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RESUMO

RODRIGUES, Simone de Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2007.
Influéncia de antibidticos na morfogénese in vitro, transformacédo genética e
isolamento de RNA de urucum (Bixa orellana L.). Orientador: Wagner Campos
Otoni. Co-orientadores: Everaldo Gongalves de Barros ¢ Marcio Gilberto Cardoso
Costa.

A introdug@o de genes envolvidos na via de biossintese de bixina em Bixa orellana
tem sido almejada, com o objetivo ndo somente de obter plantas que produzam alto
conteudo desse corante natural, mas principalmente, estudar a rota de biossintese
responsavel pelo acumulo desse carotendide em sementes de urucum. Assim, a
biotecnologia, por meio de técnicas de cultura de tecidos, ¢ uma ferramenta alternativa
para produzir plantas de urucum com alto contetido de bixina. Portanto, os objetivos deste
trabalho foram estudar a influéncia de antibidticos na morfogénese in Vvitro e estabelecer
um protocolo de transformagdo genética e isolamento de RNA para a espécie estudada.
Avaliando o uso de higromicina na selecdo de plantas transformadas de duas matrizes da
variedade ‘Bico de Pato’ (‘M1’ ¢ ‘M6°’) de urucum, cultivadas em meio MS contendo 4,56
uM de zeatina, observou-se que 4 mg L desse antibidtico foi capaz de inibir 100 % da
frequéncia regenerativa de brotos provenientes de hipocétilos ndo submetidos a pré-cultivo;
enquanto que essa mesma concentragcdo foi ineficaz para inibir a regeneracdo de brotos a
partir de hipocotilos pré-cultivados por 3 dias. Para segmentos radiculares da variedade
‘Peruana’, 2,5 mg L™ de higromicina foi capaz de reduzir 98 % das brota¢des. Também,
ndo ocorreu regeneracao de brotos em raizes cultivadas em meio contendo canamicina,

sendo que 12,5 ¢ 25 mg L' desse antibidtico resultaram no alongamento de raizes, com
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escurecimento dos explantes cultivados em meio contendo concentragdes maiores que 50
mg L' de canamicina. O estudo realizado para verificar as respostas morfogénicas a partir
de hipocotilos e raizes de duas variedades de urucum, influenciado pela adi¢do, no meio de
cultura, de antibidticos que atuam na eliminagdo de bactérias, indicou que a regeneragdo de
brotos provenientes de hipocétilos foi mais eficiente na condicdo controle, visto os
antibioticos avaliados promoverem a inibi¢cdo da regeneracao de brotos provenientes desses
explantes; enquanto que para segmentos de raizes, foi observado diferenca entre as médias
das variedades ‘Bico de Pato’ e ‘Peruana’, sendo que essa ultima apresentou os resultados
mais baixos para todos os tratamentos avaliados. Esses resultados indicaram que a resposta
morfogénica dos explantes de urucum ¢ genotipo especifico e dependente da fonte do
explante utilizado. Um sistema eficiente de transformacgdo genética via Agrobacterium
rhizogenes R1601, carregando a construgdo quimérica nos-nptll-nos, foi adequado para
explantes hipocotiledonares de urucum. Para os experimentos de transformagao utilizaram-
se duas matrizes da variedade ‘Bico de Pato’, ‘M2’ e ‘M6’°, tendo sido verificado
diferengas na intensidade de respostas entre essas matrizes. Condicdes de obtencdo de
brotos foram otimizadas, verificando-se que o uso de um periodo indutivo de 10 dias, em
meio de cultivo liquido suplementado com 4,56 uM de zeatina, seguido de cultivo em meio
semi-solido, acelerou o calejamento e surgimento das raizes ‘“hairy root”. Entretanto,
menor quantidade de gemas foi observada, em tempo prolongado de cultivo, usando-se
meio de cultura desprovido deste fitorregulador. Também, o protocolo utilizando MATAB
a 2 % em solugdo salina 3 M foi eficiente para a extracdo de RNA de urucum, visto a
dificuldade de isolamento de acidos nucléicos para essa espécie vegetal, muito rica em
polifendis e polissacarideos, o que favorecera futuras andlises envolvendo a introducao de

genes de interesse agronomico.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Simone de Miranda, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, july 2007.
Influence of antibiotics on in vitro morphogenesis, genetic transformation and
RNA isolation of annatto (Bixa orellana L.) Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-
advisers: Everaldo Gongalves de Barros and Marcio Gilberto Cardoso Costa.

The manipulation of genes involved in carotenoid biosynthesis in Bixa orellana has
been attempted with the objective of generating plants producing high content of a natural
natural colorant, bixin, and studying the biosynthetic pathway for the accumulation of this
unique carotenoid in annatto seeds. The biotechnology, by means of plant tissue culture
techniques, offers an alternative tool to produce annatto plants with high bixin content. The
present study aimed to evaluate the influence of antibiotics on in vitro morphogenesis and
to establish a protocol of genetic transformation and RNA isolation to support further gene
isolation and cloning studies of the species. It was observed that hygromycin 4 mg L™
effectively inhibited morphogenic responses of hypocotyl explants of both ‘M1’ and ‘M6’
sources of ‘Bico de Pato’ variety, cultured in MS medium containing 4.56 pM zeatin.
However, the same antibiotic concentration was ineffective to inhibit shoot regeneration
from hypocotyls precultured for 3 days in the same medium lacking hygromycin.
Hygromycin 2.5 mg L™ lessened up to 98 % of the shoot regeneration in root segments of
‘Peruana’. Also, despite the absence of shoot regeneration, when root explants were
cultured onto MS liquid medium containing 12.5 and 25 mg L™ kanamycin, there was a
marked root elongation; concentrations higher than 50 mg L kanamycin led to a tissue
browning. All antibiotics used to control bacteria, namely timentin, meropenem, augmentin,

and cefotaxime somehow lessened regeneration frequencies of hypocotyl and root explants
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of ‘Bico de Pato’ and ‘Peruana’ varieties. The later, presented the lowest average for all the
appraised treatments. Those results indicate that the morphogenic responses of the annatto
explants are not only genotype-dependent, but also dependent of the source of the explants
used. An efficient system of genetic transformation mediated by Agrobacterium rhizogenes
R1601, carrying the chimerical construction nos-nptll-nos, was adapted for annatto
hypocotyl explants. For the transformation assays two annatto sources were used, ‘M2’ and
‘M6’. Differentiated roots from the inoculated distal ends of the explants were isolated and
transferred to a semi-solid MS medium added with 100 mg L™ and 300 mg L™ timentin.
Shoots spontaneously differentiated from roots growing in kanamycin-supplemented
medium, however it was verified that the use of a 10 days induction period in liquid
medium added with 4.56 uM zeatin, followed by cultivation in semi-solid medium,
accelerated the callus formation and, or roots hairy root appearance, followed by
adventitious shoot-bud formation. Finally, due to the difficulty of isolation good quality
nucleic acid from annatto tissues, very rich in polyphenol and polysaccharide, a protocol
using MATAB 2 % in NaCl 3 M was proposed. It was efficient for obtaining a high quality
annatto RNA, that will favor future analyses on the isolation, cloning and expression of
genes involved in carotenoid biosynthetic pathway, and the introduction of other genes of

agronomic interest.



INTRODUCAO GERAL

A espécie vegetal Bixa orellana L., nativa da América tropical, € um arbusto perene
pertence a familia Bixaceae, amplamente empregado na ornamentag¢ao devido a beleza de
suas flores (APARNATHI et al., 1990; CASTRO et al., 1994). Pode ser encontrado em
diversas regides do mundo com diferentes nomes: Arnoto, em Ceildo; Atolé, Achiote, Bija,
no Peru e em Cuba; Axiote, no México; Achiote, Achote, Anatto, Bija e Santo Domingo,
em Porto Rico; Ditaque e Kifasu, em Angola; Bixa, na Guiana; Orleans Laum, na
Alemanha; Roucou, Rocouyer, na Franga; Analto, em Honduras; Guajachote, em El
Salvador; Onotto ¢ Onotillo, na Venezuela; Shambu, no Peru; Achiote e Urucu, na Bolivia;
Anatto e Anatto-Tree, na Inglaterra; Urucu, na Argentina; Roucou, em Trindad; Roucou e
Koessewee, no Suriname. No Brasil, essa espécie é conhecida com os nomes de urucum,
urucu e acafroeira da terra (SILVA e FRANCO, 2000).

Sua disseminag¢do ocorreu devido a espécie permitir a obtencdo de corantes de
diversas tonalidades, que vao do amarelo ao castanho, passando pelo vermelho. Dentre os
varios isoprendides acumulados pelo urucum, os pigmentos bixina e norbixina sdo 0s
principais produzidos, podendo chegar a mais de 80 % de bixina no arilo das sementes
(PRESTON e RICKARD, 1980; MAGDA, 1989; MERCADANTE ¢ PFANDER, 1998).
Bixina ¢ um apocarotenoide, éster dicarboxilico monometil que confere cor vermelha as
sementes de B. orellana, ocupando atualmente, a segunda colocagdo dentre os corantes
aditivos naturais mais utilizados (MERCADANTE e PFANDER, 1998).

Como ¢ o Unico que produz esse corante natural, recentemente, ele tem despertado

grande interesse cientifico, visto sua larga utilizagdo nas industrias farmacéutica,



cosmética, téxtil e, principalmente, alimenticia, em virtude da crescente proibi¢do da
utilizacdo de aditivos sintéticos, considerados téxicos e cancerigenos, além de possuir
maior estabilidade e coloragdao atrativa (LAURO, 1991; PRENTICE-HERNANDEZ e
RUSIG, 1992; MERCADANTE et al., 1997, MERCADANTE e PFANDER, 1998;
AGNER et al., 2004).

Em 1999, a producdo brasileira de grdos de urucum situava-se, em torno de
10.000 a 12.000 toneladas por ano, sendo que desse total, 60 % eram destinados a
fabricacdo de colorau/colorifico, 30 % a fabricacdo de corantes e 10 % a exportacdo; e em
2000, o consumo de colorifico no Brasil foi estimado em torno de 1.600 toneladas
(FRANCO et al., 2002). Estima-se que mais de 2,8 toneladas/ano de bixina e norbixina
sejam consumidos em alimentos como o iogurte, recheio de biscoitos, ‘“‘snacks”,
colorificos, sobremesas em poO, bebidas lacteas, misturas em po, confeitos, bebidas
isotonicas, polpas, sucos de frutas, além de outras aplicagdes ndo alimenticias (FRANCO
et al., 2002).

Apesar da importincia econdmica que O urucuzeiro representa, a auséncia de
cultivares de alto padrdo de qualidade e a utilizagdo de materiais provenientes de mistura
de tipos cultivados sdo, algumas vezes, os principais fatores responsaveis pela ma
qualidade do produto final produzido. Portanto, ¢ necessario investir em pesquisas
cientificas, com o objetivo de atender as exigéncias, em quantidade e qualidade, dos
mercados internos e externos. Entretanto, o programa de melhoramento do urucum ¢ ainda
incipiente no Brasil, e a principal etapa, também considerada mais critica, consiste na
selecdao de gendtipos superiores quanto a produgdo de bixina (CARVALHO et al., 2005b).
Dentre as principais metas almejadas atualmente para essa cultura, em face da grande
heterogeneidade de tipos existentes na natureza, estd a necessidade de caracterizar as
variedades produtivas e adaptadas as caracteristicas edafoclimaticas da cada regido do Pais
(CARVALHO et al., 2005b; FRANCO et al., 1990).

No passado, em conseqiiéncia dos poucos estudos na area de melhoramento
genético de urucum, aliado a sua elevada variabilidade genética, optou-se denominar “tipos
cultivados”, ao invés de variedade, ja que ainda nio se tinha um material genético com
caracteristicas genotipicas devidamente fixadas (SAO JOSE, 1990). Entretanto,
recentemente, ja ¢ possivel encontrar na literatura o emprego do termo variedade para
alguns materiais vegetais de urucum (MAZZANI et al., 2000; ZALDIVAR-CRUZ et al.,
2003; RIVERA-MADRID et al., 2006). Uma das dificuldades encontradas no estudo do

melhoramento genético para essa espécie consiste no desconhecimento quase total sobre



varios aspectos das variedades, como caracteristicas botanicas, fenologicas e de produgao,
assim como também a forma de propagacdo e estudos de sele¢do das plantas (OLIVEIRA,
1990). Relata que as principais caracteristicas agrondmicas consideradas numa sele¢ao
visando ao melhoramento de um tipo cultivado s3o: tipo; origem; caracteristicas referentes
a producdo por um periodo minimo de trés anos; porte; nimero de cachos/planta; nimero
de frutos/cacho; nimero de sementes/fruto; densidade de sementes; uniformidade de
maturacdo; época de producdo; coloragdo do fruto; dureza do fruto; presenca de trivalvares;
coloragdo da semente em frutos deiscentes; coloracdo da flor e tipo de inflorescéncia;
coloracdo da semente; forma da semente; resisténcia da queda das sementes em frutos
deiscentes; teor de bixina; coloragdo da flor e tipo de inflorescéncia; coloragcdo e forma da
folha; tolerancia a oidio, a cercosporiose e a antracnose; e tolerancia ao tripes.

A propagacao do urucuzeiro ¢ realizada, preponderantemente, via seminifera.
Entretanto, pode ser também realizada por via vegetativa utilizando-se os métodos da
estaquia e/ou enxertia (SAO JOSE e REBOUCAS, 1990). As plantas obtidas via
propagacdo sexuada apresentam variabilidade em conseqiiéncia da constituicdo genética,
segregacdo e combinacdo entre os genes, resultando assim em uma progénie muito
heterogénea (LIMA, 1990, 1992). Outra desvantagem da propagacdo sexuada decorre da
dorméncia das sementes, devido a presenga do tegumento que impede a absor¢ao de agua
na fase de embebicdo, refletindo em marcante desuniformidade na germinagdo das
sementes. Apesar das vantagens obtidas com o uso desses métodos, no Brasil ndo existem
grandes plantios comerciais estabelecidos via propagagao assexuada (LIMA, 1992).

PINHEIRO et al. (1992) mostraram que a variabilidade genética de urucum ¢
grande. Selecionaram e avaliaram 36 matrizes e suas progénies por mudas obtidas por
sementes, verificando progénies com teores de norbixina variando de 1,87 % até 5,3 %.
Ainda, SAO JOSE e REBOUCAS (1990) observaram que os teores de bixina podem variar
de 1,0 a 6,0% em funcdo da variedade e das condi¢des ecoldgicas da regido. Em vista da
dificuldade para se obter progénies homogéneas, existe a necessidade de se produzir
cultivares superiores de urucuzeiros mais uniformes pelo melhoramento genético, ja que
agricultores, em sua maioria, cultivam plantas resultantes da mistura de sementes nativas e
provenientes de diferentes regidoes do pais, o que acarreta em variagdes nas caracteristicas
dos frutos (MAZZANI, 2000).

Na literatura hd poucos relatos de trabalhos sobre o melhoramento genético de
urucum. De fato, pouco tem sido feito na area de obtencdo de cultivares de urucum, a

excecao da selecao de tipos locais e as avaliagdes tradicionais dos tipos que participam dos



ensaios regionais e nacionais (FRANCO et al.,, 2002). As principais variedades do
urucuzeiro sdo: ‘Peruana Paulista’ (Sdo Paulo), ‘Bico de Pato’ (Bahia) e ‘Piave Vermelha’
(Para) (SAO JOSE e REBOUCAS, 1990). A variedade ‘Bico de Pato’ é caracterizada
como vigorosa, indeiscente, com 2,5 % de bixina, produtiva ¢ com florescimento
concentrado, sendo principalmente plantada no Estado da Bahia (OLIVEIRA, 1994). Essa
variedade ¢ a que tem sido mais utilizada em trabalhos de selecdo, visto apresentar diversas
caracteristicas desejaveis, como boa tolerancia ao oidio, alta produtividade, teores médios
de bixina, acima do minimo exigido para exportacdo (2,5 %) e producdao mais tardia em
relagdo aos demais tipos cultivados (SAO JOSE et al., 1992).

Porém, mesmo para os plantios comerciais as mudas utilizadas sdo provenientes de
reproducdo sexuada, acarretando em heterogeneidade genética. Recentemente, foi
apresentada uma metodologia para polinizagdo artificial visando ao melhoramento
genético do urucum, observando-se diferencas significativas nos contetidos de carotendides
totais e bixina em sementes maduras das variedades estudadas (RIVERA-MADRID et al.,
2006).

Assim, a utilizacdo da biotecnologia associada aos conhecimentos descritivos das
variedades permitird direcionar os programas de melhoramento, identificando e
selecionando combinagdes promissoras que resultem em tipos produtivamente favoraveis.

A engenharia genética, envolvendo a transformag¢do de células e posterior
regeneragdo In vitro de plantas, se aliada a técnicas do melhoramento convencional, tem
grande potencial de contribuir para o sucesso dos programas de melhoramento, visto que a
obtenc¢do de transgénicos surge como alternativa para produzir tipos cultivados superiores,
além de reduzir o tempo para a obtencdo de variedades melhoradas (FERREIRA et al.,
1998). Dentre os estudos de regeneragao in vitro realizados para urucum, PAIVA NETO et
al. (2003) e CARVALHO et al. (2005a) propuseram sistemas de regeneracdo a partir de
segmentos de hipocotilos, e, mais recentemente, CRUZ (2007) relatou a regeneracao
adventicia de ramos em explantes radiculares de urucum, surgindo como mais uma
alternativa a ser empregada no estabelecimento de protocolos de transformacao genética da
espécie.

A transformacdo genética em urucum podera ser util ndo apenas na obtengdo de
plantas com maiores conteudos de bixina, mas também no entendimento de vias
metabolicas envolvidas na biossintese desse pigmento exclusivo da espécie, mediante a
manipulagdo e introducdo de genes de interesse agrondmico nessa espécie vegetal, como

os genes envolvidos na via de biossintese de bixina. Na literatura levantada, um unico



relato de transformacdo genética de urucum foi detectado, em que um protocolo de
transformagdo via Agrobacterium tumefaciens foi proposto para verificar a expressao
transiente do gene da [J-glucuronidase (gus) em duas variedades de urucum (ZALDIVAR-
CRUZ et al., 2003). Todavia, ndo foram obtidas plantas transgénicas neste estudo.
Portanto, protocolos de propagagdo in vitro para multiplicacdo ¢ clonagem de
genotipos superiores, associados a obtencdo de plantas transgénicas e estudos de biologia
molecular, surgem como alternativa para subsidiar programas de melhoramento, visando
ao aumento da qualidade e da produtividade, além de possibilitar o estudo de rotas

metabolicas, como a via de biossintese do pigmento natural bixina.
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CAPITULO |

INFLUENCIA DE ANTIBIOTICOS NA MORFOGENESE in vitro A PARTIR DE
EXPLANTES HIPOCOTILEDONARES E RADICULARES DE URUCUM

(Bixa orellana L.)

RESUMO

A espécie vegetal Bixa orellana L. tem despertando grande interesse por acumular
em suas sementes um corante natural, bixina, o qual ¢ amplamente empregado na industria
alimenticia. Sua propagacao em larga escala tem sido relatada como uma dificuldade a ser
vencida. Estudos utilizando hipocotilos e raizes como explantes para multiplicagao in vitro
evidenciaram o potencial propagativo desses sistemas. Assim, os objetivos desse trabalho
foram estudar os efeitos de diferentes antibidticos, seletivos e aqueles utilizados na
eliminagdo de bactérias pos-ensaios de transformacdo genética, sobre a regeneracdo de
brotos a partir de segmentos de hipocétilos e de raizes. No primeiro caso, o uso de 4 mg L™
de higromicina para segmentos de hipocotilos das matrizes ‘M1’ e ‘M6’ da variedade
‘Bico de Pato’, ndo pré-cultivados, foi suficiente para inibir a regeneracao de brotos, sendo,
todavia, insuficiente para inibir a regeneragdo de brotos a partir desses explantes
submetidos a pré-cultivo em meio MS com 4,56 uM de zeatina. Para raizes da variedade
‘Peruana’, 2,5 mg L usando esse antibiotico, ocorreu a redugdo em 98,95 % a freqiiéncia
de brotacdes adventicias. Explantes radiculares de ‘Peruana’, mantidos em meio liquido
contendo canamicina, apesar da auséncia de regeneracdo de brotos, alongaram-se quando
em presenca de 12,5 ou 25 mg L' desse agente seletivo. Entretanto, a partir de 50 mg L™
de canamicina, foi verificado marcante escurecimento dos explantes. As respostas
morfogénicas desses mesmos explantes foram avaliadas quando cultivados em presenca de
antibioticos usados na eliminagdo de bactérias pos-ensaios de transformacdo genética:
timentin, cefotaxima, augmentin e meropenem. Para hipocétilos, esses antibidticos
inibiram diferencialmente a freqiiéncia de regeneragao de brotos das variedades estudadas.
Para os segmentos radiculares foram verificadas diferengas entre os tratamentos avaliados.
Portanto, a resposta morfogénica in vitro dos explantes avaliados depende ndo somente da

gendtipo-especificidade do material vegetal, mas também da fonte de explante avaliada.

Palavras chaves: urucum, propagacao in vitro, organogénese, cultura de tecidos.



INTRODUCAO

A espécie vegetal Bixa orellana L. (urucum), nativa da América tropical, acumula
varios carotenoides, sendo a bixina o principal apocarotendide acumulado por essa espécie,
podendo chegar a mais de 80 % no arilo das sementes (MAGDA, 1989; MERCADANTE
et al., 1996; MERCADANTE et al., 1997). Esse corante confere cor vermelha as sementes
de B. orellana, o qual vem sendo utilizado principalmente pela industria alimenticia,
ocupando a segunda colocagdo dentre os corantes naturais mais utilizados, atrds somento
do caramelo, em virtude da crescente proibi¢ao da utilizacdo de aditivos sintéticos, devido
ao carater toxico e cancerigeno desses corantes (APARNATHI et al., 1990; LAURO, 1991;
MERCADANTE e PFANDER, 1998; BOUVIER et al., 2003).

Sendo uma planta alogama e consequentemente propagada predominantemente por
via seminifera, ha marcante desuniformidade entre as plantas de uma mesma lavoura, em
funcdo da alta taxa de variabilidade genética comum nessa Bixaceae. O pouco
conhecimento das variedades de urucum, associados a auséncia de cultivares de alto
padrao de qualidade além da utilizacdo de materiais provenientes de mistura de tipos
cultivados, muitas vezes resulta em mé qualidade do produto final obtido (SAO JOSE et al.,
1992). Dentre as estratégias que podem ser adotadas para aumentar a produtividade dessa
espécie vegetal € via a transferéncia de genes de interesse agrondmico, como os envolvidos
na via de biossintese de bixina, na determinagdo das caracteristicas das flores e dos frutos
ou envolvidos no sistema de defesa das plantas contra pragas, além de permitir o estudo

funcional de genes, e o entendimento da regulagdo de vias metabdlicas para essa espécie.
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O pré-requisito fundamental para a introdugao de genes exdgenos em plantas estd na
necessidade de um sistema eficiente de regeneracdo e de sele¢do de plantas transformadas.
Em urucum, foram relatados trabalhos de regeneragao in vitro baseados na organogénese,
com o emprego de gemas axilares e explantes nodais (D’SOUZA e SHARON, 2001), ou
por indugdo de calogénese a partir de sementes e regeneracdo de plantas (SHA VALLI
KHAN et al., 2002). PAIVA-NETO et al. (2003) e CARVALHO et al. (2005) sugeriram
um protocolo eficiente de regeneragdo via organogénese direta de urucum a partir de
explantes hipocotiledonares utilizando citocininas adicionadas ao meio de cultura semi-
solido. Mais recentemente, foi propdsto um sistema de regeneragdo in vitro, a partir de
explantes radiculares com eficiente diferenciagdo de brotagdes adventicias em meio de
cultura liquido (CRUZ, 2007).

Todavia, as respostas morfogénicas dos tecidos cultivados in vitro sio influenciadas
por compostos adicionados ao meio de cultura, incluindo antibidticos, existindo crescente
numero de trabalhos relatando os efeitos desses compostos na morfogénese vegetal
(SARMA et al., 1995; NAUERBY et al., 1997; LING et al., 1998; COSTA et al., 2000;
HOFFMANN ¢ VIEIRA, 2000; LIMA et al., 2001; YU et al., 2001; DANILOVA ¢
DOLGIKH, 2004; WIEBKE et al., 2006; ZHI-NENG et al., 2007). De modo particular,
isso € importante para o processo de transferéncia de genes exdgenos via transformacao
por Agrobacterium que requer, via de regra, a utilizagdo de antibidticos durante as etapas
de selecdo e obtencdo das plantas transformadas (OGAWA e MII, 2005). Existe a
necessidade de eliminar a bactéria do meio, minimizando os riscos de interferirem no
crescimento ¢ na regeneragdo de tecidos de plantas, potencialmente transformados, e
reduzir o risco de liberar bactéria engenheirada geneticamente no ambiente; além de evitar
a regeneragdo e o crescimento de plantas falso positivas (OGAWA e MII, 2005). Assim, o
objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos de diferentes antibioticos na regeneragdo de
hipocdtilos e raizes, utilizados como explantes, em vista de apresentarem grande potencial

regenerativo para a espécie estudada.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Sementes maduras de Bixa orellana L. da variedade ‘Bico de Pato’ das matrizes
‘M’1 e ‘M6’ obtidas de plantas cultivadas na Unidade de Crescimento de Plantas (UCP) do
Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa, e sementes da
variedade ‘Peruana’, cedidas pela Empresa Brasileira de Agropecuaria (EMBRAPA -
CENARGEN), foram utilizadas para a germinacao ¢ obten¢do dos explantes utilizados nos

experimentos de regeneracdo contendo diferentes antibidticos.

Germinacédo das sementes in vitro e obtencao dos explantes

As sementes de urucum foram escarificadas manualmente utilizando um bisturi, na
regido oposta ao eixo do embrido, com um escalpe. O processo de desinfestagdo iniciou-se
quando as sementes foram imersas em etanol comercial 97 % (v/v) durante 10 min,
seguido de incubagdo por 30 min em solugdo de hipoclorito de sdédio comercial (Super
Globo, Brasil) a 2,5 % (v/v) acrescido de Tween 20 a 0,1 % (v/v), e entdo enxaguadas 5
vezes em agua destilada autoclavada. As sementes foram colocadas para germinar em
tubos de ensaio (150 x 25 mm; Vidrolabor, Brasil) contendo 10 mL de meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) autoclavado, suplementado com vitaminas do complexo
B5 (GAMBORG et al., 1968), 3 % (p/v) de sacarose (Vetec, Brasil), 100 mg L™ de mio-
inositol (Sigma Chem. Co., EUA), pH 5,7 £ 0,1, e solidificado com 0,8 % (p/v) de agar

(Agar Brasileiro, Brasil). Apds esse processo, as sementes foram colocadas para germinar
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no escuro, sob temperatura de 25 + 2 °C, por um periodo de 30 dias antes das plantulas
serem enverdecidas no claro.

As plantulas com 45 dias de idade foram usadas para a obtencdo dos explantes. Em
condi¢cdes assépticas, hipocdtilos e raizes foram removidos e utilizados, separadamente,
nos experimentos para a avaliagao do efeito dos antibidticos sobre o processo regenerativo
de brotos de urucum. Tanto os hipocotilos quanto as raizes foram segmentados em,
aproximadamente, 1 cm de comprimento e inseridos nos meios nutritivos MS semi-solidos

e liquidos, respectivamente.

Antibidticos usados em ensaios de selecdo de plantas transformadas

Segmentos de hipocétilos com aproximadamente 1 cm, resultantes da germinagao
de sementes da variedade ‘Bico de Pato’ das matrizes ‘M1’ e ‘M6°, foram cultivados
horizontalmente em placas de Petri de poliestireno cristal estéreis (90 x 15 mm; J. Prolab,
Brasil) contendo 30 mL de meio de cultura MS, acrescido de 4,56 uM de zeatina (Sigma
Chem. Co., EUA) (PAIVA-NETO et al., 2003) e solidificado com 0,9 % (p/v) de agar
(Agar Brasileiro, Brasil). Os tratamentos consistiram na combina¢do dos antibioticos
higromicina (Sigma Chem. Co., EUA) (2,5; 3,0; 3,5; 4,0 mg L'l) e 300 mg L timetin
(GlaxoSmithKlyne, Brasil), com 20 explantes em cada uma das 5 repeti¢des, tanto para as
condi¢des de explantes submetidos a um periodo de pré-cultivo por 3 dias, em meio MS
semi-solido adicionado de 4,56 uM de zeatina, quanto para explantes nao submetidos ao
periodo de pré-cultivo. Decorridos 15 dias da introducdo do material, os explantes foram
transferidos para novos meios de cultura, simulando ensaio de selecdo de plantas
transformadas ap0s a realizagdo da transformagao genética.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo luminoso de 16 h e irradiancia de 30 pumol m™s™. Passados mais 15 dias, os
explantes foram subcultivados e com 45 dias depois da introdu¢do do material, o
experimento foi avaliado de acordo com a porcentagem do ntimero de hipocotilos que
apresentaram brotagdes € o numero total de brotos produzidos. Os dados experimentais
foram submetidos 8 ANOVA seguidos de teste de Tukey a 5 % de probabilidade, usando o
programa estatistico SISVAR.

Raizes resultantes da germinagdo de sementes de B. orellana da variedade

‘Peruana’ foram coletadas e segmentadas apresentando aproximadamente 1 cm e
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cultivadas, aproximadamente 0,1 g de massa fresca, correspondendo as raizes de duas
plantulas, a partir da regido do coleto, em meio liquido descrito anteriormente, acrescido de
4.56 uM de zeatina (CRUZ, 2007) em Erlenmeyers (Vidrolabor, Brasil) de 125 mL de
capacidade contendo 30 mL de meio de cultura MS liquido, suplementado com vitaminas
B5, 3 % (p/v) de sacarose e 100 mg L de mio-inositol. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1,
antes da autoclavagem. Os tratamentos consistiram na alteracdo da concentracdo de
higromicina (1,25; 2,5; 5,0 mg L'l) combinados com o antibidtico timetin 300 mg L'l,
sendo avaliada a porcentagem de regeneragdo de brotos adventicios. Também, foram
testadas alteragdes da concentracdo de canamicina (12,5; 25; 50; 75; 100 mg L'l),
combinados com timentin (300 mg L ™).

As culturas foram mantidas em mesa agitadora orbital (Tecnal, Brasil) a 100 rpm,
em sala de crescimento, sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo luminoso de 16h e
irradiancia de 30 pmol m™s™. Cada tratamento consistiu de 4 repeti¢des, avaliadas com 40
dias apos a introdugdo do material, de acordo com a porcentagem de raizes que
responderam com regeneracdo de brotos adventicios, utilizando o programa estatistico

SISVAR para a ANOVA, seguido de teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Antibidticos usados na eliminacdo de agrobacteria ap6s ensaio de transformacéo

genética

Segmentos de hipocotilos com aproximadamente 1 cm, resultantes da germinagdo
de sementes de B. orellana das variedades ‘Bico de Pato’, matrizes ‘M1’ ¢ ‘M6’, ¢
‘Peruana’, foram cultivados horizontalmente em placas de Petri de poliestireno cristal
estéreis (90 x 15 mm; J. Prolab, Brasil) contendo 30 mL de meio de cultura MS, pH 5,7 +
0,1, suplementado com vitaminas B5, sacarose 3 % (p/v), 100 mg L de mio-inositol,
acrescido de 4.56 uM de zeatina, e solidificado com 0,9 % (p/v) de 4gar (Brasileiro, Brasil).
Os tratamentos consistiram no acréscimo de antibidticos nos meios de cultura nas
concentragdes de timetin (300 ou 500 mg L'l), meropenem (ABL, Brasil) (6,25; 12,5; 25;
ou 50 mg L), augmentin (GlaxoSmithKline, Hungary) (250 ou 500 mg L), cefotaxima
(Nova Farma, Brasil) (250 ou 500 mg L"), e como controle, hipocétilos foram cultivados
no mesmo meio de cultura, entretanto sem antibioticos.

Cada tratamento consistiu de 20 explantes em cada uma das 4 repeti¢des. As

culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo
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luminoso de 16h e irradiancia de 30 pmol m?s™. Decorridos 20 dias apés a introdugio do
material, os explantes foram transferidos para novos meios de cultura, € mantidos nas
mesmas condi¢des experimentais. O experimento foi concluido apds 60 dias de cultivo nos
meios semi-solidos, e avaliados calculando-se o numero total de brotos emitidos, a
porcentagem do niimero de hipocoétilos que responderam com brotagdes e a freqiiéncia de
calejamento dos explantes. Os dados experimentais foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguido de teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o
programa estatistico SISVAR.

De modo semelhante, raizes resultantes da germinagdo de sementes de B. orellana
das variedades ‘Bico de Pato’, matrizes ‘M1’ ¢ ‘M6’, e ‘Peruana’ foram coletadas,
segmentadas em cerca de 1 cm, aproximadamente 0,1 g de massa fresca, correspondendo
as raizes de duas plantulas, a partir da regido do coleto, e cultivadas em meio de cultura
MS liquido suplementado com vitaminas B3, 3 % (p/v) de sacarose, 100 mg L™ de mio-
inositol, pH 5,7 £ 0,1, acrescido de 4,56 uM de zeatina (CRUZ, 2007) em Erlenmeyers
(Vidrolabor, Brasil) de 125 mL de capacidade contendo 30 mL de meio de cultura, como
descrito anteriormente.

Os tratamentos consistiram na utilizagdo de antibidticos nas concentragoes de
timetin (300 mg L), meropenem (12,5; 25 ou 50 mg L), augmentin (250 mg L"), e como
controle, foi utilizado 0 mesmo meio de cultura sem o uso de antibidticos. Passados 20 dias
apos a introducdo do material, foi acrescentada a mesma quantidade inicial dos antibidticos
nos respectivos meios de cultura. As culturas foram mantidas em mesa agitadora orbital
(Tecnal, Brasil) a 100 rpm, em sala de crescimento, sob temperatura de 25 + 2 °C,
fotoperiodo luminoso de 16h e irradiancia de 30 pmol m™s™.

Cada tratamento consistiu em 3 repeti¢des, as quais foram avaliadas apos 40 dias de
cultivo, analizando-se o nimero de explantes radiculares que responderam com brotagdes
adventicias. Osdados experimentais foram convertidos para porcentagem de raizes que
responderam, visto a dificuldade de introduzir o mesmo nimero de raizes para serem
cultivadas. Esses resultados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguido

de teste de Tukey a 5 % de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR.
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Obtencéao de plantas de urucum a partir dos brotos regenerados

Apoés a obtencdo dos brotos, tanto em meio semi-sélido quanto em meio liquido,
estes foram excisados dos explantes originais, transferidos para meio MS suplementados
com 4,56 uM de zeatina (PAIVA-NETO et al., 2003) e solidificado com 0,8 % (p/v) de
agar (Brasileiro, Brasil), em frascos de vidro com capacidade para 250 mL, contendo 50
mL de meio de cultura, como anteriormente descrito, e selados com filme plastico PVC
(Goodyear, Brasil). Apos 30 dias, os brotos foram transferidos para meio de alongamento
das brotagdes, caracterizado pela substitui¢do da citocinina por 28,87 uM de acido
giberélico (GA3. Sigma, EUA).

Do mesmo modo, as brotagdes provenientes das raizes em meio MS liquido,
suplementado com vitaminas B5, 3 % (p/v) sacarose (Vetec, Brasil), 100 mg L™ de mio-
inositol (Sigma Chem. Co., EUA), pH 5,7 + 0,1, foram primeiramente transferidas para
placas de Petri de poliestireno cristal estéreis (90 x 15 mm; J. Prolab, Brasil) contendo 30
mL de meio de inducdo de brotos solidificado com 0,9 % (p/v) de agar (Brasileiro, Brasil).
Os explantes foram mantidos nesse meio por 75 dias antes de serem subcultivados em
meio de inducdo de brotagdo solidificado com 0,75 % (p/v) de agar (Brasileiro, Brasil), em
frascos de vidro com capacidade para 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultura, como
anteriormente descrito, e selados com filme plastico PVC. Apoés 45 dias foi realizado um
terceiro subcultivo, nas mesmas condi¢des ja descritas, reduzindo-se a concentragdo de

zeatina para 2,28 uM e acrescentando-se 28,87 uM de acido giberélico (GA3, Sigma, EUA).

Enraizamento e aclimatacéo das plantas

Os brotos alongados (> 3 cm) foram transferidos para tubos de ensaio (150 x 25
mm; Vidrolabor, Brasil) contendo 2 mL de meio MS sem regulador de crescimento, e
mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo luminoso de
16h e irradiancia de 30 umol m™s”. Apds o enraizamento, as plantas foram transferidas
para copos descartaveis contendo dgua destilada, e envolvidas com sacos plésticos antes de

serem plantados em vasos contendo substrato organico (Plantmax®).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de antibidticos utilizados na selecdo de plantas transformadas

Influéncia do antibiético higromicina na morfogénese de brotos a partir de hipocotilos

de urucum

Optou-se por avaliar a influéncia do antibiotico higromicina na morfogénese de
hipocoétilos nas condi¢des de pré-cultivo e sem pré-cultivo, j4 que pouco se conhece a
respeito de transformacdo genética de urucum, onde até o presente momento nenhum
protocolo de transformacdo genética seguindo a regeneracdo de plantas de urucum foi
descrito. Apds o primeiro cultivo dos hipocétilos em meio seletivo, foi possivel observar o
inicio do calejamento nos explantes. O subcultivo dos explantes foi realizado com o
objetivo de simular um ensaio de transformagdo genética e selecdo de brotos
transformados.

Os tratamentos foram avaliados calculando-se a porcentagem de hipocoétilos que
responderam com brotagdes, e o total de brotos produzidos apos 45 dias de cultivo, sendo
possivel observar a diminui¢do na frequéncia das respostas morfogénicas para ambos os
fatores estudados, nas duas condi¢cdes propostas (Figura 1). Estudos preliminares
mostraram que concentracdes menores que 2,5 mg L' de higromicina ndo foram
suficientes para inibir a morfogénese de hipocdtilos para essa espécie (dados ndo
mostrados). Portanto, optou-se por avaliar a influéncia da higromicina sobre a regeneracao
de brotos, considerando um intervalo de concentra¢do maior desse antibidtico (2,5-4,0 mg

L.
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Figura 1. Influéncia do antibidtico higromicina associado a 300 mg L' de timetin na
morfogénese de brotos de urucum das variedades ‘Peruana’ e ‘Bico de Pato’,
matrizes ‘M1’ e ‘M6°. Os valores 2,5; 3,0; 3,5; ou 4,0 mg L! representam as
concentragdes de higromicina utilizadas nos meios. A - (% HR) porcentagem de
hipocétilos pré-cultivados que responderam com brotagdes; B - (TB) total de
brotos emitidos de hipocotilos pré-cultivados; C - (% HR) porcentagem de
hipocétilos nao pré-cultivados que responderam com brotagdes; D - (TB) total
de brotos emitidos de hpocétilos ndo pré-cultivados. Comparagdes de médias
entre os tratamentos sdo indicadas por letras minusculas; enquanto que as
comparagdes de médias dentro de cada tratamento sdo indicadas por letras
maiusculas. Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de
Tukey a 5 %.

As andlises de médias apresentadas nos graficos mostraram que a quantidade
maxima de higromicina utilizada, 4 mg L', ndo conteve a diferenciagio de brotagdes
naqueles tratamentos em que os hipocoétilos foram submetidos a pré-cultivos, os quais
ainda apresentaram 36 e 11 % de hipocétilos com brotos, para as duas matrizes estudadas
‘M1’ e ‘M6’°, respectivamente (Fig. 1A). Essa concentracdo de higromicina nos meios
contendo hipocétilos pré-cultivados, resultou na regeneracdo de 95 e 11 brotagdes, de
tamanho reduzido, para as matrizes ‘M6’ e ‘M1°, respectivamente (Fig. 1B).

Examinando-se os resultados € possivel afirmar que na condi¢do de hipocétilos pré-
cultivados, a matriz ‘M6’ apesar de ndo apresentar diferenca em relagdo a matriz ‘M1°,
utilizando 4 mg L' de higromicina, teve uma reducdo nas condigdes iniciais (2,5 e 3,0 mg
L' de higromicina) na frequéncia de emissio de brotos com relagio a matriz ‘M1’,

evidenciando a diferenca de resposta entre os genotipos avaliados (Fig. 1B).
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Avaliando-se as médias para a freqiiéncia de brotacdes e hipocdtilos que
responderam, considerando hipocotilos ndo pré-cultivados, pode-se observar que tanto a
concentragdo de 3,5 quanto 4,0 mg L™ de higromicina ndo apresentaram diferencas, sendo
suficientes para reduzir a morfogénese dos explantes das duas matrizes (Fig. 1A). A
concentragdo de 3,5 mg L de higromicina ao meio foi suficiente por conter 98 ¢ 100 %
das brotagdes ‘M1’ e ‘M6’, respectivamente, com 100 % de inibicdo dos hipocoétilos
avaliados e emissio de brotos nos meios suplementados com higromicina 4,0 mg L™ (Fig.
1D).

Os resultados apresentados para a condi¢do de hipocotilos ndo submetidos a pré-
cultivo, também mostraram diferencas na resposta morfogénica entre as duas matrizes
analisadas, revelando médias superiores de numero de brotos para a matriz ‘M1’,
utilizando 2,5 ¢ 3,0 mg L™ de higromicina no meio (Fig. 1D). Os hipocétilos avaliados que
ndo apresentaram resposta morfogénica, caracterizaram-se por intensa oxidacao, enquanto
que as brotacdes avaliadas foram pouco desenvolvidas com o aumento da concentracao de
higromicina no meio de cultura, assim como também a incidéncia de calejamento nos
explantes.

O numero de brotagdes produzidas nos tratamentos submetidos a pré-cultivo foi
maior do que os tratamentos realizados sem pré-cultivos, com o surgimento de 10 e 3 vezes
mais brotos, para as matrizes ‘M1’ e ‘M6’, respectivamente, no tratamento contendo 2,5
mg L™ de higromicina. No tratamento considerando 3,5 mg L' de higromicina foi possivel
observar a emissdo de 115 e 17,5 vezes mais brotos, para as matrizes ‘M1’ e ‘M6’,
respectivamentes, na condicdo de pré-cultivo, comparando-se com os hipocotilos ndo
submetidos a pré-cultivo.

Diferentemente, utilizando 3,5 mg L™ de higromicina foi possivel verificar a
emissdo de apenas uma brotagdo, em média, para as duas matrizes ndo submetidas a pré-
cultivo. A utilizacdo do pré-cutivo dos explantes, possivelmente, induziu a competéncia
organogénica dos explantes, sendo observado, portanto regenera¢do de gemas e brotos nos
explantes ainda que expostos a 4 mg L™ do antibidtico seletivo, resultando em maiores
freqiiéncias organogénicas, visto o periodo de pré-cultivo induzir a divisdo celular nos
explantes antes de cultiva-los em meio contendo o agente seletivo.

Portanto, a concentragio de 4 mg L™ de higromicina pode ser usada para inibir
completamente a morfogénese de explantes hipocotiledonares das matrizes ‘M1’ e ‘M6’ da
variedade ‘Bico de Pato’, ndo submetidos a um periodo de pré-cultivo, em ensaios de

transformagao genética. Entretanto, estudos posteriores deverdo ser realizados para avaliar
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o efeito de concentragdes maiores de higromicina na morfogénese de hipocétilos de
urucum, para essas duas matrizes, submetidos a pré-cultivo de trés dias nas mesmas
condi¢des de cultivo.

Como se observou diferenca na resposta morfogénica entre as matrizes ‘Bico de
Pato’, e entre essa variedade e a ‘Peruana’, a utilizagdo do antibiotico higromicina
influencia de modo diferenciado, a freqiiéncia de brotos formados, quando associado ao
antibiotico timetin, refletindo assim, o carater de genotipo-especificidade de respostas
morfogénicas das plantas de urucum. O comportamento morfogénico dos explantes foi
influenciado negativamente pela adicdo de higromicina no meio. A concentragdo maxima
do agente seletivo utilizado ¢ importante para evitar a regeneragdo de plantas falso
positivas, sem ocasionar a morte dos hipocdtilos utilizados em ensaios de transformacao
génica.

O uso de um bom marcador de sele¢do ¢ fundamental para uma eficiente
recuperagdo in vitro. A higromicina ¢ um antibiotico que atua na proteina ribossomal 80s,
bloqueando a sintese de proteinas em eucariotos (EADY e LISTER, 1998). Resultados
positivos de sua utilizacdo em protocolos de transformagdo de varias espécies como tabaco
(WANG e WATERHOUSE, 1997), videira (TORREGROSA ¢ BOUQUET, 1997), café
(HATANAKA et al., 1999), berinjela (PICOLI et al., 2000) e citrus (COSTA et al., 2002),
dentre outros, ja foram relatados.

O menor numero de escapes e as menores concentracdes de higromicina,
comparadas a outros produtos utilizados para selecdo de células transformadas, fazem
deste antibidtico uma alternativa promissora a ser utilizada em protocolos de
transformagdo genética. Portanto, o antibidtico higromicina se mostrou promissor, podendo
ser utilizado como mais uma opgao de agente seletivo em futuras ensaiod de transformagao
genética, ja que a literatura relata a existéncia de apenas um trabalho realizado por
ZALDIVAR-CRUZ et al. (2003), o qual avaliou a expressdo transiente do gene para a [1-
glucuronidase, utilizando 75 mg L' de canamicina como agente seletivo de segmentos
hipocotiledonares de duas variedades de urucum, ‘Peruana’ e ‘Crioula’, transformadas com

Agrobacterium tumefaciens.
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Influéncia dos antibidticos higromicina e canamicina na morfogénese de raizes da

variedade ‘Peruana’

Apds 25 dias foram observadas as primeiras brotagdes adventicias, e aos 40 dias de
cultivo foi realizado o levantamento dos dados (Fig. 2). Observou-se reducao da freqiiéncia
de raizes que responderam com diferenciacio de brotacdes, com o aumento da
concentragdo do antibidtico higromicina no meio de cultura. O tempo de cultivo resultou
em algumas brotacdes hiperidricas, visto que as brotagdes nao surgiram todas ao mesmo
tempo. Esses brotos hiperidricos foram contabilizados ¢ usados na comparagdo de médias.

A emissdo de brotos ocorreu, preferencialmente, nas extremidades das raizes que
apresentavam diametro maior, principalemente em segmentos radiculares da raiz principal.
Nao foram encontradas brotacdes adventicias nas raizes secundarias de pequeno diametro e
nem nas regides das raizes que alongaram apds o periodo de cultivo, semelhante ao
relatado por CRUZ (2007). Em geral, as brotagdes originadas das raizes cultivadas em
meio contendo higromicina, apresentaram tamanho reduzido, em relacdo as brotagdes
emitidas nas condi¢des controles, utilizando o fitorregulador zeatina mais o antibidtico
timetin, ou somente zeatina. Usou-se zeatina em fun¢do da necessidade da presencga de
fitorreguladores no meio de cultura para induzir a emissao de brotos adventicios de urucum

sob luminosidade (CRUZ, 2007).
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Figura 2: Influéncia dos antibidticos timetin e higromicina na organogénese de raizes de
urucum da variedade ‘Peruana’. CSA representa o tratamento controle sem
antibiotico; RB representa o percentual médio de raizes que responderam com
brotacdes. Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de
Tukey a 5 %.

A andlise estatistica ndo mostrou diferenca entre os meios contendo apenas zeatina
e o meio suplementado com zeatina e timetin. Entretanto, essas condi¢des se mostraram
superiores aos demais tratamentos que consideram o aumento progressivo de higromicina
no meio de cultivo, chegando a zero porcento de emissdo de brotagdes adventicias
provenientes de raizes cultivadas quando a concentracdo de higromicina atingiu 5,0 mg L™
no meio de cultivo.

O tratamento contendo 1,25 mg L™ de higromicina, que consistiu no experimento
que possuia a concentracdo mais baixa desse antibidtico no meio de cultura, reduziu a
freqiiéncia de brotagdes em 78,89 %; enquanto que o tratamento contendo 2,5 mg L' de
higromicina reduziu 98,95 % a freqiiéncia de brotagdes emitidas pelas raizes. O tratamento
utilizando 5,0 mg L™ de higromicina apesar de ter resultado na inibicdo de 100 % das
brotagdes, foi observado um escurecimento dos explantes radiculares, diferentemente da
cor visualizada pelas raizes nos demais tratamentos, que apresentaram coloragdes mais
claras, com algumas raizes alongadas, exceto para o controle desprovido dos antibidticos.

A figura 3A mostra a emissdo de brotos de pequeno tamanho e alguns explantes

radiculares alongados resultantes do cultivo das raizes com 1,25 mg L™ de higromicina,
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enquanto que na figura 3B ¢ possivel observar o escurecimento dos segmentos de raizes ¢ a
auséncia da emissdo de brotos ou alongamento das mesmas. O alongamento de algumas
raizes, visualizado tanto no controle quanto nos tratamentos contendo concentragdes
reduzidas de higromicina, 1,25 e 2,5 mg L', deveu-se a influéncia do antibidtico timetin, o
qual ndo exerceu efeito sobre as raizes no tratamento utilizando 5 mg L™ de higromicina
no meio de cultivo.

De acordo com os resultados apresentados, 5 mg L' de higromicina foi suficiente
para inibir a morfogénese in vitro de raiz para a variedade ‘Peruana’. Entretanto outros
estudos devem ser conduzidos com o objetivo de identifica uma quantidade de higromicina
inferior 4 maxima utilizadas neste experimento, e superior a 2,5 mg L', que promova a
inibi¢do da regeneragdo de raizes, sem comprometer a qualidade ou o escurecimento dos
explantes utilizados em ensaios de transformacao genética para evitar a selecao de plantas
falso positivas.

Igualmente ao realizado para higromicina, o experimento utilizando canamicina,
como agente seletivo em diferentes concentragdes no meio de cultura, foi realizado para
raizes de B. orellana ‘Peruana’. Apos 25 dias de cultivo, observaram-se o alongamento de
alguns explantes radiculares mantidas, principalmente, no tratamento contendo 12,5 mg L™
de canamicina, e em menor expressividade, nos meios contendo 25 mg L™ de canamicina.

O alongamento das raizes ficou evidente ao final do experimento, como ¢ possivel
observar na figura 3C. A partir da concentragdo de 50 mg L de canamicina no meio, nio
foi mais vizualizado o alongamento das raizes, mas somente o escurecimento das mesmas.
A utilizagdo de 100 mg L™ desse antibidtico no meio resultou no escurecimento intenso
das raizes cultivadas. Comparando-se os dois experimentos utilizando os antibidticos
canamicina e higromicina como agentes seletivos em ensaios de transformacao de plantas,
o experimento realizado com canamicina provocou 100 % de inibi¢do de brotagdes em
todas as concentragOes de canamicina avaliadas.

Um estudo apresentado por LIMA et al. (2001) realatando a tolerancia de calos de
cana-de-agucar a antibidticos, observaram que antibioticos utilizados em sistemas de
transformagdo genética, canamicina e higromicina, inibiram a inducdo de calos e
morfogénese in vitro, diferentemente do encontrado para geneticina. Em urucum, a
presenca de 12,5 mg L' de canamicina no meio inibiu a regeneragio de brotos in vitro, o
que ¢ uma vantagem quanto a utilizacdo desse antibidtico como agente seletivo. Entretanto,
estudos posteriores, avaliando a influéncia desse antibiotico na morfogénese de raizes

utilizando concentracdes mais baixas desse antibiotico, deverdo ser realizados para
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verificar se a regeneracao de brotos a partir de raizes cultivadas com esse antibiotico em
baixas concentragdes ndo compromete a regeneragao de brotos, e assim utilizar 12,5 mg L~

1 ~ .. . .
Oou uma concentragao menor de canamicina no meio de cultivo.

Figura 3: Raizes de B. orellana ‘Peruana’ com 40 dias, cultivadas em meio liquido
contendo zeatina e 300 mg L' de timetin, utilizando higromicina ou canamicina
como agentes seletivos. A — Brotagdes emitidas de raizes cultivadas em meio
contendo 1,25 mg L' de higromicina; B - Raizes cultivadas em meio contendo
5,0 mg L™ de higromicina; C - Raizes cultivadas em meio contendo 12,5 mg L™
de canamicina; D - Raizes cultivadas em meio contendo 75 mg L™ de
canamicina.
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Efeito de antibidticos utilizados na eliminacgdo de bactérias do meio de cultura
Influéncia de antibioticos na morfogénese de brotos a partir de hipocotilos de urucum

Os explantes hipocotiledonares apresentaram inicio de calejamento com 15 dias de
cultivo, ¢ um numero reduzido de pequenas brotacdes foi observando, nos meios sem
antibiotico ou suplementado com 250 mg L' de augmentin. Entretanto, a maioria dos
brotos emergiu apdés 20 dias do subcultivo, assim como também a intensidade de
calejamento e oxidagdo dos explantes. Explantes com altos niveis de oxidacdo ndo
responderam e apresentaram-se necrosados.

Apbs a coleta dos dados, foi realizada uma andlise para inferir, quantitativamente, a
respeito de quatro doses do antibiotico meropenem (6,25; 12,5; 25; ¢ 50 mg L para cada
tipo vegetal, jA que esse antibiotico tem sido utilizado positivamente em estudos de
transformagao genética. Considerando o numero de hipocétilos que emitiram brotagdes, a
matriz ‘M1 apresentou melhor desempenho na condi¢do controle, e dentre as
concentragdes do antibiotico utilizado, 6,25 mg L™ ¢ 25 mg L™ apresentaram os melhores
resultados para as variedades ‘Bico de Pato’, matriz ‘M1°, e ‘Peruana’, respectivamente,
em relacdo ao numero de hipocotilos que apresentaram brotagdes; enquanto que a matriz
‘M6’ da variedade ‘Bico de Pato’ ndo resultou em diferencas entre os tratamentos (Fig.
4A).

Também nado foram encontradas diferencas entre o numero total de brotos
produzidos para a matriz ‘M6’ e ‘Peruana; mas a matriz ‘M1’ apresentou melhor resultado
no meio sem o uso do antibitico meropenem. Nos tratamentos controle e 6,25 mg L™, a
matriz ‘M1’ apresentou médias superoriores as demais plantas, enquanto que nos demais
tratamentos ndo ocorreram diferenca de médias entre as plantas estudadas (Fig. 4B).

A andlise de calejamento dos hipocdtilos mostrou que todos os antibioticos
influenciaram positivamente o aumento dessa caracteristica, ndo apresentando diferencas
entre os tratamentos, apesar de ter sido observado uma diminug¢ao na média de calejamento
dos explantes do tipo ‘Peruana’ nos tratamentos contendo 25 ¢ 50 mg L-1 de meropenem,
além de ser observado que a alta incidéncia de calejamento dos explantes inibiu a
regeneracao de brotos. (Fig. 4C).

Portanto, exceto para os hipocotilos da matrize ‘M1’ que sofreram influéncia
negativa na presenca do antibidtico meropenem nosdistintos tratamentos, a regeneragdo de

brotos a partir dos hipocétilos da matriz ‘M6’ ndo sofreu influéncia desse antibiotico,
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assim como também foi verificado para o nimero de brotos produzido para o tipo cultiva

‘Peruana’.
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Figura 4: Influéncia do antibidtico meropenem (0; 6,25; 12,5; 25; ¢ 50 mg L'l) na
organogénese de brotos provenientes de hipocotilos de urucum das variedades
‘Bico de Pato’, matrizes ‘M1’ e ‘M6’, ¢ ‘Peruana’. A — (HR) Numero de
hipocétilos que responderam com brotagdes; B — (TB) Total de brotos; C —
Numero de hipocoétilos que calejaram. Comparagdes de médias entre os
tratamentos sdo indicadas por letra mintiscula, enquanto que as comparacdes de
médias dentro de cada tratamento sdo indicadas por letra maitscula. Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5 %.
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ApoOs as andlises realizadas para avaliar a influéncia do antibiético meropenem na
morfogénese in vitro de brotos de urucum, procedeu-se com as analises para avaliar a
influéncia dos trés tipos de antibidticos (meropenem, augmentin e timetin) na influéncia da
morfogé€nese de brotos para esssa espécie vegetal. Para as analises, consideraram-se os
mesmos aspectos considerados para o antibidtico meropenem (nimero de hipocétilos que
produziram brotos, nimero de brotos totais e numero de explantes calejamentos), e
utilizando 6,25 ¢ 25 mg L do antibiético meropenem, ja que dentre as concentragdes
avaliadas desse antibidtico, foram as que induziram as melhores respostas morfogénicas
dos explantes (tabela 1).

Em geral, os antibioticos augmentin, cefotaxima e timetin acarretaram drastica
reducdo no numero de hipocétilos que apresentaram brotagdes, sendo que a matriz ‘M1’
apresentou melhor média no tratamento controle, com redu¢do do numero de hipocotilos,
principalmente utilizando-se os antibidticos augmentin, cefotaxima e timetin, quando
comparados ao antibidtico meropenem. A matriz ‘M6’ e a variedade ‘Peruana’ nao
mostraram diferenca entre as médias dos tratamentos avaliados.

Em relacdo ao niimero total de brotos produzidos, as matrizes ‘M1’ e ‘M6’ e a
variedade ‘Peruana’ responderam melhor nos meios sem antibidticos, sendo que este
ultimo tipo apresentou as piores médias com o uso dos antibioticos timetin e cefotaxima,
respondendo semelhante a condigio controle, quando foi utilizado 25 mg L™ de
meropenem. O tratamento contendo 6,25 mg L' de meropenem produziu mais brotagio
que o uso dos demais antibidticos somente para a matriz ‘M1°.

As brotagoes emitidas nos tratamento utilizando diferentes concentracdes de
meropenem para as duas matrizes ‘Bico de Pato’, apresentaram hiperidricidade e nao
foram contabilizadas para o célculo da diferenca entre médias, sendo considerados apenas
as brotagdes normais, devido a dificuldade de se propagar brotos hiperidricos provenientes
desse tipo de explante. Ainda, alguns antibidticos resultaram em alta porcentagem de
oxidacdo dos explantes, como ¢ possivel observar nos resultados alcangcados com timetin,
augmentin e cefotaxima, o que de modo geral prejudicou ndo apenas a incidéncia de
brotagdes, mas também auxiliou no calejamento dos explantes.

Também, ndo foram observadas alteragdes na freqiiéncia de hipocotilos calejados,
em relacdo a condig¢do controle, exceto pelo uso do antibiodtico cefotaxima que acarretou
diminui¢do do niimero de hipocotilos calejados para os trés tipos de plantas estudadas.

Esses resultados permitiram concluir que nas condigdes experimentais avaliadas, ocorreu a
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inibigdo in vitro da regenerac¢do de brotos a partir de hipocoétilos dos trés tipos de plantas

analisados.

Tabela 1: Efeito de antibidticos meropenem (Mero), augmentin (Aug), cefotaxima (Cefo) e
timentin (Tim) na indu¢do de brotos por nimero de hipocoétilos de urucum.

PLANTA TRATAMENTOS
Controle  Mero 6.25 Mero 25 Aug250  Aug500 Cefo 250 Cefo 500 Tim 300  Tim 500
M1 10.3 Aa 5 Ab 2,8 ABbc 3 Abc 0.8 Ac 0 Ac 0 Ac 0 Ac 0.8 Ac
HR M6 3Ba 1 Aa 0Ba 0.8 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0 Aa 0.8 Aa
P 3.5 Bab 4.3 Aab 6,5 Aa 2.5 Ab 2.3 Ab 0.5 Ab 2 Ab 1 Ab 1.3 Ab
Ml 45 Aa 15.8 Ab 4,3 Ac 6.3 Abc 1 Ac 0 Ac 0Ac 0 Ac 2.5 Ac
B M6 10 Ba 1.8 Bb 0 Ab 1.5 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0 Ab 0.8 Ab
P 4.8 Ba 2.8 Bab 9 Aa 2.3 Aab 3.3 Aab 0.5 Ab 2.5 Aab 1.5 Ab 1.8 Ab
M1 19.5 Aa 18.5 Aa 20 Aa 19.3 Aa 16 Aa 20 Aa 4.3 Bb 15.8 Aab 20 Aa
Cal M6 18.8 Aa 16 Aa 19,3 Aa 16.8 Aa  13.3 Aab 3.8 Cb 6 Bb 20 Aa 15 Aa
P 17.5 Aa 15.8 Aa 14 Ba 14.8 Aa 16 Aa 10.8 Bb 14.3 Aa 12 Aa 15 Aa

Meédias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si pelo teste de Tukey (5%). HR: brotos responsivos; TB:
total de brotos; Cal: calejamento.

Letras maitsculas comparam cada planta em cada tratamento (na linha); letras mintisculas comparam o conjunto de
plantas em cada tratamento (coluna).

Como foram observadas diferencas entre os tipos de plantas analisadas, a resposta
morfogénica observada para urucum foi genotipo dependente, semelhante aos resultados
encontrados para a avaliagdo do efeito de antibidticos utilizados como agentes seletivos,
relatados anteriormente, e os resultados obtidos por CRUZ (2007), o qual avaliou respostas
morfogénicas in vitro de dez matrizes da variedade ‘Bico de Pato’. Em um experimento
realizado por ALMEIDA et al. (1992), variedades de urucum que apresentavam maior teor
de bixina, ou seja, apresentando caracteristica agrondmica superior, possuem melhor indice
germinativo, relatando que tipos cultivados superiores respondem  melhor
agronomicamente.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram concluir que a utilizagdo de
antibioticos no meio de cultivo de explantes hipocotiledonares, resultou na inibi¢do da
indugdo de brotos, principalmente para as matrizes ‘M1’ ¢ ‘M6’ da variedade ‘Bico de
Pato’. WIEBKE et al. (2006) verificaram a influéncia de diferentes antibioticos na
transformagdo genética de soja, verificando que a sobrevivéncia dos embrides utilizados no
experimento foi afetada negativamente pela adicdo de cefotaxima no meio de cultivo,
diferentemente do encontrado quando se utilizou carbenicilina, e a associacdo desses dois
antibioticos ndo comprometeu a sobrevivéncia dos embrides.

TANPRASERT e REED (1998) mostraram que combinacdes de antibidticos foram

mais efetivos que antibidticos isolados, na indug¢do de brotagdes, quando usados em
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morango, envolvendo a combinacao de timetin, estreptomicina e gentamicina. ZHI-NENG
et al. (2007) mostraram a reducdo de brotagdes em Platanus acerifolia, cultivada in vitro,
utilizando cefotaxima ¢ 100 ¢ 500 mg L' de timetin, entretanto 300 mg L' desse
antibiotico facilitou a regeneragdo de brotos significativamente.

Assim, experimentos avaliando o potencial regenerativo de explante
hipocotiledonares, envolvendo a combinacdo de antibidticos, assim como também,
diferentes concentracdes de antibidticos, ou subcultivo dos explantes alterando-se a
concentragdo dos antibidticos utilizados, deverdo ser realizados para verificar se tais
combinagdes reduzirdo a oxidacdo dos explantes e promoverd maior freqiiéncia de
brotagdes, provando assim, ndo influenciarem negativamente na morfogénese de brotos de

explantes hipocotiledonares utilizados em ensaios de transformacao genética.

Influéncia de antibidticos na morfogénese de brotos a partir de explantes radiculares de

urucum

As primeiras brotacdes adventicias foram visualizadas com 25 dias apos a
introdu¢@o dos segmentos radiculares de B. orellana em meio liquido. Optou-se utilizar 40
dias de cultivo para evitar a hiperidricidade dos explantes. Entretando, ainda foi
visualizado alguns explantes hiperidricos, sendo, portanto necessario reduzir o tempo de
cultivo das raizes, em futuros experimentos. Optou-se usar zeatina para induzir as
brotagdes, visto os resultados alcangados por CRUZ (2007), que relatou a necessidade da
presenca de fitorreguladores no meio de cultura para induzir a emissdo de brotos
adventicios de urucum, sendo a zeatina e o tidiazurom, os reguladores de crescimento que
promoveram maior numero de brotagcdes em meios liquido sob luminosidade.

Apesar da hiperidricidade apresentada por algumas brotagcdes, estas foram
contabilizadas para o calculo da média entre os tratamentos, ja que foi possivel reverter o
fenotipo de hiperidricidade. Observou-se que a emissao de brotos ocorreu em regides dos
explantes radiculares de didmetro maior, ndo sendo, portanto, encontrado brotos emitidos
nas regioes de meristema das raizes, que possuem alto potencial de crescimento. Também,
o tamanho das brotagdes variou, sendo possivel encontrar brotagdes menores € maiores, de
acordo com o tempo de emissdo de cada uma delas. Semelhante ao encontrado por CRUZ

(2007) a maior incidéncia de formacao de gemas, em raizes de urucum cultivadas em meio
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liquido, ocorreu nas extremidades das raizes, em comparagdo as regides centrais dos

explantes radiculares de urucum.

‘I'_'IMI B M6 I:lPeruana‘

Raizes com brotos (%)

Antibidticos (mg L™

O M1 EM6 O Peruana

Raizes com brotos (%)

Antibidticos (mg L™

Figura 5: Influéncia dos antibioticos meropenem (Mero), augmentin (Aug) e timetin (Tim)
na organogénese de brotos provenientes de raizes de urucum das variedades
‘Bico de Pato’, matrizes ‘M1’ e ‘M6°, ¢ ‘Peruana’. A — Comparagdo entre as
diferentes concentracdes do antibiodtico meropenem (0; 12,5; 25; e 50 mg L'l);
B - Comparacdo entre os antibiéticos meropenem (25 mg L), augmetim (250
mg L) e timetin (300 mg L), ¢ o controle. Comparagdes de médias entre os
tratamentos sdo indicadas por letra miniscula, enquanto que as comparacdes de
médias dentro de cada tratamento sdo indicadas por letra maitscula. Letras
diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5 %.
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A influéncia dos antibidticos na morfogénese de brotos de urucum a partir de
explantes radiculares ¢ mostrada nos graficos da figura 5. A analise quantitativa entre as
distintas concentracdes do antibidtico meropenem evidenciou que ndo ocorreu diferenca
entre as concentragdes desse antibidtico (Fig. 5A). A porcentagem de raizes que
responderam com a emissao de brotagdes adventicias foi significativamente igual para os
trés tipos de plantas estudadas, variedades ‘Bico de Pato’, ‘M1’ e ‘M6’°, e ‘Peruana’.
Entretanto, as matrizes da variedade ‘Bico de Pato’ apresentaram médias superiores
aquelas encontradas para a variedade ‘Peruana’.

Comparando-se os explantes radiculares apos o tempo de cultivo em meio liquido,
observou-se calejamento nas raizes da variedade ‘Peruana’ no meio suplementado com 25
mg L' de meropenem. A analise qualitativa entre os diferentes antibidticos nio evidenciou
diferenca entre os tratamentos para a matriz ‘M1°, a qual apresentou média superior a
variedade ‘Peruana’ e inferior a matriz ‘M6’ quando foram utilizados 300 mg L™ do
antibidtico timetin no meio de cultivo (Fig. 5B).

A matriz ‘M6’ da variedade ‘Bico de Pato’ apresentou o melhor resultado
morfogénico quando suas raizes foram subcultivadas em meio contendo 300 mg L™ de
timetin, ndo apresentando diferenca entre os demais antibidticos analisados. De modo
semelhante aos resultados apresentados para a matriz ‘M1°, essa matriz também apresentou
médias superiores que o encontrado para a variedade ‘Peruana’.

A variedade ‘Peruana’ apresentou melhores respostas moforgénicas nos tratamentos
em que os explantes radiculares foram cultivados em meio contendo 300 mg L™ de timetin
e 25 mg L' de meropenem, apesar do controle ndo ter apresentado diferenca entre esses
dois tratamentos, mas também ter sido considerado inferir e igual & média das raizes
cultivadas em meio contendo 250 mg L' de augmentin. Essa tltima analise resultou nos
valores mais baixos da porcentagem de raizes que responderam com brotagdes,
comparando-se todos os antibioticos e as plantas estudadas

A resposta morfogénica in vitro dos explantes avaliados sugere que o
comportamento regenerativo das raizes € gendtipo especifico, j& que foram observadas
diferengas entre as médias de tratamentos de ambas as variedades, e entre duas matrizes de
uma mesma variedade. Outra diferenga encontrata entre os antibioticos, € que apenas nos
tratamentos contendo timetin, ocorreu o alongamento de alguns explantes radiculares,
principalmente daqueles que emitiram brotacdes adventicias na extremidade posterior ao

alongamento das raizes.
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Obtencéo de plantas de urucum a partir de explantes radiculares

Apo6s os 40 dias de cultivo dos explantes radiculares em meio liquidos, raizes
contendo as brotagcdes foram transferidas para meio semi-sélido contendo maior
quantidade de agar e suplementado com zeatina, semelhante ao proposto por PAIVA
NETO et al. (2003) e CRUZ (2007), visto que esses explantes apresentarem melhor
resposta morfogénica em meio contendo fitorregulador (Fig. 6A e B).

Semelhante ao estudo realizado por CARVALHO e BIASI (2004), os melhores
resultados obtidos para a formagdo de brotagdes a partir de segmentos radiculares de
caquizeiro ocorreu na combinagdo de dois reguladores de crescimento, zeatina e acido
indolacético. Para a obtencdo de brotos a partir de explantes radiculares de berinjela, os
melhores resultados foram alcangados com a combinacdo dos fitorreguladores tidiazuron e
6-benziladenina (FRANKLIN et al., 2004).

Diferentemente, PARK et al. (2005) avaliaram a regeneracdo de raizes de
Eleutherococcus koreanum cultivadas em meio liquido, variando a concentragdo de
reguladores de crescimento e do meio MS, concluindo que para essa espécie, o melhor
resultado alcancado foi utilizando 1/3 da for¢a do meio MS livre de fitorreguladores.
Portanto, a obtencao de brotos a partir de explantes radiculares depende da espécie vegetal
estudada, assim como também do tipo e das combinacdes dos fitorreguladores e do meio

de cultivo.
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Figura 6. Efeito de antibidticos na morfogénese in vitro a partir de explantes radiculares
de urucum. A — Regeneracdo de brotos a partir de raizes em meio liquido
suplementado com zeatina e antibiotico; B — Brotos provenientes de raizes apos
40 dias de cultivo em meio liquido suplementado com zeatina; C — Brotos
regenerados a partir de raizes, apds 45 dias da transferéncia dos brotos para o
meio de alongamento, suplementado com zeatina e GA3; D — Brotos cultivados
em meio liquido sem antibioticos, para enraizamento.

A etapa inicial de cultivo das brotagdes, associadas as raizes, em meio de cultura
contendo maior porcentagem de agar foi fundamental para a reversao da hiperidricidade de
muitos explantes avaliados, permitindo assim seu crescimento e multiplicacdo. A partir do
restabelecimento dos explantes, os brotos foram isolados e transferidos para frascos
contendo o mesmo meio solidificado com menor quantidade de agar, visto que segundo
CRUZ (2007), o potencial regenerativo e o vigor das plantas de urucum aumentam in vitro,
sob condi¢des de baixa concentra¢do de agar.

Seguida a etapa de multiplicagdo das brotagdes, os brotos maiores foram isolados e
transferidos para meio contendo os reguladores de crescimento zeatina ¢ GAsz, com o

objetivo de promover o alongamento das brotagdes (Fig. 6C). Seguindo o alongamento dos
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brotos, estes foram transferidos para tubos de ensaio, contendo meio de cultura liquido
para o enraizamento das brotacdes antes de serem aclimatadas e levadas para casa-de-
vegetacdo (Fig. 6D).

Alguns autores avaliaram a adi¢do de antibioticos nos meios de cultura, relatando
seus efeitos na influéncia morfogénica dos explantes. A maioria dos estudos envolve o uso
dos antibidticos cefotaxima e timetin, assim como carbelicilina e cefotaxima, tem sido
comumente usado para a eliminagdo ou supressdo de Agrobacterium (ALSHEIKH et al.,
2002; IEAMKHANG e CHATCHAWANKANPHANICH, 2005). Uma estratégia que tem
sido utilizada positivamente ¢ a combinagdo de antibidticos no meio de cultivo dos
explantes (DANILOVA e DOLGIKH, 2004). Esses autores analisaram o efeito
estimulatorio do antibidtico cefotaxima na regeneragao de trigo in vitro, verificando que
ndo afetou a freqiiéncia de indugdo e o crescimento de calos embriogé€nicos, mas afetou sua
morfogénese. Diferentemente, XIA et al. (2006) verificaram que o antibidtico cefotaxima
inibiu a indugdo de brotos para Populus euphratica.

Portanto, os efeitos dos antibidticos sobre a regeneragdo de tecidos in vitro sdo
especificos ndo somente para a espécie vegetal, mas também para os gendtipos da espécie
em estudo. Desse modo, experimentos posteriores envolvendo a combinagdo de
antibioticos e a alteracdo da concentragdo de antibioticos, assim como também, a
combinagdo de fitorreguladores em distintas concentragdes, permitirdo trazer melhorias na
porcentagem de raizes que resultam na emissdo de brotos adventicios, ja que essas técnicas
de regeneragdo mostrarm ter, segundo resultados apresentados por PAIVA NETO et al.
(2003), CARVALHO et al. (2005) e CRUZ (2007), grande potencial regenerativo para o
desenvolvimento de protocolos de transformacdo genética e propagacdo, em larga escala,

de tipos superiores de urucum.
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CAPITULO 11

TRANSFORMAGCAO GENETICA VIA Agrobacterium rhizogenes E OBTENCAO
DE PLANTAS TRANSGENICAS DE Bixa orellana L.

RESUMO

A espécie vegetal Bixa orellana L. acumula um corante natural nas sementes
denominado de bixina, o qual vem sendo amplamente utilizado industrialmente. Existem
poucos relatos a respeito do melhoramento de urucum, bem como a escassez de
informacdes das variedades, o que compromete a qualidade do produto final produzido.
Uma das alternativas para acelerar o melhoramentogenético, além de permitir o estudo de
vias metabdlicas para essa espécie ¢ a introducdo de genes de interesse agrondmico via
transformagdo genética por Agrobacterium. Assim, este trabalho propds o estabelecimento
de um protocolo de transformagéo de urucum utilizando Agrobacterium rhizogenes R1601
carregando a constru¢do quimérica nos-nptll-nos, o qual confere resisténcia a canamicina.
Para os experimentos de transformacao foram utilizadas duas matrizes de urucum, ‘M2’ e
‘M6’. Condigdes de obtencao de brotos foram otimizadas, verificando-se que o uso de um
periodo indutivo em meio MS liquido suplementado com 4,56 uM de zeatina, seguido de
cultivo em meio semi-solido acelera o calejamento e surgimento das raizes do tipo “hairy
root”. Entretanto, foi observado o aparecimento de poucas gemas, em tempo maior, usando
meio MS desprovido de fitorregulador. O diagnostico de PCR confirmou a presenca do Ri-
TDNA em todos os transformantes independentes de urucum, sem nenhuma diferenga
morfologica aparente entre as plantas transgénicas e as plantas ndo transformadas. Este
sistema mostra-se promissor para o estudo de genes com fungdes desconhecidas, assim
como também, o estudo dos genes envolvidos na via de biossintese de bixina, visto a
facilidade de manipulacdo das raizes “hairy root” e possibilitade de regeneracdo adventicia

de brotcdes e de plantas transformadas.

Palavras chaves: urucum, bixina, Ri-TDNA, “hairy root”, morfogénese in vitro.
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INTRODUCAO

Bixina ¢ um corante de ocorréncia natural acumulado no arilo das sementes da
espécie vegetal Bixa orellana L. (urucum) e que vem sendo amplamente utilizado,
principalmente na industria alimenticia, devido a crescente proibi¢ao do uso de corantes
artificiais, considerados maléficos para a saide (MERCADANTE e PFANDER, 1998;
BOUVIER et al., 2003). Devido a sua importancia econdmica, estudos que objetivem a
obtencdo de tipos cultivados melhorados agronomicamente e, consequentemente, o
aumento da producao de bixina, ¢ necessario (RIVERA-MADRID et al., 2006). Entretanto,
o programa de melhoramento genético do urucum ¢ ainda incipiente, sendo dificil
introduzir genes de interesse econdémico por meio do melhoramento convencional, visto
que B. orellana é uma espécie aldgama que apresenta longo ciclo reprodutivo ¢ limitada
variabilidade genética dentro de um germoplasma (APARNATHI et al., 1990).

Uma alternativa para superar essa limitacdo ¢ a introdug¢do de genes de interesse
agrondmico por meio de transformacgdo genética, usando um sistema natural presente em
Agrobacterium, seguida da obtengdo e propagacdo das plantas in vitro, o que possibilitara a
diminui¢do do tempo para a obtencdo de lavouras produtivas e uniformes. No caso da
transformagao utilizando A. rhizogenes, apds a bactéria infetar a célula vegetal, o T-DNA
entre as regides TR e TL do plasmideo-Ri da bactéria ¢ transferido e integrado no genoma
nuclear da planta hospedeira. O processo de transformac¢do gera um produto denominado
de raiz em cabeleira, que possui crescimento rapido e ramificado em meio livre de

fitohormonio, além de produzir plantas transgénicas (HU e DU, 2006).
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ZALDIVAR-CRUZ et al. (2003), utilizando hipocétilos de urucum, mostraram um
protocolo de transformag@o transiente para essa espécie via A. tumefaciens, sendo a
eficiéncia de transformagdo monitorada pela presenca do gene reporter da [ -
glucuronidase (gus). No entanto, ndo foi desenvolvido um protocolo de regeneragdo para a
obtengao das plantas transgénicas in vitro. Até o momento, nada foi relatado na literatura a
respeito da utilizagdo de A. rhizogenes para a transformagdo de explantes de urucum.
Assim, este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo eficiente de
transformagao genética de explantes hipocotiledonares de urucum utilizando A. rhizogenes
R1601 carregando o gene quimérico no-nptll-nos, o qual confere as plantas transgénicas

resisténcia ao antibidtico canamicina.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Sementes maduras de Bixa orellana L. da variedade ‘Bico de Pato’ das matrizes
‘M2’ e ‘M6’ foram obtidas das plantas cultivadas na Unidade de Crescimento de Plantas
(UCP) do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vigosa; ¢
utilizadas para a germinagdo e obtencao dos explantes utilizados nos experimentos de

transformagdo genética.

Germinacédo das sementes in vitro e obtencao dos explantes

As sementes de urucum foram manualmente escarificadas utilizando um bisturi, na
regido oposta ao eixo do embrido, com um escalpe. O processo de desinfestagdo iniciou-se
quando as sementes foram imersas em etanol comercial 97 % (v/v) durante 10 min,
seguido de incubacdo por 30 min em solugdo hipoclorito de sédio comercial (Super Globo,
Brasil) a 2,5 % (v/v) acrescido de Tween 20 a 0,1 % (v/v). As sementes foram, entdo
enxaguadas 5 vezes em agua destilada autoclavada e colocadas em tubos de ensaio (150 x
25 mm; Vidrolabor, Brasil) contendo 10 mL de meio MS autoclavado (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), suplementado com vitaminas do complexo B5 (GAMBORG et al., 1968),
3 % (p/v) de sacarose (Vetec, Brasil), 100 mg L™ de mio-inositol (Sigma Chem. Co.,
EUA), pH 5,.7 + 0,1, e solidificado com 0,8 % (p/v) de agar (Brasileiro, Brasil), segundo

CRUZ (2007). Apos esse procedimento, os tubos de ensaio contendo as sementes foram
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colocados para germinar no escuro, sob temperatura de 25 + 2 °C, por um periodo de 20
dias. Posteriormente, as plantulas foram transferidas para sala de crescimento com a
mesma temperatura e fotoperiodo luminoso de 16 h e irradidncia de 30 pmol m™s™, para o
enverdecimento do material. As plantulas com 45 dias de idade foram usadas para a

obtencdo dos explantes.

Linhagem e multiplicacdo bacteriana em meio de cultura

Utilizou-se a estirpe bacteriana de Agrobacterium rhizogenes R1601 caracterizada
por possuir o plamideo pRiA4b contendo o gene quimérico (N0s-nptll-nos) co-integrado no
fragmento 21 no sitio HindIIl do T-DNA, confere o fenétipo de superviruléncia, sendo
capaz de metabolizar agropina (PYTHOUD et al., 1987). A bactéria foi crescida em meio
Rhizo (TEPFER e CASSE-DELBART, 1987) suplementado com canamicina 100 mg L™
(Sigma, EUA) e ampicilina 100 mg L (Sigma, EUA) por 16-18 h a 200 rpm (28 °C) até
densidade Ooptica (ODj.00nm) de 0,2-0,3. Em seguida a suspensdo bacteriana foi
centrifugada em tubos com capacidade para 15 mL a 5.000 rpm por 15 min. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em igual volume de meio
MS liquido [2 % de sacarose (p/v), vitaminas B5, ¢ 100 mg L' de mio-inositol] , pH 5,7 +

0,1)], sem antibidtico.

Infecclo bacteriana e cultura de raizes transformadas

Em condi¢des assépticas, hipocdtilos com 2-3 cm foram obtidos das plantulas
estioladas, e marcados em bisel na regido apical para facilitar a inoculacao da bactéria com
o uso de seringa. Cada explante sofreu, em média, 5 microinje¢des na porg¢ao distal do
hipocétilo, usando-se seringa com agulha hipodérmica contendo a suspensdo bacteriana.
Em seguida, os explantes inoculados foram colocados na posi¢do vertical e na orientagdo
da polaridade fisiologica, com a regido proximal em contato com o meio. Foram usados
frascos de vidro com capacidade para 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultura MS
adicionado de vitaminas do complexo B5, 3 % (p/v) de sacarose, 100 mg L de mio-
inositol, sem fitorreguladores, pH 5,7 £ 0,1, e solidificado com 0,9 % (p/v) de agar

(Brasileiro, Brasil). Os frascos foram selados com filme pléastico PVC (Goodyear, Brasil).
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Como controle, hipocotilos foram inoculados usando microinjegdes, apenas com meio MS
liquido. Os explantes inoculados foram mantidos por 3 dias no escuro antes de serem
transferidos e mantidos em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo
luminoso de 16 h ¢ irradiancia de 30 umol m™s™'. Apos 45 dias, as raizes emitidas pelos
hipocétilos inoculados com suspensdo bacteriana foram transferidas para meio MS com
vitaminas de BS5, 3 % (p/v) de sacarose, 100 mg L' de mio-inositol, pH 5,7 £ 0,1,
solidificado com 0,8 % (p/v) de agar (Brasileiro, Brasil), adicionado de 100 mg L' de
canamicina. As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2
°C, fotoperiodo luminoso de 16 h e irradiancia de 30 pmol m™ s”. Também, como
controles, raizes ndo transformadas, obtidas de plantulas germinadas, foram colocadas sob

as mesmas condi¢des de propagacao.

Cultivo de raizes transformadas

Ap6s a multiplicagcdo da massa de raiz em meio semi-so6lido, elas foram transferidas
para, Erlenmeyers (Vidrolabor, Brasil) de 250 mL de capacidade contendo 50 mL de meio
de cultura MS liquido, suplementado com vitaminas do complexo BS5, sacarose 3 % (p/v),
100 mg L' de mio-inositol, pH 5,7 = 0,1, com e sem 4,56 uM de zeatina, ambos
suplementados com 100 mg L™ de canamicina e 300 mg L™ de timetin, por 10 dias a 100
rpm. Partes das raizes foram transferidas para meio de cultura semi-solido descrito acima,
com e sem zeatina, ambos suplementados com 100 mg L™ de canamicina e 300 mg L™ de
timetin; enquanto que o restante das raizes permaneceu nos Erlenmeyers. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo
luminoso de 16 h e irradidncia de 30 pmol m™s™'. A eficiéncia morfogénica dos explantes

nos meios estudados foi avaliada de acordo com o surgimento das gemas.

Obtencdo das plantas transgénicas

Brotos e gemas emitidos dos explantes radiculares transformados, provenientes dos
meios semi-solidos e liquidos, foram transferidos para frascos de vidro com capacidade
para 250 mL, contendo 50 mL de meio de cultura MS, suplementado com vitaminas do

complexo B3, sacarose 3 % (p/v) (Vetec, Brasil), mio-inositol 100 mg L™, pH 5,7 + 0,1,
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solidificados 0,8 % (p/v) de agar (Brasileiro, Brasil), suplementado com 4,56 puM de
zeatina e 300 mg L' de timetin, ou 4,56 uM de zeatina, 300 mg L' de timetin e 28,87 uM
de 4cido giberélico (GA3); e selados com filme pléstico PVC.

Ap6s 30 dias, os brotos multiplicados foram transferidos para meio de alongamento
das brotagdes, composto dos sais de MS, vitaminas do complexo BS5, 3 % (p/v) de sacarose,
100 mg L' de mio-inositol, pH 5,7 = 0,1, solidificados com 0,9 % (p/v) de agar (Brasileiro,
Brasil), desprovido de fitorreguladores e antibidticos, seguindo subcultivos a cada 30 dias
em sala de crescimento sob temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h e irradiancia de

30 pmol m™s™.

Isolamento de DNA e analise de PCR

O DNA genomico das amostras das raizes foram isolados segundo
protocolo para extracdo de acidos nucléicos proposto no terceiro capitulo desta tese, exceto
pela adi¢io de RNase na concentragio de 30 pg mL™', incubados a 37 °C por 30 min antes
da quantificagdo e confec¢do da reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR). A confirmagao
das plantas transformadas por meio de PCR foi feita para uma reagao final de 25 ul
utilizando 30 ng de DNA de cada uma das amostras, Tris 10 mM pH 8,3, KCI 50 mM,
dNTP’s 0,2 mM de cada desoxirribonucleotideo, MgCl, 2 mM, 0,2 uM dos “primers”
especificos para a deteccdo dos genes nptll e nos [“forward” (5’-
TCAGCGCAGGGGCGCCCGG-3") e “reverse” (5’-GCGGTCAGCCCATTCGCCGCC-
37)], e 1 unidade de Taq DNA polimerase (Promega Ltd., UK). As reagdes de amplificagao
foram feitas em termociclador Perkin-Elmer 9600, iniciado em um passo de desnaturagao,
seguidas de 30 ciclos de 94 °C por 30 s de desnaturacdo, 49 °C por 30 s de anelamento e 72
°C por 40 s de polimerizagdo, seguido de um passo final de 72 °C por 10 min. Os produtos
das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em gel de 0,8 % (p/v) agarose, corados
com brometo de etideo 0,1 pg mL! e fotodocumentados, sob luz ultravioleta, usando o

equipamento Eagle Eye II (Stratagene, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Fenotipo “hairy root” resultante da inoculacdo dos explantes com Agrobacterium
rhizogenes

As primeiras raizes emitidas foram observadas com 20 dias apds a inoculacdo da
bactéria, caracterizando-se pela emissdo de raizes na regido distal dos hipocétilos,
semelhante ao fenotipo tipico “hairy root” identificado em outras espécies (Fig. 1A). Em
alguns pontos do hipocdtilo, inoculados com a bactéria, foi observado apenas o
calejamento, sem o desenvolvimento de raizes. Nenhuma raiz foi emitida quando se
inoculou meio de cultivo liquido, ao invés de suspensao bacteriana.

Os fragmentos das raizes emitidas foram transferidos para o cultivo em meio semi-
solido livre de fitorreguladores, mas acrescido de antibidticos para evitar o crescimento
bacteriano e favorecer a multiplicacdo das raizes potencialmente transformadas (Fig. 1B).
A freqiiéncia de raizes emitidas diferiu entre as matrizes, sendo maior nos explantes
provenientes da matriz M2 (dados ndo mostrados).

Segundo ALMEIDA et al. (1992), variedades de urucum que apresentam maior teor
de bixina possuem maior taxa de germinacdo. Estudos preliminares verificaram que a
matriz M2 acumula maior quantidade de bixina, possui melhor comportamento
germinativo e, assim, como encontrados nos trabalhos apresentados por CRUZ (2007),
apresenta melhor capacidade morfogénica in vitro em relagdo a matriz M6.

As raizes, com cerca de 40 dias apds a introducdo no meio MS semi-sélido,
aumentaram consideravelmente em comprimento, além de ser observado intensa

ramificag¢do, geotropismo negativo e calejamento em alguns pontos das raizes (Fig. 1C).
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Somente com 60 dias, as raizes passaram a emitir gemas que se diferenciaram em
brotacdes (Fig. 3F, Fig. 4).

A regeneracdo de brotos espontineos a partir de raizes transformadas ¢ um
fenomeno comum e tem sido relatada para varias espécies. STILLER et al. (1997),
SUBOTIC et al. (2003), FUKUDA et al. (2006), REIS et al. (2007), descreveram a
obtencdo de brotos a partir de explantes inoculados com A. rhizogenes em meios
desprovidos de reguladores de crescimento. Entretanto, esses autores observaram a
regeneracdo de brotos em um tempo menor do que o observado para B. orellana.

Assim, o tempo que leva desde a emissdo das gemas até a diferenciagdo dos brotos
¢ relativo para cada espécie vegetal, sendo que o meio de cultura e as condigdes de cultivo
em que os explantes estdo submetidos exercem influencias sobre eles. Como esperado, as
raizes dos tratamentos controles ndo sobreviveram ao meio MS suplementado com
canamicina e timetin, ja que raizes ndo transformadas ndo possuem competéncia para
crescerem e se desenvolverem em meio contendo o antibidtico canamicina (REIS et al.,

2007).

Figura 1. Cultivo de explantes de urucum em meio MS apds 45 dias da inoculagdo com A.
rhizogenes evidenciando o fenotipo de “hairy root”. A — Regido apical dos
hipocétilos de urucum, evidenciando o crescimento de raiz potencialmente
transformada; B - Regido de emissdo da raiz em maior aumento,
potencialmente transformada, no hipocétilo apresentando calejamento; C —
Multiplica¢do da massa de raizes em meio MS, contendo 100 mg L™ canamicina
e 300 mg L™ timetin, apos 35 dias de cultivo.
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Morfogénese das raizes potencialmente transformadas em diferentes condicbes de

cultivo

Apds o intenso crescimento das raizes em meio MS semi-solido, foi possivel
transferir parte desse material tanto para meio semi-sélido quanto para em meio liquido e
comparar qualitativamente o crescimento das raizes nessas duas condi¢des, considerando a
presenga e a auséncia de regulador de crescimento no meio de cultura. As raizes que
permaneceram em meio de cultivo sem fitorregulador apresentaram alta proliferacdo das
raizes em 40 dias (Fig. 2A), em relagdo ao crescimento das raizes observadas para o meio
de cultivo semi-sélido sem fitorregulador. As raizes que foram mantidas em meio
acrescido de zeatina apresentaram pequeno incremento no seu tamanho, além de ser
observado o surgimento de brotagdes, principalmente nas extremidades dos explantes
radiculares (Fig. 2B e 2C). Nos dois tratamentos observou-se a turbidez do meio liquido

provocado pelo calejamento e liberagao de células a partir dos tecidos.

Figura 2: Cultivo de raizes “hairy root” de urucum em meio de cultivo liquido, apds 30
dias a partir da introducdo dos segmentos de raizes. A — Detalhe da intensa
proliferacdo de raizes em meio de cultura contendo canamicina 100 mg L™ e
300 mg L' timetim; B — Detalhe de Erlenmeyer mostrando responsividade
morfogénica das raizes potencialmente transformadas em meio MS contendo
zeatina, canamicina e timetin; C — Detalhe do segmento de raiz com
diferenciagao de brotos.

As raizes submetidas ao periodo indutivo de 10 dias, seguidos de transferéncia para
meios semi-solidos variaram tanto na freqiiéncia quanto no tempo de emissdo de gemas.

Com 30 dias ap6s a introducdo das raizes nos meios semi-solidos foi possivel observar as

48



diferencas entre os tratamentos. Aquelas raizes mantidas inicialmente em meio de cultivo
liquido desprovido de fitorregulador e transferidas para meios semi-solidos sem regulador
de crescimento apresentaram um aumento no comprimento das raizes e calejamento
(Figura 3A e B), de modo semelhante ao observado para as raizes mantidas em meio de
cultura semi-sélido, ndo submetidas ao periodo indutivo, além de ser observado grande
ramificacdo e emissao de raizes novas.

De modo diferente ocorreu para os tratamentos em que segmentos de raizes foram
submetidos ao periodo indutivo em meio de cultivo liquido sem fitorregulador, seguido da
transferéncia dos explantes para meio semi-sélido suplementado com zeatina. Esse
tratamento resultou em expansao reduzida das raizes, baixa ramificacdo e alto nivel de
calejamento das raizes “hairy root”, como € possivel observar o calejamento completo dos
explantes na figura 3D.

Quando o periodo indutivo ocorreu em meio liquido suplementado com zeatina,
seguido de transferéncia para meio de cultivo semi-solido sem fitorregulador, foi
observado o desenvolvimento de poucas raizes e indugdo de gemas (Fig. 3C). Entretanto, o
melhor resultado foi o obtido quando o periodo indutivo em meio de cultivo liquido
suplementado com zeatina foi seguido da manutencao das raizes em meio de cultivo semi-
solido suplementado com o mesmo regulador de crescimento. Ocorreu a emissao de varias
gemas, assim como também o calejamento em varios pontos dos explantes, apesar de ser
observada a inibi¢ao do desenvolvimento das raizes (Figura 3 E e F).

Os resultados apresentados sdo semelhante aos encontrados por PAIVA NETO et al.
(2003), CARVALHO et al. (2005) e CRUZ (2007). Ao avaliarem a indu¢do de brotagdes
em explantes de B. orellana, concluiram que a melhor resposta morfogénica in vitro ocorre
quando o meio de cultura ¢ suplementado com fitorreguladores, indicando a necessidade
de se incorporar essas substancias ao meio de cultura. Ainda, entre os fitorreguladores
utilizados nesses experimentos, zeatina induziu maior freqiiéncia de brotagdes alongadas
quando comparado aos demais reguladores de crescimento avaliados, 6-benzil-
aminopurinopuina (BAP) e tidiazuron (TDZ).

Resultados parecidos foram alcacados por CHO ¢ WILDHOLM (2002), os quais
relataram que o cultivo de “hairy root” de Astragalus sinicus L. com acido 2,4-
diclorofhenoxiacético desenvolveu embrides somaticos. Assim como também, brotos
foram regenerados de “hairy root” de Robinia pseudoacacia L. pela adi¢do de acido
naftalenoacético (ANA) e BAP no meio de cultivo das raizes (HAN et al., 1993).
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Igualmente, JACOB e MALPATHAK (2005) analisaram a influéncia de distintas
concentragdes de acido indolil-acético (AIA) e zeatina no crescimento e produgdo de
brotos a partir de “hairy root” de Solanum khasianum, tendo sido observado efeito positivo
desses dois fitorreguladores para essa espécie. Ainda, relataram que de acordo com a
linhagem de Solanum estudada, baixas concentra¢des de cinetina favorecem a
diferencia¢do de brotos, enquanto que outras linhagens mostram inibicdo de crescimento
na presenga de fitorreguladores. Diferentemente, raizes “hairy root” de Antirrhinum majus
L cultivadas em meio suplementado com fitorregulador resultou na producdo de calos

verdes sem a regeneragdo de brotos (HOSHINO e MII, 1998).
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Figura 3: Cultivo de raizes “hairy root”, em meio semi-solido, ap6s o periodo indutivo de
10 dias. Indugdo em meio de cultivo liquido sem fitorregulador, seguido de
cultivo em meio semi-solido. A — Cultivo em meio MS; B — Aumento do
tratamento mostrado na Figura 3A mostrando calejamento em algumas regides
dos explantes, indicado por seta, e alta ramificacdo das raizes; C — Cultivo em
meio MS suplementado com zeatina. Indugdo em meio de cultivo liquido
contendo zeatina, seguido de cultivo em meio semi-sélido. D - Cultivo em meio
MS; E - Cultivo em meio MS suplementado com zeatina; F — Aumento do
tratamento mostrado na Figura 3E evidenciando uma regido de emissdo de
gemas, mostrada pela seta, juntamente com o calejamento do explante nessa
regido.
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Regeneracdo de plantas de urucum a partir de raizes “hairy root”

A organogénese direta resultou no surgimento de gemas seguidas da emissdo de
brotos que se desenvolveram como mostrado nas figuras 4A e 4B. Tanto as gemas quanto
os brotos obtidos com o subcultivo em meios de cultura semi-solidos, com e sem o periodo
indutivo em meio liquido, foram transferidos para frascos contendo meio MS semi-so6lido
suplementado com zeatina ou com zeatina ¢ GAsz. Com cerca de 20 dias de cultivo as
gemas mantidas em meio de cultura suplementado com zeatina e GAj3 apresentaram
calejamento excessivo e ndo se desenvolveram (Fig. 4C), enquanto que as gemas
subcultivadas somente com zeatina se multiplicam e desenvolveram (Fig. 4D). As
brotagcdes emitidas das raizes mantidas em meio suplementado com zeatina surgiram em
menor tempo e maior freqiiéncia quando comparadas as brotagdes emitidas em meio sem
fitorregulador, visto que o fitorregulador acarretou o calejamento dos explantes, € o
surgimento das gemas ocorreu apds o calejamento das raizes. A multiplicacdo e emissao de
brotos ficaram bem evidentes com aproximadamente 45 dias de cultivo (Fig. 4E), sendo
em seguida separados e transferidos para meios de cultura semi-solidos, e subcultivados a
cada 30 dias (Fig. 4F). As brotagdes transgénicas bem desenvolvidas foram observadas
fenotipicamente, sendo considerados normais quando comparados as plantas controles.

O subcultivo dos brotos foi necessario para a retirada das eventuais raizes “hairy
root” emitidas na base das brotagdes, as quais sdo prejudiciais para o desenvolvimento
normal dos brotos, visto que a emissdo destas raizes acarreta um desbalango hormonal nos
brotos, impedindo seu desenvolvimento por favorecer a multiplicacdo das raizes ‘“hairy
root” em meio de cultura livre de reguladores. A regeneracdo de plantas a partir de “hairy
roots” tem sido relatada em varias espécies (HAN et al., 1993; XU et al. 1996; HOSHINO
e MII, 1998; SEVON et al., 2002; SUBOTIC et al., 2003; JACOB e MALPATHAK, 2005;
FUKUDA et al.,, 2006; REIS et al., 2007). O sucesso da regeneracdo depende
principalmente das condi¢des da cultura in vitro para cada espécies em particular,
entretanto, a idade, o tipo de explante e o gendtipo sdo também importantes.
Frequentemente, as plantas regeneradas a partir de “hairy roots” possuem folhas enrugadas,
raizes abundantes apresentando plagiotropismo, reduzida dominancia apical e reduzido
comprimento dos internos ou folhas, além destas poderem se apresentar variegadas. Essas
anormalidades sdo geradas possivelmente devido a interferéncia gendmica resultante da
inser¢ao do DNA exogeno em regides inadequadas do genoma ou variagdes somaclonais

como resultado do cultivo in vitro (HAN et al., 1993; HU e DU, 2006).
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Figura 4: Morfogénese in vitro de brotos a partir de raizes “hairy root”. A — Multiplicagdo
das raizes em meio de cultura livre de fitorreguladores; B - Broto de urucum
formado em uma regido de calejamento; C — Gemas individuais com 30 dias,
cultivadas em meio contendo zeatina ¢ GAsz; D - Gemas individuais com 30
dias, cultivadas em meio contendo zeatina; E — Multiplicacdo de brotos apos 45
dias de cultivo das gemas em meio contendo zeatina; F — Brotos individuais
subcultivados em meio MS.
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Confirmacéo das plantas transgénicas via PCR

A presenca do Ri T-DNA carregando a constru¢cdo quimérica nos-nptll-nos nas
raizes “hairy root” foi diagnosticado por PCR (“Polimerase Reaction Chain”), usando
oligonucleotideos especificos para o gene nptll (Figura 5). A incorporagdao do gene ntpll
foi confirmada em pelo menos nove transformantes independentes de raizes de urucum TO
[TO M2 (1, 2,3,4,5,6¢e7)e TO M6 (1 e 2)], pelo tamanho do fragmento de 550bp,
referente a amplificacdo da seqiiéncia da construcdo quimérica, a partir dos respectivos
DNA gendmicos. Amostras de DNA genomico das raizes de ambas as matrizes, ‘M2’ e
‘M6’, foram amplificadas e utilizadas como controles negativos, o que foi confirmado pela
auséncia da banda amplificada para essas amostras. A presenca do inserto foi confirmada
para todas as raizes “hairy root”, admitindo assim, a transgenia das plantas regeneradas
obtidas a partir dessas raizes. A confirmagdo fisiologica da natureza transformada foi
verificada pela resisténcia a canamicina nos meios de cultura, pois apenas as raizes ‘“hairy
root” se desenvolveram, semelhante ao relatado para outras espécies; enquanto que as
plantas que regeneraram a partir dessas raizes apresentaram sistema radicular vigoroso e
marcadamente ramificado (HOSHINO e MII, 1998; CHO e WILDHOLM, 2002; JACOB ¢
MALPATHAK, 2005; FUKUDA et al., 2006; REIS et al., 2007).

700 pb
500 pb

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose do DNA gendmico de raizes “hairy root” de B.
orellana infectadas com A. rhizogenes R1601 contendo a construgdo quimérica
nos-nptll-nos, e controles, amplificados por PCR. Fragmentos de 550 pb
confirmam a presenca do transgene. (M) € o marcador padrao de 100 pb; (1) e
(9) representam a planta de B. orellana matriz ‘M2’ e ‘M6’ ndo-transformadas,
respectivamente; (2-8) representam transformantes independentes da planta de
urucum matriz ‘M2’ TO M2 [(I), (II), (III), (IV), (V), (VI) e (VID]; (10 e 11)
representam transformantes independentes da planta de urucum matriz ‘M6’ TO
M6 [(D) e (I)].
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Como demonstrado nos experimentos para urucum, a obten¢do de plantas
transgénicas via transformacgao utilizando A. rhizogenes é uma ferramenta promissora para
obter cultivares melhorados agronomicamente por engenharia genética, e proporcionar o
estudo de vias metabdlicas para esta espécie. REIS et al. (2007) relataram que a produgao
de “hairy root” tem sido usada para o estudo de interagdes in vitro, propriedades
bioquimicas dos genes e expressdo das vias metabodlicas, assim como também, na
elucidacdo de intermedidrios e enzimas fundamentais envolvidas na biogénese de
metabolitos secundarios. Esse sistema possui grande potencial para a produgdo de
metabolitos secundarios, especialmente farmacéuticos, ja& que proporciona alta taxa de
crescimento, facil manipulagdo genética e da cultura e, principalmente, a habilidade
aumentada para produzir metabdlitos uteis que ndo podem ser produzidos por células, mas
somente por plantas completamente formadas (SEVON et al., 2002; HU e DU, 2006).

Entretanto, problemas potenciais como a existéncia da variagdo na habilidade de
sintese entre diferentes clones, possivel perda de cromossomos, modificagdes fenotipicas
na planta regenerada, e a co-supressdo entre genes enddgenos e exdgenos (XU et al., 1996;
AYORA-TALAVERA et al., 2002; MOYANO et al., 2003; HU e DU, 2006). O Ri T-
DNA contém genes rol, os quais provavelmente interferem com a via de transducdo de
sinais de hormonios nas plantas.

A indugdo de “hairy roots” e a regeneragdo de brotos a partir dessas raizes sdo pré-
requisitos importantes para o sucesso da producdo de plantas transgénicas usando A.
rhizogenes (FILIPPINI et al., 1996). Brotos regenerados a partir dos explantes “hairy root”
geralmente ndo possuem dominancia apical e alteragdes no geotropismo positivo, além de
poderem apresentar problemas na fertilidade (HU e DU, 2006). Assim, existe a
necessidade de se realizar mais estudos em plantas transgénicas resultantes da
transformagao via A. rhizogenes e verificar quais so as reais vantagens oferecidas por este
sistema.

Para urucum, um sistema de transformacao e regeneracdo de plantas transgénicas ¢
importante visto a caréncia de protocolos de transformagdo genética para essa espécie. O
principal progresso em se propor tal sistema de transformacdo genética via A. rhizogenes
para urucum ¢ a obten¢do de muitas raizes transgénicas independentes, as quais sdo
consideradas clones distintos, e que podem ser produzidas e multiplicadas em curto espago
de tempo.

Outra vantagem obtida com esse tipo de transformacdo ¢ considerar as diversas

brotagdes originarias a partir de uma mesma raiz como clones transgénicos, o que facilita o
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estudo da insercdo de genes exogenos para essa espécie. Como os brotos transgénicos de
urucum provenientes das raizes “hairy root” aparentemente ndo apresentaram diferencas
morfologicas com as plantas controles, esse sistema de transformacdo genética torna-se
promissor, visto permitir ndo somente a insercdo de genes exdgenos em variedades
superiores de urucum, para posterior utilizacdo das plantas transgénicas em programas de
melhoramento genético, mas também, permitira o estudo da funcdo de genes
desconhecidos, além de possibilitar o estudo da influéncia de genes envolvidos em vias
metabolicas, como por exemplo, os genes envolvidos na biossintese do pigmento bixina

para essa espécie.
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CAPITULO 11l

ISOLATION AND PURIFICATION OF RNA FROM TISSUES RICH IN
POLYPHENOLS, POLYSACCHARIDES, AND PIGMENTS OF ANNATTO

ABSTRACT

The tropical plant Bixa orellana L. (annatto) produces an array of natural products,
including the pigment bixin used in the food and cosmetics industries. To understand the
biochemical and molecular basis of the biosynthesis of these natural products, a reliable
method for isolating high yields of high-quality RNA is required. Here we described a
successful and reproducible method for isolation and purification of high-quantity and
high-quality RNA from different tissues of annatto. This protocol overcomes the usual
problems associated with large amounts of polyphenols, polysaccharides, pigments, and
other secondary metabolites that are not easily removed by conventional extraction
procedures. Furthermore, the proposed protocol can be easily carried out in any laboratory
and it could be also extended to isolate RNA from other plant species showing similar
abundance of compounds that interfere with RNA extractions. The yield and quality of the
RNA were monitored by spectrophotometric analysis, separation on agarose gel, RT-PCR,

and construction of a cDNA library.

Keywords: RNA extraction, MATAB (mixed alkyl trimethyl ammonium bromide), RT-
PCR, cDNA library
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INTRODUCTION

Bixa orellana L. (annatto) is a perennial tree species, native to tropical America,
which accumulates several carotenoid derivatives (including bixin and norbixin),
terpenoids, tocotrienols, arenes, and flavonoids in seeds and/or leaves (LAWRENCE and
HOGG, 1973; HARBONE, 1975; JONDIKO and PATTENDEN, 1989; FREGA et al.,
1998; PINO and CORREA, 2003; SATYANARAYANA et al., 2003; SHILPI et al., 2006).
This plant has raised a growing interest by the scientific community worldwide, since it is
the sole source of the natural pigment bixin extracted from the pericarp of the seeds and
used in food and cosmetics industries (GIULIANO et al., 2003). Due to the prohibition on
the use of specific synthetic color additives in several countries, bixin is second only to
caramel as the most used natural colorant in industry (MERCADANTE and PFANDER,
1998).

In spite of recent clarification of the biochemical and molecular basis of bixin
biosynthesis (BOUVIER et al., 2003), most enzymes and the genes regulating the
biosynthesis of carotenoids and other natural products have not been identified or
characterized yet in annatto. A pre-requisite to conduct such research is the isolation of
intact nucleic acids, especially RNA. Unfortunately, isolating sufficient yields of high-
quality RNA from tissues of annatto has been particularly difficult. Besides pigments, the
major obstacles are the large amounts of polyphenols and polysaccharides that co-
precipitate with nucleic acids upon isolation (ECHEVARRIA-MACHADO et al., 2005).
Furthermore, most published protocols [e.g., guanidinium thiocyanate (CHOMCZYNSKI
and SACCHI, 1987, hot phenol (DE VRIES et al., 1988)] and commercial kits [e.g.,
RNeasy (QIAGEN), Trizol (Gibco-BRL Life Technologies] available for RNA isolation
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were not designed for use with plant materials rich in polyphenols and polysaccharides
(HU et al., 2002; TAO et al., 2004).

As far as we are concerned, to date, only one study has examined the isolation of
RNA from different tissues of annatto (NARVAEZ et al., 2001), resulting in a relatively
low RNA vyield. Here we presented a successful procedure for isolation and purification of
high-quantity and high-quality RNA from different tissues of annatto based upon a
modification of the protocol described by GESTEIRA and co-workers (2003). The
proposed protocol overcomes the problems associated with polyphenol, polysaccharide,
and pigment contaminations and can be easily carried out in any laboratory. The yield and
quality of the RNA obtained was consistently high, as confirmed by spectrophotometric

analysis, separation on agarose gel, RT-PCR, and construction of a cDNA library.
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MATERIALS AND METHODS

Plant Material

Samples of seeds and leaves at different developmental stages were collected from
14 years-old annatto plants (Bixa orellana L. var. ‘Bico-de-Pato’) growing in an
experimental field plot at Federal University of Vigosa, Brazil. After harvest, the samples
were immediately submerged in RNAlater™ RNA stabilization reagent (Qiagen, USA),

incubated overnight at 4 °C, and then transferred and maintained at -20 °C until use.

Equipment and Reagents

1. Mortar, pestles, and spatulas.

2. Diethylpyrocarbonate (Sigma).

3. 2-mL sterile microcentrifuge tube (Scientific Specialties).

4. Homogenization buffer: 0.2 M boric acid, 10 mM EDTA, pH adjusted to 7.6 with Tris,
0.5% sodium dodecyl sulfate (SDS), and 0.286 M [1-mercaptoethanol.

5. Phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1; v/v/v).

6. Mixed alkyl trimethyl ammonium bromide (MATAB) solution (2% MATAB, 3 M
NaCl).

7. Chloroform/isoamyl alcohol (24:1; v/v).

8. Cold isopropyl alcohol.
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9. 3 M sodium acetate pH 4.5.

10. Ethyl alcohol.

11. DEPC-treated water.

12. DNase I (Invitrogen).

13. GeneQuant pro spectrophotometer (Biochrom).
14. 10 mM Tris-HCI, pH 7.5.

15. Tag DNA polymerase (Promega).

16. PTC-200 thermocycler (MJ Research).

RNA Extraction

All solutions were treated with 0.1 % (v/v) diethylpyrocarbonate (DEPC). Mortars,
pestles, and spatulas were soaked overnight in 0.1 % (v/v) DEPC and then autoclaved prior

to using.

1. One hundred milligrams of each tissue sample were ground to a fine powder using liquid

nitrogen and then transferred into a 2-mL sterile microcentrifuge tube.

2. One milliliter of homogenization buffer was added. The mixture was shaken for 5 min
and then incubated at room temperature for the same time just before centrifugation at

15,000x g for 10 min, at room temperature.

3. The supernatant containing nucleic acids and a large amount of polysaccharides and
pigments was carefully removed into a new microcentrifuge tube and treated with equal
volume of phenol/chloroform/isoamyl alcohol, shaken for 5 min, and then centrifuged at

15,000x g for 10 min, at room temperature.

4. About 500 pL of the upper aqueous phase was carefully removed into a new
microcentrifuge tube. To eliminate residual polyphenols and polysaccharides, purification
of the upper aqueous phase was carried out by adding one volume of MATAB solution and

1-mL of phenol/chloroform/isoamyl alcohol, followed by incubation at 65 °C for 10 min.
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5. About 900 pL of the upper aqueous phase was carefully removed into a new
microcentrifuge tube and an equal volume of chloroform/isoamyl alcohol was added.

Samples were shaken for 5 min prior to centrifugation at 15,000x g for 10 min, at 4°C.

6. The upper aqueous phase was collected and the nucleic acids were precipitated by
adding one volume of cold isopropyl alcohol and one-tenth volume of 3 M sodium acetate
pH 4.5. The tubes were kept on ice for 15 min and then centrifuged at 15,000x g for 10 min
at 4 °C. The supernatant was discarded and the pellet was washed with 70 % (v/v) ethyl
alcohol and resuspended in 60 uL of DEPC-treated water.

7. The samples were treated with RNase-free DNase I (Invitrogen, USA), according to the

manufacturer’s instructions, and stored at -80 °C for later use.

8. An aliquot of the RNA was electrophoresed on 1 % DEPC-treated agarose gel and
stained with ethidium bromide (0.5 pg/mL) to confirm its integrity.

RNA Analysis
Spectrophotometric analysis

The purity and concentration of the isolated RNA were assayed
spectrophotometrically at 260 nm and 280 nm. For accurate measure, samples were diluted
(1:50) in 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, since the Azs0/Azg ratio is influenced considerably by
pH.

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)

The first-strand cDNA was synthesized from 1 ig total RNA of developing seeds
using the First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas, USA) and the provided random
hexamer primer, following the instructions of the manufacturer. The cDNA was used for
PCR amplification of the annatto 18S rRNA sequence under the following conditions: 1
pL of first-strand cDNA, 0.2 uM of 18S forward and reverse primers, 0.2 mM each dNTP,
1.5 mM MgCI2, and 1 U of Tag DNA polymerase (Promega Co., USA). The following
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primers were used: 18SF (5’-CAAGCGATCTTTTCGTAGGC- 3’) and 18SR (5’-
CGAAGATAAAATCCGAGCTTGT-3’). PCR was done in a PTC-200 thermocycler using
the following program: 94 °C for 5 min, 30 cycles of 94 °C for 30 s, 55 °C for 45 s, 72 °C

for 1 min, and a final step of 72 °C for 7 min.

cDNA Library Construction

The cDNA library was constructed using the Creator' SMART™ ¢DNA library
construction kit (Clontech, USA), according to manufacturer’s instructions, except for
cDNA fragments that were cloned into pGEM-T Easy vector (Promega Co., USA) and
subsequently introduced into ElectroMAX DH10B competent cells Invitrogen, USA). To
validate the library, PCR was performed from randomly selected colonies. Each PCR
reaction was carried out in 25 pl volume containing 0.2 mM of each dNTP, 0.25 uM of
each M13 forward and M13 reverse oligonucleotide primers, 0.25 U Tag DNA polymerase
and 100 ng of plasmidial DNA. The reactions were amplified in a PTC-200 thermocycler
with an initial denaturing at 94 °C for 2 min, followed by 30 cycles of 1 min of denaturing
at 94 °C, 30 s of annealing at 55 °C, and 2 min elongation at 72 °C for 2 min, followed by a
final cycle of 10 min at 72 °C. Amplified DNA fragments were monitored in an 1 %

agarose gel.
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RESULTS AND DISCUSSION

A few protocols have previously reported the isolation of RNA from recalcitrant
plant tissues (SCHULTZ et al., 1994; BURGOS et al., 1995; ASIF et al., 2000; CHI-
MANZANERO et al., 2000; WANG et al., 2000; NARVAEZ et al., 2001; HU et al., 2002;
GESTEIRA et al.,, 2003; TAO et al.,, 2004), mainly because the high content of
polyphenols, polysaccharides, pigments, and other unidentified compounds that preclude
the isolation of feasible amounts of high-quality nucleic acids. We have chosen to improve
the method of RNA isolation developed for recalcitrant tissues of cacao (GESTEIRA et al.,
2003), a tropical tree showing similar problems of high content of polyphenol,
polysaccharide, and pigments in its organs, which makes difficult to remove them by
conventional extraction procedures. Annatto RNA extraction was successfully carried out
using the modified method described in this report, which requires few reagents and can be
easily carried out in any laboratory.

The homogenization buffer containing boric acid, associated with SDS and [1-
mercaptoethanol, facilitated the recovery of RNA by enhancing the dissolution of the cell
wall and denaturation of proteins. Moreover, the use of the homogenization buffer avoided
the oxidation of phenolic compounds and, therefore, the binding of the phenolics to the
RNA (GESTEIRA et al., 2003). Also, the polyphenol oxidase activity was reduced due to
the alkaline pH of the homogenization buffer. The phenol/chloroform/isoamyl alcohol step
contributed not only to eliminate the denatured proteins and pigments, but also to aid in the
precipitation of large amounts of polysaccharides, as observed in the bottom of the tubes
after the centrifugation step. To better purify nucleic acids from polyphenols and

polysaccharides, the tertiary-butanol step (GESTEIRA et al., 2003) was further replaced by
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an efficient purification step using 2 % of the anionic detergent MATAB associated to 3 M
of NaCl. As confirmed by our results, this method was very effective in avoiding co-
precipitation of polysaccharides, polyphenols and nucleic acids, resulting in the
precipitation of nucleic acids free from these contaminants (Fig. 1).

The procedures for RNA isolation must be evaluated by monitoring the quantity,
quality, and integrity of the RNA obtained (ASIF et al., 2000). The integrity of the RNA
samples from different tissues of annatto was confirmed by visualizing intact bands of 28S
and 18S rRNAs in an 1 % agarose gel (Fig. 1). The RNA integrity was not affected by the

subsequent DNase treatment step for removal of genomic DNA.

e —— — gDNA
_ ——— —— 28S rRNA
: \18S rRNA

Figure 1. RNA visualization in agarose gel electrophoresis after the polyphenol and
polysaccharide elimination step using MATAB associated to NaCl. RNA was
extracted from the following tissues of annatto: developing seeds (lane 1),
young leaves (lane 2), and mature leaves (lane 3). gDNA, genomic DNA;
rRNA, ribosomal RNA.

Spectrophotometric quantification at 260 nm, after DNase treatment (step 7 of RNA
extraction protocol) of the samples, demonstrated that our method in fact yielded large
amounts of RNA (138.9-745.2 pg/g of fresh weight; Table 1). In contrast, only 36.3-90 pg
of RNA per gram of fresh weight was produced by the modified hot-phenol method
previously reported for annatto (NARVAEZ et al., 2001). The absorbance at 260/280 nm
ranged from 1.70-1.80 (Table 1), suggesting that the RNA could be applied for further

analysis.
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Table 1. Spectrophotometric quantification of total RNA extracted from different tissues

of annatto
Tissues Total RNA A260/280
(ug/g FW) ratio
Developing seeds 745.2+35.4 1.80 £ 0.05
Young leaves 138.9+3.6 1.76 £ 0.03
Mature leaves 320.4+15.0 1.70 +£0.02

+ Standard deviation; n =4

To determine whether the isolated RNA could in fact be used for further analysis, it
was used as a template for RT-PCR. By using the first-strand cDNA from developing
seeds, RT-PCR was performed with 18S primers and the products were separated in 1 %
agarose gel electrophoresis. A major PCR product of 250-bp, corresponding to the
amplification of 18S ¢cDNA sequence, was successfully obtained (Fig. 2). This result
confirms the high quality of the RNA obtained by our protocol.
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300 bp

200 bp

Figure 2. Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified 250-bp 18S fragment from
developing seed cDNA. M, 100-bp DNA ladder; lane 1, 18S cDNA.

Confirmation whether the isolated RNA was suitable for use in further experiments
also came from construction of a cDNA library and evaluation of randomly selected
colonies by PCR. PCR products from fourteen clones demonstrated that most of them had
a cDNA size ranging from 1 kb to 2 kb (Fig. 3).

Taken together, these results confirmed that the isolated RNA is suitable for use in
further molecular biology experiments, without any inhibition of enzymatic reactions. Thus,
the protocol presented here facilitates future investigations of biochemical and molecular
basis of natural product biosynthesis in annatto. It could be also useful for other plant
species containing high levels of polyphenols, polysaccharides, and pigments, as we have

observed for Musa spp. (banana) and Genipa americana (jenipapo) (data not shown).
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M12 345 6 78 910111213 14

Figure 3. Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified ¢cDNA fragments from selected
clones of the library. Primers M13 forward and reverse were used in the PCR
reactions. M, 1-kb DNA ladder; lanes 1-14, E. coli clones. Lanes 6 and 13 indicate

false-positive clones.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos com este estudo permitem obter as seguintes conclusoes:

e O uso de 4 mg L' de higromicina para hipocétilos ndo pré-cultivados das
matrizes ‘M1’ e ‘M6’ da variedade ‘Bico de Pato’, ¢ suficiente para inibir a regeneragdo de
brotos;

e A regeneracdo de brotos a partir de hipocétilos das matrizes ‘M1’ e ‘M6’ da
variedade ‘Bico de Pato’, submetido a pré-cultivo de 3 dias, ndo ¢ completamente inibida
com o uso de 4 mg L' de higromicina;

e Explantes radiculares da variedade ‘Peruana’ apresentam redugdo de 98,95% na
freqliéncia de brotacdo, quando cultivadas com 2,5 mg L' de canamicina;

e Explantes radiculares da variedade ‘Peruana’ cultivado em meio contendo
canamicina, resultam no alongamento dos segmentos de raizes quando se utiliza 12,5 e 25
mg L™ desse antibiotico;

e Os antibidticos meropenem, timetin, augmentin ¢ cefotaxima usados no cultivo
de hipocotilos inibem a freqiiéncia morfogénica dos hipocétilos das variedades ‘Peruana’ e
matrizes ‘M1’ e ‘M6’ ‘Bico de Pato’;

e Segmentos radiculares das variedades ‘Peruana’ e matrizes ‘M1’ e ‘M6’ ‘Bico de
Pato’ apresentam diferencas na freqiiéncia de emissdo de brotos nos meios utilizando os
antibioticos meropenem, timetim ou augmentin;

e A resposta morfogénica in vitro de explantes urucum depende ndo somente do

genotipo especificidade do material, mas também da fonte de explante avaliada;
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e O fenotipo “hairy root” ¢ visualizado como resultado da transformacdo de
hipocoétilos de urucum com Agrobacterium rhizogenes R1601, assim como também a
emissao de brotos em meio sem fitorregulador;

e A utilizagdo de 4,56 uM de zeatina no meio de cultura acelera o surgimento e a
multiplicagdo de brotos de urucum, em relacdo a utilizagdo de meio livre desse
fitorregulador;

e O cultivo das raizes “hairy root” em meio liquido estimula o crescimento dessas
raizes em meio sem regulador de crescimento, além da regeneracdo de brotos em meio
contendo 4,56 uM de zeatina;

e O protocolo de isolamento e obtengdo de RNA utilizando MATAB 2% em
solucdo de NaCl 3 M realizado para essa espécie vegetal, ¢ eficiente para andlises

moleculares.
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