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RESUMO 

MATOS, Elyabe Monteiro de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, junho de 2013. 
Caracterização morfoanatômica, histoquímica e expressão de genes SERK durante 
a embriogênese somática em Bixa orellana L. (Bixaceae) Orientador: Wagner 
Campos Otoni. Coorientadoras: Andréa Dias Koehler e Luzimar Campos da Silva. 

 

O objetivo do presente estudo foi analisar o processo de embriogênese somática a partir 

de embriões zigóticos imaturos de Bixa orellana L. (Bixaceae) sob aspectos 

morfoanatômicos e histoquímicos, além de análises moleculares da expressão de genes 

SERK. Embriões zigóticos imaturos foram colocados em meio MS suplementado com 

2,26 µM de 2,4-D, 4,52 µM de cinetina e 0,1 % de carvão ativado. O início da 

embriogênese somática foi observado após 10 dias no meio de indução, com divisões 

celulares alterando o eixo embrionário e os cotilédones. Após 20 dias, foram notados 

embriões somáticos em estádio globulares iniciais, originados da protoderme dos 

embriões zigóticos, limitados por cordões de compostos fenólicos na camada abaixo da 

protoderme. Aos 52 dias do início da indução embriogênica, embriões somáticos em 

estádios iniciais, tardios e secundários foram observados. Análises histoquímicas 

demonstraram a mobilização de reservas durante o processo. Foram observados 

carboidratos totais no embrião zigótico durante o início do processo embriogênico, 

porém, compostos lipídicos não foram notados nessa fase. Corpos proteicos estavam 

presentes no embrião zigótico após 15 dias de indução. Análises moleculares durante a 

embriogênese somática levaram à clonagem e identificação de três possíveis membros 

da família SERK (BoSERK1, BoSERK2 e BoSERK3). Análises filogenéticas das 

proteínas indicaram que o agrupamento dos diferentes membros SERK ocorre de acordo 

com a função desempenhada na planta. Experimentos de hibridização in situ 

comprovaram a expressão de SERK em células do tecido vascular e da epiderme nos 

embriões zigóticos imaturos. Sinal de intensidade variável foi observado nos embriões 

somáticos em diferentes fases de desenvolvimento, desde globulares a cotiledonares. Os 

resultados do presente trabalho esclarecem os processos morfoanatômicos da 

embriogênese somática em B. orellana e contribuem com o primeiro registro da 

expressão de genes SERK para a espécie, subsidiando futuros estudos de expressão com 

mutantes. 
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ABSTRACT 

MATOS, Elyabe Monteiro de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, June, 2013. 
Morphoanatomical and histochemistral characterization, and expression of the 
SERK genes during somatic embryogenesis in Bixa orellana L. (Bixaceae). Adviser: 
Wagner Campos Otoni. Co-advisers: Andréa Dias Koehler and Luzimar Campos da 
Silva. 

 

This study aimed to analyze the process of somatic embryogenesis from immature 

zygotic embryos of Bixa orellana L. (Bixaceae) by means of morphoanatomical and 

histochemical aspects of regeneration, as well as molecular analysis of SERK gene 

expression. The embryos were placed onto MS-based induction medium supplemented 

with 2.26 µM 2,4-D, 4.52 µM kinetin and 0.1 % activated charcoal. The initiation of 

somatic embryogenesis was observed as early as 10 days in the induction medium, with 

cell divisions altering the embryonic axis and the cotyledons. After 20 days, somatic 

embryos at early globular stage were visualized, originating from the protodermis of 

zygotic embryos, bound by a sheath-like of phenolic compounds in the subepidermal 

layer. After 52 days of onset of embryo induction, somatic embryos at early and late 

stages, as well as secondary somatic embryos were observed. Histochemical analyses 

demonstrated the mobilization of reserves during the process. Total carbohydrates were 

observed in zygotic embryo during early embryogenic process, but lipid compounds 

were not perceived at that stage. Protein bodies were present in the zygotic embryo after 

15 days of induction. Molecular analysis during somatic embryogenesis led to the 

cloning and identification of three possible SERK family members (BoSERK1, 

BoSERK2, and BoSERK3). Phylogenetic analysis of the proteins indicated that the 

different members of the SERK group occur according to the function performed in the 

plant. In situ hybridization experiments confirmed the expression of SERK in cells of 

vascular tissues and in the epidermis of immature annatto zygotic embryos. Signals of 

variable intensity were observed in somatic embryos at different stages of development, 

from globular to cotyledonary. The results of this work clarify morphoanatomic aspects 

of somatic embryogenesis in B. orellana and contribute as the first record on the cloning 

and expression of SERK genes for the species, supporting future expression studies with 

mutants. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

 

A família Bixaceae apresenta o gênero Bixa L. como único descrito, com duas 

espécies originárias da América tropical, dentre elas Bixa orellana L. Encontram-se na 

literatura os nomes botânicos para esta espécie Bixa acuminata Boj., Bixa americana 

Poir., Bixa odorata Ruiz & Pav., Bixa platycarpa Ruiz e Pav., Bixa tinctoria Salisb., 

Bixa urucurana Willd. A espécie pertence ao core Eudicotiledonea, Malvids, ordem 

Malvales (APG III, 2009). 

É uma planta arbustiva, perenifólia, com copa ampla e ramificada e altura média 

de 6 m. As folhas são simples, alternas, pecioladas, glabras, com limbo ligeiramente 

ovado e margem inteira e minúsculos pontos coloridos por todo o limbo, referentes à 

bixina presente no órgão. 

As inflorescências são compostas de flores brancas, levemente rosadas ou 

róseas, reunidas em panículas terminais nas extremidades dos ramos. Os frutos são 

cápsulas ovoides (cachopas), globosas deiscentes e de coloração marrom-avermelhada 

que encerram cerca de 50 sementes pequenas envolvidas por uma polpa macia e 

avermelhada. As cápsulas apresentam coloração castanho-avermelhada até o amarelo-

pálido, passando pelo verde e são envolvidas por numerosos espinhos flexíveis, os quais 

realçam a beleza dos frutos (Franco et al., 1990). 

As sementes de Bixa orellana L. são cobertas pelo arilo, o qual contém 

substâncias vermelho-alaranjadas ricas em carotenoides como a bixina e norbixina, 

sendo a bixina a de maior relevância, representando mais de 80 % dos carotenoides 

totais. Esses compostos, presentes nas sementes possuem aplicação como alimento 

funcional e destacam-se, entre outras razões, pelas suas propriedades antioxidantes 

(Kiokia & Gordon, 2003; Giorgi et al., 2013), pelo potencial hipoglicêmico e 

terapêutico (Russel et al., 2005; 2008) e por modular o balanço de espécies reativas de 

oxigênio induzidas pelo diabetes (Rossoni-Júnior et al., 2012). Além dessas atividades, 

Takahashi et al. (2009) observaram que a bixina regula o metabolismo de lipídeos, 

aumentando a sensibilidade de insulina em células do tecido adiposo. Ferreira et al. 

(2013) notaram que extratos aquosos das sementes de urucum foram eficazes no 

tratamento contra hiperlipidemia, uma disfunção que causa acúmulo de colesterol no 

sangue. Outra função atribuída ao corante presente nas sementes de urucum é a sua 
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utilização como repelente, uma proteção para a pele contra o mosquito da dengue 

(Giorgi et al., 2013). Em adição, as sementes de urucum apresentam ainda compostos 

precursores da vitamina E, os tocotrienois que trazem diversos benefícios, tais como: 

redução do colesterol, atividade anticâncer (mama, fígado e pele), benefícios aos 

sistemas cardiovascular e nervoso, atividade antioxidante, anti-inflamatória e diabetes 

(GeroNova Research, Inc., 2013). 

No Brasil, a espécie é nativa das florestas Amazônica e Atlântica, sendo estas 

florestas o seu centro de distribuição. É conhecida popularmente como urucu, urucum, 

uruncuzeiro, açafroa e açafroeira-da-terra (Marchiori, 2000; Silva & Franco, 2000). Em 

regiões do mundo pode ter diversos nomes: Atolé, Achiote, Bija, no Peru e em Cuba; 

Axiote, no México; Achiote, Achote, Anatto, Bija, em Santo Domingo e Porto Rico; 

Bixa, na Guiana; Orleans Laum, na Alemanha; Roucou, Rocouyer, na França; Analto, 

em Honduras; Guajachote, em El Salvador; Onotto e Onotillo, na Venezuela; Achiote e 

Urucu, na Bolívia; Annatto e Annatto-Tree, na Inglaterra; Urucu, na Argentina, entre 

outros (Franco et al., 2002). 

De acordo com Silva (2008), o Brasil é o país que tem uma das maiores 

produções de urucum no mundo, porém muito deficiente na qualidade do produto. Para 

avaliar a qualidade da semente do urucum são considerados alguns aspectos como a 

quantidade de impurezas, teor de umidade do grão, além do teor de bixina. 

Grande parte do plantio é feito nas regiões Norte e Nordeste, onde o teor de 

bixina nas sementes é mais alto devido à alta irradiação solar e umidade local. Porém, 

atualmente, merece destaque também, a produção no Sudeste, principalmente São Paulo 

e Minas Gerais devido às questões de mercado: aumento de demanda da indústria, 

necessidade de fornecimento contínuo e, sobretudo, logística (Silva, 2008). 

A aplicação das ferramentas de engenharia genética, com destaque para a 

transformação de células e posterior regeneração in vitro de plantas, se aliada a técnicas 

do melhoramento convencional, têm grande potencial de contribuir para o sucesso dos 

programas de melhoramento, visto que a obtenção de transgênicos surge como 

alternativa para produzir tipos cultivados superiores, além de reduzir o tempo para a 

obtenção de variedades melhoradas (Ferreira et al., 1998) e também sucesso nos 

sistemas de aclimatização após a regeneração in vitro (Parimalan et al., 2011a). 

O urucuzeiro é uma planta bastante conhecida por sintetizar o pigmento bixina 

(Mercadante & Pfander, 1998). Contudo, esse carotenoide é encontrado não só em B. 

orellana, mas também em Crocus e Vitis (Ramamoorthy et al., 2010), e também na 
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planta conhecida como “planta insulina”, Costus pictus (Annadurai et al., 2012). 

Segundo Franco et al. (2002), os carotenoides presentes nas sementes de urucum 

constituem um importante corante utilizado na produção do colorau, um produto 

empregado desde a antiguidade em rituais indígenas, na pintura e proteção da pele e na 

culinária de diferentes regiões brasileiras. 

Do urucum é fabricada a maior parte dos corantes naturais utilizados na 

produção de alimentos, correspondendo a 70 % dos corantes naturais empregados em 

alimentos, como salsichas, massas, queijos, sorvetes, iogurtes, recheios de biscoitos, 

bebidas lácteas, sucos de frutas, colorífico e muitas outras (Franco et al., 2002). Além 

dessas aplicações principais, a espécie vegetal tem conquistado uma posição de 

destaque na indústria farmacêutica (Takahashi et al., 2006). 

Segundo Collins & Hughes (1991), os pigmentos extraídos das sementes de B. 

orellana estão entre os produtos corantes naturais permitidos para o consumo humano, e 

ocupam a primeira colocação dentre os corantes aditivos naturais mais utilizados pela 

indústria, seguidos pelo carmim de cochonilha e cúrcuma (Lauro, 1991; Mercadante & 

Pfander, 1998). 

Parimalan et al. (2007) descreveram novas possibilidades da utilização de 

algumas partes dos frutos do urucum que usualmente são descartadas durante a 

produção do corante, e que podem gerar uma nova fonte de renda. O pericarpo do fruto 

do urucum foi utilizado como uma nova fonte de combustível, e pode ser aplicado como 

uma estratégia energética suplementar nos países em desenvolvimento, não exigindo 

área de cultivo complementar, além daquela já existente para a produção do corante. 

Devido à reprodução ser predominantemente por polinização cruzada e a 

propagação realizada principalmente por sementes, os cultivos de urucum apresentam 

alta variabilidade genética, especialmente relacionada com o número de sementes por 

cápsula e com a cor e o teor de pigmentos contidos nos tegumentos das sementes 

(Franco et al., 2002; Carvalho et al., 2005; Valdez-Ojeda et al., 2008). Esse grau de 

variabilidade genética nas progênies acarreta em grande desigualdade das plantas (São 

José & Rebouças, 1990; Rivera-Madrid et al., 2006) e influencia no teor de bixina, 

tolerância a pragas e doenças (Rebouças & São José, 1996). 

Para contornar essa situação, diversos trabalhos de regeneração in vitro têm sido 

propostos: estudos com gemas axilares e segmentos nodais (D’Souza & Sharon, 2001; 

Paiva Neto et al., 2003a; Joseph et al., 2011), sementes (Sha Valli Khan et al., 2002), 

segmentos de hipocótilos de plantas germinadas in vitro (Paiva Neto et al, 2003a; 
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Carvalho et al., 2005), segmentos de raízes de plantas germinadas in vitro 

(Mahendranath et al., 2012), segmentos caulinares adultos e explantes nodais adultos 

(Parimalan et al., 2011a; Siril & Joseph, 2013), além de estudos com embriões 

somáticos (Paiva Neto et al., 2003b; Parimalan et al., 2011b). 

A embriogênese somática é um caso característico de morfogênese, onde a partir 

de tecidos do explante (modelo direto) ou do calo (modelo indireto), formam‐se 

estruturas semelhantes aos embriões zigóticos (Guerra & Handro, 1988; Guerra et al., 

1998; Rose et al., 2010), sendo uma característica única de plantas (Zimmerman, 1993; 

Jiménez & Clément, 2006). É uma técnica alternativa para a propagação clonal de 

plantas, além de ser uma excelente ferramenta para estudos básicos e análise dos 

eventos moleculares e bioquímicos que ocorrem durante a embriogênese vegetal (Santos 

et al., 2005; Cangahuala‐Inocente et al., 2004; Rocha & Dornelas, 2013). 

Estudos anatômicos que caracterizem a competência embriogênica dos tecidos e 

a histodiferenciação em embriões somáticos podem fornecer informações necessárias à 

compreensão do processo de embriogênese nas plantas (Canhoto et al., 1996; 

Puigderrajols et al., 2000; Corredoira et al., 2006; Moura et al., 2008). Somado a esse 

conhecimento, análises histoquímicas ajudam a entender a mobilização de reservas e 

demandas energéticas dos embriões somáticos em formação (Cangahuala-Inocente et 

al., 2004; 2009; Moura et al., 2010; Rocha et al., 2012). 

Para complementar, genes marcadores do início da indução da embriogênese 

somática podem fornecer informações importantes sobre o perfil molecular das plantas 

investigadas durante essa fase do desenvolvimento, sendo os genes da família SERK 

(Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase) bastante promissores nesses estudos. 

O gene SERK codifica um receptor de proteína quinase do tipo LRR (Leucine 

Rich Repeat). As proteínas com domínio LRR estão envolvidas na transdução de sinais 

e acredita-se que medeiam as interações proteína-proteína (Shiu & Bleecker, 2001). 

Esse gene foi descrito, inicialmente, em culturas embriogênicas e não-

embriogênicas de cenoura (Daucus carota) como um componente da via de transdução 

de sinais e dirige as embriogêneses somática e zigótica (Schmidt et al., 1997). A 

expressão transiente foi observada nas fases iniciais do embrião, marcando células com 

características embriogênicas, até o estádio globular de desenvolvimento do embrião. 

Após o estudo em cenoura foi observada a expressão de genes SERK em 

embriões somáticos de Dactylis glomerata no início da embriogênese até o estádio 

globular (Somleva et al., 2000) e também em Arabidopsis thaliana (Hecht et al., 2001). 
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Desde então, estudos de expressão de genes da família SERK vêm sendo desenvolvidos 

com diversas espécies como Zea mays (Baudino et al., 2001), Medicago truncatula 

(Nolan, et al., 2003, 2009, 2011), Citrus unshiu (Shimada et al., 2005), Theobroma 

cacao (Santos et al., 2005), Cocos nucifera (Pérez-Núñez et al., 2008), Panax gingseng 

(Kiselev & Tchernoded, 2009), Araucaria angustifolia (Steiner et al., 2012), Prunus 

incisa (Thunb.) (Ben Mahmoud et al., 2013), dentre outras diversas. Esses estudos 

demonstram uma grande possibilidade de uso desse gene como marcador de 

embriogênese somática. 

Considerando todos os aspectos apresentados anteriormente, desde os caracteres 

morfoanatômicos até a regulação gênica/molecular, nota-se a necessidade de um maior 

aprofundamento no conhecimento a respeito do processo de embriogênese somática em 

B. orellana. Assim, pretende-se compreender como os fatores que atuam diretamente e 

indiretamente nesse evento morfogênico permitem a formação de um novo organismo. 

Para tanto, objetiva-se nesse trabalho, caracterizar os eventos anatômicos, morfológicos 

e histoquímicos ligados à indução da embriogênese somática a partir de embriões 

zigóticos imaturos de B. orellana, além de clonar e caracterizar os genes SERK 

expressos durante o período de indução e analisar sua possível função na marcação de 

células com competência embriogênica via hibridização in situ.  
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CAPÍTULO I 

MORFOANATOMIA E HISTOQUÍMICA DE EMBRIÕES SOMÁTICOS DE 
Bixa orellana L. 

RESUMO 

Bixa orellana L. (urucum) é uma espécie que desperta grande interesse comercial 

devido à bixina, carotenoide presente no tegumento das suas sementes, utilizado como 

corante natural. Métodos de embriogênese somática buscam o progresso dos sistemas 

de propagação da espécie in vitro. Análises anatômicas são essenciais para caracterizar 

as alterações celulares que ocorrem no processo e ajudam a compreender os fatores que 

levam células somáticas a retomarem características meristemáticas e se tornarem 

competentes para a formação de embriões somáticos. Nesse sentido, o presente trabalho 

teve por objetivo caracterizar anatomicamente e analisar sob aspectos histoquímicos a 

embriogênese somática em B. orellana. Embriões zigóticos imaturos foram inoculados 

em meio MS suplementado com 2,26 µM de 2,4-D, 4,52 µM de cinetina e 0,1 % de 

carvão ativado. As observações foram feitas antes da inoculação no meio de indução 

(tempo zero), aos 10, 15, 20, 25, 30, 32 e 52 dias de indução. Foram observadas 

protuberâncias no eixo embrionário e nos cotilédones do embrião zigótico após 10 dias 

de indução. Embriões somáticos em estádio inicial de desenvolvimento foram notados 

aos 20 dias no meio de indução. Aos 30 e 32 dias, estavam presentes embriões em 

diversos estádios, como globular, cordiforme e torpedo. Aos 52 dias de indução, foi 

observada embriogênese somática secundária. A mobilização de reservas durante a 

embriogênese somática foi estudada. Polissacarídeos estavam presentes no embrião 

zigótico no tempo zero e sua diminuição foi notada no decorrer do processo. Compostos 

lipídicos foram observados apenas aos 20 dias de indução e corpos proteicos foram 

evidenciados após 15 dias de indução e continuaram sendo observados até 52 dias de 

cultivo. Os resultados do presente estudo contribuem ao melhor entendimento das 

alterações morfoanatômicas e histoquímicas ocorridas durante o processo de 

embriogênese somática em B. orellana, as quais ainda não haviam sido descritas para a 

espécie até o momento. 

 

Palavras-chave: urucum, embriogênese somática, mobilização de reservas, 

morfoanatomia.  
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MORPHOANATOMY AND HISTOCHEMISTRY OF SOMATIC EMBRYOS  
OF Bixa orellana L. 

 

ABSTRACT 

 

Bixa orellana L. (annatto) is a species that motivates a great commercial interest 

because the bixin, a carotenoid that is present in the tegument of its seeds, is considered 

a remarkable natural dye. Somatic embryogenesis methods aim to improve in vitro 

propagation systems of the species. Anatomical analyses are essential to characterize the 

cellular alterations that occur in the process and help us to better understand the factors 

that lead somatic cells to resume meristematic characteristics and acquire competence to 

form somatic embryos. Accordingly, this study aimed to characterize and analyze 

anatomically under histochemical aspects somatic embryogenesis in B. orellana. 

Immature zygotic embryos were inoculated in MS medium supplemented with 2.26 mM 

of 2,4-D, 4.52 mM kinetin and 0.1 % activated charcoal. The observations were made 

before the inoculation induction medium (time zero) at 10, 15, 20, 25, 30, 32 and 52 d 

of induction. Protuberances in the embryonic axis and cotyledons in the zygotic 

embryos were observed as early as 10 d after induction. Somatic embryos in early stage 

of development were noted at 20 d in induction medium. At 30 and 32 d embryos were 

present embryos at various development stages, such as globular, heart and torpedo. At 

52 d of induction secondary somatic embryogenesis was observed. The mobilization of 

reserves during somatic embryogenesis was assayed. Polysaccharides were present in 

the zygotic embryo at time zero and its decrease was noticed during the process. Lipid 

reserves were present just at 20 d and protein bodies were observed after 15 d of 

induction and continued being observed up to 52 d of cultivation. The results here 

contribute to the understanding of how somatic embryogenesis in B. orellana triggers 

morphoanatomic and histochemical alterations, which had not been previously 

described for the species. 

 

Keywords: annatto, somatic embryogenesis, morphoanatomy, reserves mobilization 
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INTRODUÇÃO 

 

A espécie Bixa orellana L., conhecida nacionalmente como urucum, é uma das 

fontes mais utilizadas para obtenção de corantes naturais, sendo que os pigmentos 

extraídos das suas sementes estão entre os produtos corantes naturais empregados para o 

consumo humano, e ocupam a primeira colocação dentre os corantes aditivos naturais 

mais utilizados pela indústria, seguidos pelo carmim de cochonilha e cúrcuma (Lauro, 

1991; Mercadante & Pfander, 1998). 

Devido à reprodução de B. orellana ser predominantemente por polinização 

cruzada, o grau de variabilidade genética nas progênies acarreta em grande desigualdade 

das plantas (São José & Rebouças, 1990; Rivera-Madrid et al., 2006) e influencia no 

teor de bixina, tolerância a pragas e doenças (Rebouças & São José, 1996). Em vista 

desse cenário, a utilização da biotecnologia associada aos conhecimentos adquiridos 

com as práticas de cultivos atuais permitirá que os programas de melhoramento sejam 

direcionados no sentido de identificar e eleger os cruzamentos mais promissores que 

resultem em tipos cultivados de melhor desempenho em produtividade (Franco et al., 

2002; 2003; Valdez-Ojeda et al., 2008). 

A embriogênese somática é um caso característico da morfogênese in vitro, o 

qual a partir de tecidos do explante (modelo direto) ou do calo (modelo indireto), 

formam-se estruturas semelhantes aos embriões zigóticos, via sinalização externa 

(Guerra & Handro, 1988; Zimmerman, 1993; Jiménez, 2001; Jiménez & Clément, 2006; 

Rose et al., 2010). Trata-se de uma técnica alternativa com potencial aplicação na 

propagação clonal de plantas, além de ser excelente ferramenta para estudos básicos e 

análise dos eventos moleculares e bioquímicos que ocorrem durante a embriogênese 

vegetal (Santos et al., 2005; Cangahuala-Inocente et al., 2009; Steiner et al., 2012; 

Rocha & Dornelas, 2013). Portanto, é necessário o entendimento mais amplo possível 

dos mecanismos básicos da embriogênese somática, os quais permitem que células 

somáticas determinadas geneticamente alterem o seu destino e retornem a uma condição 

indiferenciada, competentes para formação de embriões (Fehér et al., 2003; Fehér, 

2005; Verdeil et al., 2007; Pandey et al., 2012). 

Estudos anatômicos que caracterizem a competência embriogênica e a 

histodiferenciação em embriões somáticos podem fornecer subsídios para a 

compreensão mais detalhada do processo de embriogênese nas plantas (Canhoto et al., 
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1996; Puigderrajols et al., 2000; Corredoira et al., 2006; Moura et al., 2008; Rocha et 

al., 2012). Alterações morfoanatômicas nos embriões nucelares de laranja ‘Valência’ 

foram analisadas e as observações forneceram informações que podem ser utilizadas 

para aprimorar o processo de embriogênese somática para a espécie, do ponto de vista 

morfológico, uma vez que foi estudado o comportamento dos tecidos durante a indução 

de embriogênese somática (Mendes-da-Glória et al., 2001). Somado a esse 

conhecimento, análises histoquímicas ajudam a entender a mobilização de reservas e 

demandas energéticas dos embriões somáticos em formação (Cangahuala-Inocente et 

al., 2004; 2009; Moura et al., 2010; Rocha et al., 2012). 

Em B. orellana, muitos estudos foram realizados visando à otimização da 

morfogênese in vitro: estudos com gemas axilares e segmentos nodais (D’Souza & 

Sharon, 2001; Paiva Neto et al., 2003a; Joseph et al., 2011), segmentos de hipocótilos 

de plantas germinadas in vitro (Paiva Neto et al, 2003a; Carvalho et al., 2005), 

segmentos de raízes de plantas germinadas in vitro (Mahendranath et al., 2012), 

segmentos caulinares adultos e explantes nodais adultos (Parimalan et al., 2011a; Siril 

& Joseph, 2013) e também obtenção de embriões somáticos (Paiva Neto et al., 2003b; 

Parimalan et al., 2011b). Entretanto, não há relatos acerca do estudo das alterações 

morfoanatômicas, ultraestruturais e histoquímicas que ocorrem durante a indução de 

embriogênese somática na espécie. 

O presente trabalho visa descrever as alterações anatômicas que ocorrem nos 

embriões zigóticos imaturos em meio de indução de embriogênese somática e fornecer 

detalhes da sua morfologia, além de analisar a mobilização de reservas durante a 

indução de embriogênese somática em B. orellana. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material vegetal para indução de embriogênese somática 

 

Como fonte de material vegetal foi utilizada uma planta híbrida de Bixa orellana 

L. (Bixaceae) (genótipo ‘M2’) proveniente do cruzamento artificial entre ‘Fruto Verde 

Piloso’ X ‘Fruto Vermelho Liso’. Esta planta faz parte de uma coleção de matrizes 

denominadas de ‘M1’ a ‘M10’ do mesmo cruzamento (Pinheiro & Almeida, 1992), 

sendo cultivada há cerca de 20 anos no Horto da Universidade Federal de Viçosa – 

UFV, MG. 

Frutos imaturos com aproximadamente 70 dias após a antese foram coletados e 

levados ao laboratório de Cultura de Tecidos (Bioagro, UFV). Para desinfestação, as 

sementes foram retiradas das cachopas sobre a bancada, colocadas em tubos plásticos de 

50 mL e foram incubadas com etanol 70 % durante 10 minutos em câmara de fluxo 

laminar, sob condições assépticas. Logo em seguida, o etanol foi retirado dos tubos e 

adicionado hipoclorito de sódio comercial (Super Globo, Brasil) 50 % durante 15 

minutos, sendo os tubos agitados, manualmente, a cada 5 minutos. As sementes foram 

enxaguadas com água estéril por cinco vezes e colocadas em papel absorvente. Com o 

auxílio de uma pinça e um bisturi, os embriões imaturos foram retirados das sementes e 

cultivados em meio contendo sais de MS (Murashige & Skoog, 1962), complexo de 

vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 3 % (p/v) sacarose, 0,01 % (p/v) mio-inositol, 

4,52 µM cinetina, 2,26 µM ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0,1 % (p/v) carvão 

ativado e gelificado com 0,28 % (p/v) Phytagel® (Sigma-Aldrich, USA). O meio teve o 

pH ajustado para 5,7 ± 0,1 e depois foi esterilizado em autoclave. Alíquotas de 10 - 15 

mL foram dispensadas em placas de Petri (60 x 15 mm, J. Prolab, Brasil), as quais 

foram vedadas com filme PVC (Goodyear, Brasil) após a inoculação de dez embriões 

zigóticos por placa. As culturas foram mantidas em sala de cultivo a 27 ± 2 °C, sob 

fotoperíodo de 16 h com irradiância de 36 µmol m-2 s-1 de duas lâmpadas tubulares 

fluorescentes (Luz do Dia Especial, 40 W, Osram, Brasil). O meio de cultivo foi 

preparado de acordo com o proposto por Paiva Neto et al. (2003b). 
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Caracterização estrutural e histoquímica dos embriões zigóticos e somáticos de B. 

orellana 

 

Microscopia de luz e caracterização histoquímica 

Todo o processo de avaliação de respostas morfogênicas foi acompanhado de 

análises histológicas e ultraestruturais para demonstrar as alterações durante o processo 

de embriogênese. Para tanto, embriões zigóticos de B. orellana, ‘M2’ nos tempos 0, 10, 

15, 20, 25, 30, 32 e 52 após indução foram coletados e utilizados para o preparo das 

lâminas. As amostras foram fixadas em solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965, 

modificado) por 24 horas, tratadas com glicina 0,15 M por 12 horas, desidratadas em 

série etílica e incluídas em metacrilato (Historesin®, Leica). Secções transversais e 

longitudinais com 5 µm de espessura, foram obtidas em micrótomo rotativo de avanço 

automático (RM2155, Leica Microsystems Inc., USA) e corados com azul de toluidina 

(pH 3,2) para caracterização estrutural (O’Brien & McCully, 1981). 

Cortes histológicos foram também submetidos aos testes histoquímicos xylidine 

Pounceau para detecção de proteínas totais (Vidal, 1977), ácido periódico – reagente de 

Schiff (PAS) para polissacarídeos totais (Feder & O'Brien, 1968) e sudan black (Pearse, 

1980), para detecção de lipídeos. 

As lâminas foram montadas em água e as imagens, capturadas em microscópio 

de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical) com sistema U-photo, acoplado à câmera 

fotográfica digital (modelo Spot Insight Colour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e 

microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic 4.8. Secções 

coradas com vermelho neutro foram examinadas no mesmo equipamento, utilizando o 

sistema de epifluorescência com filtro UV (WU: 340-380 nm), espelho dicróico (400 

nm) e filtro de barreira (420 nm). 

 

Microscopia eletrônica de varredura 

As amostras fixadas foram desidratadas em série crescente de acetona, secas ao 

ponto crítico utilizando o equipamento modelo CPD 030, Bal-Tec, Balzers, (Alemanha) 

e cobertas com ouro (SCD 050, Bal-Tec, Balzers, Alemanha). As análises foram feitas 

utilizando um microscópio eletrônico de varredura (LEO 435-VP, Cambridge, 

Inglaterra) no Núcleo de Apoio à Pesquisa em Microscopia Eletrônica Aplicada à 

Agricultura (NAP/MEPA – ESALQ/USP) localizado em Piracicaba,SP e no Núcleo de 
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Microscopia e Microanálise (NMM) na Universidade Federal de Viçosa. As imagens 

foram processadas digitalmente. 

 

RESULTADOS 

 

Análise morfológica de embriões zigóticos e somáticos 

Não foram observadas alterações morfológicas nos explantes durante a primeira 

semana no meio de indução (Figura 1A, 2A). No entanto, observou-se aos dez dias de 

cultivo, o início do processo de embriogênese somática. Aos quinze dias de cultivo 

foram observadas divisões celulares em diferentes planos, as quais promoveram 

alterações nos tecidos do embrião zigótico (Figuras 1B; 2B). As alterações ocorreram 

tanto no eixo embrionário (Figura 1B), quanto nos cotilédones (Figuras 1B; 2B), nas 

mesmas regiões as quais foram responsáveis pela formação dos embriões somáticos. 

Aos vinte dias, os cotilédones se expandiram tornando-se delgados, com início 

de calogênese na superfície epidérmica do eixo embrionário, acompanhada de clorose 

nos cotilédones e desenvolvimento de protuberâncias as quais culminaram nos 

primeiros embriões somáticos (Figura 1C). Com vinte e cinco dias no meio de indução, 

os embriões zigóticos estavam completamente alterados, sendo possível observar 

intensa proliferação de embriões somáticos em estádio globular inicial (Figura 1D). 

Aos trinta dias de cultivo notou-se a presença de embriões somáticos em 

estádios mais avançados, além dos globulares iniciais (Figura 1E), e o seu 

desenvolvimento prosseguiu quando observado aos trinta e dois dias (Figuras 1F; 2C e 

D). Nos cotilédones e no eixo dos embriões zigóticos ocorreu proliferação celular que 

gerou os embriões somáticos dos estádios globular a cordiforme tardio (Figuras 2C e 

D). 

Aos cinquenta e dois dias de indução, foi possível detectar embriões somáticos 

em todo o cotilédone e eixo embrionário, em estádios de desenvolvimento iniciais 

(Figuras 1G, 2E) e mais adiantados (Figura 2F), denotando a falta de sincronia da 

embriogênese somática em B. orellana (Figuras 1G, 2F). 
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Figura 1. Aspectos morfológicos dos embriões somáticos em Bixa orellana. (A) 
embrião zigótico antes da indução (controle). (B) Alterações no eixo e cotilédones aos 
15 dias. (C) Aos 20 dias proliferação celular no eixo embrionário. (D) Embriões 
somáticos em estádio globular aos 25 dias. (E) Embriões somáticos no eixo e nos 
cotilédones aos 30 dias. (F) Embrião globular aos 32 dias. (G) Embriões somáticos em 
diversos estádios de desenvolvimento aos 52 dias em meio de indução de embriogênese 
somática. Ce: Embrião cotiledonar; Eb: Embrião; Ge: Embrião globular; Te: Embrião 
torpedo. Barras = 50 µm 
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Figura 2. Embriões somáticos em cotilédones de Bixa orellana L. (microscopia 
eletrônica de varredura). (A) Superfície epidérmica da face adaxial do cotilédone no 
tempo 0 (controle). (B) Formação de protuberâncias na epiderme aos 15 dias de cultivo. 
(C) Embriões somáticos globulares aos 32 dias de indução. (D) Proliferação celular e 
embrião somático cordiforme após 32 dias de cultivo. (E) e (F) Embriões somáticos em 
estádio globular e torpedo aos 52 dias de indução. Ge: Embrião globular; He: Embrião 
cordiforme; Te: Embrião torpedo. Barras = A: 30 µm; B e C: 50 µm; D, E e F: 100 µm. 
 

Caracterização anatômica dos embriões somáticos 

Embriões zigóticos imaturos (explantes) apresentam protoderme unisseriada 

com células isodiamétricas e meristema fundamental bem organizado (Figura 3A). Os 

cotilédones apresentam organização celular com arranjo uniforme e presença de cordões 

de procâmbio distribuídos aleatoriamente em meio ao meristema fundamental (Figura 

3A). 

Após dez dias de indução foi notada alteração no padrão de organização das 

células embriões zigóticos. Nos cotilédones, ocorreram células isodiamétricas em 
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constantes divisões periclinais e anticlinais no meristema fundamental, evidenciadas 

pela presença de compostos fenólicos, que delimitou a futura região de proliferação 

embriogênica (Figura 3B). 

Aos quinze dias, divisões celulares em orientações aleatórias promoveram uma 

desorganização do meristema fundamental do cotilédone do embrião zigótico (Figura 

3C). Após vinte dias de cultivo, a camada subepidérmica, demarcada com compostos 

fenólicos, ficou mais evidente e os primeiros pró-embriões bem desenvolvidos 

apresentaram protoderme definida se desenvolveram tanto na face adaxial quanto na 

face abaxial do cotilédone (Figura 3D). 

A diferenciação continuou ocorrendo no embrião zigótico com aumento de 

compostos fenólicos nas células próximas à protoderme. Com vinte e cinco dias em 

meio de cultivo, foram observados o início da formação dos embriões somáticos e 

desenvolvimento do procâmbio (Figura 3E). Embriões somáticos cordiformes estavam 

presentes no material aos trinta dias de cultivo e apresentaram estrutura com protoderme 

definida (Figura 3F). No embrião zigótico, um cordão de compostos fenólicos foi 

evidenciado em todo o meristema fundamental e circundou a região de desenvolvimento 

dos embriões somáticos (Figura 3F). 

Após trinta e dois dias de indução, os embriões somáticos em início de formação 

comprovaram a assincronia do evento na espécie. Células em divisões periclinais 

denotaram o constante desenvolvimento do embrião com a presença de suspensor 

(Figura 3G). Embriões globulares completamente desenvolvidos diferenciaram-se no 

cotilédone e o procâmbio do embrião zigótico permitiu o transporte de nutrientes, 

necessário para o desenvolvimento dos tecidos e embriões somáticos (Figura 3H). 

Com cinquenta e dois dias de cultivo, o processo embriogênico alcançou pleno 

desenvolvimento sendo observados embriões globulares individualizados com 

protoderme com células cuboides em divisões anticlinais e embriões cordiformes 

(Figura 3I). Embriões somáticos primários foram observados em desenvolvimento sobre 

o embrião zigótico, o qual apresentou meristema fundamental completamente 

desorganizado e com presença de compostos fenólicos e embriões somáticos diversos 

(Figura 3J). 
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Figura 3. Descrição dos eventos anatômicos envolvidos na embriogênese somática em 
Bixa orellana L. (A) Cotilédones do embrião zigótico tempo 0 (controle) com 
procâmbio aleatoriamente distribuído. (B) Explante após 10 dias de indução com 
protuberâncias na protoderme. (C) Intensas divisões celulares com alterações no 
meristema fundamental após 15 dias de cultivo. (D) Embriões somáticos globulares aos 
20 dias. (E) Desenvolvimento dos embriões somáticos com início do desenvolvimento 
de procâmbio, após 25 dias de cultivo. (F) Embrião somático desenvolvido aos 30 dias 
de indução, delimitado por compostos fenólicos e presença de tricomas secretores nos 
cotilédones do embrião zigótico. (G e H) Embriões somáticos globulares após 32 dias. 
(I  e J) Aos 52 dias de indução presença de diversos embriões somáticos e células com 
compostos fenólicos. Cd: Divisão celular; Eb: Embrião somático; Pc: Procâmbio; Ph: 
Compostos fenólicos; Pt: Protoderme; Sp: Suspensor; St: Tricoma secretor. Barras = 50 
µm. 
 

Análises histoquímicas 

Testes histoquímicos confirmaram a presença de compostos de reserva nas 

células da protoderme dos cotilédones. Embriões zigóticos em início de indução 

apresentaram pequeno acúmulo de polissacarídeos na epiderme (Figura 4A). Porém, não 

foram observados lipídeos na superfície epidérmica, presentes na cutícula (Figura 4B), e 

não foi detectada a presença de proteínas (Figura 4C). 

Aos quinze dias de cultivo, polissacarídeos acumularam-se predominantemente 

nas paredes celulares acentuando a coloração nessas regiões, e também estavam 

armazenados dentro das células (Figura 4D). Compostos lipídicos estavam presentes 

apenas sobre a epiderme do embrião zigótico (Figura 4E) e corpos proteicos foram 

evidenciados pela reação positiva com xylidine Pounceau (Figura 4F). 

Após vinte dias no meio de indução, observou-se início da mobilização das 

reservas de polissacarídeos (Figuras 4G) e resultado positivo para reservas lipídicas 

marcado pela coloração enegrecida proporcionada pelo sudan black B (Figura 4H). 

Resultado positivo para proteínas foi detectado nos embriões somáticos próximos às 

células do procâmbio (Figura 4I). 

O decréscimo gradual da quantidade de polissacarídeos foi marcado pelo 

reagente de Schiff (Figura 4J), presente apenas na região abaixo dos embriões 

somáticos. A diminuição gradual também foi notada para lipídeos (Figura 4K), os quais 

ficaram restritos em algumas células do meristema fundamental. Corpos proteicos 

estavam presentes em maior quantidade no meristema fundamental, logo abaixo da 

protoderme (Figura 4L). Esses resultados foram observados aos trinta dias. 
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Aos trinta e dois dias foram observados carboidratos totais presentes nas células 

abaixo dos embriões somáticos (Figura 4M). Porém, não foram observados lipídeos 

nessa fase (Figura 4N). Entretanto, houve resultado positivo para proteínas nos 

cotilédones e embriões somáticos já desenvolvidos (Figura 4O). 

Análises dos explantes após cinquenta e dois dias no meio de indução 

diagnosticaram polissacarídeos, marcados pela coloração róseo-escura das paredes das 

células (Figura 4P). Não foi observada a presença de corpos lipídicos no embrião 

somático (Figura 4Q). Corpos proteicos estavam presentes nos cotilédones e nos 

embriões somáticos (Figura 4R). 
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Figura 4. Estudo histoquímico da embriogênese somática em Bixa orellana L. (A, B, 
C): Secções transversais analisadas no tempo zero. (D, E, F): Análises feitas após 15 
dias de cultivo. (G, H, I ): Testes realizados aos 20 dias de indução. (J, K , L ): Secções 
analisadas aos 30 dias de indução. (M , N, O): Análises feitas aos 32 dias de indução. (P, 
Q, R): Análises feitas após 52 dias indução de embriogênese somática testadas com 
reagente de Schiff (PAS), sudan black e xylidine Pounceau. (A, D, G J, M, P) Reação 
para carboidratos totais; (B, E, H, K, N, Q) Reação para evidenciar corpos lipídicos; 
(C, F, I, L, O, R) Reação para evidenciar corpos proteicos. Eb: Embrião somático; Pc: 
Procâmbio; Pt: Protoderme. Barras = 50 µm. 
 

 

DISCUSSÃO 

 

Reguladores de crescimento e embriogênese somática 

A embriogênese somática em plantas é um processo que se mostra interessante 

do ponto de vista da biotecnologia pelo fato de gerar embriões a partir de células 

somáticas em cultura, sendo uma ferramenta importante nos programas de 

melhoramento genético (Quiroz-Figueroa et al., 2006; Deo et al., 2010; Shafiri et al., 

2012). 

Os embriões somáticos desenvolvidos no presente trabalho apresentam estrutura 

semelhante à de embriões zigóticos, firmando assim um sistema viável de regeneração 

in vitro de plantas (Zimmerman, 1993; Jiménez, 2001; Quiroz-Figueroa et al., 2006). 

Em Bixa orellana foram observados embriões somáticos, via embriogênese direta, em 

estádio globular, torpedo, cotiledonar e estes se desenvolveram em plântulas. 

Nesse trabalho, foi observado que o desenvolvimento de embriões somáticos 

ocorreu a partir de algumas células protodérmicas do eixo embrionário e dos cotilédones 

dos embriões zigóticos imaturos de B. orellana, corroborando com os resultados 

mencionados na literatura para outras espécies. Apenas algumas células ou grupos de 

células desenvolvem competência embriogênica, apesar de teoricamente, todas as 

células somáticas terem a capacidade, sob condições específicas, de desdiferenciar, 

retomar uma condição meristemática e gerar embriões somáticos em decorrência da 

totipotência (Fehér, 2005; Verdeil et al., 2007; Pandey et al., 2012). 

Para o desenvolvimento de embriões somáticos em B orellana foi necessária a 

combinação de dois reguladores de crescimento e adição de carvão ativado (Paiva Neto 

et al., 2003b), onde foram observados embriões somáticos diretos a partir de embriões 

zigóticos imaturos em meio de indução contendo 2,4-D e cinetina quando acrescido de 

carvão ativado. Assim sendo, adicionando os resultados alcançados no presente estudo, 
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pode-se afirmar que para B. orellana, os reguladores de crescimento aplicados no meio 

de cultivo podem contribuir para o surgimento dos embriões somáticos e para o seu 

desenvolvimento em plântulas. Possivelmente, a atuação do 2,4-D e da cinetina como 

moléculas sinalizadoras desencadearam uma cascata de sinal que foi reconhecida por 

receptores nas células que responderam se desdiferenciando e assumindo características 

meristemáticas. 

A combinação de fatores fisiológicos foi responsável por diversas alterações dos 

tecidos meristemáticos e formação de embriões somáticos em B orellana. Diversos 

fatores desencadeiam a embriogênese somática em plantas e podem estar relacionados 

com o genótipo, condição fisiológica, regime de cultivo, tecido/órgão (Dodeman et al., 

1997; Fehér et al., 2003; Paiva Neto et al., 2003b; Zavattieri et al., 2010; Pandey et al., 

2012). De acordo com a condição de cultivo, alterações (adição/retirada de nutrientes) 

na formulação do meio, adição de açúcares ou reguladores de crescimento, excesso/falta 

de luz se destacam por proporcionar um ambiente adequado para formação de embriões 

somáticos (Zavattieri et al., 2010; Pandey et al ., 2012). 

Os reguladores de crescimento de plantas desempenham função importante no 

desenvolvimento in vitro por modular a morfogênese e, dependendo do tipo e da dose 

pode desencadear a embriogênese somática em plantas (Pan et al., 2010; Shafiri et al., 

2012). Fehér (2008) afirmou que a presença dos reguladores de crescimento no meio de 

cultivo é um fator essencial para obtenção de embriões somáticos, uma vez que atuam 

no controle do remodelamento da cromatina e expressão gênica. É provável que esses 

fatores sejam essenciais para B. orellana, uma vez que os embriões somáticos nessa 

espécie são obtidos quando reguladores de crescimento são adicionados ao meio de 

cultivo. 

 

Alterações anatômicas na embriogênese somática 

Durante o período de indução de embriogênese somática, o tempo de exposição 

dos tecidos às condições de cultivo causa mudanças nos tecidos, algumas células 

adquirem atividade meristemática e diversas mitoses (Fehér et al., 2003; Fehér, 2008; 

Paim Pinto et al., 2011). Essas mudanças promovem deformações, as quais são 

causadas pelas divisões celulares em diferentes planos e encerram com a formação dos 

embriões somáticos. Em B. orellana foram observadas diversas mudanças na estrutura 

do explante logo nos primeiros dez dias de indução, e estas mudanças refletem bem essa 
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fase de indução. Rocha et al. (2012) notaram a formação de protuberâncias na face 

adaxial do cotilédone em Passiflora cincinnata em meio de indução de embriogênese 

somática. Contudo, essas protuberâncias originadas durante a diferenciação dos tecidos 

do explante não originaram calos embriogênicos e nem embriões somáticos. Esses 

resultados divergem dos encontrados em B. orellana pelo fato de que as protuberâncias 

observadas nesta espécie originaram os embriões somáticos tanto na face adaxial quanto 

na face abaxial do cotilédone. 

Embriões somáticos diretos em B. orellana são formados a partir das camadas de 

células do meristema fundamental e protoderme do cotilédone e do eixo embrionário do 

embrião zigótico. A protoderme e células mais externas do meristema fundamental 

foram responsáveis pela origem dos embriões. Cangahuala-Inocente et al. (2004) 

notaram que uma densa camada células meristemáticas formada na face adaxial do 

embrião zigótico originou embriões em Feijoa sellowiana. Em P. edulis (Paim Pinto et 

al., 2011) e Bactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007) foi observada intensa 

proliferação celular nas camadas subepidérmicas dos explantes (embriões zigóticos) 

logo no início do cultivo. 

De acordo com desenvolvimento do embrião somático, este pode ter origem 

unicelular, quando é formado a partir de uma única célula ou multicelular quando um 

grupo de células dá origem ao embrião. Em B. orellana foi notada a presença de 

estrutura semelhante ao suspensor de embriões zigóticos, típico de embriogênese 

unicelular (Quiroz-Figueroa et al., 2006), e também embriogênese de origem 

multicelular assim como em outras espécies de plantas (Canhoto et al., 1996; 

Cangahuala-Inocente et al., 2004; Perez-Núñes et al., 2006; Moura et al., 2008; Rocha 

et al., 2012). 

 

Análises histoquímicas e mobilização de reservas 

Durante o desenvolvimento dos embriões somáticos em B. orellana foi notada a 

presença de compostos fenólicos nos embriões zigóticos, principalmente nas datas mais 

adiantadas de cultivo. Os fenólicos são compostos que podem ser associados com 

atividade antioxidante devido à capacidade de remoção ou mesmo eliminação de 

radicais livres e diminuir os efeitos de radicais livres (Alemanno et al., 2003; Peixoto et 

al., 2007; Almeida et al., 2012). Esses compostos foram evidenciados nos embriões 

zigóticos de B. orellana pela coloração com azul de toluidina e foi observada a 

intensificação dos fenólicos nos explantes à medida que o tempo de indução aumentou. 
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A presença desses compostos nos embriões zigóticos de B. orellana pode estar 

associada com a proteção dos tecidos aos radicais livres uma vez que os compostos 

fenólicos estavam presentes nas células que delimitavam os embriões somáticos. 

A presença de compostos de reserva nas sementes das plantas é bastante comum, 

uma vez que mobilização destas reservas é necessária para a germinação e o 

desenvolvimento do embrião em planta adulta. A indução de embriões somáticos e o 

desenvolvimento destes estão associados ao consumo de corpos proteicos presentes nos 

tecidos dos explantes, os quais são produzidos em resposta a estímulo externo (Fehér, 

2005; Cangahuala-Inocente et al., 2009). 

A quantidade inicial de proteínas no embrião zigótico pode estar diretamente 

relacionada com a indução embriogênica (Cangahuala-Inocente et al., 2009; Tan-

Wilson & Wilson, 2012). Compostos proteicos foram observados nos embriões 

zigóticos de B. orellana e também nos embriões somáticos em desenvolvimento durante 

a indução, provavelmente em resposta aos reguladores que estavam presentes no meio 

de cultivo, os quais serviram de molécula sinalizadora para conversão das células 

somáticas em embriões (Fehér, 2005; Rocha & Dornelas, 2013). Esses compostos 

também foram observados durante a embriogênese somática de outras espécies como 

Acca sellowiana (Cangahuala-Inocente et al., 2004; 2009), Eucalyptus globulus (Pinto 

et al., 2010), Olea europeae (Zienkiewicz et al., 2011), Glycine max (Kim et al., 2011), 

Passiflora cincinnata (Rocha et al., 2012). 

No presente trabalho, foi observado que grãos de amido (Figura 4P) estavam 

presentes no embrião zigótico logo no início da indução e também após 52 dias de 

cultivo, sugerindo que ocorre síntese de amido e mobilização durante toda a 

embriogênese somática em B. orellana. 

A mobilização de polissacarídeos, juntamente com outros compostos de reserva, 

pode ser responsável pelo desenvolvimento dos embriões somáticos nessa espécie uma 

vez que esse processo demanda alto custo energético (Martin et al., 2000). 

Polissacarídeos ocorrem no embrião zigótico em diversas espécies e são utilizados 

como reserva durante o processo embriogênico (Verdeil et al., 2001; Cangahuala-

Inocente et al., 2009; Moura et al., 2008; 2010; Pinto et al., 2010). Contudo, Rocha et al. 

(2012) relataram que em P. cincinnata grãos de amido não constituíram compostos de 

reserva, indicando a ocorrência de síntese de novo e também que esse compostos podem 

estar associados com a síntese de lipídeos. 
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Os corpos lipídicos podem ser utilizados para a formação de membranas de 

organelas e células e a mobilização desses compostos está associada com a interação de 

diferentes organelas (Graham, 2008; Rocha et al., 2012). Em B. orellana os compostos 

lipídicos foram observados apenas no embrião zigótico presentes como constituintes de 

membranas e aos vinte dias de cultivo. A mobilização desses compostos nessa espécie 

pode não estar relacionada diretamente com a embriogênese somática e sim com o 

desenvolvimento normal do embrião zigótico, uma vez que foram notados produção e 

consumo de polissacarídeos e proteínas no desenvolvimento de embriões somáticos, 

enquanto os lipídeos praticamente não estavam presentes. Portanto, ocorre uma 

divergência dos resultados encontrados no presente trabalho em relação aos outros 

citados na literatura, pois a mobilização de reservas lipídicas é usual para 

eudicotiledôneas (Miernyk & Trelease, 1981; Bewley & Black, 1994; Martin et al., 

2002; Graham, 2008; Rocha et al., 2012). 

Neste trabalho foram observados vários aspectos estruturais, anatômicos e 

histoquímicos do desenvolvimento de embriões somáticos a partir de embriões zigóticos 

imaturos de Bixa orellana e esses resultados podem contribuir para o entendimento 

mais completo da morfogênese in vitro, bem como a embriogênese somática nessa 

espécie. Foi observado que embriões somáticos se desenvolvem a partir de 

protuberâncias que surgem da protoderme e são delimitados por cordões de compostos 

fenólicos no meristema fundamental. Os compostos de reserva de carboidratos e 

proteínas, principalmente, são mobilizados e auxiliam no desenvolvimento dos 

embriões somáticos. Os compostos lipídicos foram observados apenas no início da 

indução e após vinte dias no meio de cultivo. 
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CAPÍTULO II 

 

CLONAGEM E CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR DE GENES SOMATIC 
EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) EM Bixa orellana L. 

 

RESUMO 

 

Os genes SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase) estão envolvidos em 

vários processos de desenvolvimento, incluindo reprogramação celular e como 

marcadores de pluripotência em células. As proteínas codificadas por esses genes 

pertencem à classe dos receptores de membrana do tipo RLK (Receptor-Like Kinase). 

Ortólogos de genes SERK foram descritos em várias espécies de plantas, com as 

sequências de aminoácidos e o padrão de expressão altamente conservados e 

apresentados como pequenas famílias multigênicas. Nesse trabalho, procedeu-se à 

clonagem e caracterização de genes SERK envolvidos na embriogênese somática de 

Bixa orellana L. Para tanto, foi extraído RNA total de embriões zigóticos imaturos após 

30 dias em meio de indução de embriogênese somática. Foi sintetizado o cDNA fita 

simples e amplificado por PCR utilizando-se 6 combinações de primers degenerados. 

Os fragmentos de tamanhos esperados foram purificados de gel, ligados em vetor e 

inseridos em células ultra-competentes. Foram obtidos 14 clones positivos de 4 

combinações diferentes de primers, sendo que desses, 3 clones (‘Bo9’, ‘Bo10’ e ‘Bo12’) 

demonstraram diferenças nas suas sequências de nucleotídeos e foram escolhidos para 

representar os demais. As sequências de aminoácidos deduzidas dos clones ‘Bo9’, 

‘Bo10’ e ‘Bo12’ de B. orellana apresentaram alta similaridade com proteínas SERK de 

outras espécies de plantas. O relacionamento filogenético das sequências isoladas de B. 

orellana com as de outras espécies sugere que as funções das proteínas podem ser 

conservadas na espécie e também nos diferentes grupos de plantas (monocotiledôneas, 

eudicotiledôneas e gimnospermas). Estudos de expressão por hibridização in situ 

demonstraram presença dos transcritos de SERK não somente nos tecidos do embrião 

zigótico, mas também nos embriões somáticos em estádios globular, cordiforme, 

torpedo e cotiledonar. Todavia, com fraco sinal nessa última fase de desenvolvimento 
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embrionário, indicando expressão reduzida de SERK. Consistentemente, a sonda senso 

não apresentou a marcação característica de hibridização. Esse trabalho apresenta o 

primeiro relato sobre a caracterização de genes SERK em B. orellana (BoSERK) 

expressos sob a condição de indução de embriogênese somática. Contribui com 

informações importantes para o melhor entendimento e caracterização da embriogênese 

somática do ponto de vista molecular, subsidiando estudos adicionais na aplicação da 

embriogênese somática na propagação massiva e na transformação genética da espécie. 

 

Palavras-chave: Embriogênese somática, filogenia, hibridização in situ, SERK, 

urucum. 
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MOLECULAR CLONING AND CHARACTERIZATION OF  
SOMATIC EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) GENES IN 

Bixa orellana L. 

 

ABSTRACT 

 

The SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase) genes are involved in 

various developmental processes, including cell reprogramming and pluripotency 

markers in cells. The proteins encoded by these genes belong to the class of membrane 

receptor type RLK (Receptor-L ike K inase). SERK gene orthologs have been described 

in various plant species with amino acid sequences and patterns of expression highly 

conserved, and presenting themselves as small multigene families. In this work the 

cloning and characterization of SERK genes involved in somatic embryogenesis of Bixa 

orellana L. were carried out. Total RNA was extracted from immature zygotic embryos 

after 30 days on somatic embryogenesis medium. Single strand cDNA was synthesized 

and amplified by PCR, using 6 degenerated primers combinations. Fragments of the 

expected sizes were purified from the gel, and were linked into vector, and then were 

inserted into ultra competent cells. Fourteen positive clones were obtained from 4 

different combinations, and 3 these clones (‘Bo9’, ‘Bo10’ and ‘Bo12’) demonstrated 

some differences in their nucleotide sequences and they were selected to represent the 

others clones. The deduced amino acid sequences of the clones ‘Bo9’, ‘Bo10’ and 

‘Bo12’ from B. orellana showed high similarity to sequences of other plant SERK 

proteins. The phylogenetic relationship among SERK sequences isolated from B. 

orellana with other species suggests that conserved functions can be maintained in the 

specie and different groups of plants (monocots, eudicotyledonous, and gymnosperms). 

Expression studies by in situ hybridization revealed the presence of the SERK 

transcripts not only in zygotic embryo tissues, but also in somatic embryos at different 

stages: globular, heart, torpedo and cotyledonary. However, with weak signal in this last 

phase of embryo development, indicating reduced expression of SERK. Consistently, 

the sense probe showed no hybridization feature. This work shows the first report on the 

cloning and characterization of SERK genes in B. orellana (BoSERK) expressed under 

the condition of induction of somatic embryogenesis and, contributes with important 

information for a better understanding and characterization of somatic embryogenesis at 
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molecular point of view, supporting additional studies on the application of somatic 

embryogenesis in mass propagation and genetic transformation of the species. 

 

Keywords: Annatto, in situ hybridization, phylogeny, SERK, somatic embryogenesis. 
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INTRODUÇÃO 

O urucum (Bixa orellana L.) é uma planta arbustiva da qual é extraído o 

carotenoide bixina, um dos mais importantes corantes utilizados pelas indústrias de 

alimento, farmacêuticas, têxteis e de cosméticos (Cruz et al., 2008). O carotenoide é 

utilizado desde a antiguidade em rituais indígenas, na pintura e proteção da pele e na 

culinária de diferentes regiões brasileiras, nas Américas Central e do Sul (Franco et al., 

2002). 

Esta espécie reproduz-se por polinização cruzada e sua propagação é realizada 

principalmente por sementes, o que acarreta em alta variabilidade genética, 

especialmente relacionada com o número de sementes por cápsula e com a cor e o teor 

de pigmentos contidos nos tegumentos das sementes (Franco et al., 2002; 2003; Valdez-

Ojeda et al., 2008). Para contornar essa situação, diversos trabalhos in vitro têm sido 

propostos: estudos com gemas axilares e segmentos nodais (D’Souza & Sharon, 2001; 

Paiva Neto et al., 2003a; Joseph et al., 2011), com sementes (Sha Valli Khan et al., 

2002), com segmentos de hipocótilos de plantas germinadas in vitro (Paiva Neto et al, 

2003a; Carvalho et al., 2005), com segmentos de raízes de plantas germinadas in vitro 

(Mahendranath et al., 2012), com segmentos caulinares adultos e explantes nodais 

adultos (Parimalan et al., 2011a; Siril & Joseph, 2013), além da obtenção de embriões 

somáticos (Paiva Neto et al., 2003b; Parimalan et al., 2011b). 

A embriogênese somática é um método de propagação de plantas onde células 

somáticas sofrem alteração na rota de diferenciação e tornam-se competentes para 

formar embriões (Zimmerman, 1993; Rocha & Dornelas, 2013). Essa ferramenta 

desperta interesse nos estudos de desenvolvimento das plantas e serve como modelo 

para estudos de embriogênese por apresentar mecanismos moleculares semelhantes à 

embriogênese zigótica (Dodeman et al., 1997). 

Genes marcadores do início da indução da embriogênese somática podem 

fornecer informações importantes sobre o perfil molecular das plantas investigadas 

durante essa fase do desenvolvimento. Dentre esses genes, destaca-se o SOMATIC 

EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) que foi descrito inicialmente 

na formação de embriões somáticos em cenoura (Daucus carota) (Schmidt et al., 1997). 

Desde então, esse gene tem sido estudado em diferentes espécies de plantas: Dactilys 

glomerata (Somleva et al., 2000), Arabdopsis thaliana (Hecht et al., 2001), Zea mays 

(Baudino et al., 2001), Medicago truncatula (Nolan et al., 2003), Helianthus annuus 
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(Thomas et al., 2004), Oryza sativa (Hu et al., 2005), Citrus unshiu (Shimada et al., 

2005), Theobroma cacao (Santos et al., 2005); Solanum tuberosum (Sharma et al., 

2008), Cocos nucifera (Pérez-Nuñez et al., 2008), Panax ginseng (Kiselev & 

Tchernoded, 2009), Citrus sinensis (Ge et al., 2010), Musa acuminata (Huang et al., 

2010), Rosa canina (Kedong et al., 2011), Cyclamen persicum (Savona et al., 2012), 

Glycine max (Yang et al., 2011), Ananas comosus (Ma et al., 2012), Araucaria 

angustifolia (Steiner et al., 2012), Prunus incisa (Thunb.) (Ben Mahmoud et al., 2013), 

entre outras, o que confirma a sua utilização como marcador de embriogênese. 

O gene SERK codifica proteínas receptoras tipo quinases (Receptor-Like Kinase 

- RLKs), as quais fazem parte da subclasse LRR (Leucine Rich Repeat) (RLK-LRR). As 

proteínas com domínio LRR estão envolvidas na transdução de sinais e acredita-se que 

medeiam as interações proteína-proteína (Shiu & Bleeckey, 2001).�

Os receptores quinases são proteínas que apresentam uma organização padrão 

dos três domínios que as compõem: um domínio extracelular variável, um domínio 

transmembranar e um domínio quinase intracelular (Shiu & Bleecker, 2001). No 

domínio extracelular estão presentes um peptídeo sinal, um zíper de leucina, cinco 

regiões ricas em leucina (apenas SERK tem 5 regiões, sendo esse número variável nos 

diferentes receptores) e um domínio rico em prolina, exclusivo de proteínas SERK. 

Logo em seguida estão presentes na sequência da proteína um domínio transmembrana, 

um domínio quinase intracelular constituído de onze subdomínios, seguido da 

extremidade carboxi-terminal (Schmidt et al., 1997; Hecht et al., 2001).�

Foram identificados diferentes membros de proteínas SERK nas plantas, de 

acordo com a espécie: em cenoura, DcSERK (Schmidt et al., 1997), em Arabidopsis, 

AtSERK1/2/3/4/5 (Hecht et al., 2001), em alfafa, MtSERK1/2/3/4/5/6 (Nolan et al., 

2003; 2011), em soja, potencialmente 17 GmSERK (Nolan et al., 2011) e em Prunus 

incisa (Thunb.) (Ben Mahmoud et al., 2013). 

O objetivo do presente estudo foi isolar e caracterizar os genes da subfamília 

SERK, além de analisar o seu perfil de expressão e localizar por hibridização in situ os 

tecidos onde ocorre a expressão do gene durante a embriogênese somática em B. 

orellana. Pretende-se também com esse trabalho fazer um relacionamento filogenético 

entre as proteínas SERK de B orellana com as de outras espécies já caracterizadas. 

No presente estudo, três sequências parciais apresentando alta identidade com 

membros da família SERK de outras espécies foram isoladas a partir de cDNA de 

culturas embriogênicas de B. orellana aos 30 dias de cultivo. O padrão de expressão 
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desses genes durante o processo de indução da embriogênica somática foi investigado 

por hibridização in situ em diferentes estágios da cultura. O relacionamento filogenético 

com membros de outras espécies sugere que BoSERKs podem estar envolvidos em 

diferentes funções ao longo do desenvolvimento da planta. 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Material vegetal para indução de embriogênese somática 

Como fonte de material vegetal foi utilizada uma planta híbrida de Bixa orellana 

L. (Bixaceae) (genótipo ‘M2’) proveniente do cruzamento artificial entre ‘Fruto Verde 

Piloso’ X ‘Fruto Vermelho Liso’. Esta planta faz parte de uma coleção de matrizes 

denominadas de ‘M1’ a ‘M10’ do mesmo cruzamento (Pinheiro & Almeida, 1992), 

sendo cultivada há cerca de 20 anos no Horto da Universidade Federal de Viçosa – 

UFV, MG e para qual foi estabelecido o protocolo de embriogênese somática (Paiva 

Neto et al., 2003b). 

Frutos imaturos com aproximadamente 70 dias após a antese foram coletados e 

levados ao Laboratório de Cultura de Tecidos (Bioagro, UFV). Para a desinfestação, as 

sementes foram retiradas das cachopas sobre a bancada, colocadas em tubos plásticos de 

50 mL e foram incubadas com etanol 70 % durante 10 minutos em câmara de fluxo 

laminar, sob condições assépticas. Logo em seguida, o etanol foi retirado dos tubos e 

adicionado hipoclorito de sódio comercial (Super Globo®, Brasil) 50 % durante 15 

minutos, sendo que os tubos eram agitados manualmente a cada 5 minutos. As sementes 

foram enxaguadas com água estéril por cinco vezes sucessivas e colocadas sobre papel 

absorvente. Com o auxílio de uma pinça e um bisturi, os embriões imaturos foram 

retirados das sementes e cultivados em meio contendo sais de MS (Murashige & Skoog, 

1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 3 % sacarose, 0,01 % (p/v) mio-inositol, 

4,52 µM cinetina, 2,26 µM ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 0,1 % (p/v) carvão 

ativado, gelificado com 0,28 % (p/v) Phytagel® (Sigma-Aldrich, USA). O meio teve o 

pH ajustado para 5,7 ± 0,1 e depois foi esterilizado em autoclave (121 °C). Alíquotas de 

10 - 15 mL foram colocadas em placas de Petri de poliestireno cristal (60 x 15 mm, J. 

Prolab, Curitiba, Brasil), as quais foram vedadas com filme PVC (Goodyear, Paulínia, 

Brasil), após a inoculação dos embriões zigóticos.  
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As culturas foram mantidas em sala de cultivo a 27 ± 2 °C, sob fotoperíodo de 

16 h com irradiância de 36 µmol m-2 s-1 de duas lâmpadas tubulares fluorescentes (Luz 

do Dia Especial, 40 W, Osram, São Paulo, Brasil). O meio de cultivo foi preparado de 

acordo com o proposto por Paiva Neto et al. (2003b). 

 

Clonagem e caracterização de genes SERK em B. orellana 

 

Extração de RNA total 

RNA total foi extraído a partir de culturas embriogênicas com 30 dias em meio 

de indução, utilizando o kit RNAqueous® Ambion® (Life TechnologiesTM), de acordo 

com recomendações do fabricante. A quantificação do RNA foi realizada em NanoDrop 

ND-1000 (NanoDrop TechnologiesTM) com absorbância de 260 nm e a integridade das 

amostras verificada por eletroforese em gel de agarose a 1,2 % em condições livres da 

ação de RNAses. 

 

Síntese de cDNA fita simples (Superscript II – InvitrogenTM ) 

Para a síntese de cDNA fita simples, 2 µg de RNA total e Oligo(dT) 15 Primer 

(Promega, USA) 40 µM, em um volume total de 12 µL em água DEPC, foram 

incubados a 65 °C por cinco minutos, em seguida, no gelo por dois minutos. Logo após, 

foram adicionados 4 µL do tampão de síntese de primeira fita de DNA, 2 µL de mistura 

de dNTPs (10mM cada) e 1 µL (200 U) da enzima transcriptase reversa (SuperScriptTM 

Reverse transcriptase, InvitrogenTM), conforme recomendações do fabricante. A reação 

ocorreu em um ciclo de 42 °C por 50 minutos seguidos de 15 minutos a 70 °C para a 

inativação da enzima no termociclador (Biocycler MJ25). O cDNA foi armazenado a -

20 °C, até o momento do uso. 

 

Amplificação e clonagem da sequência codificadora de SERK 

O cDNA sintetizado foi utilizado como molde para a amplificação das 

sequências codificadoras de genes SERK expressos durante a embriogênese somática 

em B. orellana. 

Para amplificação foram utilizados iniciadores degenerados desenhados por 

Baudino et al. (2001) nas seguintes combinações: S1-S5; S1-S4; S2-S5; e S2-S4 (Tabela 

1; Figura 1). 



 

Tabela 1. Iniciadores
Bixa orellana L. e a lo
 

Iniciadores 

S1 5’TGT

S2 5’CGR

S3 5’GTG
S4 5’CCM
S5 5’ATG
W = A ou T; R = A ou
S2 (iniciadores revers
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utilizando-se 2 µL da ligação e 40 µL de células ultracompetentes (1 x 108). Após 

incubação, a 37 °C por 1 hora, as células foram plaqueadas em meio seletivo LB 

(Sambrook & Russel, 2001) sólido, contendo 100 µg/mL de ampicilina, 20 µg/mL de 5-

bromo-4-cloro-3-indolil-β-d-galactopiranosídeo (X-Gal) (Promega, USA), 0,1 mM 

isopropil-beta-D-tiogalatopiranosídeo (IPTG) (Promega, USA) e, posteriormente, 

incubadas a 37 °C por aproximadamente 14 horas. Para a confirmação da presença do 

inserto no vetor, o DNA plasmidial das colônias selecionadas foi clivado com a enzima 

de restrição EcoRI e os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 

1,0 %. 

 

Sequenciamento dos clones e análise das sequências 

Os clones confirmados pela análise de restrição foram sequenciados pela 

empresa Macrogen, localizada na Coreia do Sul. Os clones foram sequenciados nos 

sentidos senso e anti-senso com os iniciadores universais M13 e SP6, respectivamente. 

Os cromatogramas obtidos foram processados e a montagem dos consensus 

executada no programa CodonCodeTM Aligner-Software (LI-COR, Inc., Lincoln, USA). 

As sequências consensus obtidas foram comparadas com as sequências já 

depositadas no banco de dados do NCBI utilizando-se o programa BLASTn (Altschul et 

al., 1997). O programa ORF Finder (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) foi 

utilizado para identificação da fase de leitura e predição das proteínas. As sequências de 

nucleotídeos e aminoácidos foram alinhadas com sequências homólogas de proteínas 

SERK disponíveis no banco de dados do NCBI com maior identidade às de B. orellana 

para análise dos domínios conservados. 

 

Análise filogenética 

O relacionamento filogenético das sequências de SERK de B. orellana com as 

de outras espécies foi inferido mediante a construção de árvores filogenéticas. As 

sequências obtidas foram alinhadas com sequências de eudicotiledôneas, 

monocotiledôneas e gimnospermas, disponíveis no GenBank 

(http://www.ncbi.nih.nlm.gov). 

Alinhamentos múltiplos foram obtidos utilizando-se o programa MUSCLE 

(Edgar, 2004) implementado no MEGA versão 5.0 (Tamura et al., 2011) disponível em 

http://www.megasoftware.net/mega5. Árvores filogenéticas foram obtidas utilizando o 

método de distância Neighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) com o modelo de 
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substituição JTT (Jones et al., 1992) e distribuição Gamma. A confiabilidade de cada 

ramo da árvore foi estimada via teste Bootstrap (Felsenstein, 1985), com 1000 

repetições. 

 

Localização dos transcritos dos genes SERK durante a embriogênese de B. orellana 

por hibridização in situ 

 

Coleta e preparo dos tecidos 

Embriões zigóticos com 0, 10, 15, 20, 25, 30, 32 e 52 dias de indução foram 

coletados em condições livres da ação de RNases e imersas imediatamente em solução 

fixadora (paraformaldeído 4 % e glutaraldeído 0,25 %, em tampão fosfato de sódio 0,01 

M, pH 7,2). As amostras foram submetidas a vácuo por 1 hora, à temperatura ambiente. 

Em seguida, a solução fixadora foi renovada e as amostras foram mantidas a 4 ºC 

durante a noite. 

No dia seguinte, as amostras foram lavadas em tampão fosfato de sódio 0,01 M, 

pH 7,2 e desidratadas em série etílica (30, 50, 70, 80, 85, 90, 95 e 100 %), por 1 hora 

cada. As amostras foram infiltradas em parafina histológica (Dinâmica, Brasil), e para 

tanto, foram desidratadas em séries crescentes de etanol:xilol nas proporções 3:1, 2:1, 

1:1, 1:2, 1:3, v/v e xilol puro (duas trocas), sendo que cada etapa teve a duração de pelo 

menos 12 horas. Durante a etapa de xilol puro, as amostras foram colocadas em estufa a 

65 ºC e foram sendo acrescentados flocos de parafina. A cada troca, era descartado um 

terço da solução dos frascos e acrescentados novos flocos de parafina, até a substituição 

completa de xilol por parafina pura. As amostras foram colocadas em formas de papel e, 

após a polimerização fixadas em blocos de madeira e estocadas a 4 ºC. 

Secções de 10 µm foram obtidas em micrótomo rotativo de avanço manual Leica 

RM2255 (Leica, Alemanha) e colocadas em banho-maria contendo água tratada com 

dietil pirocarbonato (DEPC), aquecida a 42 ºC para distender as secções e depois foram 

colocadas em lâminas livres de RNAses. 

As lâminas utilizadas receberam um pré-tratamento com Extran® 5 % (Merck, 

Alemanha) durante 4 horas, depois foram tratadas com ácido clorídrico 10 % por mais 4 

horas e, logo após foram enxaguadas em água corrente e secas em estufa a 65 ºC. Após 

essa etapa, as lâminas foram esterilizadas em estufa a 180 ºC e passaram por tratamento 

com organossilano (Sigma-Aldrich, USA), consistindo das seguintes etapas: imersão em 

acetona durante 10 segundos, depois imersão em solução de organossilano 2 % em 
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acetona durante 6 minutos e, por fim, imersão em acetona durante 10 segundos. Depois 

desse processo, as lâminas foram secas em estufa a 65 ºC e armazenadas a 4 ºC, até o 

momento do uso. 

Antes da hibridização, a parafina foi removida em xilol 100 % (duas trocas de 5 

minutos), xilol:etanol (1:1, v/v) por 5 minutos e etanol 100 % (10 minutos). As lâminas 

foram secas à temperatura ambiente. 

 

Síntese das sondas sense e antisense marcadas com digoxigenina 

Foi utilizado como molde para síntese das sondas um fragmento de 595 bp, 

referente ao clone Bo6 (Tabela 2), de uma região conservada que codifica parte da 

região rica em leucina e os domínios SPP, específico de SERK e ausente nas demais 

proteínas LRR quinases, o domínio transmembrana e parte do domínio quinase. O 

fragmento foi amplificado a partir de 10 ng do DNA plasmidial utilizando os iniciadores 

T7 e SP6, nas mesmas condições de amplificação já mencionadas anteriormente. Os 

produtos amplificados foram purificados com fenol/clorofórmio (1:1) e em seguida em 

clorofórmio puro para remoção do fenol. A precipitação do DNA foi feita com acetato 

de sódio 3 M (1/10 volumes) e 2 volumes de etanol absoluto. Os produtos foram 

quantificados em gel de agarose 1,0 % com o auxílio do marcador de peso molecular 

Low DNA Mass Ladder (Invitrogen®). A escolha do clone foi feita após analisar a 

orientação do inserto na sequência. O clone escolhido para síntese da sonda foi estocado 

em glicerol 20 % a -80 °C. 

Para a síntese das sondas, 1 µg de cada um dos produtos purificados foi 

utilizado. As sondas de RNA (senso e anti-senso) foram sintetizadas por transcrição in 

vitro, utilizando o DIG RNA Labeling kit (SP6/T7) (Roche®) de acordo com as 

instruções do fabricante. A concentração da sonda foi verificada por eletroforese em gel 

de agarose 1,2 % utilizando 100 e 200 ng do controle positivo de RNA marcado (vial 5 

do kit) e a marcação confirmada por ‘dotblot’. 

 

Reação de hibridização 

Uma alíquota de 60 ng de tRNA de levedura (Invitrogen®) e 60 ng de sonda 

foram desnaturados a 80 °C por 5 minutos e adicionados a 100 µL do tampão de 

hibridização (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, NaCl 300 mM, formamida 50 %, EDTA 1 mM 

pH 8,0; solução de Denhardt 1X). Para a hibridização, 120 µL do mix de hibridização 

foram colocados sobre cada lâmina e cobertas com Parafilm®. As lâminas foram 
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incubadas em câmara úmida, a 42 °C, no escuro, por um período de aproximadamente 

16 horas. 

 

Reação de pós-hibridização e detecção imunológica 

Após a hibridização, as lâminas foram lavadas em SSC 4X, 2X, 1X e 0,5X 

(solução SSC 20X = NaCl 3 M, Na3-citrato 0,3 M, pH 7,2), cada solução por 20 

minutos. Em seguida, foram mantidas por 5 minutos em tampão de detecção 1 (0,1 M 

de Tris-HCl pH 7,5; 0,15 M de NaCl) e incubadas por 30 minutos na solução 

bloqueadora 2 (tampão de detecção 1 acrescido de BSA 1 %). As secções foram 

novamente lavadas em tampão de detecção 1 por 5 minutos e incubadas durante 1 hora 

com anticorpo Anti-Digoxigenina-AP, Fab Fragments (Roche®) diluído 1:1.000 em 

tampão de detecção 1. Após a sequência de duas lavagens, de 15 minutos cada, em 

tampão de detecção 1 e uma lavagem de 5 minutos em tampão de detecção 3 (0,1 M de 

Tris-HCl pH 7,5; 0,1 M de NaCl; 0,05 M de MgCl2, com pH final ajustado para 9,5) as 

secções foram incubadas em solução de coloração contendo 4,5 µL de BCIP (5-bromo-

4-cloro-3-indolil-fosfato) (Promega, USA) (0,05 g/mL) e 4,5 µL de NBT 

(nitrobluetetrazólio) (Promega, USA) (0,05 g/mL) em 1 mL de tampão 3 por 

aproximadamente 40 minutos, no escuro. Para cessar a reação, as secções foram 

incubadas no tampão de detecção 4 (0,01 M de Tris-HCl pH 8,0; 1 mM EDTA) por 10 

minutos, e depois, lavadas duas vezes em água bidestilada. As lâminas foram montadas 

em água ultrapura. 

A análise e captura das imagens foram realizadas em microscópio de luz e 

fluorescência (Olympus AX70TRF, Olympus Optical, Japão) com sistema U-Photo, 

acoplado à câmera fotográfica digital (modelo Spot Insight Colour 3.2.0, Diagnostic 

Instruments Inc.) e microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic 

4.8. 

 

 

RESULTADOS 

 

Obtenção dos embriões somáticos 

Os embriões somáticos de B. orellana se desenvolveram por embriogênese 

direta a partir de embriões zigóticos imaturos tanto no eixo embrionário quanto na 

região cotiledonar nas faces adaxial e abaxial. 
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As células do eixo e dos cotilédones dos embriões zigóticos no tempo 0 (início 

da indução) são constituídas de superfície lisa e contorno nítido. Logo depois, com o 

início da indução, os tecidos apresentam grande desorganização devido ao constante 

processo de divisões celulares que culmina na formação dos embriões somáticos. 

Estruturas proembrionárias e embriões somáticos globulares foram observados a partir 

do décimo e vigésimo dias de cultivo, respectivamente. Ao final de 30 dias, foram 

observados embriões nos diversos estádios de desenvolvimento desde estruturas 

proembrionárias, embriões globulares a embriões em estádio cotiledonar. 

 

Clonagem da provável sequência codificadora de SERK em B. orellana 

Todas as combinações de iniciadores degenerados (Tabela 1) utilizados para a 

amplificação do cDNA de SERK em B. orellana (‘M2’) geraram fragmentos 

apresentando tamanhos esperados no gel. A amplificação de produtos inespecíficos foi 

também observada nas combinações de iniciadores S5/S1 e S4/S1, entretanto apenas os 

fragmentos de tamanhos desejados foram purificados do gel. Esses fragmentos foram 

clonados e através da análise de restrição foram identificados 14 clones positivos das 

combinações S5/S1, S5/S2, S3/S1, S3/S2. Não foram identificados clones positivos para 

as combinações S4/S1 e S4/S2. Os clones foram numerados de 1 a 14 e, após 

sequenciamento apresentaram tamanhos variados de acordo com a combinação de 

iniciadores (Tabela 2). 

 

Tabela 2. Tamanho dos fragmentos dos clones positivos do cDNA de Bixa orellana L. 
(‘M2’) obtidos por PCR de acordo com a combinação de iniciadores 
 

Combinação dos iniciadores Tamanho (kb) 

S5/S1 0,9 
S5/S2 0,6 
S3/S1 1,2 
S3/S2 0,9 

 

Como esperado a combinação S3/S1 apresentou as maiores sequências com 

cerca de 1189 bp. A combinação S5/S2 gerou clones de aproximadamente 596 bp e a 

combinação S5/S1 gerou um único clone com fragmento de 910 bp. 
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Análises dos homólogos de SERK através das sequências de nucleotídeos 

A comparação das sequências nucleotídicas dos clones sequenciados com as 

depositadas no banco de dados demonstrou alta identidade com os homólogos de SERK. 

As sequências de nucleotídeos dos 14 clones de B. orellana foram alinhadas e um 

cladograma construído para analisar a proximidade a dos mesmos (dados não 

mostrados). Após análise, foram selecionados os clones ‘Bo9’, ‘Bo10’ e ‘Bo12’ devido 

a diferenças encontradas no agrupamento. O clone ‘Bo9’ apresentou alta identidade (79 

a 83 %) com SERK2 e SERK3 de espécies pertencentes a diferentes famílias botânicas 

(Tabela 3). O clone ‘Bo10’ apresentou maior identidade com SERK3 de Gossypium 

hirsutum (82 %) (Tabela 4). O clone ‘Bo12’ apresentou identidade de 88 % com SERK 

de Theobroma cacao e Citrus sinensis, e 79 a 86 % com SERK1 de Medicago 

truncatula, Arabidopsis thaliana, G. hirsutum e Rosa canina (Tabela 5). 

 

Tabela 3. Comparação da sequência nucleotídica do clone ‘Bo9’, obtida a partir de 
cDNA amplificado com a combinação S3/S1 (1.189 bp), com as sequências de outras 
espécies depositadas no banco de dados 
 

Acesso Descrição Banco 
de 

dados 

Cobertura 
(%)  

E-
value 

Identidade 
Máxima (%)  

JF800909.1 Gossypium hirsutum 
SERK3 

NCBI 100 0,0 83 

NM001247697.1 Solanum lycopersicum 
SERK3A 

NCBI 99 0,0 80 

HQ332144.1  

Nicotiana 
benthamiana  

SERK3A 

NCBI 99 0,0 79 

AF384970.1 Arabidopsis thaliana 
SERK3 

NCBI 100 0,0 79 

HM640001.1 Medicago truncatula 
SERK2 

NCBI 99 0,0 79 
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Tabela 4. Comparação da sequência nucleotídica do clone ‘Bo10’, obtida a partir de 
cDNA amplificado com a combinação S3/S1 (1.186 bp), com as sequências de outras 
espécies depositadas no banco de dados 
 

Acesso Descrição Banco 
de 

dados 

Cobertura 
(%)  

E-
value 

Identidade 
Máxima (%)  

JF800909.1 Gossypium hirsutum 
SERK3 

NCBI 100 0,0 82 

JF430801.1 Gossypium hirsutum 
SERK2 

NCBI 100 0,0 81 

HQ332144.1  

Nicotiana 
benthamiana 

 SERK3A 

NCBI 99 0,0 79 

AF384970.1 Arabidopsis thaliana 
SERK3 

NCBI 100 0,0 79 

HM640001.1 Medicago truncatula 
SERK2 

NCBI 99 0,0 79 

 

 

Tabela 5. Comparação da sequência nucleotídica do clone ‘Bo12’, obtida a partir de 
cDNA amplificado com a combinação S3/S2 (908 bp), com as sequências de outras 
espécies depositadas no banco de dados 
 

Acesso Descrição Banco 
de 

dados 

Cobertura 
(%)  

E-
value 

Identidade 
Máxima (%)  

AY570507.1 Theobroma cacao 
SERK 

NCBI 99 0,0 88 

FJ851422.1  

Citrus sinensis  
SERK 

NCBI 100 0,0 88 

HM802242.1  

Rosa canina 
 SERK1 

NCBI 100 0,0 86 

AY162176.1 Medicago truncatula 
SERK1 

NCBI 100 0,0 82 

NM105841.1 Arabidopsis thaliana 
SERK1 

NCBI 100 0,0 79 

 

O alinhamento das sequências dos clones SERK de B. orellana permitiu a 

observação de algumas diferenças nucleotídicas entre os clones, com destaque para a 

ausência de 30 pares de bases entre as posições 443 e 473 (no alinhamento) nos clones 

‘Bo8’ a ‘Bo14’, com exceção do ‘Bo12. Nos demais clones, ‘Bo1’ a ‘Bo7’e ‘Bo12’, a 

presença desses nucleotídeos foi conservada (Figura 2). 
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Figura 2. Alinhamento das sequências de nucleotídeos dos clones de B. orellana. 

 

Análise da sequência de aminoácidos da proteína SERK de B. orellana 

As sequências dos clones de B. orellana (‘M2’) foram analisadas no programa 

ORF Finder (NCBI). Existiu alta similaridade entre as sequências de aminoácidos 

desses clones, que foi demonstrada pelo cladograma construído apenas com as 

sequências de Bixa. Então, foram selecionados apenas três clones, os quais 

representavam as pequenas diferenças existentes entre eles. Os clones ‘Bo9’ e ‘Bo10 

apresentaram uma Open Read Frame (ORF) de 366 e 365 aminoácidos, 

respectivamente. O clone ‘Bo12’ apresentou uma ORF de 275 aminoácidos. A 

comparação das sequências de aminoácidos deduzidas dos clones ‘Bo9’, ‘Bo10’ e 

‘Bo12’ demonstrou identidades de 87 %, 83 % e 98 % com SERK3 de N. benthamiana, 

SERK2 e SERK3 de G. hirsutum, com SERK1 de G. hirsutum e SERK de C. papaya, 

respectivamente. 

A diferença marcante observada pela ausência de 30 nucleotídeos nas sequências 

dos clones ‘Bo9’ e ‘Bo10’ (Figura 2) refletiu na sequência das proteínas, com a 

ausência de 10 aminoácidos próximos ao domínio SPP que se repete em proteínas 

SERK de outras espécies (Figura 3). A sequência do clone ‘Bo12’, que alinha 

principalmente com as sequências de proteínas SERK, SERK1 e SERK2 de outras 

espécies vegetais, apresenta os 10 aminoácidos próximos àquele domínio. 
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Figura 3. Comparação das sequências de aminoácidos deduzidas dos clones ‘Bo9’, 
‘Bo10’ e ‘Bo12’ de B. orellana com homólogos de SERK disponíveis no banco de 
dados: Os domínios estruturais foram indicados por retângulos abaixo do alinhamento. 
LRR1-5: domínios contendo os motivos repetitivos de leucina (Leucine Rich Repeats); 
SPP: região rica em prolina; C-terminal: domínio carboxi-terminal. Gaps incluídos para 
otimização do alinhamento são indicados por ¨-¨. 

 

As ORFs deduzidas dos três clones de B. orellana incluem parte do domínio 

zíper de leucina, os cinco domínios contendo o padrão repetitivo de leucina, os 

domínios rico em prolina e transmembranar, e parte do domínio quinase (Figura 3). O 

restante das sequências, referente ao início da proteína e à extremidade C-terminal estão 

ausentes nos três clones analisados de B. orellana devido à região de anelamento dos 

iniciadores degenerados. Desta forma, para maiores informações sobre essas regiões, 

experimentos futuros de 3’ e 5’-RACE com extensão dos clones a partir de iniciadores 

internos específicos devem ser realizados. 

 

Análise Filogenética 

A análise filogenética das sequências protéicas dos clones de B. orellana com os 

possíveis homólogos de SERK em outras espécies vegetais foi realizada visando 

investigar a relação entre essas proteínas. A árvore não-enraizada foi construída 

considerando as sequências das proteínas incluindo desde os motivos LRR ao domínio 

quinase, por conter as regiões compreendidas entre as combinações de primers 

degenerados, e que estão presentes nos clones ‘Bo9’, ‘Bo10’ e ‘Bo12’. 

Na filogenia, foi observada a formação de diversos grupos bem sustentados pelo 

teste de Bootstrap (Figura 4). Os clones de B. orellana agruparam com diferentes 

membros de SERK presentes em outras espécies vegetais. O clone ‘Bo12’ agrupou-se 

com membros SERK e SERK1 de outras eudicotiledôneas e o ramo foi sustentado por 

valor Bootstrap de 95 % (Figura 4). Os clones ‘Bo9’e ‘Bo10’ agruparam em outro ramo 

da árvore, sustentado por um valor Bootstrap de 99 % (Figura 4). Estes clones 

apresentaram alta divergência entre si, dando indícios que podem se tratar de dois outros 

membros distintos da subfamília SERK (Figura 4). Em função da alta similaridade das 

sequências de aminoácidos das proteínas encontradas em B. orellana com as demais 

encontradas no banco de dados, a partir daqui essas proteínas serão denominadas, de 

forma geral, BoSERK-like. 
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Figura 4. Inferência das relações filogenéticas entre homólogos da proteína SERK com 
base nas sequências parciais de aminoácidos deduzidas. Os diferentes homólogos foram 
alinhados e foi gerada uma matriz de distância para construção do cladograma por 
neighbor-joining. A barra indica 5 % de substituições não-sinônimas. Os números 
indicam valores de Bootstrap, em porcentagem (1000 repetições). São apresentados 
apenas os valores acima de 50 %. Os clones de B. orellana são destacados em vermelho 
e os ramos nos quais estão agrupados destacados de verde (‘Bo12’) ou azul (‘Bo9’ e 
‘Bo10’). As letras e números entre parênteses indicam o código de acesso no banco de 
dados do NCBI. GmSERK (Gossypium hirsutum); CpSERK (Carica papaya); 
MhSERK (Malus hupehensis); RcSERK (Rosa canina); CsSERK (Citrus sinensis); 
CitSERK (Citrus unshiu); CpSERK1 (Cyclamen persicum); StSERK1 (Solanum 
tuberosum); SlSERK3 (Solanum lycopersicum); SpSERK1 (Solanum peruvianum); 
AtSERK (Arabidopsis thaliana); MtSERK (Medicago truncatula); CnSERK (Camellia 
nitidissima); CnuSERK (Cocos nucifera); AcSERK (Ananas comosus); ZmSERK (Zea 
mays); AaSERK (Araucaria angustifolia); BRI1 (BRASSINOSTEROID 
INSENSITIVE 1); NbSERK3b (Nicotiana benthamiana). 
 

 

Caracterização do padrão de expressão de SERK por hibridização in situ 

 

Com a finalidade de explicar o possível papel fisiológico dos transcritos de 

SERK na planta foram realizados ensaios de hibridização in situ. A análise dos cortes 

histológicos hibridizados com a sonda anti-senso demonstrou sinal característico da 

expressão de SERK nos embriões zigóticos em tempo zero de indução (Figura 5A). Os 

transcritos de BoSERK-like se distribuíram uniformemente nas células da protoderme 

do embrião e foram observados no procâmbio (Figura 5A). Nenhuma resposta positiva 

foi observada nos tecidos dos embriões com vinte dias de indução, quando hibridizados 

com a sonda senso, apenas uma coloração enegrecida, referente ao acúmulo de 

compostos fenólicos (Figura 5B). Contudo, quando foi testada a sonda anti-senso em 

outra lâmina do mesmo material (vinte dias de indução) a coloração característica foi 

observada (Figura 5C). Embriões somáticos em estádio globular inicial foram 

fortemente marcados após trinta e dois dias de indução (Figura 5D). O sinal foi visto 

também na protoderme e no domo apical do embrião zigótico (Figura 5D). Aos 

cinqüenta e dois dias, foram observados transcritos de SERK em embriões somáticos em 

diversas fases de desenvolvimento, desde aglomerados de células em proliferação a 

embriões em estádio cotiledonar (Figura 5E, F e G). Sinal mais fraco nos embriões 

somáticos em início de desenvolvimento a partir de células da protoderme na face 

adaxial e presença de compostos fenólicos nomeristema fundamental do embrião 

zigótico (Figura 5E). Embriões globulares foram fortemente marcados com coloração 
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roxa (Figura 5F), enquanto mais baixo sinal de expressão é observado em embrião 

somático em estádio cotiledonar (Figura 5G). 

 

 

Figura 5. Localização dos transcritos do gene SERK por hibridização in situ em 
cotilédones de B orellana. (A) Embrião zigótico em tempo zero (controle). (B) Embrião 
zigótico após 20 dias de indução, hibridizado com sonda senso (controle negativo). (C) 
Embrião zigótico após 20 dias de indução, hibridizado com sonda anti-senso. (D) 
Embriões somáticos (seta) e camada externa do domo apical do embrião zigótico. (E, F 
e G) Embriões somáticos após 52 dias de indução. Ax: Eixo cotiledonar; Eb: Embrião 
somático; Ct: cotilédone; Do: Domo apical; Sp: Suspensor; Pc: Procâmbio; Pt: 
Protoderme. Barras = 50 µm. 
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DISCUSSÃO 

 

Auxina, estresse e embriogênse somática em B. orellana 

A formação de embriões somáticos em Bixa orellana L. está relacionada com 

adição de reguladores de crescimento ao meio de cultivo, com a idade do embrião 

zigótico e é genótipo-dependente (Paiva Neto et al., 2003b). Apenas sob condições 

ideais células embriogênicas, determinadas geneticamente, irão se desenvolver e formar 

embriões em respostas a sinais específicos e ainda, nas células onde as condições 

fisiológicas são apropriadas (Guerra et al., 1998; 2001; Fehér, 2008). Esse fato, que 

inclui interação de fatores genéticos e fisiológicos explica porque em B. orellana e em 

outras espécies, apenas algumas células e genótipos são mais respondentes quando 

colocados nas mesmas condições de indução. 

No presente estudo, foi observada a expressão de genes SERK durante indução 

da embriogênese somática em B. orellana em meio de cultivo contendo reguladores de 

cresciemento. A presença desses reguladores no meio de cultivo é responsável pela 

ativação de diversos genes na planta, sendo aceito que estes desempenham um papel 

central na sinalização e na reprogramação de células somáticas para rota embriogênica 

(Jiménez, 2001; Fehér et al., 2003; Fehér, 2005). Entretanto, Pavlovic et al. (2012) 

observaram alta frequência de embriões somáticos obtidos no meio de indução tanto 

com 2,4-D quanto no meio com ausência do regulador. 

O ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é amplamente utilizado como agente 

de sinalização celular por desempenhar o papel de auxina na planta (dependendo da 

concentração utilizada), atuando principalmente no controle da polaridade celular no 

início do desenvolvimento do embrião (Raghavan et al., 2006). A adição de auxinas 

endógenas ou mesmo o aumento da síntese de auxinas pela própria planta é responsável 

por alterações que induzem a embriogênese (Fehér, 2003; Nawy et al., 2008). 

Em contrapartida, o uso de uma citocinina no meio indutor de embriogênese não 

é consenso entre as espécies e, normalmente é aplicada em combinação com auxina 

(Jiménez, 2001; Jiménez & Clément, 2006; Paim Pinto et al., 2011). A combinação de 

auxina com citocinina regulou positivamente a expressão de MtSERK1 (Nolan et al., 

2003). Em B. orellana foi necessária a aplicação de 4,52 µM cinetina adicionada de 

2,26 µM 2,4-D para a obtenção das frequências mais altas de embriogênese somática 

direta a partir de embriões zigóticos imaturos (Paiva Neto et al., 2003b) e 

provavelmente, uma maior expressão de SERK. 
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A embriogênese somática em plantas é variável quanto ao tecido de origem. 

Pavlovic et al. (2012) observaram que os embriões somáticos em duas variedades de 

Brassica oleracea regeneram a partir de embriões zigóticos imaturos e observaram que 

embriões somáticos secundários são originados dos embriões primários. No presente 

estudo, foi possível visualizar que as alterações nos tecidos para formação de numerosos 

embriões somáticos ocorrem nos primeiros dias de cultivo no meio de indução com os 

reguladores de crescimento e somente em embriões zigóticos imaturos, não sendo, 

portanto vistas nos embriões zigóticos com idade avançada. Esses dados estão em 

concordância com os demais relatados na literatura onde é possível observar a grande 

variação quando comparamos a obtenção de embriões somáticos em diferentes culturas. 

Muñoz-Concha et al. (2012) obtiveram embriões somáticos em Gomortega keule a 

partir de embriões zigóticos maduros e segmentos do caule. Alta frequência de calos 

embriogênicos e embriões somáticos diferenciados foram observados por Paim Pinto et 

al. (2011) em diferentes genótipos de maracujazeiro. Rocha et al. (2012) notaram os 

primeiros embriões somáticos em Passiflora cincinnata a partir da superfície abaxial de 

cotilédones de embriões zigóticos maduros. 

A desdiferenciação das células epidérmicas de B. orellana e conseguinte 

formação de embriões somáticos podem ser explicadas por uma possível condição de 

estresse a qual os explantes foram submetidos. Considerando que a quantidade de 2,4-D 

pode ser tóxica para determinados tecidos ou plantas, as alterações que ocorrem nessas 

células podem ser justificadas pelo estresse (Zavattieri et al., 2010). Esse estresse causa 

modificações no equilíbrio hormonal normal das células e faz com que estas saiam de 

um estado completamente diferenciado e retomem a atividade meristemática, denotando 

a plasticidade do hormônio nas plantas (Fehér, 2003; Zavattieri et al., 2010; Pandey et 

al., 2012; Rahman, 2013). 

Além dos fatores listados, uma nova perspectiva tem sido considerada 

mutuamente atuante no processo de ativação/silenciamento de genes envolvidos na 

embriogênese somática: o remodelamento da cromatina (Fehér, 2008; Pandey et al., 

2012). A atuação dessas duas vias em conjunto, ou seja, a ativação de um gene 

sinalizada por um agente externo pode causar o silenciamento de genes responsáveis 

pelo remodelamento da cromatina. Uma consequência desse processo é a ativação de 

rotas de genes de embriogênese somática (Fehér, 2008; Rose et al., 2010; Zavattieri et 

al., 2010; Pernisová et al., 2011; Pandey et al., 2012; Rocha & Dornelas, 2013). 
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Ativação/silenciamento gênicos são observados nas células somáticas que 

adquirem competência embriogênica durante o período de indução (Rocha & Dornelas, 

2013). Normalmente essas células percebem sinais externos, muitas vezes de células 

vizinhas, podendo ser proteínas de parede celular ou nutrientes presentes no meio de 

cultivo, como o Boro (Pandey et al., 2012). O Boro é um nutriente essencial na síntese e 

organização da parede celular e estrutura da membrana plasmática (Brown & Hu, 1997; 

Pandey et al., 2012) e está envolvido na indução de embriogênese somática através da 

sinalização de rotas via estresse (Pandey et al., 2012). 

 

Expressão de genes SERK durante a embriogênese somática 

Dentre os diversos genes que são considerados chaves para o início da 

embriogênese somática em plantas em resposta a sinais externos, os membros da família 

multigênica de receptores semelhante à quinases (RLKs), SOMATIC 

EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) desempenham papel relevante 

na aquisição de competência embriogênica e já foram caracterizados em diversas 

espécies de plantas (Schmidt et al., 1997; Somleva et al., 2000; Baudino et al., 2001; 

Hecht et al., 2001; Nolan et al., 2003; 2009; 2011). No presente trabalho foi analisada a 

expressão do gene na indução da embriogênese somática para testar a função de 

marcador de embriogênese durante o cultivo in vitro. 

Neste estudo, através da hibridização in situ, foi possível notar a presença dos 

transcritos de SERK tanto nos embriões zigóticos imaturos (tempo zero) quanto nos 

embriões somáticos nas diversas fases de desenvolvimento (desde globular a 

cotiledonar) de B. orellana. Contudo, o sinal decresceu de forma gradativa dos embriões 

mais jovens para os mais adiantados no desenvolvimento. Esse fato demonstra que a 

expressão de SERK em urucum pode estar relacionada não somente com embriogênese, 

mas também pode desempenhar função no desenvolvimento e crescimento da planta. 

Os resultados encontrados no presente trabalho são comparados, de certa forma, 

àqueles encontrados para Citrus sinensis cv. ‘Valencia’ (Ge et al., 2010), onde foi 

observada a marcação característica de SERK de forma moderada nos embriões 

somáticos em transição da fase cordiforme para torpedo e um sinal mais fraco nos 

embriões globulares. Também foi observado sinal nas células vasculares, tanto de 

embriões quanto de outros tecidos da planta (Ge et al., 2010). Em Arabidopsis, 

Kwaaitaal & de Vries (2007), notaram a marcação de AtSERK1 nas células mais jovens 

do procâmbio, o que sugere a expressão do gene na população de células TA (Transit 
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Amplifying) (Sthal & Simon, 2005). Savona et al. (2012), relataram que em ciclame 

(Cyclamen persicum) CpSERK1 e CpSERK2 são expressos tanto durante a 

embriogênese quanto na organogênese in vitro, e estão envolvidos na formação dos 

embriões somáticos e de órgãos e com sua expressão persistindo no meristema dos 

embriões e dos órgãos. 

Os resultados obtidos com B. orellana não estão em plena concordância os 

resultados alcançados em Daucus carota (Schmidt et al., 1997), Dactylis glomerata 

(Somleva et al., 2000) ou Arabidopsis thaliana (Hecht et al., 2001). Isso reflete a alta 

plasticidade do gene SERK, pois apesar de codificar proteínas com domínios tão 

conservados entre as diferentes espécies de eudicotiledôneas, monocotiledôneas e 

gimnospermas, é expresso de maneira diferenciada, de acordo com a condição 

fisiológica submetida (Steiner et al., 2012). 

 

Comparação entre BoSERK-like e SERK de outras espécies 

A análise das sequências parciais indicou o isolamento de possíveis ortólogos de 

genes SERK expressos durante a indução de embriogênese somática de B orellana. 

Avaliações posteriores levaram à conclusão de se tratar da expressão do gene SERK. 

Até onde se sabe, com base em buscas nos bancos de dados específicos, esse é o 

primeiro relato da ocorrência da expressão de genes da subfamília SERK nesta espécie. 

Com esse resultado preliminar, pode-se sugerir também a utilização desse gene 

como marcador de embriogênese somática em B. orellana, assim como em outras 

espécies de eudicotiledôneas (Schmidt et al., 1997; Santos et al., 2005; Pérez-Núñez et 

al., 2008; Ge et al., 2010; Kedong et al., 2011) e monocotiledôneas (Baudino et al., 

2001; Somleva et al., 2000). 

As sequências parciais de proteínas analisadas de B. orellana revelaram alta 

similaridade com os domínios conservados de outras proteínas SERK depositadas no 

banco de dados do NCBI (Figura 3). Assim como nas outras proteínas caracterizadas, 

notou-se uma organização bem distinta. Os domínios ricos em leucina apresentaram alta 

identidade com os de outras proteínas SERK, assim como os domínios transmembrana e 

quinase. Contudo, formou-se um grupo no qual existe uma inserção de dez aminoácidos 

próximos da região rica em prolina (SPP) e um grupo no qual estes dez aminoácidos 

estão ausentes. 

O grupo que contém na sua sequência a inserção dos dez aminoácidos é formado 

por membros SERK ou SERK1, de diversas espécies de planta e, em todos os relatos 
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estão envolvidos com embriogênese. Uma exceção nesse grupo é a presença de 

AtSERK2 que, apesar de ser diferente agrupa-se com os membros supracitados. A 

explicação mais coerente para este fato é que AtSERK1 e AtSERK2 codificam proteínas 

que compartilham mais de 90 % de similaridade em suas sequências e desempenham 

função redundante na determinação do destino celular durante o desenvolvimento da 

antera em Arabidopsis (Albrecht et al., 2005; Colcombet et al., 2005). Em Cyclamen 

persicum, o alinhamento das sequências das proteínas CpSERK1 e CpSERK2 também 

apresentou alta similaridade, o que pode indicar redundância funcional entre elas 

quando comparado com outras proteínas SERK(s) (Savona et al., 2012). 

A inserção dos dez aminoácidos nas sequências das proteínas que fazem parte 

desse grupo pode exercer influência na rota de transdução de sinais intensificando ou 

ajudando a promover a indução de embriogênese somática por proporcionar, por 

exemplo, um diferente sítio de ligação para moléculas sinais ou mesmo ajudar na 

interação proteína-proteína permitindo um melhor ajustamento durante a formação de 

homo ou heterodímeros. Entretanto, seriam necessários estudos mais refinados com 

mutantes, nos quais esses nucleotídeos fossem deletados e os fenótipos obtidos, 

avaliados. 

O outro grupo observado pelo alinhamento das sequências de aminoácidos 

compreende as demais proteínas SERK3/4/5/6. Nessas proteínas, a ausências dos 

aminoácidos foi evidenciada pela inserção de gaps para o melhor ajuste do alinhamento. 

A topologia da árvore filogenética confirmou uma provável influência da 

inserção dos aminoácidos no agrupamento das proteínas por grupos funcionais. Assim, 

os membros de SERK, SERK/1/2 agruparam em um ramo distinto dos membros 

SERK3/4/5/6 (Nolan et al., 2011). Essas proteínas tendem a formar grupos 

evolucionariamente relacionados de acordo com a função, como visto em Arabidopsis 

(AtSERK1/2 e AtSERK3/4/5) (Albrecht, 2008; Nolan et al., 2011) e Cyclamen 

(CpSERK1/2) (Savona et al., 2012). 

Os clones de B. orellana seguiram comportamento semelhante às demais 

proteínas, de forma que ‘Bo12’ pareou-se no mesmo ramo com os membros SERK, 

SERK1 de outras espécies e com SERK2 (A. thaliana). Os clones ‘Bo9’ e ‘B10’ 

agruparam-se em outro ramo, o qual reunia os demais membros SERK(s) (Figura 4). 

Com esse resultado, pode-se inferir que em B. orellana estão presentes ao menos três 

cópias distintas de SERK, pois apesar de os clones ‘Bo9’ e ‘B10’ estarem agrupados em 

um mesmo ramo, a diferença do comprimento dos ramos sugere que podem se tratar de 
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dois alelos ou membros distintos de SERK. Estudos posteriores para caracterização dos 

clones poderão confirmar exatamente quais são esses membros. 

Através da observação da árvore filogenética é possível notar diferentes 

membros das proteínas agrupados em ramos diferentes, como por exemplo, A. thaliana, 

M. truncatula e G. hirsutum (Figura 4). Esse arranjo das proteínas na árvore também foi 

observado por Santos et al. (2005) e, segundo os autores, isso indica a ocorrência de 

eventos de duplicação gênica antes da divisão dessas espécies gerando diferentes cópias 

de SERK. 

Outro fato que confirma essa análise é a topologia da árvore que dispôs as 

sequências de mono, eudicotiledôneas e gimnosperma em três ramos distintos, apesar de 

apenas uma espécie de gimnosperma ter sido adicionada no estudo (Steiner et al., 2012). 

Isso é uma forte indicação de que SERK tem funções conservadas entre as diferentes 

espécies e que os eventos de duplicação causaram alterações nas sequências 

nucleotídicas e, por consequência, em alguns aminoácidos. 

Os resultados obtidos nesse trabalho levam à conclusão de que o processo de 

embriogênese somática em B. orellana é bastante complexo, sendo desencadeado 

inicialmente pela adição de reguladores de crescimento, principalmente 2,4-D, que 

podem funcionar como moléculas sinalizadoras ao início da indução. Possivelmente, 

esses sinais externos são reconhecidos por proteínas transmembranares específicas, as 

quais participam de rotas de transdução de sinais e ativam outras proteínas internamente 

nas células. 

Entre as funções desempenhadas por essas proteínas, no presente estudo pode-se 

ressaltar que as mais prováveis são as de marcadores de embriogênese zigótica e 

somática. Foram observardos três membros da família SERK e, de acordo com as 

análises das sequências de nucleotídeos, esses membros apresentam características 

distintas nas suas sequências. Estudos posteriores promoverão um entendimento nos 

mecanismos da regulação da expressão gênica na embriogênese somática da espécie. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

No presente trabalho foi observado que os primeiros embriões somáticos de Bixa 

orellana originaram-se a partir de embriões zigóticos imaturos após vinte dias de 

inoculação em meio de indução. Aos dez dias de cultivo, foram observadas 

proliferações celulares no eixo embrionário e nos cotilédones do embrião zigótico. As 

alterações anatômicas observadas no meristema fundamental e na protoderme 

culminaram na formação dos embriões somáticos. 

Cordões de compostos fenólicos limitaram as regiões de desenvolvimento de 

embriões somáticos, os quais estavam presentes em toda a superfície do embrião 

zigótico após cinquenta e dois dias de cultivo. Polissacarídeos estavam presentes no 

embrião zigótico no tempo zero e sua diminuição foi notada no decorrer do processo. 

Compostos lipídicos foram notados no explante aos 20 dias e corpos proteicos foram 

evidenciados após 15 dias de indução e continuaram sendo observados até 52 dias de 

cultivo. 

O estudo de clonagem e caracterização de genes SERK envolvidos na 

embriogênese somática de Bixa orellana permitiu isolar três possíveis membros dessa 

família que estão envolvidos em diversas funções de desenvolvimento da planta. As 

sequências de aminoácidos das proteínas SERK de B. orellana apresentam alta 

similaridade com as de outras plantas, o que reforça a hipótese de que as funções são 

conservadas entre as espécies. Estudos de hibridização in situ demonstraram resposta 

positiva tanto nos tecidos do embrião zigótico quanto nos embriões somáticos em 

desenvolvimento. 

Os resultados apresentados nesse trabalho compõem informações importantes a 

respeito do processo de embriogênese somática do ponto de vista anatômico e 

histoquímico, além de contribuir com o primeiro registro da expressão de genes SERK 

para B. orellana, o que pode ser utilizado para subsidiar futuros estudos de expressão 

com mutantes. 


