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RESUMO

MATOS, Elyabe Monteiro de, D.Sc., Universidade Fatlde Vicosa, junho de 2013.
Caracterizacdo morfoanatdomica, histoquimica e expesdo de geneSERK durante

a embriogénese somédtica enBixa orellana L. (Bixaceae) Orientador: Wagner
Campos Otoni. Coorientadoras: Andréa Dias Koehlarzzmar Campos da Silva.

O objetivo do presente estudo foi analisar o psmele embriogénese somatica a partir
de embrides zig6ticos imaturos dgixa orellana L. (Bixaceae) sob aspectos
morfoanatdmicos e histoquimicos, além de andlisgleculares da expressédo de genes
SERK. Embrides zigoticos imaturos foram colocados enonwsS suplementado com
2,26 UM de 2,4-D, 4,52 uM de cinetina e 0,1 % de/am ativado. O inicio da
embriogénese somatica foi observado apds 10 diaseim de inducdo, com divisdes
celulares alterando o eixo embrionario e os cotiiédo Apos 20 dias, foram notados
embrides somaticos em estadio globulares iniciaiginados da protoderme dos
embrides zigdticos, limitados por corddes de congsofendlicos na camada abaixo da
protoderme. Aos 52 dias do inicio da inducdo emBriam®, embrides somaticos em
estadios iniciais, tardios e secundarios foram rhses. Analises histoquimicas
demonstraram a mobilizacdo de reservas duranteooegso. Foram observados
carboidratos totais no embrido zigético durantenici®@ do processo embriogénico,
porém, compostos lipidicos ndo foram notados nfssa Corpos proteicos estavam
presentes no embrido zigotico apos 15 dias de &wdugnalises moleculares durante a
embriogénese somatica levaram a clonagem e idew#o de trés possiveis membros
da familia SERK (BoSERK1, BoSERK2 e BoSERKS3). Andlises filogenéticas das
proteinas indicaram que o agrupamento dos difesenéenbros SERK ocorre de acordo
com a funcdo desempenhada na planta. Experimentosildalizacdo in situ
comprovaram a expressao #8#RK em células do tecido vascular e da epiderme nos
embrifes zigdticos imaturos. Sinal de intensidaai#vel foi observado nos embrides
somaticos em diferentes fases de desenvolvimeasoledglobulares a cotiledonares. Os
resultados do presente trabalho esclarecem os ggaxemorfoanatbmicos da
embriogénese somatica eB) orellana e contribuem com o primeiro registro da
expressdo de gen8BRK para a espécie, subsidiando futuros estudos dessgwr com

mutantes.
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ABSTRACT

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

This study aimed to analyze the process of son&tibryogenesis from immature
zygotic embryos oBixa orellana L. (Bixaceae) by means of morphoanatomical and
histochemical aspects of regeneration, as well akcular analysis oB8ERK gene
expression. The embryos were placed onto MS-bamkdiion medium supplemented
with 2.26 uM 2,4-D, 4.52 puM kinetin and 0.1 % aated charcoal. The initiation of
somatic embryogenesis was observed as early agayBdmthe induction medium, with
cell divisions altering the embryonic axis and tutyledons. After 20 days, somatic
embryos at early globular stage were visualize@jirating from the protodermis of
zygotic embryos, bound by a sheath-like of phenotimpounds in the subepidermal
layer. After 52 days of onset of embryo inductisomatic embryos at early and late
stages, as well as secondary somatic embryos weervaa. Histochemical analyses
demonstrated the mobilization of reserves durirgptocess. Total carbohydrates were
observed in zygotic embryo during early embryoggmacess, but lipid compounds
were not perceived at that stage. Protein bodiee pesent in the zygotic embryo after
15 days of induction. Molecular analysis during stim embryogenesis led to the
cloning and identification of three possiblERK family members BoSERK1,
BoSERK2, and BoSERKS3). Phylogenetic analysis of the proteins indicatkdt the
different members of the SERK group occur accordmthe function performed in the
plant. In situ hybridization experiments confirméed expression o8ERK in cells of
vascular tissues and in the epidermis of immataretio zygotic embryos. Signals of
variable intensity were observed in somatic embatadifferent stages of development,
from globular to cotyledonary. The results of twsrk clarify morphoanatomic aspects
of somatic embryogenesis B orellana and contribute as the first record on the cloning
and expression GERK genes for the species, supporting future expresiadies with

mutants.
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INTRODUCAO GERAL

A familia Bixaceae apresenta o gén&iga L. como unico descrito, com duas
espécies originarias da América tropical, dentas Bixa orellana L. Encontram-se na
literatura 0os nomes botanicos para esta espré;eacuminata Boj., Bixa americana
Poir., Bixa odorata Ruiz & Pav.,Bixa platycarpa Ruiz e Pav.Bixa tinctoria Salisb.,
Bixa urucurana Willd. A espécie pertence ao core Eudicotiledorndalvids, ordem
Malvales (APG lIlI, 2009).

E uma planta arbustiva, perenifélia, com copa areptamificada e altura média
de 6 m. As folhas sdo simples, alternas, peciojaglabras, com limbo ligeiramente
ovado e margem inteira e minusculos pontos colerr todo o limbo, referentes a
bixina presente no orgéao.

As inflorescéncias sdo compostas de flores brarleasmente rosadas ou
réseas, reunidas em paniculas terminais nas exiades dos ramos. Os frutos séo
capsulas ovoides (cachopas), globosas deiscertesceloracdo marrom-avermelhada
que encerram cerca de 50 sementes pequenas ensopddauma polpa macia e
avermelhada. As capsulas apresentam coloracdmbesd@ermelhada até o amarelo-
palido, passando pelo verde e sdo envolvidas poerasos espinhos flexiveis, os quais
realcam a beleza dos frutos (Franco et al., 1990).

As sementes ddixa orellana L. sdo cobertas pelo arilo, o qual contém
substancias vermelho-alaranjadas ricas em caroEnhaomo a bixina e norbixina,
sendo a bixina a de maior relevancia, representamme de 80 % dos carotenoides
totais. Esses compostos, presentes nas sementaseposplicacdo como alimento
funcional e destacam-se, entre outras razodes, gelas propriedades antioxidantes
(Kiokia & Gordon, 2003; Giorgi et al., 2013), pelootencial hipoglicémico e
terapéutico (Russel et al., 2005; 2008) e por nadulbalanco de espécies reativas de
oxigénio induzidas pelo diabetes (Rossoni-Juni@l.e2012). Além dessas atividades,
Takahashi et al. (2009) observaram que a bixinalaeg metabolismo de lipideos,
aumentando a sensibilidade de insulina em célutateddo adiposo. Ferreira et al.
(2013) notaram que extratos aquosos das sementesudam foram eficazes no
tratamento contra hiperlipidemia, uma disfuncédo gaesa acumulo de colesterol no

sangue. Outra funcéo atribuida ao corante prese@gesementes de urucum € a sua
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utilizacdo como repelente, uma protecdo para a patra o mosquito da dengue
(Giorgi et al., 2013). Em adicdo, as sementes deunn apresentam ainda compostos
precursores da vitamina E, os tocotrienois questradiversos beneficios, tais como:
reducdo do colesterol, atividade anticancer (mafigado e pele), beneficios aos
sistemas cardiovascular e nervoso, atividade adtate, anti-inflamatoria e diabetes
(GeroNova Research, Inc., 2013).

No Brasil, a espécie é nativa das florestas Amaadai Atlantica, sendo estas
florestas o seu centro de distribuicdo. E conhepajaularmente como urucu, urucum,
uruncuzeiro, agafroa e acafroeira-da-terra (Marghi®00; Silva & Franco, 2000). Em
regides do mundo pode ter diversos nomes: Atoléjode, Bija, no Peru e em Cuba;
Axiote, no México; Achiote, Achote, Anatto, BijameSanto Domingo e Porto Rico;
Bixa, na Guiana; Orleans Laum, na Alemanha; RouBmgouyer, na Franca; Analto,
em Honduras; Guajachote, em El Salvador; Onotto@illb, na Venezuela; Achiote e
Urucu, na Bolivia; Annatto e Annatto-Tree, na Ingtea; Urucu, na Argentina, entre
outros (Franco et al., 2002).

De acordo com Silva (2008), o Brasil é o pais qera uma das maiores
producdes de urucum no mundo, porém muito defieiaatqualidade do produto. Para
avaliar a qualidade da semente do urucum sao @adios alguns aspectos como a
quantidade de impurezas, teor de umidade do gk, @o teor de bixina.

Grande parte do plantio é feito nas regides NorMorleste, onde o teor de
bixina nas sementes € mais alto devido a altaiatad solar e umidade local. Porém,
atualmente, merece destaque também, a producéodests, principalmente S&o Paulo
e Minas Gerais devido as questbes de mercado: asndendemanda da industria,
necessidade de fornecimento continuo e, sobrefingistica (Silva, 2008).

A aplicacdo das ferramentas de engenharia gendiwra, destaque para a
transformacao de células e posterior regeneracgé@trinde plantas, se aliada a técnicas
do melhoramento convencional, tém grande potedeiaontribuir para 0 sucesso dos
programas de melhoramento, visto que a obtencadratesgénicos surge como
alternativa para produzir tipos cultivados supesoralém de reduzir o tempo para a
obtencdo de variedades melhoradas (Ferreira etl@®8) e também sucesso nos
sistemas de aclimatizacdo apos a regeneracdoonRarimalan et al., 2011a).

O urucuzeiro é uma planta bastante conhecida ptetigiar o pigmento bixina
(Mercadante & Pfander, 1998). Contudo, esse cavmterg encontrado nédo s6 &n

orellana, mas também er@rocus e Vitis (Ramamoorthy et al., 2010), e também na
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planta conhecida como “planta insulinaCostus pictus (Annadurai et al., 2012).
Segundo Franco et al. (2002), os carotenoides messenas sementes de urucum
constituem um importante corante utilizado na pgaddudo colorau, um produto
empregado desde a antiguidade em rituais indigeagsintura e protecédo da pele e na
culinaria de diferentes regides brasileiras.

Do urucum é fabricada a maior parte dos corantegraia utilizados na
producao de alimentos, correspondendo a 70 % dasites naturais empregados em
alimentos, como salsichas, massas, queijos, servietgurtes, recheios de biscoitos,
bebidas lacteas, sucos de frutas, colorifico easwtutras (Franco et al., 2002). Além
dessas aplicacdes principais, a espécie vegetal clamuistado uma posicdo de
destaque na industria farmacéutica (Takahashi,&2G06).

Segundo Collins & Hughes (1991), os pigmentos @ksadas sementes &e
orellana estdo entre os produtos corantes naturais peasitidra 0 consumo humano, e
ocupam a primeira colocacao dentre os corantew@glihaturais mais utilizados pela
industria, seguidos pelo carmim de cochonilha ewda (Lauro, 1991; Mercadante &
Pfander, 1998).

Parimalan et al. (2007) descreveram novas poskbidis da utilizagcdo de
algumas partes dos frutos do urucum que usualmsdibe descartadas durante a
producao do corante, e que podem gerar uma nota denrenda. O pericarpo do fruto
do urucum foi utilizado como uma nova fonte de costivel, e pode ser aplicado como
uma estratégia energética suplementar nos paisegesemvolvimento, ndo exigindo
area de cultivo complementar, além daquela jaentistpara a producéo do corante.

Devido a reproducdo ser predominantemente por ipatéo cruzada e a
propagacao realizada principalmente por semengesultivos de urucum apresentam
alta variabilidade genética, especialmente reladi@ar@m o niumero de sementes por
capsula e com a cor e o teor de pigmentos contidsstegumentos das sementes
(Franco et al., 2002; Carvalho et al., 2005; Val@¢zda et al., 2008). Esse grau de
variabilidade genética nas progénies acarreta amdgrdesigualdade das plantas (Sao
José & Reboucas, 1990; Rivera-Madrid et al., 2@0@&)fluencia no teor de bixina,
tolerancia a pragas e doencgas (Reboucas & Sa0198,

Para contornar essa situacéo, diversos trabalhregdaeracao in vitro tém sido
propostos: estudos com gemas axilares e segmendass(D’Souza & Sharon, 2001;
Paiva Neto et al., 2003a; Joseph et al., 2011)esten (Sha Valli Khan et al., 2002),

segmentos de hipocdtilos de plantas germinadastia (fPaiva Neto et al, 2003a;
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Carvalho et al.,, 2005), segmentos de raizes detaslagerminadas in vitro
(Mahendranath et al., 2012), segmentos caulinatakos e explantes nodais adultos
(Parimalan et al., 2011a; Siril & Joseph, 2013gnalde estudos com embrides
somaticos (Paiva Neto et al., 2003b; Parimalah ,e2@l11b).

A embriogénese somatica é um caso caracteristiomod®génese, onde a partir
de tecidos do explante (modelo direto) ou do camdelo indireto), formarse
estruturas semelhantes aos embrides zigéticos @&&eHandro, 1988; Guerra et al.,
1998; Rose et al., 2010), sendo uma caracterigtica de plantas (Zimmerman, 1993;
Jiménez & Clément, 2006). E uma técnica alternapisea a propagacéo clonal de
plantas, além de ser uma excelente ferramenta gsitalos bésicos e analise dos
eventos moleculares e bioquimicos que ocorrem thuemambriogénese vegetal (Santos
et al., 2005; Cangahualaocente et al., 2004; Rocha & Dornelas, 2013).

Estudos anatdmicos que caracterizem a competémdéiaagiénica dos tecidos e
a histodiferenciacdo em embrides somaticos podeneder informacdes necessarias a
compreensao do processo de embriogénese nas pl@déadoto et al., 1996;
Puigderrajols et al., 2000; Corredoira et al., 20@6ura et al., 2008). Somado a esse
conhecimento, analises histoquimicas ajudam a emtemanobilizacdo de reservas e
demandas energéticas dos embrides somaticos emag@aon{Cangahuala-Inocente et
al., 2004; 2009; Moura et al., 2010; Rocha et24l1,2).

Para complementar, genes marcadores do inicio degdndda embriogénese
somatica podem fornecer informacdes importantesesolperfil molecular das plantas
investigadas durante essa fase do desenvolvimsetalo os genes da famit&ERK
(Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase) bastante promissores nesses estudos.

O geneSERK codifica um receptor de proteina quinase do tip&R L{Leucine
Rich Repeat). As proteinas com dominio LRR estdo envolvidasraesducao de sinais
e acredita-se que medeiam as interacfes protedteirp (Shiu & Bleecker, 2001).

Esse gene foi descrito, inicialmente, em culturasbreogénicas e nao-
embriogénicas de cenouragucus carota) como um componente da via de transducgao
de sinais e dirige as embriogéneses somatica dicagfBSchmidt et al.,, 1997). A
expressao transiente foi observada nas fasesigndmaembrido, marcando células com
caracteristicas embriogénicas, até o estadio gioblel desenvolvimento do embrido.

Apds o estudo em cenoura foi observada a expredsdgenesSERK em
embrides somaticos dBactylis glomerata no inicio da embriogénese até o estadio
globular (Somleva et al., 2000) e também Amabidopsis thaliana (Hecht et al., 2001).

4



Desde entdo, estudos de expressao de genes da BERK vém sendo desenvolvidos
com diversas espécies cordea mays (Baudino et al., 2001)Medicago truncatula
(Nolan, et al., 2003, 2009, 201gjtrus unshiu (Shimada et al., 2005),heobroma
cacao (Santos et al., 2005ocos nucifera (Pérez-Nuiiez et al., 200$anax gingseng
(Kiselev & Tchernoded, 2009Araucaria angustifolia (Steiner et al., 2012Rrunus
incisa (Thunb.) (Ben Mahmoud et al., 2013), dentre outtagrsas. Esses estudos
demonstram uma grande possibilidade de uso desse gemo marcador de
embriogénese somatica.

Considerando todos os aspectos apresentados amtrnie, desde os caracteres
morfoanatdmicos até a regulacdo génica/molecutda-se a necessidade de um maior
aprofundamento no conhecimento a respeito do oads embriogénese somatica em
B. orellana. Assim, pretende-se compreender como os fatoresmgam diretamente e
indiretamente nesse evento morfogénico permitenrragdcado de um novo organismo.
Para tanto, objetiva-se nesse trabalho, caraaterizaventos anatdémicos, morfologicos
e histoquimicos ligados a inducdo da embriogéneseatica a partir de embrides
zigoticos imaturos deB. orellana, além de clonar e caracterizar os geSERK
expressos durante o periodo de inducdo e analisgpassivel fungdo na marcacdo de

células com competéncia embriogénica via hibridipdq situ.
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CAPITULO |

MORFOANATOMIA E HISTOQUIMICA DE EMBRIOES SOMATICOS DE
Bixa ordlana L.

RESUMO

Bixa orellana L. (urucum) € uma espécie que desperta grandeessi comercial
devido a bixina, carotenoide presente no teguméasosuas sementes, utilizado como
corante natural. Métodos de embriogénese somatiseam o progresso dos sistemas
de propagacdo da espécie in vitro. Analises ana®18a0 essenciais para caracterizar
as alteracOes celulares que ocorrem no procegsoa@raa compreender os fatores que
levam células somaticas a retomarem caracteristizagstematicas e se tornarem
competentes para a formacao de embrides somatlesse sentido, o presente trabalho
teve por objetivo caracterizar anatomicamente disanasob aspectos histoquimicos a
embriogénese somatica édnorellana. Embrides zigoticos imaturos foram inoculados
em meio MS suplementado com 2,26 uM de 2,4-D, 4/82de cinetina e 0,1 % de
carvao ativado. As observacdes foram feitas antdaatallacdo no meio de inducéo
(tempo zero), aos 10, 15, 20, 25, 30, 32 e 52 dasnducgédo. Foram observadas
protuberancias no eixo embrionario e nos cotilédateembrido zigético apds 10 dias
de inducdo. Embrides somaticos em estadio inicialedenvolvimento foram notados
aos 20 dias no meio de inducdo. Aos 30 e 32 dsiayam presentes embrides em
diversos estadios, como globular, cordiforme eddgy Aos 52 dias de inducéo, foi
observada embriogénese somatica secundaria. A iragidib de reservas durante a
embriogénese somatica foi estudada. Polissacarigesam presentes no embrido
zigotico no tempo zero e sua diminui¢ao foi notadalecorrer do processo. Compostos
lipidicos foram observados apenas aos 20 dias decdode corpos proteicos foram
evidenciados apos 15 dias de inducédo e continuaesnio observados até 52 dias de
cultivo. Os resultados do presente estudo contmba® melhor entendimento das
alteracdes morfoanatdmicas e histoquimicas ocarridarante o processo de
embriogénese somatica énorellana, as quais ainda nao haviam sido descritas para a

espécie até o momento.

Palavras-chave urucum, embriogénese somatica, mobilizacdo deervas,

morfoanatomia.
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MORPHOANATOMY AND HISTOCHEMISTRY OF SOMATIC EMBRYOS
OF Bixaordlana L.

ABSTRACT

Bixa orellana L. (annatto) is a species that motivates a greatngercial interest
because the bixin, a carotenoid that is presetitariegument of its seeds, is considered
a remarkable natural dye. Somatic embryogenesikiadstaim to improve in vitro
propagation systems of the species. Anatomicalaeslare essential to characterize the
cellular alterations that occur in the process laglgp us to better understand the factors
that lead somatic cells to resume meristematicagtaristics and acquire competence to
form somatic embryos. Accordingly, this study aimied characterize and analyze
anatomically under histochemical aspects somatibrgogenesis inB. orelana
Immature zygotic embryos were inoculated in MS medsupplemented with 2.26 mM
of 2,4-D, 4.52 mM kinetin and 0.1 % activated cloaic The observations were made
before the inoculation induction medium (time zemb).0, 15, 20, 25, 30, 32 and 52 d
of induction. Protuberances in the embryonic axisl &otyledons in the zygotic
embryos were observed as early as 10 d after imtuc@omatic embryos in early stage
of development were noted at 20 d in induction mediAt 30 and 32 d embryos were
present embryos at various development stages,asuglobular, heart and torpedo. At
52 d of induction secondary somatic embryogeneass ebserved. The mobilization of
reserves during somatic embryogenesis was assBypdygsaccharides were present in
the zygotic embryo at time zero and its decrease magiced during the process. Lipid
reserves were present just at 20 d and proteinebodiere observed after 15 d of
induction and continued being observed up to 52 duitivation. The results here
contribute to the understanding of how somatic exmipenesis irB. orellana triggers
morphoanatomic and histochemical alterations, whidkd not been previously

described for the species.

Keywords: annatto, somatic embryogenesis, morphoanatorsgrres mobilization
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INTRODUCAO

A espécieBixa orellana L., conhecida nacionalmente como urucum, é uma das
fontes mais utilizadas para obtencdo de corantasams sendo que 0s pigmentos
extraidos das suas sementes estéo entre os prodtaoses naturais empregados para o
consumo humano, e ocupam a primeira colocacdoedentcorantes aditivos naturais
mais utilizados pela industria, seguidos pelo carmé cochonilha e clircuma (Lauro,
1991; Mercadante & Pfander, 1998).

Devido a reproducédo dB. orellana ser predominantemente por polinizacao
cruzada, o grau de variabilidade genética nas preg@carreta em grande desigualdade
das plantas (Sao José & Rebougas, 1990; Riverailatial., 2006) e influencia no
teor de bixina, tolerancia a pragas e doencas (Relso& Sao Jose, 1996). Em vista
desse cenario, a utilizacdo da biotecnologia asdacaos conhecimentos adquiridos
com as praticas de cultivos atuais permitira querogramas de melhoramento sejam
direcionados no sentido de identificar e elegecrogamentos mais promissores que
resultem em tipos cultivados de melhor desempenh@redutividade (Franco et al.,
2002; 2003; Valdez-Ojeda et al., 2008).

A embriogénese somatica € um caso caracteristicoatbbogénese in vitro, o
gual a partir de tecidos do explante (modelo djreto do calo (modelo indireto),
formam-se estruturas semelhantes aos embridesicoigiotvia sinalizacdo externa
(Guerra & Handro, 1988; Zimmerman, 1993; Jiméné®12 Jiménez & Clément, 2006;
Rose et al., 2010). Trata-se de uma técnica atteanaom potencial aplicacdo na
propagacédo clonal de plantas, além de ser exceiemganenta para estudos basicos e
analise dos eventos moleculares e bioguimicos qoarean durante a embriogénese
vegetal (Santos et al., 2005; Cangahuala-Inocentd.,e2009; Steiner et al., 2012,
Rocha & Dornelas, 2013). Portanto, é necessariotendimento mais amplo possivel
dos mecanismos basicos da embriogénese somaticgais permitem que ceélulas
somaticas determinadas geneticamente alterem @eséino e retornem a uma condicao
indiferenciada, competentes para formacédo de ensbiiBehér et al., 2003; Fehér,
2005; Verdeil et al., 2007; Pandey et al., 2012).

Estudos anatbmicos que caracterizem a competénuriogénica e a
histodiferenciacdo em embrides somaticos podem dernesubsidios para a

compreensao mais detalhada do processo de emlegmy@as plantas (Canhoto et al.,
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1996; Puigderrajols et al., 2000; Corredoira et 2006; Moura et al., 2008; Rocha et
al., 2012). Alteragbes morfoanatbmicas nos embmieslares de laranja ‘Valéncia’
foram analisadas e as observacfes forneceram iafées que podem ser utilizadas
para aprimorar o processo de embriogénese sonpéieaa espécie, do ponto de vista
morfolégico, uma vez que foi estudado o comportamédons tecidos durante a indugéo
de embriogénese somatica (Mendes-da-Gloria et 2001). Somado a esse
conhecimento, andlises histoquimicas ajudam a estemanobilizacdo de reservas e
demandas energéticas dos embrides somaticos emaga@aon{Cangahuala-Inocente et
al., 2004; 2009; Moura et al., 2010; Rocha et24l12).

Em B. orellana, muitos estudos foram realizados visando a oticdizada
morfogénese in vitro: estudos com gemas axilareggmentos nodais (D’'Souza &
Sharon, 2001; Paiva Neto et al., 2003a; Joseph,e2(d.1), segmentos de hipocatilos
de plantas germinadas in vitro (Paiva Neto et 8033; Carvalho et al., 2005),
segmentos de raizes de plantas germinadas in (Mehendranath et al.,, 2012),
segmentos caulinares adultos e explantes nodaimad®larimalan et al., 2011a; Siril
& Joseph, 2013) e também obtencdo de embrides somdéPaiva Neto et al., 2003b;
Parimalan et al., 2011b). Entretanto, ndo ha relaterca do estudo das alteracdes
morfoanatdmicas, ultraestruturais e histoquimicas gcorrem durante a inducdo de
embriogénese somatica na espécie.

O presente trabalho visa descrever as alterac@@énaicas que ocorrem nos
embrifes zigoticos imaturos em meio de inducdonderiegénese somatica e fornecer
detalhes da sua morfologia, além de analisar a liraffo de reservas durante a

inducdo de embriogénese somaticaBmorellana.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal para inducdo de embriogénese soniéa

Como fonte de material vegetal foi utilizada umanpd hibrida d&ixa orellana
L. (Bixaceae) (gendtipo ‘M2’) proveniente do cruzarto artificial entre ‘Fruto Verde
Piloso’ X ‘Fruto Vermelho Liso’. Esta planta fazrgm de uma colecdo de matrizes
denominadas de ‘M1’ a ‘M10’ do mesmo cruzamentaliBiro & Almeida, 1992),
sendo cultivada h& cerca de 20 anos no Horto daetsilade Federal de Vigcosa —
UFV, MG.

Frutos imaturos com aproximadamente 70 dias aigese foram coletados e
levados ao laboratério de Cultura de Tecidos (BmalFV). Para desinfestacdo, as
sementes foram retiradas das cachopas sobre albacoébbcadas em tubos plasticos de
50 mL e foram incubadas com etanol 70 % durantenititos em camara de fluxo
laminar, sob condi¢cfes assépticas. Logo em segoidggnol foi retirado dos tubos e
adicionado hipoclorito de sédio comercial (Supepl®| Brasil) 50 % durante 15
minutos, sendo os tubos agitados, manualmentejaxainutos. As sementes foram
enxaguadas com agua estéril por cinco vezes eamdecem papel absorvente. Com o
auxilio de uma pinga e um bisturi, os embrides umet foram retirados das sementes e
cultivados em meio contendo sais de MS (Murashig8k&og, 1962), complexo de
vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 3 % (p/v) sa®a, 0,01 % (p/vinio-inositol,
4,52 uM cinetina, 2,26 uM éacido 2,4-diclorofenoxaco (2,4-D), 0,1 % (p/v) carvao
ativado e gelificado com 0,28 % (p/v) Phyt&g@igma-Aldrich, USA). O meio teve o
pH ajustado para 5,7 = 0,1 e depois foi esteribizaoh autoclave. Aliquotas de 10 - 15
mL foram dispensadas em placas de Petri (60 x 15 dnrRrolab, Brasil), as quais
foram vedadas com filme PVC (Goodyear, Brasil) apdsoculacdo de dez embrides
zigoticos por placa. As culturas foram mantidassata de cultivo a 27 + 2 °C, sob
fotoperiodo de 16 h com irradiancia de 36 pmd si de duas lampadas tubulares
fluorescentes (Luz do Dia Especial, 40 W, OsramgsBr O meio de cultivo foi

preparado de acordo com o proposto por Paiva Netio @003b).
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Caracterizacao estrutural e histoquimica dos embriés zigoéticos e somaticos d&.
orellana

Microscopia de luz e caracterizagcao histoquimica

Todo o processo de avaliacdo de respostas mortmgefoi acompanhado de
andlises histologicas e ultraestruturais para detraores alteragbes durante o processo
de embriogénese. Para tanto, embrides zigoticés desllana, ‘M2’ nos tempos 0, 10,
15, 20, 25, 30, 32 e 52 apos inducao foram colstadatilizados para o preparo das
laminas. As amostras foram fixadas em solucdo dend¥aky (Karnovsky, 1965,
modificado) por 24 horas, tratadas com glicina QyLpor 12 horas, desidratadas em
série etilica e incluidas em metacrilato (Histar®siLeica). Seccbes transversais e
longitudinais com 5 um de espessura, foram obgdasnicrétomo rotativo de avanco
automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., USAJoeados com azul de toluidina
(pH 3,2) para caracterizagao estrutural (O’BrieM&Cully, 1981).

Cortes histologicos foram também submetidos adegdsstoquimicos xylidine
Pounceau para deteccdo de proteinas totais (Mi@a¥,), acido peridédico — reagente de
Schiff (PAS) para polissacarideos totais (Feder'Bri@n, 1968) e sudan black (Pearse,
1980), para deteccao de lipideos.

As laminas foram montadas em agua e as imagensyadgs em microscopio
de luz (modelo AX70TRF, Olympus Optical) com siséebphoto, acoplado a camera
fotogréfica digital (modelo Spot Insight Colour ®2Diagnostic Instruments Inc.) e
microcomputador com o programa de captura de in.a@pot Basic 4.8. Secc¢bes
coradas com vermelho neutro foram examinadas nonmesjuipamento, utilizando o
sistema de epifluorescéncia com filtro UV (WU: 3&B nm), espelho dicréico (400

nm) e filtro de barreira (420 nm).

Microscopia eletronica de varredura

As amostras fixadas foram desidratadas em sérseamte de acetona, secas ao
ponto critico utilizando o equipamento modelo CRAD,Bal-Tec, Balzers, (Alemanha)
e cobertas com ouro (SCD 050, Bal-Tec, Balzersmaleha). As andlises foram feitas
utilizando um microscopio eletrbnico de varredudlgE@ 435-VP, Cambridge,
Inglaterra) no Nucleo de Apoio a Pesquisa em Maps Eletronica Aplicada a
Agricultura (NAP/MEPA — ESALQ/USP) localizado enmrdicaba,SP e no Nucleo de
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Microscopia e Microanédlise (NMM) na Universidadedéral de Vigcosa. As imagens
foram processadas digitalmente.

RESULTADOS

Andlise morfoldgica de embrides zigoticos e soméabie

N&o foram observadas alteracbes morfologicas nplees durante a primeira
semana no meio de inducéo (Figura 1A, 2A). No eotastiservou-se aos dez dias de
cultivo, o inicio do processo de embriogénese sicmafos quinze dias de cultivo
foram observadas divisdes celulares em diferentarop, as quais promoveram
alteracbes nos tecidos do embrido zigotico (Figs2B). As alteracdes ocorreram
tanto no eixo embrionario (Figura 1B), quanto noslédones (Figuras 1B; 2B), nas
mesmas regides as quais foram responséaveis pelagéo dos embrides somaticos.

Aos vinte dias, os cotilédones se expandiram tatniee delgados, com inicio
de calogénese na superficie epidérmica do eixoien#@sio, acompanhada de clorose
nos cotilédones e desenvolvimento de protuberanamsquais culminaram nos
primeiros embrides sométicos (Figura 1C). Com vinténco dias no meio de indugéo,
os embrides zigéticos estavam completamente altgrasiendo possivel observar
intensa proliferacdo de embribes somaticos em esggalbular inicial (Figura 1D).

Aos trinta dias de cultivo notou-se a presenca uhdrides somaticos em
estadios mais avancados, além dos globulares imidigigura 1E), e 0 seu
desenvolvimento prosseguiu quando observado ada &idois dias (Figuras 1F; 2C e
D). Nos cotilédones e no eixo dos embrides zigotammsreu proliferacdo celular que
gerou os embrides somaticos dos estadios globutardiforme tardio (Figuras 2C e
D).

Aos cinquenta e dois dias de inducgdo, foi possiestctar embrides somaticos
em todo o cotilédone e eixo embrionario, em estadmsdesenvolvimento iniciais
(Figuras 1G, 2E) e mais adiantados (Figura 2F)ot@dewlo a falta de sincronia da

embriogénese somatica @norellana (Figuras 1G, 2F).
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Figura 1. Aspectos morfolégicos dos embribes somaticos Bira orellana. (A)
embrido zigotico antes da inducéo (controlB). Alteracdes no eixo e cotilédones aos
15 dias. C) Aos 20 dias proliferacdo celular no eixo embrigma(D) Embrides
somaticos em estadio globular aos 25 di&y. Embrides somaticos no eixo e nos
cotilédones aos 30 diag:)(Embrido globular aos 32 dias&s) Embrides soméaticos em
diversos estadios de desenvolvimento aos 52 dias@mde inducdo de embriogénese
somatica.Ce: Embrido cotiledonarEb: Embrido;Ge: Embrido globularTe: Embrido
torpedo. Barras = 50 um

21



Figura 2. Embrides somaticos em cotilédones Biga orellana L. (microscopia
eletrénica de varredura)A) Superficie epidérmica da face adaxial do cotidao
tempo 0 (controle).B) Formacao de protuberancias na epiderme aos &5ldiaultivo.
(C) Embrides somaticos globulares aos 32 dias decawuD) Proliferacao celular e
embrido somatico cordiforme apos 32 dias de cul{lzbe F) Embrides somaticos em
estadio globular e torpedo aos 52 dias de indugaoEmbrido globularHe: Embrido
cordiforme;Te: Embrido torpedo. Barras = A: 30 um; B e C: 50 |DnE e F: 100 pm.

Caracteriza¢do anatdmica dos embrides somaticos

Embribes zigoticos imaturos (explantes) apresenpaotoderme unisseriada
com células isodiamétricas e meristema fundamdetal organizado (Figura 3A). Os
cotilédones apresentam organizacao celular comjarmuaiforme e presenca de corddes
de procambio distribuidos aleatoriamente em meimanstema fundamental (Figura
3A).

Apés dez dias de inducéo foi notada alteracdo mivdpade organizacdo das

células embrides zigodticos. Nos cotilédones, ocame células isodiamétricas em
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constantes divisdes periclinais e anticlinais naistema fundamental, evidenciadas
pela presenca de compostos fendlicos, que delinsitéwtura regido de proliferacédo
embriogénica (Figura 3B).

Aos quinze dias, divisbes celulares em orientagiestdrias promoveram uma
desorganiza¢do do meristema fundamental do cotié&donembrido zigotico (Figura
3C). ApGs vinte dias de cultivo, a camada subepidér, demarcada com compostos
fendlicos, ficou mais evidente e o0s primeiros pribades bem desenvolvidos
apresentaram protoderme definida se desenvolveaato ha face adaxial quanto na
face abaxial do cotilédone (Figura 3D).

A diferenciacdo continuou ocorrendo no embrido teigocom aumento de
compostos fendlicos nas células proximas a protoeleCom vinte e cinco dias em
meio de cultivo, foram observados o inicio da farédwa dos embribes somaticos e
desenvolvimento do procambio (Figura 3E). Embri@@saticos cordiformes estavam
presentes no material aos trinta dias de culti@presentaram estrutura com protoderme
definida (Figura 3F). No embrido zigético, um cardde compostos fendlicos foi
evidenciado em todo o meristema fundamental e dil@mua regido de desenvolvimento
dos embrides somaticos (Figura 3F).

Apés trinta e dois dias de inducdo, os embriGesatioos em inicio de formacéao
comprovaram a assincronia do evento na espéciallaSéem divisdes periclinais
denotaram o constante desenvolvimento do embrido &opmmesenca de suspensor
(Figura 3G). Embrides globulares completamente rdedeidos diferenciaram-se no
cotilédone e o procambio do embrido zigético peumit transporte de nutrientes,
necessario para o desenvolvimento dos tecidos d@almomaticos (Figura 3H).

Com cinquenta e dois dias de cultivo, o processboriegenico alcancou pleno
desenvolvimento sendo observados embrides glosulanglividualizados com
protoderme com células cuboides em divisdes amtislie embrides cordiformes
(Figura 3I). Embrides sométicos primérios foramerbados em desenvolvimento sobre
o embrido zigoético, o qual apresentou meristema domhtal completamente
desorganizado e com presenca de compostos fenélieosbrides somaticos diversos
(Figura 3J).
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Figura 3. Descricdo dos eventos anatémicos envolvidos raiegénese somatica em
Bixa ordllana L. (A) Cotilédones do embrido zigético tempo 0 (conjrobem
procambio aleatoriamente distribuidd) (Explante apds 10 dias de inducdo com
protuberancias na protodermeC)(Intensas divisdes celulares com alteracées no
meristema fundamental apés 15 dias de culti Hmbrides somaticos globulares aos
20 dias. E) Desenvolvimento dos embrides somaticos com irdoialesenvolvimento
de procambio, apds 25 dias de cultiie) Embrido somatico desenvolvido aos 30 dias
de inducéo, delimitado por compostos fendlicosesgmca de tricomas secretores nos
cotilédones do embrido zigoticds e H) Embrides somaticos globulares apds 32 dias.
(I eJ) Aos 52 dias de inducdo presenca de diversos @eshsomaticos e células com
compostos fendlicosCd: Divisédo celular;Eb: Embrido soméaticoPc. Procambio;Ph:
Compostos fendlico$t: ProtodermeSp: SuspensorSt: Tricoma secretor. Barras = 50
pm.

Andlises histoquimicas

Testes histoquimicos confirmaram a presenca de astop de reserva nas
células da protoderme dos cotilédones. Embrifestizag em inicio de inducdo
apresentaram pequeno acumulo de polissacaridegsdeme (Figura 4A). Porém, nao
foram observados lipideos na superficie epidérmiesentes na cuticula (Figura 4B), e
nao foi detectada a presenca de proteinas (Figi)ra 4

Aos quinze dias de cultivo, polissacarideos acuramiese predominantemente
nas paredes celulares acentuando a coloracdo nexgass, e também estavam
armazenados dentro das células (Figura 4D). Compditidicos estavam presentes
apenas sobre a epiderme do embrido zigotico (Figkdae corpos proteicos foram
evidenciados pela reacéo positiva com xylidine [Bean (Figura 4F).

Apoés vinte dias no meio de inducdo, observou-seioindla mobilizacdo das
reservas de polissacarideos (Figuras 4G) e resuftaditivo para reservas lipidicas
marcado pela coloragdo enegrecida proporcionada felan black B (Figura 4H).
Resultado positivo para proteinas foi detectado erobrides somaticos proximos as
células do procambio (Figura 41).

O decréscimo gradual da quantidade de polissacarifi@ marcado pelo
reagente de Schiff (Figura 4J), presente apenasegi@o abaixo dos embrides
somaticos. A diminuicdo gradual também foi notaa pipideos (Figura 4K), os quais
ficaram restritos em algumas células do meristeamaldmental. Corpos proteicos
estavam presentes em maior quantidade no merisie@miamental, logo abaixo da

protoderme (Figura 4L). Esses resultados foramreades aos trinta dias.
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Aos trinta e dois dias foram observados carboidratizés presentes nas células
abaixo dos embrides somaticos (Figura 4M). Poré&m, foram observados lipideos
nessa fase (Figura 4N). Entretanto, houve resuligositivo para proteinas nos
cotilédones e embrides somaticos ja desenvolvigigsia 40).

Andlises dos explantes ap0s cinquenta e dois daasmeio de inducdo
diagnosticaram polissacarideos, marcados pelaag@lorroseo-escura das paredes das
células (Figura 4P). Nao foi observada a presem;aaipos lipidicos no embrido
somatico (Figura 4Q). Corpos proteicos estavameptes nos cotilédones e nos

embrides somaticos (Figura 4R).

26



Sudam Black

32 dias 30 dias 20 dias 15 dias 0 dias

52 dias

27



Figura 4. Estudo histoquimico da embriogénese somaticdBigmorellana L. (A, B,

C): Seccdes transversais analisadas no tempo f2r&, F): Andalises feitas apos 15
dias de cultivo. G, H, I): Testes realizados aos 20 dias de indughd (L): Seccdes
analisadas aos 30 dias de induc8b, I, O): Analises feitas aos 32 dias de induc&y. (
Q, R): Analises feitas apos 52 dias inducdo de embnieg® somatica testadas com
reagente de Schiff (PAS), sudan black e xylidinareeau. A, D, G J, M, P) Reacao
para carboidratos totaisB,(E, H, K, N, Q) Reacao para evidenciar corpos lipidicos;
(C, F, I, L, O, R) Reacao para evidenciar corpos protei&ts. Embrido somaticaPc:
Procambioft: Protoderme. Barras = 50 pm.

DISCUSSAO

Reguladores de crescimento e embriogénese somatica

A embriogénese somatica em plantas é um procegssejmostra interessante
do ponto de vista da biotecnologia pelo fato deagembribes a partir de células
somaticas em cultura, sendo uma ferramenta impertams programas de
melhoramento genético (Quiroz-Figueroa et al., 2%y et al., 2010; Shafiri et al.,
2012).

Os embrides somaticos desenvolvidos no presentalti@aapresentam estrutura
semelhante a de embrides zigoticos, firmando assinsistema viavel de regeneragéo
in vitro de plantas (Zimmerman, 1993; Jiménez, 2@diroz-Figueroa et al., 2006).
Em Bixa orellana foram observados embrides somaticos, via embresgdireta, em
estadio globular, torpedo, cotiledonar e estes ser®lveram em plantulas.

Nesse trabalho, foi observado que o desenvolvimdat@mbribes somaticos
ocorreu a partir de algumas células protodérmioasixb embrionario e dos cotilédones
dos embribes zigoéticos imaturos d@e orellana, corroborando com os resultados
mencionados na literatura para outras espéciemiadpalgumas células ou grupos de
células desenvolvem competéncia embriogénica, ap#sateoricamente, todas as
células somaticas terem a capacidade, sob condegjecificas, de desdiferenciar,
retomar uma condicdo meristematica e gerar embgdesticos em decorréncia da
totipoténcia (Fehér, 2005; Verdeil et al., 2007mdry et al., 2012).

Para o desenvolvimento de embries somatico8 emellana foi necessaria a
combinagé&o de dois reguladores de crescimentocé@de carvao ativado (Paiva Neto
et al., 2003b), onde foram observados embriGes tsmyaairetos a partir de embrides
zigoticos imaturos em meio de inducao contendd2gleinetina quando acrescido de

carvao ativado. Assim sendo, adicionando os refdtalcancados no presente estudo,
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pode-se afirmar que paBa orellana, os reguladores de crescimento aplicados no meio
de cultivo podem contribuir para o surgimento dotdh&bes somaticos e para 0 seu
desenvolvimento em plantulas. Possivelmente, ecatudo 2,4-D e da cinetina como
moléculas sinalizadoras desencadearam uma cascainall&ue foi reconhecida por
receptores nas células que responderam se dendifardo e assumindo caracteristicas
meristematicas.

A combinacdao de fatores fisiolégicos foi respont@ee diversas alteracées dos
tecidos meristematicos e formacdo de embrides smyeaeémB orellana. Diversos
fatores desencadeiam a embriogénese somatica aetagpka podem estar relacionados
com o genatipo, condicao fisioldgica, regime deiea] tecido/6rgdo (Dodeman et al.,
1997; Fehér et al., 2003; Paiva Neto et al., 20@3battieri et al., 2010; Pandey et al.,
2012). De acordo com a condicdo de cultivo, alfexaqadicdo/retirada de nutrientes)
na formulagéo do meio, adigcdo de aclcares ou rgnaa de crescimento, excesso/falta
de luz se destacam por proporcionar um ambientguade para formacéo de embrides
somaticos (Zavattieri et al., 2010; Pandey et2012).

Os reguladores de crescimento de plantas desempeiuingdo importante no
desenvolvimento in vitro por modular a morfogéneseependendo do tipo e da dose
pode desencadear a embriogénese somatica em plRatast al., 2010; Shafiri et al.,
2012). Fehér (2008) afirmou que a presenca dosaeguds de crescimento no meio de
cultivo € um fator essencial para obtencdo de émbrsomaticos, uma vez que atuam
no controle do remodelamento da cromatina e ex@egénica. E provavel que esses
fatores sejam essenciais p&aorellana, uma vez que os embrides somaticos nessa
espécie sdo obtidos quando reguladores de cresoirsént adicionados ao meio de

cultivo.

Alteracdes anatémicas na embriogénese somética

Durante o periodo de inducdo de embriogénese stanatitempo de exposi¢ao
dos tecidos as condicbes de cultivo causa mudamgsstecidos, algumas células
adquirem atividade meristematica e diversas mit¢Sekér et al., 2003; Fehér, 2008;
Paim Pinto et al., 2011). Essas mudancas promoveforndacées, as quais S&o
causadas pelas divisdes celulares em diferentaspencerram com a formagao dos
embrides somaticos. EB orellana foram observadas diversas mudancas na estrutura

do explante logo nos primeiros dez dias de indue&stas mudancas refletem bem essa
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fase de inducdo. Rocha et al. (2012) notaram aaigéim de protuberancias na face
adaxial do cotilédone efRassiflora cincinnata em meio de inducdo de embriogénese
somatica. Contudo, essas protuberancias origirdutasite a diferenciacado dos tecidos
do explante ndo originaram calos embriogénicos ra eenbribes somaticos. Esses
resultados divergem dos encontradosBerorellana pelo fato de que as protuberancias
observadas nesta espécie originaram os embridegisomtanto na face adaxial quanto
na face abaxial do cotilédone.

Embrides somaticos diretos é8norellana sédo formados a partir das camadas de
células do meristema fundamental e protoderme tiédone e do eixo embrionario do
embrido zigético. A protoderme e células mais @dsrdo meristema fundamental
foram responsaveis pela origem dos embrides. Caagainocente et al. (2004)
notaram que uma densa camada células meristemé&ticaada na face adaxial do
embrido zigoético originou embrides dmijoa sellowiana. EmP. edulis (Paim Pinto et
al., 2011) eBactris gasipaes (Steinmacher et al., 2007) foi observada intensa
proliferacdo celular nas camadas subepidérmicasegpkntes (embrides zigoéticos)
logo no inicio do cultivo.

De acordo com desenvolvimento do embrido somadste pode ter origem
unicelular, quando é formado a partir de uma Unélala ou multicelular quando um
grupo de células da origem ao embrido. Bmorellana foi notada a presenca de
estrutura semelhante ao suspensor de embridesicagOtipico de embriogénese
unicelular (Quiroz-Figueroa et al., 2006), e també&mbriogénese de origem
multicelular assim como em outras espécies de gdaiiCanhoto et al., 1996;
Cangahuala-Inocente et al., 2004; Perez-Nuiies,e2086; Moura et al., 2008; Rocha
et al., 2012).

Andlises histoquimicas e mobilizacdo de reservas

Durante o desenvolvimento dos embrides sométicoB.arellana foi notada a
presenca de compostos fendlicos nos embrides @gotprincipalmente nas datas mais
adiantadas de cultivo. Os fendlicos sdo compostms mgpdem ser associados com
atividade antioxidante devido a capacidade de ré@magu mesmo eliminacdo de
radicais livres e diminuir os efeitos de radicaisels (Alemanno et al., 2003; Peixoto et
al., 2007; Almeida et al., 2012). Esses compostoani evidenciados nos embrides
zigoticos deB. orellana pela coloracdo com azul de toluidina e foi obsdgava

intensificacdo dos fendlicos nos explantes a megligao tempo de indugcdo aumentou.
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A presenca desses compostos nos embrifes zigafied3. orellana pode estar
associada com a protecédo dos tecidos aos radiess Uma vez que 0os compostos
fendlicos estavam presentes nas células que dmlianit os embrides somaticos.

A presenca de compostos de reserva nas sementglsuias € bastante comum,
uma vez que mobilizacdo destas reservas é neeegsara a germinacdo e o
desenvolvimento do embrido em planta adulta. A ¢adude embriGes sométicos e o
desenvolvimento destes estdo associados ao corIBWPOS proteicos presentes nos
tecidos dos explantes, os quais sao produzidossposta a estimulo externo (Feheér,
2005; Cangahuala-Inocente et al., 2009).

A quantidade inicial de proteinas no embrido zaggipode estar diretamente
relacionada com a inducdo embriogénica (Cangahnatente et al., 2009; Tan-
Wilson & Wilson, 2012). Compostos proteicos forarbservados nos embrides
zigoticos deB. orellana e também nos embrides sométicos em desenvolvirdenante
a inducao, provavelmente em resposta aos reguRdoee estavam presentes no meio
de cultivo, os quais serviram de molécula sinalizadoara conversdo das células
somaticas em embrides (Fehér, 2005; Rocha & D@n&l@l3). Esses compostos
também foram observados durante a embriogénesedisardé outras espécies como
Acca sellowiana (Cangahuala-Inocente et al., 2004; 20@jcal yptus globulus (Pinto
et al., 2010)0Olea europeae (Zienkiewicz et al., 2011)5lycine max (Kim et al., 2011),
Passiflora cincinnata (Rocha et al., 2012).

No presente trabalho, foi observado que gréos ddoa(figura 4P) estavam
presentes no embrido zigético logo no inicio dau@dd e também apos 52 dias de
cultivo, sugerindo que ocorre sintese de amido ebillmacdo durante toda a
embriogénese somatica &norellana.

A mobilizacéo de polissacarideos, juntamente comosuwiompostos de reserva,
pode ser responsavel pelo desenvolvimento dos @eshsomaticos nessa espécie uma
vez que esse processo demanda alto custo energ@fiadin et al., 2000).
Polissacarideos ocorrem no embrido zigético emrsige espécies e sédo utilizados
como reserva durante o processo embriogénico (Veetleal., 2001; Cangahuala-
Inocente et al., 2009; Moura et al., 2008; 2018td°et al., 2010). Contudo, Rocha et al.
(2012) relataram que e cincinnata grdos de amido ndo constituiram compostos de
reserva, indicando a ocorréncia de sintesgvo e também que esse compostos podem

estar associados com a sintese de lipideos.
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Os corpos lipidicos podem ser utilizados para andgéo de membranas de
organelas e células e a mobilizacdo desses compmsttoassociada com a interagédo de
diferentes organelas (Graham, 2008; Rocha et@l2)2 EmB. orellana os compostos
lipidicos foram observados apenas no embrido zig@esentes como constituintes de
membranas e aos vinte dias de cultivo. A mobilieag@sses compostos nessa espécie
pode ndo estar relacionada diretamente com a erdhgeg somatica e sim com o
desenvolvimento normal do embrido zigotico, uma ¢ee foram notados producao e
consumo de polissacarideos e proteinas no desemenito de embrides somaticos,
enquanto os lipideos praticamente ndo estavam npessePortanto, ocorre uma
divergéncia dos resultados encontrados no pregeattalho em relacdo aos outros
citados na literatura, pois a mobilizacdo de resenlipidicas é usual para
eudicotiledoneas (Miernyk & Trelease, 1981; Bewé&)Black, 1994; Martin et al.,
2002; Graham, 2008; Rocha et al., 2012).

Neste trabalho foram observados varios aspectastgsis, anatbmicos e
histoquimicos do desenvolvimento de embrides sawgf partir de embrides zigoticos
imaturos deBixa orellana e esses resultados podem contribuir para 0 emendd
mais completo da morfogénese in vitro, bem comanariegénese somatica nessa
espécie. Foi observado que embribes somaticos senwdvem a partir de
protuberancias que surgem da protoderme e saoitdelos por corddes de compostos
fendlicos no meristema fundamental. Os compostosederva de carboidratos e
proteinas, principalmente, sdo mobilizados e amilino desenvolvimento dos
embrides somaticos. Os compostos lipidicos forasemados apenas no inicio da

inducéo e apos vinte dias no meio de cultivo.
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CAPITULO Il

CLONAGEM E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE GENES SOMATIC
EMBRYOGENESIS RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) EM BixaorellanaL.

RESUMO

Os genessERK (Somatic Embryogenesis Receptor-Like Kinase) estdo envolvidos em
varios processos de desenvolvimento, incluindo ognamacdo celular e como
marcadores de pluripoténcia em células. As protetwdificadas por esses genes
pertencem a classe dos receptores de membranpodBIK (Receptor-Like Kinase).
Ortologos de geneSERK foram descritos em varias espécies de plantas, @&®m
sequéncias de aminoacidos e o padrdao de expredsinerte conservados e
apresentados como pequenas familias multigénicasseNtrabalho, procedeu-se a
clonagem e caracterizacdo de geBERK envolvidos na embriogénese somatica de
Bixa orellana L. Para tanto, foi extraido RNA total de embridggticos imaturos apos
30 dias em meio de indugcdo de embriogénese som&tcasintetizado o cDNA fita
simples e amplificado por PCR utilizando-se 6 corabdes de primers degenerados.
Os fragmentos de tamanhos esperados foram puriicddogel, ligados em vetor e
inseridos em células ultra-competentes. Foram adtii4 clones positivos de 4
combinagdes diferentes de primers, sendo que désskeses (‘Bo9’, ‘Bol0’ e ‘Bol2’)
demonstraram diferencas nas suas sequéncias dmtidebs e foram escolhidos para
representar os demais. As sequéncias de aminoadethszidas dos clones ‘Bo9’,
‘Bo10’ e ‘Bol12’ deB. orellana apresentaram alta similaridade com proteinas S&RK
outras espécies de plantas. O relacionamento fig® das sequéncias isoladasBde
orellana com as de outras espécies sugere que as funcégsratainas podem ser
conservadas na espécie e também nos diferentessgepplantas (monocotiledéneas,
eudicotiledbneas e gimnospermas). Estudos de egwepor hibridizacdo in situ
demonstraram presenca dos transcritoSERK ndo somente nos tecidos do embrido
zigotico, mas também nos embribes somaticos endiestglobular, cordiforme,

torpedo e cotiledonar. Todavia, com fraco sinakaadtima fase de desenvolvimento
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embrionério, indicando expresséo reduzid&88RK. Consistentemente, a sonda senso
ndo apresentou a marcacao caracteristica de kdgéh. Esse trabalho apresenta o
primeiro relato sobre a caracterizacdo de gesieRK em B. orellana (BoSERK)
expressos sob a condicdo de inducdo de embriogé&wsratica. Contribui com
informacgdes importantes para o melhor entendimerdaracterizacdo da embriogénese
somatica do ponto de vista molecular, subsidiarefodes adicionais na aplicacdo da

embriogénese somatica na propagacédo massiva anséotmacao genética da espécie.

Palavras-chave Embriogénese somatica, filogenia, hibridizacdo situ, SERK,

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

ABSTRACT

The SERK (Somatic Embryogenesis Receptor-like Kinase) genes are involved in
various developmental processes, including cellrogg@amming and pluripotency
markers in cells. The proteins encoded by thesesgeeleng to the class of membrane
receptor type RLKReceptort ike Kinase).SERK gene orthologs have been described
in various plant species with amino acid sequerces patterns of expression highly
conserved, and presenting themselves as smallganéi families. In this work the
cloning and characterization 8ERK genes involved in somatic embryogenesiBiaa
orellana L. were carried out. Total RNA was extracted fronmature zygotic embryos
after 30 days on somatic embryogenesis mediumle&sitand cDNA was synthesized
and amplified by PCR, using 6 degenerated primersbinations. Fragments of the
expected sizes were purified from the gel, and Vieted into vector, and then were
inserted into ultra competent cells. Fourteen pasitiones were obtained from 4
different combinations, and 3 these clones (‘BoB10’ and ‘Bol2’) demonstrated
some differences in their nucleotide sequencestlaeyl were selected to represent the
others clones. The deduced amino acid sequencéseotlones ‘Bo9’, ‘Bol0’ and
‘Bol12’ from B. orellana showed high similarity to sequences of other plaBRK
proteins. The phylogenetic relationship among SE&i#uences isolated frorB.
orellana with other species suggests that conserved furecttan be maintained in the
specie and different groups of plants (monocotdjcetyledonous, and gymnosperms).
Expression studies by in situ hybridization revdalihe presence of th&ERK
transcripts not only in zygotic embryo tissues, &igb in somatic embryos at different
stages: globular, heart, torpedo and cotyledortdoywever, with weak signal in this last
phase of embryo development, indicating reducedessgmon ofSERK. Consistently,
the sense probe showed no hybridization featuris. Wwark shows the first report on the
cloning and characterization 8ERK genes irB. orellana (BoSERK) expressed under
the condition of induction of somatic embryogenesmsl, contributes with important

information for a better understanding and char&agon of somatic embryogenesis at
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molecular point of view, supporting additional stslion the application of somatic
embryogenesis in mass propagation and genetidoramstion of the species.

Keywords: Annatto, in situ hybridization, phylogeny, SERKnsatic embryogenesis.
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INTRODUCAO

O urucum Bixa orellana L.) é uma planta arbustiva da qual é extraido o
carotenoide bixina, um dos mais importantes cosantdizados pelas industrias de
alimento, farmacéuticas, téxteis e de cosméticaaz(@t al., 2008). O carotenoide é
utilizado desde a antiguidade em rituais indigenaspintura e protecdo da pele e na
culinaria de diferentes regides brasileiras, nagaeas Central e do Sul (Franco et al.,
2002).

Esta espécie reproduz-se por polinizacdo cruzagleagropagacao € realizada
principalmente por sementes, 0 que acarreta em \atdabilidade genética,
especialmente relacionada com o nimero de semeottegpsula e com a cor e o teor
de pigmentos contidos nos tegumentos das semé&mgx( et al., 2002; 2003; Valdez-
Ojeda et al., 2008). Para contornar essa situat@ersos trabalhos in vitro tém sido
propostos: estudos com gemas axilares e segmendass(D’Souza & Sharon, 2001;
Paiva Neto et al., 2003a; Joseph et al., 2011), sementes (Sha Valli Khan et al.,
2002), com segmentos de hipocétilos de plantasigadas in vitro (Paiva Neto et al,
2003a; Carvalho et al., 2005), com segmentos degale plantas germinadas in vitro
(Mahendranath et al., 2012), com segmentos caaBnadultos e explantes nodais
adultos (Parimalan et al., 2011a; Siril & JosepH,30aléem da obtencdo de embrides
somaticos (Paiva Neto et al., 2003b; Parimalah e2@11b).

A embriogénese somética € um método de propagac@tadtas onde células
somaticas sofrem alteracdo na rota de diferenciacdornam-se competentes para
formar embrides (Zimmerman, 1993; Rocha & Dornel2813). Essa ferramenta
desperta interesse nos estudos de desenvolvimastpldantas e serve como modelo
para estudos de embriogénese por apresentar mmoaniaoleculares semelhantes a
embriogénese zigotica (Dodeman et al., 1997).

Genes marcadores do inicio da indugcdo da embrisgésematica podem
fornecer informacdes importantes sobre o perfil aoalar das plantas investigadas
durante essa fase do desenvolvimento. Dentre essess, destaca-se SDMATIC
EMBRYOGENES S RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) que foi descrito inicialmente
na formacéo de embribes somaticos em cen@aac(is carota) (Schmidt et al., 1997).
Desde entdo, esse gene tem sido estudado em thfeespécies de plantd3actilys
glomerata (Somleva et al., 2000Arabdopsis thaliana (Hecht et al., 2001)/ea mays
(Baudino et al., 2001)Medicago truncatula (Nolan et al., 2003)Helianthus annuus
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(Thomas et al., 2004ryza sativa (Hu et al., 2005)Citrus unshiu (Shimada et al.,
2005), Theobroma cacao (Santos et al., 2005%0lanum tuberosum (Sharma et al.,
2008), Cocos nucifera (Pérez-Nufiez et al.,, 2008Ranax 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., 2012Prunus incisa (Thunb.) (Ben Mahmoud et al., 2013),
entre outras, o que confirma a sua utilizacdo coracador de embriogénese.

O geneSERK codifica proteinas receptoras tipo quinas&sdptor-Like Kinase
- RLKS), as quais fazem parte da subclasse UREc(ne Rich Repeat) (RLK-LRR). As
proteinas com dominio LRR estdo envolvidas na ditwzg@o de sinais e acredita-se que
medeiam as interacdes proteina-proteina (Shiu &dBkey, 2001).

Os receptores quinases sao proteinas que apresemtanorganizacdo padréo
dos trés dominios que as compdem: um dominio ettdac variavel, um dominio
transmembranar e um dominio quinase intracelul&iu(® Bleecker, 2001). No
dominio extracelular estdo presentes um peptideal, sim ziper de leucina, cinco
regides ricas em leucina (apenas SERK tem 5 regi@eslo esse numero variavel nos
diferentes receptores) e um dominio rico em prolelusivo de proteinas SERK.
Logo em seguida estdo presentes na sequéncia é@mpram dominio transmembrana,
um dominio quinase intracelular constituido de or#dominios, seguido da
extremidade carboxi-terminal (Schmidt et al., 199&cht et al., 2001).

Foram identificados diferentes membros de prote®BRK nas plantas, de
acordo com a espécie: em cenoaSERK (Schmidt et al., 1997), em Arabidopsis,
AtSERK1/2/3/4/5 (Hecht et al., 2001), em alfatdtSERK1/2/3/4/5/6 (Nolan et al.,
2003; 2011), em soja, potencialmente GMSERK (Nolan et al., 2011) e efrunus
incisa (Thunb.) (Ben Mahmoud et al., 2013).

O objetivo do presente estudo foi isolar e caraaems genes da subfamilia
SERK, além de analisar o seu perfil de expressao éidacgor hibridizacao in situ os
tecidos onde ocorre a expressdo do gene durantebaogénese somatica eB
orellana. Pretende-se também com esse trabalho fazer aciamdmento filogenético
entre as proteinas SERK Berellana com as de outras espécies ja caracterizadas.

No presente estudo, trés sequéncias parciais apmade alta identidade com
membros da familisBERK de outras espécies foram isoladas a partir de cONA

culturas embriogénicas d& orellana aos 30 dias de cultivo. O padréo de expressao
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desses genes durante o processo de indugdo dapgémica soméatica foi investigado
por hibridizac&o in situ em diferentes estagiosuwtura. O relacionamento filogenético
com membros de outras espécies sugereBp$ERKs podem estar envolvidos em

diferentes funcdes ao longo do desenvolvimentdalaa

MATERIAL E METODOS

Material vegetal para inducdo de embriogénese soniéa

Como fonte de material vegetal foi utilizada umanph hibrida d8ixa orellana
L. (Bixaceae) (gendtipo ‘M2’) proveniente do cruzarto artificial entre ‘Fruto Verde
Piloso’ X ‘Fruto Vermelho Liso’. Esta planta fazrgm de uma colecdo de matrizes
denominadas de ‘M1’ a ‘M10’ do mesmo cruzamentaliBiro & Almeida, 1992),
sendo cultivada ha cerca de 20 anos no Horto deethilade Federal de Vigcosa —
UFV, MG e para qual foi estabelecido o protocoloedgbriogénese somatica (Paiva
Neto et al., 2003b).

Frutos imaturos com aproximadamente 70 dias aigese foram coletados e
levados ao Laboratério de Cultura de Tecidos (BmadFV). Para a desinfestacdo, as
sementes foram retiradas das cachopas sobre albacoébbcadas em tubos plasticos de
50 mL e foram incubadas com etanol 70 % durantenititos em camara de fluxo
laminar, sob condi¢cfes assépticas. Logo em segoidggnol foi retirado dos tubos e
adicionado hipoclorito de sédio comercial (Supeol®f, Brasil) 50 % durante 15
minutos, sendo que os tubos eram agitados manu@aeada 5 minutos. As sementes
foram enxaguadas com agua estéril por cinco varmEssivas e colocadas sobre papel
absorvente. Com o auxilio de uma pinca e um bjsasiembrides imaturos foram
retirados das sementes e cultivados em meio camtaid de MS (Murashige & Skoog,
1962), vitaminas B5 (Gamborg et al., 1968), 3 Yaszge, 0,01 % (p/vhio-inositol,
4,52 uM cinetina, 2,26 uM éacido 2,4-diclorofenoxaco (2,4-D), 0,1 % (p/v) carvao
ativado, gelificado com 0,28 % (p/v) PhytdyéBigma-Aldrich, USA). O meio teve o
pH ajustado para 5,7 + 0,1 e depois foi esteribzawh autoclave (121 °C). Aliquotas de
10 - 15 mL foram colocadas em placas de Petri dlegboeno cristal (60 x 15 mm, J.
Prolab, Curitiba, Brasil), as quais foram vedada® ¢ilme PVC (Goodyear, Paulinia,

Brasil), apds a inoculacdo dos embrides zigoticos.

a7



As culturas foram mantidas em sala de cultivo & 27°C, sob fotoperiodo de
16 h com irradiancia de 36 pmol“s® de duas lampadas tubulares fluorescentes (Luz
do Dia Especial, 40 W, Osram, Sao Paulo, Brasilin€o de cultivo foi preparado de

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

Clonagem e caracterizagédo de gen&&RK emB. orellana

Extracdo de RNA total

RNA total foi extraido a partir de culturas embéoagas com 30 dias em meio
de inducao, utilizando o kit RNAqueduambior® (Life Technologie8"), de acordo
com recomendacdes do fabricante. A quantificaca@MaA foi realizada em NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologi€$ com absorbancia de 260 nm e a integridade das
amostras verificada por eletroforese em gel deosgaa 1,2 % em condi¢des livres da
acdo de RNAses.

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

Para a sintese de cDNA fita simples, 2 ug de RN& ®Oligo(dT) 15 Primer
(Promega, USA) 40 uM, em um volume total de 12 h &ua DEPC, foram
incubados a 65 °C por cinco minutos, em seguid@ehm por dois minutos. Logo apos,
foram adicionados 4 pL do tampéo de sintese deeparfita de DNA, 2 pL de mistura
de dNTPs (10mM cada) e 1 pL (200 U) da enzima triptase reversa (SuperScfipt
Reverse transcriptase, Invitroged™), conforme recomendacées do fabricante. A reacédo
ocorreu em um ciclo de 42 °C por 50 minutos segui#45 minutos a 70 °C para a
inativacdo da enzima no termociclador (Biocycle2b)J O cDNA foi armazenado a -

20 °C, até o momento do uso.

Amplificacdo e clonagem da sequéncia codificadoraedsERK

O cDNA sintetizado foi utilizado como molde para amplificacdo das
sequéncias codificadoras de gelsE&RK expressos durante a embriogénese somatica
emB. orellana.

Para amplificacdo foram utilizados iniciadores daegados desenhados por
Baudino et al. (2001) nas seguintes combinacfeS55851-S4; S2-S5; e S2-S4 (Tabela
1; Figura 1).
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Tabela 1.Iniciadores degenerados utilizados para amplificadle SERK em cDNA de
Bixaorellana L. e alocalizacdo na proteii(Baudino et al., 2001

i A Dominio
Iniciadores Sequéncia
estrutural
S1 STGTHACRTGGGTRTCCTTGTARTCCAT: Dominio quinase
(exon VII)
S2 5CGRTGMACWGCCATRCTIATCATS Dominio quinase
(exon 111)
S3 5GTGAAYCCTTGCACATGGTTYCATGT3 Ziper de leucina
S4 5CCMTGYCCIGGATCTCCCCITTT3 SPP
S5 5’ATGCACTSACYAATATYACWACYCTTCAAG3 LRR

W=AouT,R=AwG, M=AouC;Y=CouT,H=AouOuT;S=CougG;S1
S2 (iniciadores revesos); S3, S4 e S5 (iniciadodiretos).
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Figura 1. Estruture geral de geneSERK e posicdo dos ilicadores degenerad
utilizados na amplitagdo. PS = Peptideo sinal; ZIP = Ziper cucina putativo; LRR :
Repeticbes ricas n leucina; SPP = Regido rica em ina; TM = dominic
transmembrana; Qnase = dominio quinase da proteina; Regido Carbo:-terminal.
Modificado de Baumo et al. (2001

A reacdo dePCR ocorreu em um volume final de 2L contendo: 2,0 pL d
cDNA concentrado2,5 pL de tampéo 10X, 0,5 pL de dN* (10mM), 0,75 puL d
MgCl, (50 mM), 11L de cada iniciador e 0,2 de Platinurfi Tag DNA polimerase
(Invitrogen™). Foi utilizado o seguinte programa de amplifido: desnaturacdo a
°C por cinco minws, 35 ciclos a 95 °C (1 minuto), 50 °Q minuto) e 72 °C (
minuto), e uma extisao final a 72 °C por cinco minutoss produtos da amplificacé
foram analisados p eletroforese em gel de agarose 1,

Os fragmens amplificados foram purificados a fr do gel de agaros
utilizando o Kit Wizarc® SV Gel e PCR clean up (PromegasA), de acordo com ¢
instrucdes do falrante

Ap6s aquartificacdo, os fragmentos foram ligados vetor pGEN®-T Easy
Vector Systems (Pmega, USA) na proporcdo 3:1 de inserztor com a enzima T
DNA ligase (Promga, USA), seguinc-se instru¢cdes do fabante. A transformacé
em Escherichia coli (células ultracompetentes D)5 por choq térmico, foi realizad
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utilizando-se 2 pL da ligacdo e 40 pL de célulasacdmpetentes (1 x 30 Apods
incubagdo, a 37 °C por 1 hora, as células foramueladas em meio seletivo LB
(Sambrook & Russel, 2001) so6lido, contendo 100 jLgdsampicilina, 20 pg/mL de 5-
bromo-4-cloro-3-indolilp-d-galactopiranosideo (X-Gal) (Promega, USA), 0,M m
isopropil-beta-D-tiogalatopiranosideo (IPTG) (Prgae USA) e, posteriormente,
incubadas a 37 °C por aproximadamente 14 horaa. &@aonfirmacao da presenca do
inserto no vetor, o DNA plasmidial das col6niagsinadas foi clivado com a enzima
de restricAdzcoRI e os fragmentos foram separados por eletrof@esgel de agarose
1,0 %.

Sequenciamento dos clones e analise das sequéncias

Os clones confirmados pela analise de restricdanfosequenciados pela
empresa Macrogen, localizada na Coreia do Sul.|@gg foram sequenciados nos
sentidos senso e anti-senso com os iniciadoresrsaigeM13 e SP6, respectivamente.

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

As sequénciagonsensus obtidas foram comparadas com as sequéncias ja
depositadas no banco de dados do NCBI utilizandogegrama BLASTn (Altschul et
al., 1997). O programa ORF Finder (http://www.ndbi.mih.gov/projects/gorf/) foi
utilizado para identificacdo da fase de leituraedgdo das proteinas. As sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos foram alinhadas comésetpas homélogas de proteinas
SERK disponiveis no banco de dados do NCBI com mdémtidade as dB. orellana

para analise dos dominios conservados.

Andlise filogenética

O relacionamento filogenético das sequéncias deKS#dRB. orellana com as
de outras espécies foi inferido mediante a condtrude arvores filogenéticas. As
sequéncias obtidas foram alinhadas com sequéncias eddicotiledbneas,
monocotiledbneas e gimnospermas, disponiveis no B&dn

(http://www.ncbi.nih.nlm.go\

Alinhamentos multiplos foram obtidos utilizando-se programa MUSCLE
(Edgar, 2004) implementado no MEGA versao 5.0 (Tranet al., 2011) disponivel em
http://www.megasoftware.net/mega5. Arvores filogmaés foram obtidas utilizando o

método de distanciéleighbor-Joining (NJ) (Saitou & Nei, 1987) com o modelo de

50



substituicdo JTT (Jones et al., 1992) e distrituiG&mma. A confiabilidade de cada
ramo da arvore foi estimada via tedeotstrap (Felsenstein, 1985), com 1000

repeticoes.

Localizacao dos transcritos dos gene&3ERK durante a embriogénese d8. orellana
por hibridizag&o in situ

Coleta e preparo dos tecidos

Embrides zigoticos com 0, 10, 15, 20, 25, 30, &2dias de inducdo foram
coletados em condigdes livres da acdo de RNasesreas imediatamente em solucao
fixadora (paraformaldeido 4 % e glutaraldeido @@2%m tampéo fosfato de sédio 0,01
M, pH 7,2). As amostras foram submetidas a vacud. pgwra, a temperatura ambiente.
Em seguida, a solugéo fixadora foi renovada e asstaas foram mantidas a°C
durante a noite.

No dia seguinte, as amostras foram lavadas em tafopato de sodio 0,01 M,
pH 7,2 e desidratadas em série etilica (30, 5080085, 90, 95 e 100 %), por 1 hora
cada. As amostras foram infiltradas em parafintoldigica (Dindmica, Brasil), e para
tanto, foram desidratadas em séries crescentetadel:&ilol nas propor¢cdes 3:1, 2:1,
1:1, 1:2, 1:3, v/v e xilol puro (duas trocas), sede cada etapa teve a duracdo de pelo
menos 12 horas. Durante a etapa de xilol puropasisas foram colocadas em estufa a
65°C e foram sendo acrescentados flocos de paraficadA troca, era descartado um
terco da solucéo dos frascos e acrescentados flowos de parafina, até a substituicao
completa de xilol por parafina pura. As amostraiarfocolocadas em formas de papel e,
apos a polimerizacao fixadas em blocos de madaistogadas a%C.

Seccdes de 10 um foram obtidas em micrétomo rotdévavanco manual Leica
RM2255 (Leica, Alemanha) e colocadas em banho-n@mdendo agua tratada com
dietil pirocarbonato (DEPC), aquecida a®@para distender as secc¢des e depois foram
colocadas em laminas livres de RNAses.

As laminas utilizadas receberam um pré-tratameoto Extraif 5 % (Merck,
Alemanha) durante 4 horas, depois foram tratadasamido cloridrico 10 % por mais 4
horas e, logo apds foram enxaguadas em agua eegicas em estufa a%®h Apds
essa etapa, as laminas foram esterilizadas enaesl8(°C e passaram por tratamento
com organossilano (Sigma-Aldrich, USA), consistinids seguintes etapas: imersdo em
acetona durante 10 segundos, depois imersao emasotle organossilano 2 % em
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acetona durante 6 minutos e, por fim, imersdo eztoaa durante 10 segundos. Depois
desse processo, as laminas foram secas em ediGféCae armazenadas &°@, até o
momento do uso.

Antes da hibridizagao, a parafina foi removida elol 100 % (duas trocas de 5
minutos), xilol:etanol (1:1, v/v) por 5 minutos &eol 100 % (10 minutos). As laminas

foram secas a temperatura ambiente.

Sintese das sondasense e antisense marcadas com digoxigenina

Foi utilizado como molde para sintese das sondadragmento de 595 bp,
referente ao clone Bo6 (Tabela 2), de uma regidsetuada que codifica parte da
regido rica em leucina e os dominios SPP, espedl#gcSERK e ausente nas demais
proteinas LRR quinases, o dominio transmembranari glo dominio quinase. O
fragmento foi amplificado a partir de 10 ng do DNlasmidial utilizando os iniciadores
T7 e SP6, nas mesmas condicdes de amplificacaecefeionadas anteriormente. Os
produtos amplificados foram purificados com ferlok@formio (1:1) e em seguida em
cloroférmio puro para remoc¢éo do fenol. A precighia do DNA foi feita com acetato
de s6dio 3 M (1/10 volumes) e 2 volumes de etamsblato. Os produtos foram
quantificados em gel de agarose 1,0 % com o auddionarcador de peso molecular
Low DNA Mass Ladder (Invitrogerf). A escolha do clone foi feita apés analisar a
orientacédo do inserto na sequéncia. O clone eslmfidara sintese da sonda foi estocado
em glicerol 20 % a -80 °C.

Para a sintese das sondas, 1 ug de cada um dastggrqulrificados foi
utilizado. As sondas de RNA (senso e anti-sens@)ricsintetizadas por transcricéo
vitro, utilizando oDIG RNA Labeling kit (SP6/T7) (Roch&) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A concentracdo da somidaefificada por eletroforese em gel
de agarose 1,2 % utilizando 100 e 200 ng do canpositivo de RNA marcado (vial 5

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

Reacéo de hibridizagéo

Uma aliquota de 60 ng de tRNA de levedura (Inviérdy e 60 ng de sonda
foram desnaturados a 80 °C por 5 minutos e adidmha 100 pL do tampédo de
hibridizacdo (Tris-HCI 10 mM pH 7,5, NaCl 300 mMyifnamida 50 %, EDTA 1 mM
pH 8,0; solucdo de Denhardt 1X). Para a hibridiaa¢20 puL do mix de hibridizac&o
foram colocados sobre cada lamina e cobertas comfilRd. As laminas foram
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incubadas em camara Umida, a 42 °C, no escurajmpgqueriodo de aproximadamente
16 horas.

Reacao de pos-hibridizacéo e deteccao imunolégica

Apés a hibridizacdo, as laminas foram lavadas ei@ 8%, 2X, 1X e 0,5X
(solugdo SSC 20X = NaCl 3 M, Maitrato 0,3 M, pH 7,2), cada solugdo por 20
minutos. Em seguida, foram mantidas por 5 minutoganmpéao de deteccao 1 (0,1 M
de Tris-HCI pH 7,5; 0,15 M de NaCl) e incubadas @& minutos na solucao
bloqueadora 2 (tampédo de deteccdo 1 acrescido de B$o0). As sec¢Oes foram
novamente lavadas em tampéo de deteccao 1 poruiasia incubadas durante 1 hora
com anticorpoAnti-Digoxigenina-AP, Fab Fragments (Roché&) diluido 1:1.000 em
tampéo de deteccdo 1. Apos a sequéncia de duagefeyade 15 minutos cada, em
tampéao de deteccédo 1 e uma lavagem de 5 minutéarep@o de deteccéo 3 (0,1 M de
Tris-HCI pH 7,5; 0,1 M de NaCl; 0,05 M de MgQiom pH final ajustado para 9,5) as
seccOes foram incubadas em solucéo de coloracadenciond,5 L de BCIP (5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato) (Promega, USA) (0,05 d/me 45 pL de NBT
(nitrobluetetrazdélio) (Promega, USA) (0,05 g/mL) ein mL de tampdo 3 por
aproximadamente 40 minutos, no escuro. Para cess@acdo, as seccOes foram
incubadas no tampéao de deteccéo 4 (0,01 M de TispH 8,0; 1 mM EDTA) por 10
minutos, e depois, lavadas duas vezes em agudilsidasAs laminas foram montadas
em agua ultrapura.

A anadlise e captura das imagens foram realizadasnaroscopio de luz e
fluorescéncia (Olympus AX70TRF, Olympus Opticalp@@ com sistema U-Photo,
acoplado a camera fotografica digital (modelo Spetght Colour 3.2.0, Diagnostic
Instruments Inc.) e microcomputador com o progrdmaaptura de imagens Spot Basic
4.8.

RESULTADOS

Obtencéo dos embrifes somaticos
Os embribes somaticos d& orellana se desenvolveram por embriogénese
direta a partir de embrides zigéticos imaturosdamb eixo embrionario quanto na

regido cotiledonar nas faces adaxial e abaxial.
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As células do eixo e dos cotilédones dos embri@ggizos no tempo 0 (inicio
da inducdo) sdo constituidas de superficie lisanéoeno nitido. Logo depois, com o
inicio da inducéo, os tecidos apresentam grandergmsizacido devido ao constante
processo de divisbes celulares que culmina na fgimalos embrides somaticos.
Estruturas proembrionarias e embrides somaticoulglas foram observados a partir
do décimo e vigésimo dias de cultivo, respectivameAo final de 30 dias, foram
observados embrides nos diversos estadios de dadgemento desde estruturas

proembrionarias, embrides globulares a embridesstédio cotiledonar.

Clonagem da provavel sequéncia codificadora d&ERK emB. orellana

Todas as combinacfes de iniciadores degeneradbsléTd) utilizados para a
amplificacdo do cDNA deSERK em B. orelana (‘M2’) geraram fragmentos
apresentando tamanhos esperados no gel. A amgéificde produtos inespecificos foi
também observada nas combinacdes de iniciador&4 8554/S1, entretanto apenas 0s
fragmentos de tamanhos desejados foram purificddogel. Esses fragmentos foram
clonados e através da analise de restricao forantifidados 14 clones positivos das
combinagdes S5/S1, S5/S2, S3/S1, S3/S2. Nao falamificados clones positivos para
as combinagBes S4/S1 e S4/S2. Os clones foram adowerde 1 a 14 e, apdés
sequenciamento apresentaram tamanhos variadosodéoacom a combinacdo de

iniciadores (Tabela 2).

Tabela 2. Tamanho dos fragmentos dos clones positivos doAcB&Bixa orellana L.
(‘M2’) obtidos por PCR de acordo com a combinag@anitiadores

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

Como esperado a combinacdo S3/S1 apresentou asema@quéncias com
cerca de 1189 bp. A combinacédo S5/S2 gerou cloaegprbximadamente 596 bp e a

combinagdo S5/S1 gerou um unico clone com fragnua@il0 bp.
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Andlises dos homologos dBERK através das sequéncias de nucleotideos

A comparacdo das sequéncias nucleotidicas dossckeguenciados com as
depositadas no banco de dados demonstrou altéddéatcom os homologos 8ERK.
As sequéncias de nucleotideos dos 14 cloneB. d#ellana foram alinhadas e um
cladograma construido para analisar a proximidaddoa mesmos (dados nao
mostrados). Apos andlise, foram selecionados oesltB09’, ‘Bo10’ e ‘Bol2’ devido
a diferencas encontradas no agrupamento. O clao® dpresentou alta identidade (79
a 83 %) com SERK2 e SERK3 de espécies pertencartddsrentes familias botanicas
(Tabela 3). O clone ‘Bol0’ apresentou maior ideadiel com SERK3 d&ossypium
hirsutum (82 %) (Tabela 4). O clone ‘Bol2’ apresentou itkade de 88 % com SERK
de Theobroma cacao e Citrus sinensis, e 79 a 86 % com SERK1 ddedicago

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

Tabela 3. Comparacdo da sequéncia nucleotidica do clone’/Bitida a partir de
cDNA amplificado com a combinagcéo S3/S1 (1.189 bpjn as sequéncias de outras
espécies depositadas no banco de dados

Acesso Descricdo Banco Cobertura E- Identidade
de (%) value Maxima (%)
dados
JF800909.1 Gossypium hirsutum NCBI 100 0,0 83
SERK3

NM001247697.1 Solanumlycopersicum  NCBI 99 0,0 80
SERK3A

HQ332144.1 NCBI 99 0,0 79
Nicotiana
benthamiana
SERK3A

AF384970.1 Arabidopsis thaliana NCBI 100 0,0 79
SERK3

HM640001.1 Medicago truncatula NCBI 99 0,0 79
SERK2
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Tabela 4. Comparacédo da sequéncia nucleotidica do clone0'Babtida a partir de
cDNA amplificado com a combinagcéo S3/S1 (1.186 bpin as sequéncias de outras
espécies depositadas no banco de dados

Acesso Descricdo Banco Cobertura E- Identidade
de (%) value Maxima (%)
dados
JF800909.1 Gossypium hirsutum NCBI 100 0,0 82
SERKS
JF430801.1 Gossypium hirsutum NCBI 100 0,0 81
SERK2
HQ332144.1 NCBI 99 0,0 79
Nicotiana
benthamiana
SERKS3A
AF384970.1 Arabidopsis thaliana NCBI 100 0,0 79
SERKS
HM640001.1 Medicago truncatula NCBI 99 0,0 79
SERK?2

Tabela 5. Comparagdo da sequéncia nucleotidica do clone2Babtida a partir de
cDNA amplificado com a combinacdo S3/S2 (908 bpjn@as sequéncias de outras
espécies depositadas no banco de dados

Acesso Descricdo Banco Cobertura E- Identidade
de (%) value Maxima (%)
dados
AY570507.1 Theobroma cacao NCBI 99 0,0 88
SERK
FJ851422.1 NCBI 100 0,0 88
Citrussinensis
SERK
HM802242.1 NCBI 100 0,0 86
Rosa canina
SERK1
AY162176.1 Medicago truncatula NCBI 100 0,0 82
SERK1
NM105841.1 Arabidopsis thaliana NCBI 100 0,0 79
SERK1

O alinhamento das sequéncias dos clones SER.d#ellana permitiu a
observacdo de algumas diferencas nucleotidicas estclones, com destaque para a
auséncia de 30 pares de bases entre as posi¢coes4aZ&83(no alinhamento) nos clones
‘Bo8’ a ‘Bol4’, com excecao do ‘Bol2. Nos demaisnds, ‘Bol’ a ‘Bo7’e ‘Bol2’, a

presenca desses nucleotideos foi conservada (Ryura
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b

CECTTCAAGTA
CECTTCAAGTA
CECTTCAAGTA

AATAATCATCTAT
AATAATCATCTAT
AATAATCATCTAT
AATAATCATCTAT
AATAATCATCTATCA
ATCTATCGAATAATCATCTAT
ATCTATCGAATAATCATCTATC

cysaTATERIC
WETHTTARYTCACTECALCTH

TTARSTCAC THCALG TISaT
TATIZ.\'AI:TFAAGT
TTARSTCACTEC AAG T
T T AR TCAC THCAAC TS ATCTYTC
TTApTCACTRCALCT TG ATCTHTC

TCACTCT

Figura 2. Alinhamento das sequéncias de nucleotideos dosslieB. orellana.

Andlise da sequéncia de aminoacidos da proteina SKRle B. orellana

As sequéncias dos clones Beorellana (‘M2’) foram analisadas no programa
ORF Finder (NCBI). Existiu alta similaridade entas sequéncias de aminoacidos
desses clones, que foi demonstrada pelo cladogm@natruido apenas com as
sequéncias deBixa. Entdo, foram selecionados apenas trés clones,quass
representavam as pequenas diferencas existentesedégdg. Os clones ‘Bo9’ e ‘Bol0
apresentaram umaOpen Read Frame (ORF) de 366 e 365 aminoéacidos,
respectivamente. O clone ‘Bol2’ apresentou uma QRF275 aminoacidos. A
comparacdo das sequéncias de aminodcidos dedwidaslones ‘Bo9’, ‘Bol0’ e
‘Bo12’ demonstrou identidades de 87 %, 83 % e 9% SERKS3 ddN. benthamiana,
SERK2 e SERK3 dé&. hirsutum, com SERK1 dé&s. hirsutum e SERK deC. papaya,
respectivamente.

A diferenca marcante observada pela auséncia de@6otideos nas sequéncias
dos clones ‘Bo9’ e ‘Bol0’ (Figura 2) refletiu nags€ncia das proteinas, com a
auséncia de 10 aminoacidos préoximos ao dominio @RPse repete em proteinas
SERK de outras espécies (Figura 3). A sequénciacldne ‘Bol2’, que alinha
principalmente com as sequéncias de proteinas SERRK1 e SERK2 de outras

espécies vegetais, apresenta os 10 aminoacidosnm®aquele dominio.
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Figura 3. Comparagdo das sequéncias de aminoacidos deduwndaslones ‘Bo9’,
‘Bo10’ e ‘Bol2’ de B. ordllana com homodlogos de SERK disponiveis no banco de
dados: Os dominios estruturais foram indicadosr@@ngulos abaixo do alinhamento.
LRR1-5: dominios contendo os motivos repetitivodaleina [eucine Rich Repeats);
SPP: regido rica em prolina; C-terminal: dominidooai-terminal.Gaps incluidos para
otimizacao do alinhamento sdo indicados por "-".

As ORFs deduzidas dos trés clonesBderellana incluem parte do dominio
ziper de leucina, os cinco dominios contendo o Jmadepetitivo de leucina, 0s
dominios rico em prolina e transmembranar, e mwtdominio quinase (Figura 3). O
restante das sequéncias, referente ao inicio deipace a extremidade C-terminal estao
ausentes nos trés clones analisadoB.d®ellana devido a regido de anelamento dos
iniciadores degenerados. Desta forma, para maiofesnacdes sobre essas regides,
experimentos futuros de 3’ e 5’-RACE com extensd® dones a partir de iniciadores

internos especificos devem ser realizados.

Andlise Filogenética

A analise filogenética das sequéncias protéicacldoes deB. orellana com os
possiveis homologos de SERK em outras espéciestai®dei realizada visando
investigar a relacdo entre essas proteinas. A érmdo-enraizada foi construida
considerando as sequéncias das proteinas incldiestte os motivos LRR ao dominio
quinase, por conter as regides compreendidas esreombinacdes de primers
degenerados, e que estao presentes nos clones ‘BoB0’ e ‘Bol2’.

Na filogenia, foi observada a formacéo de diveggapos bem sustentados pelo
teste deBootstrap (Figura 4). Os clones dB. orellana agruparam com diferentes
membros de SERK presentes em outras espécies ige@@talone ‘Bol2’ agrupou-se
com membros SERK e SERK1 de outras eudicotiledé@easamo foi sustentado por
valor Bootstrap de 95 % (Figura 4). Os clones ‘Bo9’e ‘Bo10’ agngrm em outro ramo
da arvore, sustentado por um vaBootstrap de 99 % (Figura 4). Estes clones
apresentaram alta divergéncia entre si, dandoiosdigie podem se tratar de dois outros
membros distintos da subfamilia SERK (Figura 4). flantéo da alta similaridade das
sequéncias de aminoacidos das proteinas encontatBs orellana com as demais
encontradas no banco de dados, a partir daqui psstesnas serdo denominadas, de

forma geral, BOSERK-like.
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75 Bol2
53 GhSERK1 (ADR00582)
CpSERK (ABS32228)
MhSERK (AFP25205)
RcSERK (ADM94278)
CsSERK (ACP20180)
99 CuSERK1 (BAD32780)
CpSERK1 (AEB40066)
StSERK1 (ABO14173)
99 | SPSERK1 (ABR18800)
55 SISERK1 (NP 001233866)
AtSERK1 (A67827)
95 94 AtSERK2 (AAK68073)
MtSERK1 (AANG4293)
CnSERK (AFP87140)

CnuSERK (AAV58833)
ACSERK (AEC46976)
99 |70 ZmSERK1 (NM 001111662)

92

92 — ZmSERK2 (NM 001111663)

100 7ZmSERK3 (AJ400870)

AaSERK1 (ACY91853)
BRI1 Glycine max (XP 003547599)
MtSERK2 (HM640001)

90

0.05

” 99 MtSERK4 (HM640002)
99 ————— MtSERK5 (HM640003)
100 L—— MtSERK6 (HM640004)
—— SISERK3 (NP 001234626)
99 L NbSERK3 (ADO86983)
Bo9
99 Bol10
[~ GhSERK3 (AEG25668)
100 L GhSERK2 (AEA76434)
AtSERK3 (AAK68074)
AtSERK4 (NM 126955)
99 AtSERK5 (NM 126956)
P
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Figura 4. Inferéncia das relacdes filogenéticas entre hogudlaa proteina SERK com
base nas sequéncias parciais de aminoacidos deslu@islaiferentes homadlogos foram
alinhados e foi gerada uma matriz de distancia parstrucdo do cladograma por
neighbor-joining. A barra indica 5 % de substit@igdnao-sinbnimas. Os numeros
indicam valores ddBootstrap, em porcentagem (1000 repeticdes). Sado apresentado
apenas os valores acima de 50 %. Os clon&s okellana sdo destacados em vermelho
e 0S ramos nos quais estao agrupados destacadesdge(‘'Bol2’) ou azul (‘Bo9’ e
‘Bo10’). As letras e niumeros entre parénteses amdio codigo de acesso no banco de
dados do NCBI. GmSERK Gpssypium hirsutum); CpSERK (Carica papaya);
MhSERK Malus hupehensis); RCSERK Rosa canina); CSSERK Citrus sinensis);
CitSERK (Citrus unshiu); CpSERK1 Cyclamen persicum); StSERK1 $olanum
tuberosum); SISERK3 Eolanum lycopersicum); SpSERK1 $olanum peruvianum);
AtSERK (Arabidopsis thaliana); MtSERK (Medicago truncatula); CnSERK Camellia
nitidissma); CnuSERK Cocos nucifera); AcCSERK @Ananas comosus); ZMSERK Zea
mays); AaSERK @raucaria angustifolia); BRI1 (BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1); NbSERK3bNicotiana benthamiana).

Caracterizacdo do padréo de expressao ®RK por hibridizacdo in situ

Com a finalidade de explicar o possivel papel liigjco dos transcritos de
SERK na planta foram realizados ensaios de hibridizagasitu. A analise dos cortes
histolégicos hibridizados com a sonda anti-sensoamstrou sinal caracteristico da
expressdo d8ERK nos embrides zigoticos em tempo zero de inducami@ 5A). Os
transcritos deBoSERK-like se distribuiram uniformemente nas célulaspdatoderme
do embrido e foram observados no procambio (Fig&ja Nenhuma resposta positiva
foi observada nos tecidos dos embriées com vire di¢ inducdo, quando hibridizados
com a sonda senso, apenas uma coloracdo enegreeidente ao acumulo de
compostos fendlicos (Figura 5B). Contudo, quandddstada a sonda anti-senso em
outra lamina do mesmo material (vinte dias de iAdy@ coloragéo caracteristica foi
observada (Figura 5C). Embribes somaticos em est@ttbbular inicial foram
fortemente marcados apos trinta e dois dias decaal(Figura 5D). O sinal foi visto
também na protoderme e no domo apical do embrigotieo (Figura 5D). Aos
cinquienta e dois dias, foram observados transa@&&ERK em embrides sométicos em
diversas fases de desenvolvimento, desde agloneaélulas em proliferacdo a
embrides em estadio cotiledonar (Figura 5E, F eSB)al mais fraco nos embrides
somaticos em inicio de desenvolvimento a partircélelas da protoderme na face
adaxial e presenca de compostos fendlicos nommastindamental do embrido
zigotico (Figura 5E). Embrides globulares foramtdorente marcados com coloracao
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roxa (Figura 5F), enquanto mais baixo sinal de esgiio é observado em embrido

somatico em estadio cotiledonar (Figura 5G).

Figura 5. Localizagdo dos transcritos do geBERK por hibridizagdo in situ em
cotilédones d® orellana. (A) Embrido zigético em tempo zero (control&) Embrido
zigdtico apos 20 dias de indugéo, hibridizado comda senso (controle negativa}) (
Embrido zigoético apés 20 dias de inducao, hibriffizazom sonda anti-sensd)(
EmbriGes somaticos (seta) e camada externa do dpioal do embrido zigoticoE( F
e G) Embrides somaticos apés 52 dias de indud&o Eixo cotiledonarfEb: Embrido
somatico; Ct: cotilédone; Do: Domo apical; Sp: Suspensor;Pc. Procambio; Pt:
Protoderme. Barras = 50 um.
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DISCUSSAO

Auxina, estresse e embriogénse somatica &norellana

A formacdo de embrides somaticos Bma orellana L. esta relacionada com
adicdo de reguladores de crescimento ao meio deazutom a idade do embrido
zigotico e é gendtipo-dependente (Paiva Neto et2803b). Apenas sob condi¢des
ideais células embriogénicas, determinadas genstiti, irdo se desenvolver e formar
embrides em respostas a sinais especificos e amdacélulas onde as condi¢cdes
fisiologicas sdo apropriadas (Guerra et al., 1998)1; Fehér, 2008). Esse fato, que
inclui interacdo de fatores genéticos e fisiologieaplica porque erB. orellana e em
outras espécies, apenas algumas células e gendg#iposnais respondentes quando
colocados nas mesmas condi¢cdes de inducéo.

No presente estudo, foi observada a expressaorsks §ERK durante indugéo
da embriogénese somatica &xorellana em meio de cultivo contendo reguladores de
cresciemento. A presenca desses reguladores no deetnltivo é responsavel pela
ativacdo de diversos genes na planta, sendo apegtestes desempenham um papel
central na sinalizagdo e na reprogramacédo de s&dolmaticas para rota embriogénica
(Jiménez, 2001; Fehér et al., 2003; Fehér, 2008)etanto, Pavlovic et al. (2012)
observaram alta frequéncia de embrides somaticadogbho meio de inducdo tanto
com 2,4-D quanto no meio com auséncia do regulador.

O &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é amplateeutilizado como agente
de sinalizagdo celular por desempenhar o papeluri®ana planta (dependendo da
concentracdo utilizada), atuando principalmentecowtrole da polaridade celular no
inicio do desenvolvimento do embrido (Raghavanl.et2@06). A adicdo de auxinas
endogenas ou mesmo 0 aumento da sintese de apgiagwopria planta € responsavel
por alteracdes que induzem a embriogénese (Fed#s; Rlawy et al., 2008).

Em contrapartida, o uso de uma citocinina no madloiior de embriogénese nao
€ consenso entre as espécies e, normalmente a@dapken combinacdo com auxina
(Jiménez, 2001; Jiménez & Clément, 2006; Paim Rental., 2011). A combinacéo de
auxina com citocinina regulou positivamente a esgfie deVitSERK1 (Nolan et al.,
2003). EmB. orellana foi necessaria a aplicagdo de 4,52 uM cinetinai@tda de
2,26 UM 2,4-D para a obtencéo das frequéncias alt@is de embriogénese somatica
direta a partir de embrides zigoticos imaturos (®aNeto et al.,, 2003b) e

provavelmente, uma maior expressaclaBK.
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A embriogénese soméatica em plantas € variavel gquamttecido de origem.
Pavlovic et al. (2012) observaram que os embridesaticos em duas variedades de
Brassica oleracea regeneram a partir de embrides zigoéticos imatarobservaram que
embrides somaticos secundarios sao originados mbsid@s primarios. No presente
estudo, foi possivel visualizar que as alteragcdegemdos para formagdo de numerosos
embriGes somaticos ocorrem nos primeiros dias tiz@uno meio de indugdo com o0s
reguladores de crescimento e somente em embrigésicos imaturos, ndo sendo,
portanto vistas nos embrides zigoticos com idadengada. Esses dados estdo em
concordancia com os demais relatados na literatoda € possivel observar a grande
variacdo quando comparamos a obtencdo de embdfegisos em diferentes culturas.
Mufioz-Concha et al. (2012) obtiveram embrides smostem Gomortega keule a
partir de embrides zigoticos maduros e segmentosadte. Alta frequéncia de calos
embriogénicos e embrides somaticos diferenciadesfabservados por Paim Pinto et
al. (2011) em diferentes gendtipos de maracujaz8ozha et al. (2012) notaram o0s
primeiros embrides somaticos étassiflora cincinnata a partir da superficie abaxial de
cotilédones de embrides zigoticos maduros.

A desdiferenciacdo das células epidérmicasBdeorellana e conseguinte
formacdo de embrides somaticos podem ser expliqgaatasma possivel condicdo de
estresse a qual os explantes foram submetidosideosisdo que a quantidade de 2,4-D
pode ser toxica para determinados tecidos ou [glaagaalteracdes que ocorrem nessas
células podem ser justificadas pelo estresse (Hewadt al., 2010). Esse estresse causa
modificagdes no equilibrio hormonal normal das @& faz com que estas saiam de
um estado completamente diferenciado e retomeinidaate meristematica, denotando
a plasticidade do horménio nas plantas (Fehér, ZD@&ttieri et al., 2010; Pandey et
al., 2012; Rahman, 2013).

Além dos fatores listados, uma nova perspectiva tdo considerada
mutuamente atuante no processo de ativacdo/sileanta de genes envolvidos na
embriogénese somatica: o remodelamento da croméetzer, 2008; Pandey et al.,
2012). A atuacdo dessas duas vias em conjunto,e@) & ativacdo de um gene
sinalizada por um agente externo pode causar ocil®ento de genes responsaveis
pelo remodelamento da cromatina. Uma consequémrsisedprocesso € a ativacao de
rotas de genes de embriogénese somatica (Fehér, ROS8 et al., 2010; Zavattieri et
al., 2010; Pernisova et al., 2011; Pandey et @L.22Rocha & Dornelas, 2013).
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Ativagao/silenciamento génicos sdo observados mdislas somaticas que
adquirem competéncia embriogénica durante o pededaducao (Rocha & Dornelas,
2013). Normalmente essas células percebem sintesnes, muitas vezes de células
vizinhas, podendo ser proteinas de parede celularutrientes presentes no meio de
cultivo, como o Boro (Pandey et al., 2012). O Bénam nutriente essencial na sintese e
organizacdo da parede celular e estrutura da memptasmatica (Brown & Hu, 1997;
Pandey et al., 2012) e esta envolvido na inducadentdariogénese somatica através da

sinalizacao de rotas via estresse (Pandey et aR)20

Expressdo de geneSERK durante a embriogénese somatica

Dentre os diversos genes que sao considerados sch@am@ o inicio da
embriogénese somatica em plantas em respostaigeiternos, os membros da familia
multigénica de receptores semelhante a quinases KRL SOMATIC
EMBRYOGENES S RECEPTOR-LIKE KINASE (SERK) desempenham papel relevante
na aquisicdo de competéncia embriogénica e ja fatamacterizados em diversas
espécies de plantas (Schmidt et al., 1997; Sondéw., 2000; Baudino et al., 2001,
Hecht et al., 2001; Nolan et al., 2003; 2009; 20Nb) presente trabalho foi analisada a
expressdo do gene na inducdo da embriogénese canp#ia testar a funcdo de
marcador de embriogénese durante o cultivo in vitro.

Neste estudo, através da hibridizacao in situpéssivel notar a presenca dos
transcritos deSERK tanto nos embrides zigéticos imaturos (tempo zgqu@nto nos
embrides somaticos nas diversas fases de desaneoid (desde globular a
cotiledonar) deB. orellana. Contudo, o sinal decresceu de forma gradativaedusioes
mais jovens para 0s mais adiantados no desenvoltemEsse fato demonstra que a
expressdo d8ERK em urucum pode estar relacionada ndo somente emogénese,
mas também pode desempenhar funcdo no desenvoleimentscimento da planta.

Os resultados encontrados no presente trabalhcoséparados, de certa forma,
aqueles encontrados pa@itrus sinensis cv. ‘Valencia’ (Ge et al., 2010), onde foi
observada a marcacéo caracteristica de SERK deafonoderada nos embrides
somaticos em transicdo da fase cordiforme paradorgeum sinal mais fraco nos
embrides globulares. Também foi observado sinal ag@slas vasculares, tanto de
embrides quanto de outros tecidos da planta (Gal.et2010). Em Arabidopsis,
Kwaaitaal & de Vries (2007), notaram a marcaca@t$&ERK1 nas células mais jovens

do procambio, 0 que sugere a expressdo do genepugapao de células TAT(ansit
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Amplifying) (Sthal & Simon, 2005). Savona et al. (2012), teglan que em ciclame
(Cyclamen persicum) CpSERK1 e CpSERK2 sao expressos tanto durante a
embriogénese quanto na organogénese in vitro,a® estvolvidos na formacao dos
embrides somaticos e de 6rgdos e com sua exprpssdigtindo no meristema dos
embrides e dos 6rgaos.

Os resultados obtidos coB orellana ndo estdo em plena concordancia os
resultados alcancados eDaucus carota (Schmidt et al., 1997)Dactylis glomerata
(Somleva et al., 2000) ofrabidopsis thaliana (Hecht et al., 2001). Isso reflete a alta
plasticidade do gen&ERK, pois apesar de codificar proteinas com dominims t
conservados entre as diferentes espécies de elatibatas, monocotileddneas e
gimnospermas, € expresso de maneira diferenciagaaocdrdo com a condicao

fisiologica submetida (Steiner et al., 2012).

Comparacéo entre BOSERK-like e SERK de outras espés

A analise das sequéncias parciais indicou o isaltoge possiveis ortélogos de
genesSERK expressos durante a inducdo de embriogénese sant®B orellana.
Avaliacdes posteriores levaram a conclusdo deasartda expressdo do geBeRK.
Até onde se sabe, com base em buscas nos banabsdds especificos, esse é o
primeiro relato da ocorréncia da expressao de gdamesbfamilisc8ERK nesta espécie.

Com esse resultado preliminar, pode-se sugeriréemmd utilizacdo desse gene
como marcador de embriogénese somaticaBerorellana, assim como em outras
espécies de eudicotiledbneas (Schmidt et al., 198iitos et al., 2005; Pérez-Nufiez et
al., 2008; Ge et al., 2010; Kedong et al., 201Ihanocotileddneas (Baudino et al.,
2001; Somleva et al., 2000).

As sequéncias parciais de proteinas analisadd3. dedllana revelaram alta
similaridade com os dominios conservados de ommaieinas SERK depositadas no
banco de dados do NCBI (Figura 3). Assim como ndgae proteinas caracterizadas,
notou-se uma organizacao bem distinta. Os domiitios em leucina apresentaram alta
identidade com os de outras proteinas SERK, as®imo ©s dominios transmembrana e
quinase. Contudo, formou-se um grupo no qual existe inser¢cdo de dez aminoécidos
préximos da regido rica em prolina (SPP) e um gmpajual estes dez aminoacidos
estdo ausentes.

O grupo que contém na sua sequéncia a insercatedasminoacidos € formado

por membros SERK ou SERK1, de diversas espécigdatéa e, em todos os relatos
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estdo envolvidos com embriogénese. Uma excecde rgpspo € a presenca de
AtSERK2 que, apesar de ser diferente agrupa-se aomembros supracitados. A
explicacdo mais coerente para este fato éAqEERK1 e AtSERK2 codificam proteinas
que compartilham mais de 90 % de similaridade eas sequéncias e desempenham
fungcdo redundante na determinagéo do destino cadulante o desenvolvimento da
antera em Arabidopsis (Albrecht et al., 2005; Coleetret al., 2005). En@yclamen
persicum, 0 alinhamento das sequéncias das proteinas CpSERMIBERK2 também
apresentou alta similaridade, o que pode indicdundancia funcional entre elas
quando comparado com outras proteinas SERK(s) (@ataal., 2012).

A insercdo dos dez aminodcidos nas sequénciasrdesnas que fazem parte
desse grupo pode exercer influéncia na rota dedrepdo de sinais intensificando ou
ajudando a promover a inducdo de embriogénese am@br proporcionar, por
exemplo, um diferente sitio de ligacdo para mobidinais ou mesmo ajudar na
interacdo proteina-proteina permitindo um melhastamento durante a formacéo de
homo ou heterodimeros. Entretanto, seriam necesséastudos mais refinados com
mutantes, nos quais esses nucleotideos fossemadtdet os fenodtipos obtidos,
avaliados.

O outro grupo observado pelo alinhamento das seg£rme aminoacidos
compreende as demais proteinas SERK3/4/5/6. Ngmedsinas, a auséncias dos
aminoacidos foi evidenciada pela insercagajes para o melhor ajuste do alinhamento.

A topologia da arvore filogenética confirmou umeoy@vel influéncia da
insercdo dos aminoacidos no agrupamento das pastpor grupos funcionais. Assim,
os membros de SERK, SERK/1/2 agruparam em um raistonitd dos membros
SERKS3/4/5/6 (Nolan et al., 2011). Essas proteinasdem a formar grupos
evolucionariamente relacionados de acordo com a&tyngomo visto em Arabidopsis
(AtSERK1/2 e AtSERKS3/4/5) (Albrecht, 2008; Nolan at., 2011) eCyclamen
(CpSERK1/2) (Savona et al., 2012).

Os clones deB. oreéllana seguiram comportamento semelhante as demais
proteinas, de forma que ‘Bol2’ pareou-se no mesamwrcom oS membros SERK,
SERK1 de outras espécies e com SERK2 tfaliana). Os clones ‘Bo9’ e ‘B10’
agruparam-se em outro ramo, o qual reunia os demamsbros SERK(s) (Figura 4).
Com esse resultado, pode-se inferir queBerarellana estdo presentes ao menos trés
copias distintas d8ERK, pois apesar de os clones ‘Bo9’ e ‘B10’ estarem@apos em

um mesmo ramo, a diferenca do comprimento dos ramgsre que podem se tratar de
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dois alelos ou membros distintos $€RK. Estudos posteriores para caracterizacao dos
clones poder&o confirmar exatamente quais S40 esEsabros.

Através da observacdo da arvore filogenética é iymssotar diferentes
membros das proteinas agrupados em ramos diferentas por exempldA. thaliana,

M. truncatula e G. hirsutum (Figura 4). Esse arranjo das proteinas na arvorbém foi
observado por Santos et al. (2005) e, segundo oseayisso indica a ocorréncia de
eventos de duplicacdo génica antes da divisdo slespacies gerando diferentes copias
de SERK.

Outro fato que confirma essa analise é a topoldgigarvore que dispbs as
sequéncias de mono, eudicotiledéneas e gimnospamiees ramos distintos, apesar de
apenas uma espécie de gimnosperma ter sido adieiomeestudo (Steiner et al., 2012).
Isso € uma forte indicacdo de gqHeRK tem funcbes conservadas entre as diferentes
espécies e que o0s eventos de duplicacdo causartmmacaes nas sequéncias
nucleotidicas e, por consequéncia, em alguns acidus

Os resultados obtidos nesse trabalho levam a #wlde que o processo de
embriogénese somatica eB1 orellana € bastante complexo, sendo desencadeado
inicialmente pela adicdo de reguladores de crestomeprincipalmente 2,4-D, que
podem funcionar como moléculas sinalizadoras adoirda inducéo. Possivelmente,
esses sinais externos sao reconhecidos por petearsmembranares especificas, as
quais participam de rotas de transducéo de siretivam outras proteinas internamente
nas ceélulas.

Entre as fun¢des desempenhadas por essas proteimassente estudo pode-se
ressaltar que as mais provaveis sdo as de marsaderembriogénese zigoética e
somatica. Foram observardos trés membros da fagHRK e, de acordo com as
analises das sequéncias de nucleotideos, esses gseajpiresentam caracteristicas
distintas nas suas sequéncias. Estudos postepovesoverdo um entendimento nos

mecanismos da regulacédo da expressao génica negértase somatica da espécie.
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CONCLUSOES GERAIS

No presente trabalho foi observado que os primenaisrides somaticos @éxa
orellana originaram-se a partir de embrifes zigoticos immEuapos vinte dias de
inoculacdo em meio de inducdo. Aos dez dias deivoultforam observadas
proliferacdes celulares no eixo embrionario e rmdéclones do embrido zigdtico. As
alteracbes anatbmicas observadas no meristema niemtll e na protoderme
culminaram na formacao dos embrides somaticos.

Cordbes de compostos fendlicos limitaram as regifiieslesenvolvimento de
embrides somaticos, 0s quais estavam presenteso@snat superficie do embrido
zigbtico apos cinquenta e dois dias de cultivoisBatarideos estavam presentes no
embrido zig6tico no tempo zero e sua diminuicdonfiiada no decorrer do processo.
Compostos lipidicos foram notados no explante &osdi&s e corpos proteicos foram
evidenciados apos 15 dias de inducdo e continuaesnio observados até 52 dias de
cultivo.

O estudo de clonagem e caracterizacdo de g&RE¥K envolvidos na
embriogénese somatica Bexa orellana permitiu isolar trés possiveis membros dessa
familia que estdo envolvidos em diversas funcbesledenvolvimento da planta. As
sequéncias de aminoacidos das proteinas SERKB.derellana apresentam alta
similaridade com as de outras plantas, o que r@farhipétese de que as funcbes sao
conservadas entre as espécies. Estudos de higédiza situ demonstraram resposta
positiva tanto nos tecidos do embrido zigoético quambs embrides somaticos em
desenvolvimento.

Os resultados apresentados nesse trabalho compimmacdes importantes a
respeito do processo de embriogénese somatica ditp mln vista anatdbmico e
histoquimico, além de contribuir com o primeiroisé® da expressao de gerfERK
paraB. orellana, o que pode ser utilizado para subsidiar futusiades de expressao

com mutantes.
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