de procambio no
interior da massa embriogénica, proveniente dagaseém diferenciacao e rafides, que
sao inerentes a espécie (Figura 1G). Nessa etapaalas embriogénicos tornaram-se
visiveis, ap6s rompimento da epiderme do segmestaln

Aos 50-55 dias foi possivel observar a formacdocd®s embriogénicos
friaveis, a partir da diferenciacdo das células istematicas (Figura 1H). Foi
visualizada a formacéo de embriGes somaticos, cotogerme bem delimitada e calos
embriogénicos com presenca de procambio (Figura 11)

Aos 90 dias de inducdo de embriogénese somaticereoam novas divisdes
celulares e aumento do tamanho dos calos embrmggEde coloracdo amarela (Figura

1J), sendo evidenciados embrides somaticos (FidiKky com delimitacdo da
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1446  protoderme e presenca de rafides, inerente a esfiéigura 1L), além de citoplasma
1447  denso, ndcleos volumosos, nucléolo evidentes (&igivt), acimulo de grdos de amido
1448 nos plastidios (amiloplastos), reticulo endoplagoatrugoso, parede celular e
1449  mitocondrias (Figura 1N).

1450

1451
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1452  Figura 1. Inducéo de culturas embriogénicas em segmentosisnaid@aAnthurium
1453  andraeanumcv. Eidibel. caracterizada mediante microscopidutee eletronicas de
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varredura e de transmissdé., B) Segmento nodal antes do cultivovitro em meio
Pierik com 10 uM de ANA [0 dias de cultivo vitro]; (C) Explante inicial, segmento
nodal, evidenciando a presenca de meristema axil@cido vascular [0 dias[D)
Segmento nodal com intumescimento do meristemardiib dias];E) Intumescimento
do meristema axilar, evidenciando inicio das diesséelulares, com presenca de tecido
vascular [15 dias](F) Divisbes periclinais na formacéo da protoderme \a@sdes
celulares periclinais e anticlinais do meristemidagxcom tecido vascular evidente [30
dias]; (G) Aumento das divisdes celulares e inicio da formalgprocambio dos calos
embriogénicos [40 dias{H) Segmento nodal com formacao de calos embriogénicos
partir do meristema axilar [55 diad]) Embrides globulares com protoderme bem
delimitada e procambio evidente [55 diag)) Segmento nodal formando calos
embriogénico em meio Pierik com 10 uM de ANA [9@g]j (K) Zona embriogénica
[90 dias];(L) Embrides globulares evidenciando protoderme e peasde rafides [90
dias]; (M) Embrido globular com protoderme, nucleos maioresnueléolos
proeminentes (circulo), citoplasma denso [90 dids]y Embrido compreendendo
células com nudcleo e nucléolo, citoplasma densdeodo mitocéndrias, reticulo
endoplasmatico, parede celular, plastidio e gr@srdido [90 dias]. a: amido; Ab:
meristema axilar; Cd: divisdes celulares; Cw: paredlular; Eb: calo embriogénico;
Lm: bainha; Mi: mitocondria; Ns: segmento nodal; §ema intumescida; p: plastidio;
Pc: procambio; Pt: protoderme; Rer: reticulo enasmplatico rugoso; Rp: rafide; N:
nucleo; Nu: nucléolo; Vb sistema vascular. Barfgsd: 1000 um; B-I: 100 um; K; L:
100 pm; M: 10 pm; N: 1 pm.

Caracterizacao histoquimica da inducdo de embriegérsomatica

Testes histoquimicos indicaram a presenca de cdogpds reserva nas células
do segmento nodal, nas células em diferenciagcdoneldstema axilar e em calos
embriogénicos. Em todo o periodo analisado néo énantensificacdo dos reagentes
sudan black B, para corpos lipidicos (Figura 2Fe )ermelho de ruténio, para pectatos
(Figura 3A-E), tanto no meristema axilar quanto calss embriogénicos.

No tempo zero, antes da inoculacdo do explante eno me indugdo de
embriogénese somatica, foi possivel identificarresgnca de grdos de amido nas
células do tecido parenquimatico do segmento ndiakntanto, ndo foram observados

gréos de amido nas células do meristema axilafiro@dos pela reagdo negativa pelos
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testes de lugol e PAS (Figura 2A; 3F, respectivaae)ehlao foi evidenciada a presenca
de proteinas totais pela reacdo negativa ao XRi@RzK).

O surgimento de grdos de amido no meristema agitardivisdo foi gradual,
aumentando em quantidade e em tamanho duranteotgaocesso. Aos 15 dias em
meio de indugcdo de embriogénese somatica foramtifidadas células do tecido
parenquimatico com presenca de grdos de amidoutasém divisdo do meristema
axilar com pequenos graos de amido, evidenciadtus tpste de lugol e com PAS,
confirmando a reacdo positiva (Figura 2B; 3G, respamente), e auséncia de
proteinas totais (Figura 2L).

Aos 30 dias, também foi possivel observar a preseecgrdos de amido nas
células do tecido parenquimatico do segmento nedaéquenos graos de amido no
meristema axilar em divisédo celular, evidenciadla peacéo positiva do lugol e PAS
(Figura 2C; 3H, respectivamente). Nao foi detectagaesenca proteinas totais (Figura
2M).

Aos 55 dias, foi observada a presenca de pequegos de amido em elevada
quantidade, nas células do calos embriogénicodire@ua pelos testes de lugol e PAS
(Figura 2D; 3I, respectivamente). Constatou-se &ambeacao positiva para proteinas
totais nas células embriogénicas, em que as pesgjireciasdes foram coradas com XP
(Figura 2N).

Aos 90 dias, foram identificados gréos de amideder tamanho e em elevada
guantidade nas células dos calos embriogénicosidqueomparados com os demais
periodos de cultivin vitro (Figura 2E; 3J, respectivamente). Neste perioduieimas
totais foram evidenciadas na por¢cdo mais interneattbembriogénico, quando corados
com XP (Figura 20).

Nos calos embriogénicos, foram observados, comeriast de reserva graos de
amido e proteinas totais, porém nao foram ideatifds corpos lipidicos. A quantidade
de gréos de amido foi aumentando gradativamentntia indugdo de embriogénese
somatica, sendo iniciada durante as divisbes cehilgue ocorreram no meristema
axilar no 18 dia. As proteinas totais foram identificadas apena fase de calo

embriogénico, sendo gradativamente intensificada$a e 90 dias.
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Figura 2. Estudo histoquimico durante a inducdo de cultunabriegénicas em
segmentos nodais denthurium andraeanumyv. Eidibel, analisados nos tempo$A0

F, K), 15(B; G; L), 30 (C; H; M), 55 (D; I; N)e 90 dias(E; J; O). Seccdes
longitudinais submetidas ao lug@; B; C; D; E), sudan black B(F; G; H; I; J) e
xylidine Ponceau - XRK; L; M; N; O) . (A) Reacdo positiva para células do tecido

parenquimatico do segmento nodal (circulo) e neggtara amido no meristema axilar;
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(B-C) Reacéo positiva para amido no meristema ax{fE) Reacdo positiva para
amido nos calos embriogénicd&;; L; M) Reacdo negativa para proteinas totgs;
O) Reacdo positiva para proteinas totais corados drelledo. Ab: meristema axilar;
Am: gréos de amido; Eb: calo embriogénico; Cd: gdies celulares; Du: drusa; Pc:

procambio; Pt: protoderme; Rp: rafide; Vb sisterascular. Barras 100 um.
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1533  Figura 3. Estudo histoquimico durante a inducdo de cultunabriégénicas em
1534  segmentos nodais denthurium andraeanurav. Eidibel, analisados nos tempo$A)
1535 F), 15(B; G), 30(C; H), 55(D; I) e 90 diaqE; J). Seccdes longitudinais submetidas

62



1536
1537
1538
1539
1540
1541
1542
1543
1544

ao vermelho de ruténio, com reagdo negativa partngs(A. B. C. D. E) e ao acido
periddico/reagente de Schiff - PAB, G, H, I. J). (F) Reacéo positiva para graos de
amido nas células do tecido parenquimatico (cijcalmegativa no meristema axilar;
(G-H) Reacéo positiva para graos de amido nas célulateaddo parenquimatico
(circulo) e no meristema axilar, corados ao testa PAS;(I-J) reacdo positiva para
amido nos calos embriogénicos, corados ao testeP&fBn Ab: gema axilar; Am: graos
de amido; Eb: calo embriogénico; Cd: divisdes eetd; Du: drusa; Pc: procambio; Pt:

protoderme; Rp: rafide; Vb sistema vascular. Bat@&um.
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DISCUSSAO

Alteracdes estruturais da inducéo da embriogénesgasica

Em A. andraeanuntv. Eidibel, a utilizacdo do meio Pierik com 10 el ANA
promoveu a inducdo de embriogénese soméatica emeseggnnodais (Pinheiro et al.,
2014) com a possibilidade de maturacdo dos embsidiaaticos (Pinheiro et al., 2013).
No entanto, até 0 momento, a analise ontogénié¢adigédo de embriogénese somatica
ainda nao havia sido descrita, especialmente nosquefere a aspectos estruturais e
ultraestruturais.

No presente trabalho foi observado que a inducé@nd®iogénese soméatica em
A. andraeanung assincronica, pois em todos os tempos de cutiiymossivel observar
o inicio de diferenciacdo do meristema axilar @afarmacao de calos embriogénicos.
O mesmo foi observado durante o estudo ontogéracendbriogénese somatica de
Euterpe oleraceaa partir de embrides zigoticos, sendo observaddeaenciacdo de
embrides somaticos em diferentes estagios de mgaturaalém da formacédo de
embriogénese somatica secundaria (ScherwinskitBeegial., 2012). Demonstrando
que as células podem adquirir competéncia em dilesetempos de exposicao dos
tecidos ao meio de cultura acrescido de reguladdeescrescimento, adquirindo
atividade meristematica. Quando as células adquassa atividade, sdo chamados de
células competentes (Rocha et al., 2012).

A analise ontogénica indicou que o potencial engiémico do segmento nodal
ocorreu no meristema axilar do segmento nodal, duasse sofreu divisdes celulares.
Com a sequéncia de eventos foi possivel obserf@mecédo de calos embriogénicos
provenientes do meristema axilar. Essa formacawmitnse visivel a partir dos 40 dias
de cultivo, quando ocorreu rompimento da epidermexplante inicial. Em embrides
zigoticos deTrifolium nigrescensa proliferacdo extensiva de células ocorreu destar
explante inicial, resultando em intumescimento eaf@ria, seguido de ruptura da
epiderme e proliferacdo dos calos embriogénicoa paregido externa do explante
(Konieczny et al., 2012).

A embriogénese somatica é um processo no qual oroa célula vegetal ou um
grupo de células d& origem ao embrido somaticoi@tany et al., 2012). Assim como
no presente trabalho, e oleraceafoi observada a formacao multicelular, com células
dispostas, evoluindo para calos embriogénicos depos formacdo de embrides

somaticos (Scherwinski-Pereira et al., 2012). lssorreu devido a diferenciacado das
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1579  células dos calos embriogénicos e a sua rediferggciem grupos de células, indicando
1580 padrédo multicelular na origem dos embrides somaifjRocha et al., 2012).

1581

1582  Mobilizacdo de reservas da embriogénese somatica

1583 A natureza dos compostos de reservas é basicaroariteidratos, lipidios e
1584  proteinas, sendo espécie especifica. Como fontegisn) em dicotileddneas séo
1585  encontrados principalmente lipidios e proteinasnamonocotiledéneas, carboidratos e
1586  proteinas (Bewley & Black, 1994; Rocha et al., 2012 que corrobora com o0s
1587 resultados no presente trabalho, nos calos embiimg® foram encontrados
1588  amiloplastos e proteinas, caracteristicas de maie@neas.

1589 O amido no interior celular tem a capacidade dedoer energia para as células
1590 em divisdo e posterior formacao de calos embriag&niBarciela & Vieitez, 1993). No
1591 presente estudo, foram constatados amiloplastos gréims de amido maiores nas
1592  células do tecido parenquimatico préximas ao nwmat axilar, e a medida que
1593  ocorreram divisdes celulares, foram observados grexpugraos de amido no interior
1594 das células em divisdo. Barciela e Vieitez (199%3ataram também que em células
1595 embriogénicas ocorre acumulo de amido, no entamto, grdos menores, quando
1596 comparado aos graos de amido presentes no parémqromprovados pela intensidade
1597 de reacdo do PAS. ER oleraceaambém foi observada a presenca de gréos de amido
1598 em células sem caracteristicas embriogénicas tackls proximas aquelas regides onde
1599  ocorriam divisdes celulares (Scherwinski-Pereiraalet 2012). EmA. aculeata o
1600 armazenamento de grdos de amido também ocorretigalimente nas células internas
1601  do explante, proximas das regides de intensa diwisfular (Moura et al., 2008). Os
1602  calos embriogénicos possuiam amiloplastos, no &ntardio eram abundantes nem
1603  distribuidos uniformemente por todas as célulasriegdnicas (Moura et al., 2010),
1604 diferentemente do presente trabalho, no qual faservados amiloplastos em grande
1605 quantidade distribuidos por todas as células dos embriogénicos. O armazenamento
1606 de amido em células embriogénicas ou em célulaacawies ¢ um fenbmeno que
1607  normalmente indica a aquisicdo de competéncia aiegémese somatica (Moura et al.,
1608  2008).

1609 Em A. andraeanunioi possivel identificar a presenca de proteiosass apenas
1610 nos calos embriogénicos, e auséncia dessas eatruturante as divisdes celulares do
1611 meristema axilar. A propor¢cdo de células com niv@gnificativos de proteinas

1612  citoplasmatica e nuclear pode ser aumentada durantormacdo de células
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embriogénicas (Barciela & Vieitez, 1993). Em calembriogénicos deMusa
acuminata também foram observados, como reservas, graami® e proteinas (Jalil
et al.,, 2008). EmElaeis guineensjs corpos proteicos foram acumulados mais
precocemente e em quantidade reduzida durante enwdEgimento do embrido
somatico, quando comparado ao embrido zigético Mot al., 1998).

Sané et al. (2006) demonstraram que o acumulo desgde amido e de
proteinas foi reduzindo nas fases mais tardiasrdaiegénese. O mesmo foi observado
emP. cincinnata no qual os corpos proteicos foram rapidamentswoidos durante o
processo embriogénico (Rocha et al., 2012). Noeptedsrabalho, durante a inducdo da
embriogénese somatica, foram observados proteftas tapenas em fase de calos
embriogénicos. Provavelmente também poderia ocammesumo durante as etapas
seguintes de maturacéo e germinacédo dos embridegisos.

Os testes com sudan black B e vermelho de rutérant utilizados para
identificar corpos lipidicos e pectinas secretadaspectivamente, durante a inducéo de
embriogénese somatica de andraeanumNo entanto, ndo foram observados corpos
lipidicos nem pectinas nas células em divisdo osnmeeem calos embriogénicos Ae
andraeanumObservou-se a reagcao com vermelho de ruténicagessociada ao tecido
parenquimatico dos segmentos nodais. Diferentebdereado enMusa spp., no qual
foram observados pectinas secretadas na mucilagsrindo os calos embriogénicos
bem como os embribes somaticos (Xu et al., 2011).

As andlises realizadas revelaram a origem e asmpadaue ocorrem durante as
diferentes etapas da indugcédo de embriogénese sameatA. andraeanumampliando a
compreensao desse processo. Estes resultadoseioreeatribuicdes importantes para
futuros estudos, como a identificacdo de genesadares da embriogénese somatica,
indicando quais os tipos celulares que adquiremped@mcia embriogénica em resposta
as condicbes de cultivo e quais 0s genes sao epgradurante a embriogénese

somatica.
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CAPITULO I
Clonagem, caracterizacdo molecular e analise da exgssdo do geneSOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) na embriogénese
somatica em anturio Anthurium andraeanum (Linden ex André) cv. Eidibel]

(Araceae)

Resumo - Os genesSERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE
KINASB, podem estar envolvidos em varios processos siengelvimento das plantas.
O monitoramento da expressado de geB8ERK pode fornecer informacdes sobre a
aquisicdo de competéncia dos tecidos ou informacéekbre o estadio de
desenvolvimento embriogénico. Dessa forma, o ofgetiicial desse estudo foi isolar e
caracterizar transcritos @ERKexpressos durante a embriogénese somatica agartir
segmentos nodais e avaliar o padrédo de expressamteluas fases de inducdo e
maturagcdo de calos embriogénicosAtghurium andraeanunev. Eidibel. Para isso,
calos embriogénicos aos 55 dias em meio de indégé&on utilizados para extracéo do
RNA total. O cDNA fita simples foi sintetizado eilaado como molde para
amplificacdo da sequéncia codante, utilizando-sis sembinacbes de primers
degenerados. Os fragmentos amplificados de tamadpesados foram purificados de
gel, ligados em vetor e inseridos em células wirgmetentes. A sequéncia deduzida, de
aminoacidos de uma ORF contendo 382 aminoacidos;ofoparada com proteinas
SERK de outras espécies depositadas no banco des dé@Bl, incluindo uma
sequéncia parcial d&. andraeanumsendo observada elevada similaridade. Sendo
demonstrada também pela andlise filogenética. Asaném seccdes longitudinais dos
cortes de segmentos nodais de anturio hibridizadositu, com sonda antisenso
(positivo), demonstrou que o sinal da expressa®ERBRK aumenta gradativamente,
tendo sinal fraco nas células do meristema axilaforte em células de calos
embriogénicos. Ja aos 65 dias de maturacdo, naee leial da expressdo &=RK
Dessa forma, sugere-se que a expressdo doSgeRKesta associada com a inducao de
embriogénese somatica, sugerindo que esse mecasgaoonservado. Os resultados
sugerem que essas sequéncias podem ser utilizagaspnitorar a transicao de células

competentes em células e tecidos embriogénicés dedraecanum

Palavras-chave:Expresséo génica, filogenia, hibridizagasitu.
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Cloning, molecular characterization and analysis of gene SOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) expressionin somatic
embryogenesis of anthurium [Anthurium andraeanum (Linden ex André) cv.
Eidibel] (Araceae)

Abstract - The SERK (SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE
genes could be involved in various processes oftlavelopment. The monitoring of
expression ofSERKcan provide information about the acquisition ompetence of
tissues or the stage of embryonic development.efber, the aim of this study was to
isolate and characterize transcripts of SERK ex@eésiuring somatic embryogenesis
from nodal segment sand evaluate the expressioterpatiuring induction and
maturation of embryogenic callus @nthurium andraeanuncv. Eidibel. For this,
embryogenic callus 55 days on induction medium,ewgsed for extraction of total
RNA. The single-stranded cDNA was synthesized asdduas template for the
amplification of the coding sequence, using six borations of degenerate primers.
The amplified fragments of expected size were geifipd, linked in the vector and
inserted into ultra-competent cells. The deducefuesece, of an open reading frame
with 382 amino acids, was compared with SERK pnsteif other species deposited in
the NCBI database, including a partial sequencéd.ofindraeanum showing high
similarity, which was also shown by phylogenetialgsis. The analysis on longitudinal
sections of nodal segments of anthurium situ hybridized with antisense probe
(positive control), shown that the expressionS&RKsignal increases gradually with
weak signal in axillary meristem cells and stroignal in cells of embryogenic callus.
After 65 days of maturation, there was no signhaf €éxpression cBERK Thus, it is
suggested that the expression of 8#RKgene is related with the induction of somatic
embryogenesis, suggesting that this mechanismniseceed. These results suggest that
these sequences can be used to monitor the cormhgetentransition to embryogenic

tissues and cells &. andraeanum

Keywords: Gene expression, phylogens,situ hybridization.
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INTRODUCAO

Plantas do géneranthuriumSchott. s&o monocotiledéneas, herbaceas tropicais,
epifitas ou hemiepifitas e nativas de regides eqsetid América Tropical (Castro et al.,
2004; Tombolato et al., 2004; Nhut et al., 200&ndo & Mogollén, 2009; Maira et al.,
2010). A maioria das espécies desse género € ontaine cerca de 130 espécies sao
encontradas no Brasil (Castro et al., 2004; Tontbo&t al., 2004). Dentre estas
destaca-se é@nthurium andraeanunhinden, pois possui grande aceitacdo do publico
consumidor devido ao tamanho, coloracdo e longabilidade pos-colheita das
inflorescéncias, tornando-se uma das espécies aultisadas no Brasil (Castro et al.,
2004).

Dentre as principais cultivares ée andraeanumdestaca-se a ‘Eidibel’, sendo
plantas produtivas, de crescimento rapido, conorieficéncias de coloracdo vermelho
forte e espadice branca, fatores esses que pdasdni tornar esta cultivar como a mais
cultivada em todo o Brasil (Tombolato et al., 20D4nqueira & Peetz, 2008).

Atualmente, as mudas dos antarios disponiveis moade sdo produzidos por
técnicas de cultura de tecidos (Maira et al., 2@1@) partir da década de 90, vem se
utilizando, como forma de propagagéovitro, a embriogénese somatica. Para isso, tem
sido utilizados como explantes, folhas, peciolages, segmentos nodais e internodais
(Kuehnle et al., 1992; Hamidah et al., 1997; Wagfial., 2006; Duquenne et al., 2007;
Bautista et al., 2008; Beyramizade et al., 200&hFet al., 2011), dependendo do
gendtipo. O segmento nodal é o explante indicada painducdo de embriogénese
somatica enA. andraeanunev. Eidibel (Pinheiro et al., 2014).

A embriogénese somatica oferece grandes vantageamesenvolvimento de
diferentes pesquisas em plantas (Ninkoet al., 2010), sendo aplicada também com
sucesso em sistemas de regeneracdo de diversasiessféang et al., 2010).
Comparativamente as demais técnicas de culturadigos, a embriogénese somatica
permite a producao em larga escala de plantasipgitaedo reduzir significativamente
0 custo por unidade de muda produzida. Além diasembriogénese somatica é um
sistema ideal para estudo de eventos morfolégifis®mlogicos, bioquimicos e
moleculares que ocorrem durante o processo de egémese em plantas superiores
(Zakizadeh et al., 2010; You et al., 2011).

A embriogénese soméatica € um sistema de propagagawo de plantas, que

requer sinalizagcdo hormonal para induzir a formad@&oembrido somético, com
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estrutura bipolar organizada, capaz de formar ufaatgp completa, sem fusdo de
gametas (Yang et al., 2010; Ma et al., 2012). Dierarembriogénese somatica ocorrem
alteracbes morfolégicas e bioquimicas em respostaléeracdes nos padrdes de
expressao génica (Santos et al., 2005). No entanb@ase molecular dos mecanismos
genéticos que regula a propriedade de competéraigbaogénese em células vegetais
ainda ndo esta totalmente elucidada (Santa-Catatimh, 2004; Pérez-Nufiez et al.,
2009; Ma et al., 2012).

A partir da utilizacdo de marcadores molecularetadocalizacdo de células
competentes, foi possivel complementar os métodaticionais de identificacdo de
células envolvidas na formacéo de embrides sonsat®chmidt et al., 1997).

Nos ultimos anos, os estudos moleculares e gesgtidfocados no
desenvolvimento das plantas, resultaram na ideag#io de varios grupos de genes
especificamente expressos durante a embriogérieset @l., 2005; Pérez-Nufiez et al.,
2009). Entre 0s genes expressos na embriogénegieaig somatica destacam-se os da
familia SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASERK (Schmidt et
al., 1997; Hecht et al., 2001). Esses genes podaeneder informacdes importantes
sobre a competéncia dos tecidos ou mesmo sobridicesle desenvolvimento mais
adequado para o cultivo vitro (Santa-Catarina et al., 2004).

Os genes da famillBERKtém, como produto, proteinas do tipo RLERe¢eptor-
Like Protein Kinasgcom dominio de LRRLEgucine-Rich RepegafLi, 2010; Nolan et
al., 2011). Essa subfamilia de proteinas quinaB&R-RLKs, é caracterizada por um
dominio extracelular com pelo menos cinco motivBRlL um dominio transmembrana
e um dominio de proteina-quinase intracelular, desempenha importante papel no
controle de um amplo processo do desenvolvimentplantas (Cock et al., 2002; Ma
et al., 2012).

A familia multigénicaSERK foi definida com a presenca de 11 éxons e a
tendéncia de que cada éxon codifica um dominiordipa especifica (Nolan et al.,
2011). A sequéncia de aminoacidos 8ERK compde uma ordem particular de
dominios do N ao C terminal, sendo peptideo si@Rl),(ziper de leucina (ZIP), cinco
motivos repetitivos de leucindgucine Rich Repeats ERRs), um dominio rico em
prolina (SPP), um dominio transmembrana e um dangjninase intracelular seguido
da porcdo C-terminal (Nolan et al., 2011).

O primeiro homodlogo deSERK foi isolado em culturas embriogénicas de

Daucus carotgd DcSERHK, sendo caracterizado como um gene marcador diasé&om
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caracteristicas embriogénicas (Schmidt et al., 198 seguida, varios genes da
familia SERK foram isolados em outras espécies, coMiSERK1a AtSERK5de
Arabidopsighaliana (Hecht et al., 2001y mSERKIJaZmSERK3leZea mayg¢Baudino

et al., 2001; Zhang et al., 201 MtSERK1a MtSERK6e MtSERKL1a MtSERKL3de
Medicago truncatula(Nolan et al., 2003; Nolan et al., 2009; Nolanakt 2011),
HaSERKde Helianthus annuugThomas et al., 2004),cSERKde Theobroma cacao
(Santos et al., 2005 itSERK1de Citrus unshiu(Shimada et al., 2008psSERK]1
OsSERK2 OsBISERK1de Oryza sativa(Hu et al., 2005; Ito et al., 2005; Song et al.,
2008; Park et al.,, 20115tSERK1de Solanum tuberosuniSharma et al., 2008),
TaSERKla TaSERK3de Triticum aestivun(Singla et al., 2008yvSERK1a VVSERK3
de Vitis vinifera (Schellenbaum et al., 2008; Maillot et al., 200@pSERKde Cocos
nucifera (Pérez-Nufnez et al., 2009YJaSERK1de Musa acuminata(Huang et al.,
2010), RhSERK1a RhSERK4de Rosa hybrida(Zakizadeh et al., 2010,pSERK1e
CpSERK2de Cyclamen persicuniSavona et al. 2012)(Savona et al., 20B2SERK1
de Ananas comosu@Va et al., 2012)AaSERK1de Araucaria angustifolia(Steiner et
al., 2012), iSERK3dePrunus incisgBen Mahmoud et al., 2013).

No presente estudo, foi isolado e caracterizadepeessdo de um homadlogo de
SERKdurante a indugdo e maturacdo de calos embricgg@nieA. andraeanunctyv.
Eidibel. O relacionamento filogenético com membdeas outras espécies sugere que
AanSERK seja um possivel ortdlogo desse gene osladdo com a embriogénese
somatica, podendo também estar envolvido em difesefuncdes ao longo do

desenvolvimento da planta.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal e condi¢des de cultivo

Utilizaram-se, como material vegetal, plantas Aleandraeanumcv. Eidibel
previamente estabelecidasvitro por organogénese indireta a partir de folhas jpyven
seguindo a metodologia proposta por Tombolato. €1888), sendo as culturas cedidas
pelo Instituto Agronémico, em Campinas (IAC).

As culturas foram subcultivadas a cada 30 diagu(gi 2A), em meio contendo
macro, micronutrientes e vitaminas Pierik (PiefiR/6), acrescido de 4,44 uM de 6-
benziladenina (BA), 0,54 uM de &cido naftalenoaceANA), 2% de sacarose, 100
mg L' de mio-inositol e solidificado com 6,5 g'lLde agar Merck (Darmstadt,
Alemanha). O pH foi ajustado para 5,8, anteriormentutoclavagem a 12C e 1,5
atm por 15 minutos. O material vegetal foi manteln sala de crescimento, com

temperatura de 262 C, irradiancia luminosa de 36 pmof st

Inducdo de embriogénese somatica

Seguindo a metodologia proposta por Pinheiro .e28i14) para a inducéo de
embriogénese somatica efn andraeanuntv. Eidibel, os explantes, segmentos nodais
com aproximadamente 1,0 cm de comprimento content gema (meristema axilar)
(Figura 2B), foram inoculados, sob condi¢cdes ags#ptem placas de Petri 90 x 15 mm
(J. Prolab, Curitiba, Brasil) contendo 25 mL de anPBierik acrescido de 10 uM de
ANA, 2% de sacarose, 100 mg lde mio-inositol e solidificado com 6,5 ¢'lde agar
Merck® (Darmstadt, Alemanha) e o pH ajustado para 5aiteclavado a 12°C e 1,5
atm por 15 minutos. Em cada placa de Petri foramulados, horizontalmente, nove
segmentos nodais, sendo mantidos por 90 dias padugdo de calos embriogénicos
(Figura 2C). As culturas foram mantidas em salacdsscimento, no escuro, com
temperatura de 25 +°€.

Os registros fotograficos de segmentos nodaisl@s ambriogénicos foram
obtidos em microscopio estereoscépio (modelo OhsripiiX) com sistema de captura

de imagens acoplado (modelo Olympus E-330).

Maturagdo de embrides soméaticos
Seguindo a metodologia de Pinheiro et al. (2048 p maturacdo dos embrides

somaticos dé. andraeanumapos a inducao de embriogénese somaética cer@@ e
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de calos embriogénicos foram transferidos, sobicéed assépticas, para Erlenmeyers
(125 mL), contendo 25 mL de meio liquido Pierikemmido de 0,47 uM de 6-furfuril-
aminopurina (cinetina), 2% de sacarose, 100 mglé mio-inositol e solidificado com
6,5 g L'* de agar Merck (Darmstadt, Alemanha). O pH foi ajustado para %8,
autoclavado a 12°C e 1,5 atm por 15 minutos. As culturas foram naistipor 65 dias
em mesa agitadora (100 rpm), no escuro, em sataedeimento, com temperatura de
25+2°C.

Microscopia de luz

Para os estudos anatdmicos, as amostras fixad&s 46s25, 30, 35, 40, 50, 90
dias em meio de inducédo de embriogénese somatiean fdesidratadas em série etilica
crescente e incluidas em metacrilato (Historesiaicd. Instruments, Heidelberg,
Alemanha). Para montagem das laminas, cortes lahgéis de 5 pm foram obtidos em
microtomo rotativo de avanco automatico (RM2255,icée Microsystems Inc.,
Deerfield, EUA). Para a caracterizacdo estrutiaalamostras foram mantidas por 10
minutos e coradas com azul de toluidina pH 4,4 (i&b& Mccully, 1981). A captura
de imagens foi realizada utilizando fotomicroscOfpfoX70TRF, Olympus Optical,
Toquio, Japdo) equipado com o sistema de cameraotbP Os demais registros
fotograficos foram obtidos em microscopio esterépsr (modelo Olympus SZX) com

sistema de captura de imagens acoplado (modelopDkya-330).

Clonagem e caracterizagédo do gerfsERK de A. andraeanum

Extracdo, quantificacdo e verificacao da integrigadb RNA total

O RNA total foi extraido a partir de calos embénigos, com 55 dias em meio
de inducéo de embriogénese, utilizando Tris-Reafefiada amostra, com 500 mg de
material, foi macerada em nitrogénio liquido, corauxilio de gral e pistilo (livre de
RNAse) e imediatamente colocadas em tubos EppéhderfL,5 mL contendo 500 pL
de Tris-Reagent. Em seguida foram adicionados 5@aulmistura de cloroférmio e
alcool isoamilico (24:1, v/v). A amostra foi homaog&ada, seguindo-se de incubacao
em gelo por cinco minutos e centrifugacdo a 121900 por 20 minutos a 4 °C. Apdés
centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido para navo tubo Eppenddtf
adicionando o mesmo volume de isopropanol a amqgsara a precipitacdo do RNA.

Apo6s uma hora de incubacéo a 4 °C, a amostravadlaem 1 mL de etanol 70% (livre
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de RNAse) e centrifugada por 15 minutos a 12.000 ep4 °C; o sobrenadante foi
descartado e os tubos foram mantidos em capelaxaeléminar, para a evaporagéao do
excesso de etanol 70% e secagem do sedimento. Buidade o sedimento foi
ressuspendido em 300 pL de agua com dietil piroceto (DEPC, Sigma) e mantido
em geladeira a 4 °C.

A quantificacdo do RNA foi realizada em NanoDro@-8i000 (NanoDrop
Technologies TM) com absorbancia de 260 nm; eagiitade das amostras verificada

por eletroforese em gel de agarose a 1,2% (livieN&se).

Sintese de cDNA fita simples (Superscript Il —tingen™)

Para a sintese de cDNA fita simples, 3 pg de RN& ®1 pL de oligo(dT), 1
pL de dNTP e 10 pL de agua DEPC, em volume total2l@L, foram incubados a
65 °C por cinco minutos, em seguida, mantidos eno geor dois minutos.
Posteriormente, foram adicionados 4 pL do tamp&sintese de primeira fita de DNA,
2 pL de mistura de dNTPs (10 mM, cada) e 1 pL (9008 enzima transcriptase
reversa (SuperScript Reverse transcriptasénvitroged™), conforme recomendacées
do fabricante. A reacao ocorreu em ciclo de 42 d@wte 50 minutos, em seguida, por
15 minutos a 70 °C para a inativagdo da enzimamodciclador (Biocycler MJ25). O

cDNA foi armazenado a -20 °C até o momento do uso.

Amplificacao, purificacao e clonagem da sequénomifccadora de SERK

O cDNA sintetizado a partir de RNA total de calosbeiogénicos, foi utilizado
como molde para a amplificacdo das sequéncias icadiifas deSERK expresso
durante a embriogénese somatica @&m andraeanum Para amplificacdo, foram
utilizadas combinacdes de iniciadores degeneradsentiados por Baudino et al.
(2001) nas seguintes combinagdes: S5/S1; S5/S3158A/S2; S3/S1 e S3/S2 (Tabela
1; Figura 1).
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2104
2105
2106

2107
2108
2109
2110
2111

2112
2113

2114
2115
2116
2117
2118
2119
2120
2121
2122
2123
2124
2125

Tabela 1. Iniciadores degenerados utilizados para amplifioago geneSERK em
cDNA de A. andraeanuma partir de calos embriogénicos com 50 dias eno e

inducdo da embriogénese somatica, e a localizegfooteina (Baudino et al., 2001).
- a Dominio

Iniciadores  Sequéncia
estrutural

S1 5TGTHACRTGGGTRTCCTTGTARTCCAT3’ Dominio quinase
(exon VII)

S2 5'CGRTGMACWGCCATRCTIATCAT3 Dominio quinase
(exon 1I1)

S3 5'GTGAAYCCTTGCACATGGTTYCATGT3 Ziper de leucina

S4 5'CCMTGYCCIGGATCTCCCCITTT3 SSP

S5 5’ATGCACTSACYAATATYACWACYCTTCAAG3 LRR

W=AouT,R=AouG,M=AouC;Y=CouT,HAouCouT;S=CouG.Sle
S2 (iniciadores reversos); S3, S4 e S5 (Iniciaddnetos). LRR = Repeticdes ricas em

leucina; SPP = Regiao rica em prolina.

S3 S5 S4
A .
LIS LRR E Quinase |C

DI

S2 S1
Figura 1. Estrutura geral de gené3ERK e posicdo dos indicadores degenerados

utilizados na amplificacdo. PS = Peptideo sinaP A Ziper de leucina; LRR =
Repeticbes ricas em leucina; SPP = Regido rica eohing, TM = dominio

transmembrana; C = Regido C terminal. Modificad®dedino et al. (2001).

A reacdo de PCR ocorreu em volume final de 25 phtendo 2,0 uL de cDNA
concentrado, 2,5 pL de tampé&o 10x, 0,5 pL de dNI@snM), 0,75 pL de MgGI(50
mM), 1 pL de primer direto, 1 pL de primer rever8® pL de Platinufh Tag DNA
polimerase (Invitrogel') e 17,05 uL de &gua milli-Q. Foi utilizado o sedai
programa de amplificacdo: desnaturacdo a 95 °Ccpmo minutos, seguido de 35
ciclos a 95 °C (1 minuto), 50 °C (1 minuto), 72 (Cminuto), e uma extensao final a
72 °C por cinco minutos. Os produtos da amplificafpiiam analisados por eletroforese
em gel de agarose 1,0%.
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Os fragmentos amplificados foram purificados a ipatb gel de agarose
utilizando o Kit Wizar® SV Gel e PCR clean up (Prom&g&SA), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Ap6s quantificacdo, os fragmentos foram ligadosvetwr pGEM-T Easy
Vector Systems (Prome§aUSA), na proporcéo de 3:1 de inserto:vetor, coemama
T4 DNA ligase (Promeda USA), de acordo com as instrucdes do fabricaAte.
transformacdo enkEscherichia coli (células ultracompetentes D#)5 por choque
térmico, foi realizada utilizando 2 pL da ligacamsérto) e 40 puL de células
ultracompetentes (1 x 30 Apés incubacdo a 37 °C por 1 hora, as célulaanfo
plagueadas em meio seletivo LB (Sambrook & Rugx#)1) sdélido contendo 100 pg
mL* de ampicilina, 20 ug mt de 5-bromo-4-cloro-3-indolip-d-galactopiranosideo
(X-Gal) (Promeg8 USA), 0,1 mM de isopropil-beta-D-tiogalatopirafien (IPTG)
(Promeg&, USA) e, posteriormente, incubadas a 37 °C pandmadamente 14 horas.
Para a confirmagdo da presenga do inserto no vetbiNA plasmidial das colbnias
brancas foi clivado (digerido) com a enzima derigb EcoRI e os fragmentos foram

separados por eletroforese em gel de agarose &,p8sterior analise.

Sequenciamento dos clones e analise das sequéncias

Os clones confirmados pela analise de restricdanfosequenciados pela
empresa Macrogen, na Coreia do Sul, nos sentidosose anti-senso com 0s
iniciadores universais M13 e SP6, respectivamente.

Os cromatogramas obtidos foram processados e aagemntdosconsensus
executada no programa CodonCOtaligner-Software (LI-COR, Inc., Lincoln, USA).

As sequénciasconsensusobtidas foram comparadas com sequéncias ja
depositadas no banco de dados do NCBI utilizandteggrograma BLASTn (Altschul
et al., 1997). O programa ORF Finder (http://wwwimdm.nih.gov/projects/gorf/) foi
utilizado para identificar a fase de leitura e tigib das proteinas. As sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos foram alinhadas comésetas homologas de proteinas
SERK disponiveis no banco de dados do NCBI com mdéntidade as sequéncias de

A. andraeanumpara anélise dos dominios conservados.

Andlise filogenética
O relacionamento filogenético da sequéncia de SE®K. andraeanuntom as

de outras espécies foi inferido mediante a condtrude &rvores filogenéticas. As
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2165
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2167
2168
2169
2170
2171
2172
2173
2174
2175
2176
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2181
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2185
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2187
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2190
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2192

sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias eddicotiledneas,
monocotileddneas e gimnospermas, disponiveis no B&dn
(http://www.ncbi.nih.nim.gov).

Alinhamentos multiplos das sequéncias foram obtiddgando-se o programa
MUSCLE (Edgar, 2004) implementado no MEGA versdd @amura et al.,, 2011)
disponivel em http://www.megasoftware.net/mega5.vofes filogenéticas foram
obtidas utilizando o método de distancia Neighlmanidg (NJ) (Saitou & Nei, 1987)
com o modelo de substituicdo JTT (Jones et al.2)1@9distribuicio Gamma. A
confiabilidade de cada ramo da arvore foi estimadateste Bootstrap (Felsenstein,
1985) com 1.000 repeticoes.

Andlise da expressédo espacial do ge&ERK durante a embriogénese somatica de

A. andraeanum por hibridizagao in situ

Coleta e preparo dos tecidos

Foram coletados segmentos nodais com 0, 15, 25353040, 50, 90 dias em
meio de inducdo de embriogénese somaética, e celbsiagénicos com 65 dias em
meio de maturacdo dos embribes somaticos. Os egplaioram coletados em
condicOes livres da acdo de RNAses e imersos ina@aéte em solucdo fixadora
(paraformaldeido 4% e glutaraldeido 0,25%, em tanfp&fato de sodio 0,01 M, pH
7,2). As amostras foram submetidas a vacuo porrd, Botemperatura ambiente. Em
seguida a solucao fixadora foi renovada e as aagfdram mantidas a 4 °C durante a
noite.

No dia seguinte, as amostras foram lavadas em tafoptato de sédio 0,01 M,
pH 7,2 e desidratadas em série etilica (30, 5080085, 90, 95 e 100%), por 1 hora
cada. As amostras foram infiltradas em parafinoliigica (Dindmica, Brasil), sendo
desidratadas em séries crescentes de etanol:agopropor¢ées 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3,
v/v e xilol puro (duas trocas), sendo que cadasetape a duracédo de, pelo menos, 12
horas. Durante a etapa de xilol puro, as amostrasnf mantidas em estufa a €5
sendo acrescentado parafina. A cada troca foi dagca30% da solucao dos frascos e
acrescentado parafina, até a substituicdo completxilol por parafina pura. As
amostras foram colocadas em formas de papel e,aapdspleta polimerizacéo, foram

fixadas em blocos de madeira e estocada¥a 4
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Seccdes de 10 pm foram obtidas em micrétomo rotdivavanco manual Leica
RM2255 (Alemanha) e colocadas em banho-maria cdotégua tratada com DEPC,
aguecida a 42C para distender as secc¢des, sendo depois acoraiei® em laminas
Fisherbran8l (Fisher Scientific), livres de RNAses. Depois @epsocesso, as laminas
foram secas a temperatura ambiente e armazendd&s até o momento do uso.

Antes da hibridizacéo, a parafina foi removida l&asinas em xilol 100% (duas
trocas de cinco minutos, cada), xilol:etanol (/%) por cinco minutos e etanol 100%

(10 minutos). As laminas foram secas a temperaimtzente.

Sintese da sonda senso e anti-senso marcadas gorig#inina

Para a sintese da sonda, foi utilizado como moidefragmento de 626 bp,
referente ao clone Aan3 (Tabela 2). O fragmentaafoplificado a partir de 10 ng do
DNA plasmidial utilizando os iniciadores T7 e SRfas mesmas condicbes de
amplificacdo ja mencionada anteriormente. Os paxatnplificados foram purificados
com fenol/cloroférmio (1:1), seguido de cloroférnmparo para remocédo do fenol. A
precipitacdo do DNA foi feita com acetato de s@&lid (1/10 volumes) e dois volumes
de etanol absoluto. Os produtos foram quantificaglos gel de agarose 1,0% com
auxilio do marcador de peso moleculamw DNA Mass Ladde(lnvitroger?). Apos
analise da orientacdo do inserto na sequénciane @scolhido para a sintese da sonda
foi estocado em glicerol 20% a -80. Para a sintese da sonda, foi utilizado 1 pg do
produto purificado. A sonda de RNA, senso e antssefoi sintetizada por transcricao
in vitro, utilizando oDIG RNA Lebeling kit (SP6/TTRoché), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A concentracdo da somidafificada por eletroforese em gel
de agarose 1,2%, utilizando 100 e 200 ng do canfokitivo de RNA marcado do

mesmaKit, e a marcacao confirmada por dotblot.

Reacéo de hibridizag&o

Para a reacéo de hibridizacdo, 60 ng de tRNA dedlea (Invitrogefi) e 60 ng
de sonda foram desnaturados a’@Qpor cinco minutos e adicionados a 100 pL de
tampao de hibridizacdo (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, N&DI0O mM, formamida 50%,
EDTA 1 mM pH 8.0; solucdo de Denhardt 1X). Parabaitizac&do, 120 pL do mix de
hibridizacdo foram colocados sobre cada laminabertas com Parafilth As laminas
foram incubadas em camara Umida, a°@2 no escuro, por periodo de

aproximadamente 16 horas.
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Reacédo de pos-hibridizacéo e detec¢do imunoldgica

ApoOs a hibridizacdo, as laminas foram lavadas e@ &§ 2x, 1x e 0,5x 5x (a
partir de solucdo SSC 20X = NaCl 3M, Natrato 0,3M, pH 7,2), cada solucdo por 20
minutos. Em seguida, foram mantidas por cinco nomeim tampao de deteccéao 1 (0,1
M de Tris HCI - pH 7,5; 0,15 M de NaCl) e incubaga® 30 minutos em tampao
bloqueadora 2 (tamp&o de deteccdo 1 acrescido deel®SA). As seccdes foram
novamente lavadas em tampéao de deteccdo 1 por gimudos e incubadas durante
uma hora com anticorpénti-Digoxigenina-AP Fab Fragments(Roché) diluido
1:1.000 em tampéo de detecgcdo 1. Apds a sequéadaat lavagens, de 15 minutos
cada, em tampao de deteccdo 1 e uma lavagem aengsinatos em tampao de deteccéo
3 (0,1 M de Tris-HCI pH 7,5; 0,1 M de NaCl; 0,05d4 MgC}, com pH final ajustado
para 9,5), as secc¢des foram incubadas em soluc&oloi@cdo contendo 4,5 uL de
BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato) (Promefa USA) (0,05 g m[') e 45 pL de NBT
(nitrobluetetrazolio) (Promef§a USA) (0,05 g mI}) em 1 mL de tampdo 3 por
aproximadamente 40 minutos, no escuro.

Para cessar a reacéo, as seccdes foram incubatEspén de deteccdo 4 (0,01
M de Tris HCI - pH 8,0; 1 mM EDTA) por dez minutesn seguida foram lavadas duas
vezes em agua bidestilada. As laminas foram mostaaisagua milli-Q.

As andlises e captura de imagens foram realizadasn&roscopio de luz
modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-®hcacoplado a camera
fotografica digital (modelo Spot Insightcolour ®2Diagnostic Instruments Inc.) e

microcomputador com o programa de captura de insa§pot Basic 4.8.
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RESULTADOS

Alteracdes estruturais dos segmentos nodais durante inducdo da embriogénese
somatica emA. andraeanum

A embriogénese somatica efn andraeanunocorreu no meristema axilar, sem
qualquer divisdo aparente da epiderme ou das sélalgparénquima de preenchimento
dos segmentos nodais.

Em seccdes longitudinais, foi possivel observarmssgos nodais com
meristema axilar e sistema vascular (Figura 2Dy AB dias em meio de indugao, o
meristema axilar apresentou intumescimento, coaioiie diferenciacéo das células da
protoderme da regido meristematica (Figura 2E). Zoslias, foram observadas inicio
das divisdes da protoderme do calo embriogénico meristema axilar, tendo o inicio
da formacéo dos calos embriogénicos (Figura 2F3. 3odias, observaram-se inicio de
formagao procambial no calo embriogénico (Figura. 2®s 55 dias, foi evidenciada a
presenca de calo embriogénico sem conexdo conidm tée origem, com presenca de
embrido somatico, protoderme e procambio (Figura 2ds 90 dias de inducéo de
embriogénese somatica, pode-se observar aumentm@mho do calo embriogénico,
devido as novas divisdes celulares, evidencianddriées com delimitacdo de

protoderme, procambio, e a presenca de rafidegnteea espécie (Figura 2I).
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Figura 2. Inducdo de culturas embriogénicas em segmentoaisiate Anthurium
andraeanuncv. Eidibel. (A) Planta subcultivada a cada 30sd{@) Explante inicial:
segmento nodal em tempo zero (controle); (C) Expléinal: calos embriogénicos aos
90 dias de cultivo em meio de inducao; (D) Segmenotal em tempo zero; Segmento
nodal aos 15 (E), 25 (F) e 35 (G) dias de cultieendntumescimento das gemas e
células com intensa divisdo na regido meristemat{e§ Aos 55 dias, calos
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embriogénicos formados, evidenciando embrides ¢hobsi com delimitacdo da
protoderme; (I) Embrido somatico aos 90 dias dévoutom formagéo da protoderme,
evidenciando procambio e protoderme. Ab: meristemikar; Ch: calo embriogénico.
Cd: divisdes celulares; Eb: embrido somatico; Rocgmbio; Pt: protoderme; Rp:
rafide; Sb: gema intumescida; Vb: sistema vasciarras: A-C: 500 uM; D-I: 100
KM,

Clonagem da provavel sequéncia codificadora d&dERK emA. andraeanum

Todas as combinacgdes de iniciadores degeneradiaadds para a amplificacdo
do cDNA deSERKem A. andraeanun(Tabela 1) geraram fragmentos com tamanho
esperado no gel (Tabela 2). Esses fragmentos fol@mados, sendo identificados sete
clones positivos das combinacdes S5/S1; S5/S2;1S&&S2; S3/S1 e S3/S2, atraves
da analise de restricdo. Os clones foram numerdeldsa 7. A combinagdo S3/S1 do
clone Aan6, gerou a maior sequéncia, com cercapteximadamente, 1.239 bp. Ja a
combinacdo S5/S2, do clone Aan3, gerou sequéncgiamleximadamente, 626 pb
(Tabela 2).

Tabela 2. Tamanho dos fragmentos dos clones positivos do cRidAdnthurium

andraeanunobtidos por PCR de acordo com a combinacao dedurces.

Combinacao dos iniciadores Tamanho (kb)
S3/S1 1,2
S3/S2 0,9
S5/S1 0,9
S5/S2 0,6
S4/S1 0,7
S4/S2 0,4

Andlise dos homologos d8ERK por meio das sequéncias de nucleotideos

Na comparacdo das sequéncias nucleotidicas dosescl@om aquelas
depositadas no banco de dados do NCBI, constatamlesada identidade com os
homologos dSERK As sequéncias dos nucleotideos dos sete cloras flinhadas, e
para analisar a proximidades desses clones, fastreado cladograma (dados nédo
mostrados). Apos andlise, ndo foram encontradaredifas no agrupamento dos
clones. Dessa forma, foi selecionado o maior clobedo (Aan6) da combinacgao
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S3/S1, com, aproximadamente, 1.239 pb, que apmeseldvada identidade com SERK
e SERK1 (82 a 84%), quando comparado com diferezgpécies, como: SERK de
Cocos nucifera(84%), SERK1Malus hupehensig83%), SERK1 deRosa canina
(83%), SERK deDimocarpus longan(83%) e SERK derheobroma cacad82%)
(Tabela 4).

Tabela 4. Comparacdo da sequéncia nucleotidica do clone AaaBSERK) de
Anthurium andraeanupobtida a partir de cDNA amplificado com a comiaa S3/S1
(1.239 pb), com as sequéncias de outras espéqgesitdelas no banco de dados do
NCBI.

. Cobertura Identidade
Acesso Descricéo E-valor o
(%) maxima (%)
AY791293.2 Cocos nuciferdSERK) 99 0,0 84
JQ231272.1 Malus hupehensiiSERK1) 100 0,0 83
HM802242.1 Rosa canindSERK1) 100 0,0 83
FJ013227.3 Dimocarpus longafiSERK) 99 0,0 83
AY570507.1 Theobroma caca(SERK) 100 0,0 82

Andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina SKRle A. andraeanum

As sequéncias dos clones e andraeanunforam analisadas pelo programa
ORF Finder (NCBI). Depois disso, foi construido wtadograma apenas com as
sequéncias dé. andraeanumem que foi demonstrada elevada similaridade eadre
sequéncias de aminoacidos desses clones. Dessa, ffirselecionado apenas um
clone, o Aan6, com 1.239 pb, e posSpen Read Fram@RF) de 382 aminoéacidos.

Com o multiplo alinhamento das sequéncias deduzidasaminoacidos
verificou-se que o0 clone Aan6 (AanSERK) apresentamidios estruturais
caracteristicos de proteinas SERK de outras espégiee inclui parte do dominio
extracelular contendo parte do padrao repetitiveedeina (LRR1) até LRR5, a regido
rica em prolina, o dominio transmembranar e pastdaiminio quinase (Figura 3).

A sequéncia do clone Aan6 (AanSERK) foi alinhada @sequéncia parcial de
A. andraeanum(AanSERK NCBI), com aproximadamente 1.003 pb, depda no
banco de dados da NCBI, no qual inicia-se em p#ateegido quinase e finaliza na

extremidade C terminal (Figura 3). Ainda assimapaaiores informagdes sobre essas
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2331 regides, faz-se necessario experimentos futurd®AdeE 3’ e 5’, que dara extensao do
2332 clone a partir de iniciadores internos especificos.

2333

2334
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2335 Figura 3. Comparacdo das sequéncias de aminoacidos dedutidasone Aan6
2336 (AanSERK) deA. andraeanumcom homologos de SERK disponiveis no banco de
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dados. As sequéncias deduzidas de aminoacidos adieinars SERK dé\nthurium

andraeanunparcial (AanSERK NCBI)Arabidopsis thaliangdAtSERK1),0ryza sativa
(OsSERK1), Triticum aestivum(TaSERK1),Medicago truncatulaMtSERK1) e Zea
mays (ZmSERK1) foram alinhadas e os dominios estigt foram indicados por
retangulos abaixo do alinhamento. LRR1-LRR5: doasincontendo o0s motivos
repetitivos de leucina; SPP: regido rica em proli@aterminal: dominio carboxi-

terminal. “Gaps” incluidos para otimizacéo do adinfento sdo indicados por “-".

Andlise filogenética

Realizou-se comparacao filogenética da sequénocigipa deA. andraeanum
(AanSERK) com seus homodlogos de SERK em outrasiespeegetais, com o intuito
de investigar a relacdo entre essas proteinas.vérearfilogenética foi construida
considerando a sequéncia deduzida de amino&cidoslae Aan6 (AanSERK),
incluindo os motivos LRR ao dominio quinase.

Foi observada a formacdo grupos bem sustentadas tpsie de Bootstrap
(Figura 4). O clone Aan6 (AanSERK) se agrupou emclado proximo aos diferentes
membros de SERK de monocotiledoneas, c@ea mayyZmSERK1, ZmSERK2 e
ZMSERKR3), Triticum aestivum(TaSERK2),Brachypodium distachiuniBdSERK) e
Oryza sativa(OsSERK1). As sequéncias dée andraeanumAanSERK e AanSERK
NCBI) agruparam-se no mesmo clado, sustentado caor Bootstrap de 99%, de

acordo com a andlise comparativa de sequénciasré4g.
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ZMSERK2 (NM_001111662.1)
ZmSERK3 (AJ400870.1)
TaSERK2 JF808018.1)
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J

_|: OsSERK1 (AB188247.1)
63 ZmSERK1 (NM_001111662.1)
— AanSERK

99l AanSERK parcial (JQ740816.1)
AaSERK1 (GU134964.1)
99! PMSERK1 (FJ872831.1)
CpSERK1 (EF672247.2)
AcSERK1 (HM236375.1)
SPSERK1 (EF623824.1)
SISERK1 (NM_001246937.1)
CnSERK (AY791293.2)
ACcSERK2 (HM236376.1)
| ACSERK3 (HM236377.1)
66| CSSERK (FJ851422.1)
CuSERK1 (AB115767.1)
AtSERK2 (AF384969.1)
DISERK (FJ013227.3)
ss| Ll 7 GMSERK1 (FJ014794.1)
_ [ MtSERK1 (AY162176.1)
L MhSERK1 (JQ231272.1)
TcSERK (AY570507.1)
™ GhSERK1 (HQ621831.1)
RCSERK1 (HM802242.1)
8 StSERK1 (EF175215.1)
L AtBAK1 (FJ708762.1)

| AtSERK4 (NM_1269565.4)
10— AtSERK5 (NM_126956.3)

MtSERK2 (HM640001.1)
MtSERK4 (HM640002.1)

o MSERKS (HM640003.1)
61 MtSERK6 (HM640004.1)

—
2359 0.02

2360 Figura 4. Inferéncia das relagGes filogenéticas entre hogudala proteina SERK com
2361 base nas sequéncias parciais de aminoacidos dedu@d diferentes homaélogos foram
2362 alinhados e foi gerada uma matriz de distancia parsstrucdo do cladograma por
2363 neighbor-joining A barra indica 2% de substituicbes n&o-sinGnin@s. numeros
2364 indicam valores d®ootstrap em porcentagem (1.000 repeticdes), sendo apaekent

2365 apenas valores acima de 50%. O clonduigurium andraeanuré destacado em azul,
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Aan6 - AanSERK, juntamente com a sequéncia patidahesma espécie (AanSERK
NCBI), depositada no banco de dados do NCBI. Ososaem azul indicam as
sequéncias de plantas monocotiledoneas de claddimmd com a sequéncia de
AanSERK. As letras e numeros entre paréntesesamde codigo de acesso no banco
de dados do NCBI. ZmSERK1, ZmSERK2 e ZmSERKZaA mays TaSERK2
(Triticum aestivurpy BASERK Brachypodium distachygnOsSERK1 Qryza sativy
AanSERK NCBI Anthurium andraeanujn AaSERK1 Araucaria angustifoliq
PmMSERK1 Pinus massoniana CpSERK1 Cyclamen persicujn AcSERKI,
AcSERK2 e AcCSERK3 Ananas comoslis SpSERK1 $olanum peruvianum
SISERK1 Golanum lycopersicun CnSERK Cocos nuciferg CSSERK Citrus
sinensiy, CuSERK1 Citrus unshi; AtBAK1, AtSERK2, AtSERK4 e AtSERKS5
(Arabidopsis thaliang DISERK @imocarpus longa)) GmSERK1 Glycine ma
MISERK1, MtSERK2, MtSERK4, MtSERK5 e MtSERK@Védicago truncatulg
MhSERK1 Malus hupehensjs TcCSERK {Theobroma cacgp GhSERK1 (Gossypium
hirsutum); RcCSERK1 Rosa caning StSERK1 §olanum tuberosum

Caracterizacdo do padréo de expressao ®ERK por hibridizac¢do in situ

Com a finalidade de determinar o padréo de expredss transcritos dSERK
realizou-se a hibridizacéo situ durante a inducédo e maturacdo de embriées somaticos
emA. andraeanum

Com a andlise em seccdes longitudinais dos coitefdirados com sonda
antisenso (positivo), demonstrou sinal fraco daesgfio dSERKno meristema axilar
(Figura 5A) dos segmentos nodais em tempo zero.1Aodias, foi possivel observar
que as células em divisdo foram fortemente marcgdatamente com as ceélulas da
protoderme e o sistema vascular (Figura 5B). Aqs3P5e 35 dias observou-se sinal
forte da expressdo &ERKna protodeme e nas células em divisdo do meristeitea
(Figura 5C, 5D e 5E, respectivamente). Nao foi nlzg nenhum sinal positivo nos
tecidos meristematicos em divisdo, quando hibrabgacom a sonda senso (controle
negativo), apenas acumulo de compostos fendlicostenmo parenquimatico do
segmento nodal (Figura 5F). Aos 40 dias de cultdlsservou-se sinal forte para a
expressdo do ger®@ERK nas células embriogénicas em constante divisgorg-5G).
Aos 55 dias, foi possivel observar embrides somsiteam estadio globular com forte
reacao positiva quando hibridizado com a sondaeamd (Figura 5H). Aos 90 dias, foi

possivel observar embrides somaticos com forte agadocna protoderme e nas células
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2400 em divisdo, principalmente ao redor do nucleo ééule (Figura 51). Quando testada a
2401  sonda senso, foi possivel observar a auséncialol@ac@o caracteristica da hibridizacéo
2402  (Figura 5J).

2403 Aos 65 dias em meio de maturacao, foi possivelrebs@ auséncia de sinal da
2404  hibridizacao, tanto na sonda antisenso (Figura §anto na senso (Figura 5L).

2405

;&

2406  Figura 5. Localizagdo dos transcritos do geeRKpor hibridizag&an situ durante a
2407  ontogenia da inducdo de embriogénese somaticawgagab dos embrides maduros de
2408  Anthurium andraeanurav. Eidibel, a partir de segmento nodais. (A) Igiemma axilar
2409 do segmento nodal em tempo zero (controle), hiadlh com sonda antisenso (controle
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2410
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2414
2415
2416
2417
2418
2419
2420
2421
2422
2423

positivo); Segmento nodal aos 15 (B), 25 (C), 30, (8> (E) dias de cultivo com
intumescimento das gemas e divisdes celularesgi@reneristematica; (F) Segmento
nodal aos 35 dias, hibridizado com sonda sensdr@@emegativo); (G) Aos 40 dias de
cultivo, segmento nodal evidenciando calos embrimgd e protoderme; (H) Aos 55
dias, calos embriogénicos formados, evidenciandariées somaticos com delimitacao
da protoderme; (I) Embrido somético aos 90 diascdikivo com formacdo da
protoderme, evidenciando amiloplastos; (J) Embriéematicos aos 90 dias, com
presenca de protoderme, procambio e amiloplastisidizado com sonda senso;
Embrido maduro aos 65 dias de cultivo em meio deinagéo, contendo protoderme e
amiloplasto, hibridizado com sonda antisenso (lsgeso (L). Sondas antisenso (A-E;
G-l; K - SP6) e senso (F; J; L - T7). Ab: meristeaxdlar; Am: amiloplasto; Ch: Calo
embriogénico; Cd: divisdes celulares; Eb: Embri@mn&tico; Pc: procambio; Pt:

protoderme; Vb sistema vascular. Barras: 100pum.
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DISCUSSAO

Alteracdes estruturais dos segmentos nodais durante inducdo da embriogénese
somatica emA. andraeanum

Em A. andraeanunev. Eidbel, quando utilizado meio de inducédo (Rieom a
adicdo de 10 uM de ANA), foi observada a inducaemériogénese somatica a partir
dos segmentos nodais (Pinheiro et al., 2014). Naném o0 presente estudo descreve
pela primeira vez as alteracOes estruturais comfioagbes moleculares que ocorrem
durante a embriogénese somatica nessa espécie.

Uma das maneiras para investigar a progressdo akes fespecificas na
embriogénese somatica sdo os estudos histologiedis €t al., 2008). No presente
trabalho, a analise anatdmica revelou a origemlarela o desenvolvimento da
embriogénese somética a partir de segmentos nddesse sistema foi demonstrado
gue os calos embriogénicos Mleandraeanunsdo de padrao multicelular, assim como
observado enAcrocomia aculeatgMoura et al., 2008tuterpe oleracegdScherwinski-
Pereira et al., 2012) @assiflora cincinnata(Rocha et al., 2012). Isso devido a
diferenciacé@o das células dos calos embriogénieosua rediferenciagdo em grupos de
células, indicando padrédo multicelular na origera dmbrides somaticos (Rocha et al.,
2012).

O potencial embriogénico dos explantes ocorreu gm@mintemente no
meristema axilar dos segmentos nodaisAdeandraeanumOs calos embriogénicos
tornaram-se visiveis a partir dos 40 dias de cukim meio de inducéo.

A partir dos 30 dias de cultivo foram observadagataem células em divisdo
guanto em calos embriogénicos, grupos de células ndcleo grande, nucléolo
proeminente, citoplasma denso, paredes celularEmdies e presenca de amido,
caracteristicas encontradas normalmente em cé&uiésiogénicas. Durante a inducdo
de embriogénese somatica, o tempo de exposicadtedtdos causa modificacdes
celulares, e algumas células adquirem atividadestearatica (Fehér et al., 2003).
Quando as células adquirem habilidade no desemvehto de embrides somaticos sao
chamadas de células competentes (Rocha et al.).2B82as modificacbes celulares
também sado observadas em regiées do embrido zigbtigue caracteriza células com
competéncia embriogénica (Scherwinski-Pereira. 2@l 2).

Existe a necessidade de confirmar a morfologiacdghdas para distinguir as

células que sdo embriogénicas daquelas que falhdusamte a resposta embriogénica
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2458  (Jalil et al., 2008). Nesse contexto, informacdebres células competentes séo
2459  importantes para estudos sobre a regulacdo géureatd a inducdo de embriogénese
2460 somatica em plantas.

2461

2462  Expressao do gen&ERK na embriogénese soméatica d&. andraeanum

2463 Foi realizada a analise molecular para obter metbanpreensdo dos eventos-
2464  chave que ocorrem durante a inducdo da embriog&oasatica em segmentos nodais
2465 de A. andraeanumNao existem relatos na literatura de genes mados com a
2466 embriogénese somatica nessa espécie. Apesar pase,da regido 3’ do ger®ERK
2467 emA. andraeanunfoi depositada no banco de dados NCBI.

2468 Comparando o geneERKdeA. andraeanunfAanSERK) com seus homologos
2469 em outras espeécies de plantas, depositadas no llEncdados NCBI, foi possivel
2470 observar que houve elevada similaridade dessess,gsngerindo que eles podem
2471 desempenhar fungcbes semelhantes. No presente dsiudnalisada a expressao do
2472  geneSERKnNa inducdo e maturacdo de embrides somaticds dadraeanune a sua
2473  funcdo como marcador de embriogénese somaticatduwaultivoin vitro

2474 Embora a expressdo 8&RKesteja extremamente relacionada com a indugéo de
2475 embriogénese, este gene pode desempenhar importpapel no amplo
2476  desenvolvimento das plantas (Ben Mahmoud et all3R00u seja, a expressdo dos
2477 homologos deSERK pode ocorrer em outros tecidos, tais como: emscal@o
2478  embriogénicos (Baudino et al., 2001; Zakizadehl.e2810); em tecidos reprodutivos
2479  (Baudino et al., 2001); na organogénigseitro da parte aérea (Thomas et al., 2004); na
2480  rizogénesen vitro, em meristemas primarios, incluindo procambio éxoét al., 2009;
2481 Savona et al., 2012; Wang et al., 2011); em primdrdaulinares e radiculares (Ito et
2482  al., 2005; Savona et al., 2012); e em 6rgaos vegetamo folhas, caule, calice (Ito et
2483  al., 2005; Ma et al., 2012) e raizes (Ito et @0%). No presente trabalho, foi possivel
2484  observar a presenca de transcritosSERKNo meristema axilar do segmento nodal
2485  (tempo zero).

2486 Os homodlogos de SERK podem ser expressos tambénantduro
2487 desenvolvimento de plantas, na indugdo de resiatés doengas e aos patdgenos
2488 (Santos et al., 2009; Huang et al., 2010; Yangl.et2811). Isso ocorre por que 0s
2489 homologos deSERKsdo capazes de mediar parcialmente a transduc&maie de
2490 defesa (Hu et al., 2005; Song et al., 2008).
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2491 Os homologos deSERK estdo envolvidos ndo s6 no crescimento e
2492  desenvolvimento das plantas, mas também na sigatizze reguladores de crescimento
2493 e dos estadios de desenvolvimento do embrido duembriogénese (Santos et al.,
2494  2009; Zhang et al., 2011). Esses genes também atoanecanismo geral de percepcao
2495 de estresse bidtico e abidtico, provavelmente anes@osta de estresse a dessecacao e
2496 a outros fatores que podem estimular a embriogésasetica, quando se utiliza a
2497 auxina como molécula de sinalizacao (Santos eR@09). Esses genes sdo induzidos
2498 também por outras moléculas do estresse de sig@tizacomo acido jasmonico,
2499  benzotiadiazole, o acido abscisico (Hu et al., 208EBm das auxinas (Nolan et al.,
2500 2003).

2501 Estes dados sugerem que a expressdao dos homoleg8&RK pode estar
2502 associada como marcador de pluripoténcia, poisup@ssplo papel no crescimento e
2503 desenvolvimento de plantas, ndo sendo especifieogpembriogénese somatica (Nolan
2504 et al., 2003; Zakizadeh et al., 2010; Savona eR@ll2). Apesar disso, a expressao dos
2505 genes da familiSERKesta normalmente associada com a inducdo de eyébese
2506 somatica, podendo ser utilizado como potencial geraecador para monitorar a
2507 transicdo das células de tecidos de calos pardasébompetentes e embriogénicas
2508  (Pérez-Nufez et al., 2009; Zakizadeh et al., 20MDet al., 2012).

2509 No presente estudo, a partir da hibridizagécsitu, foi possivel observar a
2510 presenca de transcritos 8RKno meristema axilar sem inicio de divisbes cefdar
2511  (tempo zero), nos tecidos em divisdes celulares, celos embriogénicos, e nos
2512  sistemas vasculares, durante a indu¢do da embsegématica dA. andraeanumNo
2513  entanto, aos 65 dias de maturacdo, ndo houversisambrides somaticos em estadio
2514 mais avancado. Este fato demonstra que a exprdesgeneSERKemA. andraeanum
2515 esta relacionada apenas na fase de inducdo daog#@rese somatica, cessando na
2516  etapa de maturacdo dos embribes somaticos.

2517 A expressao de SERK eAr andraeanunfoi diferente da observada por outros
2518 autores, em que a marcacdo caracteristica de SegrEdiu nos estadios mais tardios.
2519  Por exemplo, enCitrus sinensisfoi observado a marcacdo caracteristica de SERK,
2520 apesar de moderada nos embrides durante as fasesdiferme para torpedo e mais
2521 fraca em embrides globulares (Ge et al., 2010) D@Amcus carotaa expressao do gene
2522 DcSERKocorreu até o estadio globular, mas nenhuma esgoefi constatada em
2523  culturas ndo embriogénicas (Schmidt et al., 199u & Bleecker, 2001). Em
2524  Arabidopsis thalianga expressédo do geA¢SERK1ocorreu em embrides globulares, e
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diminuiu rapidamente apés a transicdo para o estdelicordiforme (Tucker et al.,
2003), ndo sendo expresso no procambio (KwaaitaBe&/ries, 2007). Enbactylis
glomerata utilizando a técnica de hibridizac#wsitu, foi possivel observar a expressao
do geneSERK durante o desenvolvimento embrionario até o estgtbbular dos
embrides somaticos (Somleva et al., 2000). No émtdoi identificado também em
fases posteriores do embrido, como no meristemeaalapéscutelo, coledptilo e
coleorriza (Somleva et al., 2000).

O geneTcSERK em Theobroma cacaofoi expresso durante a inducdo de
embriogénese somatica e em embriées maduros tgdticas quanto somaticos, tendo
importante papel durante os estadios mais tardgiasntbriogénese somatica (Santos et
al., 2005). O mesmo foi observado &olanum tuberosummo qual o gen&tSERKfoI
expresso durante a fase de inducdo de embriog&oeséatica e durante os demais
estadios de desenvolvimento do embrido (Sharma.,e2GD8). EmVitis viniferg o
envolvimento dos genesvSERK1e VVSERK3ocorre nos explantes desde o inicio da
inducdo de calos embriogénicos (Schellenbaum et 2008). Em Araucaria
angustifolia 0 geneAaSERK1demonstrou similaridade com o seu homol&HRK1
em angiospermas, sendo este envolvido na formagéalide embrides somaticos e
zigoticos (Steiner et al., 2012).

Os trabalhos citados anteriormente, relataram slaaéxpressdo d8ERKna
inducdo de embriogénese somatica e durante os slestadios de desenvolvimento do
embrido somatico. Diferente do observado no presérabalho, que o sinal da
expressdo do gerfERKemA. andraeanuntessou durante a etapa de maturagao dos
embrides somaticos. De acordo com a condicao digich submetida, o gerRERK
pode ser expresso de maneira diferenciada em miésrespécies de eudicotileddneas,

monocotileddneas e gimospermas (Steiner et al2)201

Comparacéo entre AanSERK-like e SERK de outras espies

A partir da analise da sequéncia do clone Aan@.dendraeanunfAanSERK)
foi possivel observar que se trata de um possitélogo do geneSERK expresso
durante a inducdo da embriogénese somatica ngeseaieessendo confirmado devido a
elevada similaridade com a sequéncia previamemesidada no banco de dados NCBI
deA. andraeanunfAanSERK NCBI).
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Outros autores também relatam a associagdo doSfeREcomo marcador de
embriogénese somatica em outras espécies de eledidneas, com@®aucus carota
(Schmidt et al., 1997)Arabidopsis thaliangHecht et al., 2001Medicago truncatula
(Nolan et al., 2003; Nolan et al., 2008planum tuberosurfSharma et al., 2008Rosa
hybrida (Zakizadeh et al.,, 2010) €yclamen persicun{Savona et al., 2012); em
monocotileddneas, comdea mays(Baudino et al., 2001; Zhang et al., 2011);
Helianthus annuugThomas et al., 2004pactylis glomerata(Somleva et al., 2000),
Triticum aestivun{Singla et al., 2008)Qryza sativaSong et al., 2008, ocus nucifera
(Pérez-Nufez et al., 2009\nanas comosuéMa et al.,, 2012); e em gimnosperma,
comoAraucaria angustifolig(Steiner et al., 2012).

Foi possivel observar elevada similaridade da semméarcial de SERK da.
andraeanuncom dominio de outras proteinas SERK. Isso dexidionilaridade entre a
regido rica em prolina (SPP), os dominios ricos kmcina (LRR), dominios
transmembrana e quinase.

As LRR-RLKs estéo relacionadas a percepcéo dessqamicos do ambiente,
por possuirem dois dominios: o dominio transmengdEnancoragem de proteina na
membrana plasmética e o dominio quinase-citoplasapgzes de realizar a transducao
de sinais extracelulares para o meio intracelufancesso esse realizado pela
fosforilacdo da proteina (Shah, 2002; Li, 2010)pdsicdo das RLKs, na membrana
plasmatica, torna essas proteinas fundamentaisgpamalizacdo de uma percepcao
externa a célula, além da conducdo do sinal pardedor, elicitando uma resposta
(Nolan et al., 2011). Com isso, os genes da fail8fliRKatuam como correceptores em
varias vias de sinalizacdo, por meio de interafi@ess distintas com ligantes de RLKs
(Li, 2010). Estudos recentes ressaltam ainda ggnalmembros de LRR-RLKs tém
papel duplo ou multiplo, € o caso da fam8@RK(Li, 2010). Com isso, a identificacao
de outros genes da familZERK que interagem com RLKSs, podera ajudar a revelar
funcdes adicionais desses genes (Li, 2010).

Na construcdo da arvore filogenética, foi possideservar a separacdo das
espécies de monocotiledéneas, eudicotiledoneasgogpermas. O clone Aan6 de
andraeanum(AanSERK) agrupou-se junto a sequéncia ja deplzsida mesma espécie
(AanSERK NCBI), com 99% de Bootstrap, estando tamkgroxima de outras
monocotiledéneas (gramineas). Steiner et al. (2@a@pém relataram que houve
separacao entre as monocotiledéneas, eudicotilad@gimnospermas em trés grupos

diferentes.
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Os resultados obtidos corroboram com os ja relatpdo outros autores, no qual
0 processo de embriogénese somatica inicia-se aeéigdo de reguladores de
crescimento, como as auxinas, conhecidos como olade sinalizacdo do estresse,
capazes de estimular a inducdo de embriogénestiradgacélulas somaticas (Nolan et
al., 2003; Santos et al., 2009), funcionando comnteaulas de sinalizagdo da indugéo
de embriogénese somatica.

Com base nos resultados, sugere-se que a seqé@amsERKesteja associada
com a inducdo de embriogénese somatica, podendatiieada para monitorar a

transicdo de células competentes em células eoteeidbriogénicos.
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CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho constatou-se que as condméesindicadas para a fase
de alongamento e enraizamemtovitro de plantas dé&tlingera elatiorcv Porcelana,
s&do as fotomixotréficas sob enriquecimento de, CI®O0 pmol mot), em frascos
vedados com membranas porosas a gases e mantidagienrMS suplementado com
15 g L* de sacarose. O enriquecimento da atmosfera cogra€$dciado a reducéo de
sacarose adicionada ao meio de cultura promoveaiar taxa de sobrevivéncia das
plantas as condi¢besx vitra Durante as condi¢cdem vitro, foram observadas
alteragcbes na anatomia da folha das plantas, gseltaem na melhoria do
desenvolvimento das mudas durante a fase de aidagao.

A inducdo de embriogénese somatica Anthurium andraeanuncv. Eidibel
originou-se a partir do padrdo multicelular, comigbes celulares do meristema axilar
do segmento nodal; e com a sequéncia de evenigmdsivel observar a formacao de
calos embriogénicos provenientes do meristemaraxilam relacdo a mobilizacdo das
reservas, constatou-se grédos de amido ao longdaga de diferenciacdo celular do
meristema axilar, durante a inducdo da embriogés@seitica; e de proteinas totais na
fase de calos embriogénicos. Dessa forma, foi yelssvelar tanto a origem quanto as
mudancas que ocorrem durante as etapas da indac@mlafiogénese somatica ém
andraeanumampliando a compreensao de como esse processe.oco

O estudo de clonagem e caracterizagdo moleculgedeSERKenvolvido na
embriogénese somatica de andraeanunpermitiu isolar um possivel membro dessa
familia. Devido a elevada similaridade entre asiérgias de aminoacidos das proteinas
SERK deA. andraeanuntom as de outras plantas, ratificou-se que essamseco é
bem conservado. Sendo assBiERKpode ser utilizado para monitorar a transicado de
células competentes em células e tecidos embriogg€dieA. andraeanumEstudos de
hibridizacaoin situ, demonstraram sinal positivo tanto nas célulagieséo da regido
do meristema axilar quanto em calos embriogénibios entanto, ndo foi observado
sinal de transcritos do geB&RKdurante a fase de maturacado dos embrides somaticos

O presente trabalho contribuiu na geracdo de camketos a cerca da
propagacadn vitro das espécies a partir das técnicas de propagaigiufotrofica, em
bastdo-do-imperador, caracterizando as respostadgofisiologicas das plantas
submetidas as condicdbes de crescimento heteratrofitotomixotréfico e

fotoautotréfico; e propagacéo vitro do antario via embriogénse somética, abordando
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2872  alteracgdes estruturais e o acumulo de reservasvishey® durante a ontogénese dos
2873  calos embriogénicos, além de caracterizar e anaisxpressdo do gerBERKnessa
2874  espeécie.

2875
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